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RESUME

De la physiologie a la répartition :
Adaptations climatiques et sensibilité thermique leez une relique glaciaire

L’'un des objectifs majeurs en écologie est de cemire les déterminants de la distribution des
organismes. La répartition des espéces est le pradlune réponse dynamique face a
I'environnement biotique et abiotique. Il est primiial d’élaborer des inférences solides sur les
contraintes pour identifier les facteurs proximada& la distribution des espéces. Chez les
ectothermes, la température corporelle est diremt¢mépendante de la température ambiante qui
va affecter la physiologie, le budget d’activitépar conséquent la plupart de leurs traits d’histoi
de vie. La prévalence des facteurs abiotiques &t)isur la distribution des espéces est largement
pressentie notamment sur les especes spécialisée$@mnomie d’énergie. Seul un petit nombre
d’espéces d’ectothermes est capable d’exploitemidisux froids ce qui souléve des questions sur
leurs spécificités physiologiques et leurs répoif@es aux changements globaux.

Nous avons étudié I'écophysiologie et la distribntd’une espéce boréale, la vipere péliade
(Vipera beru} dont I'aire de répartition tres vaste trouve isaite sud de répartition en France,
dans le Massif Central. Nous avons réalisé desssaiwmparatifs avec la vipere aspiigera
aspig, espece sceur a répartition parapatrigue limié8ual-ouest de I'Europe. Nos travaux sur la
thermorégulation, le métabolisme, la sensibilitdriue et la phénologie de reproduction montrent
que I'espéce boréale présente des adaptationdigpésiau froid qui la rendent particulierement
vulnérable aux températures élevées notammentresdpéestivale. Nos résultats de modélisation
corrélative soulignent clairement que le climat sstfisant pour prédire la majeure partie de la
répartition des especes. En parallele, les modées niches physiologiques démontrent
'importance de la dépendance thermique des co@tsndintenance et de la phénologie de la
reproduction. En effet, les limites Sud de distiifms des deux especes seraient liees a des
contraintes énergétiques et hydriques trop fortessaque [laltération des performances
reproductrices limiteraitV aspis au Nord. Les variations climatiques passées (sycle
glaciaire/interglaciaire) ont largement impactétaicturation génétique des populations de vipéere
péliade. Les scenarios de changements climatiquessfpourraient avoir un impact majeur sur la

persistance de I'espéce d'ici 2100 dans les laatiemurbieres en zone amont de la Loire.

Mots-clés : Squamates, biogéographie, performances, approébamstique, niche physiologique,

niche écologique, approche diachronique, consenvati



SUMMARY

From physiology to distribution:
Climatic adaptations and thermal sensitivity in a dacial relict

A major goal in ecology is to understand the deteamis of species distribution. Species
distributions result from a dynamic response tdibiand abiotic factors. It is of crucial importanc
to idenfity limiting factors and their relevancey tdentify proximate factors shaping species
distributions. In ectotherms, ambient temperatureeatly influences body temperature and
therefore affects physiology, activity budget, amdst life history traits. Consequently, abiotic
factors (climate) should have a prevalent influeanethe distribution of ectotherms. Few species
are able to exploit cold climates, raising the peob of their physiological specificities and
responses to global change.

We studied the ecophysiology and distribution bbeeal species, the add#&tifera beru.
This geographically widespread species (Eurosibemaeets its southern limit in France (Massif
Central). We compared. beruswith the asp viper\ipera aspi}, a sister species with a parapatric
distribution limited to southwestern Europe. Ourrkvon thermoregulation, metabolism, hydric
sensitivity, and reproductive phenology revealssjwecold adaptations iV. berusthat make this
species vulnerable to high temperatures, espedaliyyg summer. Correlative modeling indicated
that climate largely explains the species’ distiifmu In parallel, mecanistic niche modeling
demonstrated the importance of thermal dependeficenaintenance costs and reproductive
phenology. For instance, southern distribution mn both species are linked to energetic and
hydric constraints while northern limits \haspislikely involve altered reproductive performance.
Past climatic variations (glacial/interglacial pet$) have strongly affected the genetic structure of
adder populations. Scenarios of future climate chag likely to impact the persistence of this

species by 2100 in heathland and peat bogs indhre Lpstream zone.

Keywords: squamates, biogeography, performances, mechaaispimach, physiological niche,
ecological niche, diachronic approach, conservation
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Introduction

1. Comprendre la distribution des espéces

1.1. Les déterminants de la distribution

L’'un des enjeux majeurs en écologie est de compeeladdistribution et I'abondance des
organismes dans l'espace et dans le temps (Andieav& Birch 1954 ; Krebs 1972 ;
MacArthur 1984). Cette problématique est au coewr mgoccupations actuelles de nos
sociétés faisant face aux changements climatiqie€Q 2007) et a l'érosion de la
biodiversité (Thomas et al. 2006). Afin d’évalumpact des perturbations du climat sur la
biodiversité, il est nécessaire de connaitre lpsmées des especes tout en prenant en compte
leur sensibilité propre. La distribution peut doge définir comme étant le résultat d’'une
réponse dynamique d’'une espéce face a un envir@amtaonné. Toutefois, les interactions
entre les organismes et I'environnement sont mekigt complexes. Il est par conséquent
difficile d’élucider facilement 'ensemble des méanes et leurs interactions qui régissent la
répartition des especes. Néanmoins, méme si Il'emv@ment se constitue d’'une multitude de
composantes qui interagissent entres elles, p@stible de les regrouper en trois catégories :
les paramétreabiotiques les interactionbiotiques ainsi que les facteutsstoriques

Le climat a un r6le fondamental sur la distributdes organismes. Cette influence est
particulierement marquée chez les ectothermes fi&falet al. 2002 ; Parmesan 2006 ;
Deutsch et al. 2008). Des travaux récents se basantes suivis de terrain montrent une
réponse claire de I'ensemble des especes aninal@gétales au réchauffement climatique
déja en cours. En effet, on observe aussi biempuogression des limites nord de distribution
gu’une régression des limites sud. (Parmesan & Y20@83 ; Root et al. 2003 ; Lesica &
McCune 2004 ; Franco et al. 2006). De plus les salélamatiques extrémes semblent
egalement avoir des effets importants sur la tistion des especes (Easterling et al. 2000 ;
Parmesan et al. 2000). Méme si les conditions ¢gsbalclimat) conditionnent
I'environnement microclimatique exploité par legamismes, I'habitat (végétation), de par sa
structure, permet de diversifier et de tamponner cantraintes générales. La sélection de
I'habitat par les ectothermes est d'ailleurs esskement déterminée par la thermorégulation
(Reinert 1984) et détermine l'occupation spatiale deganismes a une plus fine échelle.
Ainsi la disponibilité et la structure des habitp&ivent avoir un impact a large échelle sur la

distribution des espéeces (Kearney et al. 2009b).
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Introduction

Les interactiondiotiques peuvent également avoir un réle sur la distributitune
espece. En effet, ces facteurs peuvent directemimtérer sur la capacité des organismes a
exploiter leur environnement. Par exemple, la cditipg par interférence (directe) a été
largement étudiée chez des especes trés activeifleaux et les mammiferes) mais a
également pu étre montrée chez des espéces mobikesn&’est le cas des salamandres du
genrePlethodonqui présentent des distributions parapatriquegréaence d’'une des especes
diminue la condition corporelle de I'autre et prouecggalement la réduction de la population
(Hairston 1981 ; Cunningham et al. 2009). Des fétences directes telles que I'agressivité
(territorialité) pourraient expliquer comment urgpece subordonnée pourrait étre limitée par
l'autre (Cunningham et al. 2009 ; Deitloff et abd®). L’influence des interactions agressives
sur les limites de distribution a également pu &tomtrée chez les |ézards du geRoalarcis
(Downes & Bauwens 2002) dtliveoscincus(Melville 2002). Ainsi, la présence d'un
compétiteur peut maintenir, en équilibre, la limdedistribution de I'espéce et le retrait de ce
compétiteur permettrait a I'espéce de progressauia ce que les conditions abiotiques lui
soient défavorables (Hairston 1981 ; Downes & Bawsv@002). Les facteurs biotiques
peuvent également agir de maniere indirecte swoieportement de thermorégulation des
organismes. Chez les ectothermes terrestres, landn@gulation nécessite souvent de
s’exposer au soleil et par conséquent, le risga#tidr I'attention des prédateurs (Webb &
Whitting 2005). En réponse, les modeles théoriquédisent que les organismes pourraient
ajuster leur prise de risques en restant dansrifuge plus longtemps, mais avec pour
conséquence, une diminution de la qualité de leemtorégulation (Polo et al. 2005). Les
observations sur le terrain chez les lézards dueghierolacerta et Podarcis semblent
concorder avec les prédictions des modéles (Lop&ta&in 2001 ; Diego-Rasilla 2003). En
garantissant leur survie, le risque de prédatian pegendrer une thermorégulation inefficace
(Herczeg et al. 2008) et pourrait impacter leggrdihistoire de vie des organismes en lien
direct avec la fitness, comme la croissance oapeoduction (Downes 2001). Comme pour la
prédation, le parasitisme peut également étre dih igpplémentaire a la thermorégulation.
Kerr & Bull (2006) ont pu montrer chez un lézar@iliQua rugosa que le risque de
parasitisme a une incidence sur l'utilisation defsiges, essentielle a la thermorégulation de
cette espece.

Enfin le facteuthistorique est une variable immuable qui doit étre prise @npte car
la distribution actuelle d’'une espece est en grgvatttie le résultat de son passé (Glor &
Warren 2011). En effet, des modifications majeupassées ont largement contraint la

distribution des especes et parmi les plus récel@e®scillations climatiques du pléistocéne
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(conditions froides glaciaires et chaudes intetiglegs) en sont un bon exemple. En Europe,
durant le dernier maximum glaciaire (entre -23 8 KL ans), les conditions climatiques
froides ont provoqué un déplacement altitudinallagitudinal considérable des biomes
(Hewitt 2004) et une baisse du niveau des mersviatmm 120 m (Rohling et al. 1998). La
plupart des espéces tempérées ont alors trouedieltions favorables a leur maintien dans
les péninsules d’Europe du sud (hypothése des esfugéditerranéens), suivi d'une
recolonisation de I'ensemble de I'Europe par ddfées voix de colonisation lors du
réchauffement interglaciaire (Taberlet et al. 198&witt 2000). En se basant sur des études
phylogéographique, des refuges plus nordiques«dityptiques » ont, semble-t-il, pu exister
permettant aux espéces continentales et tempérégserdester sous des latitudes plus
importantes grace a des conditions topographiguesceoclimatiques favorables (Stewart &
Lister 2001 ; Provan & Bennett 2008). Ceci perm&lilldurs de mieux expliquer les
evenements de dispersion longue distance sur-edtiles capacités de recolonisation des
especes (« paradoxe de Reid » ; Clark et al. 1988)tefois, toutes les especes n’'ont pas
réagi de la méme facon durant les périodes glasiaiAinsi les especes tempérées ont
probablement subi une série de contractions des laines de distribution en périodes
glaciaires. Inversement, les espéces adaptéesnaat ¢toid subiraient actuellement (période
« chaude ») une contraction plus ou moins impoetal® leur aire de distribution (Schmitt
2007 ; Svenning et al. 2008). Ainsi, ceci poureaipliquer par exemple la répartition en aire
disjointe de certaines especes adaptées aux cliats dites « reliques glaciaires » (Varga
& Schmitt 2006).

1.2. Implications sur les prédictions

Identifier les facteurs limitants de la distributia’implique pas la compréhension des
mécanismes qui affectent directement les organisiirseffet, du fait des particularités
intrinseques aux especes (morphologie, physiolegimportement, histoire de vie), un méme
environnement peut avoir des conséquences tré&settes sur les performances individuelles
ou sur les paramétres démographiques. Il est dmporiant de prendre en compte les
caractéristiques propres a chaque espéce afinrdaulier des inférences robustes sur les
facteurs environnementaux limitants et notammantpertinence fonctionnelle (O’Connor et
al. 2006).

Alors gu’il est possible de quantifier et de sp@&e les facteurs environnementaux
grace au développement des systemes d'informat@&vgrgphique (SIG), élucider les
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Introduction

réponses fonctionnelles des organismes face aietioas biotiques et abiotiques est difficile
a mettre en ceuvre. En effet, la persistance demimmes dépend d’interactions complexes
avec le milieu mais aussi avec les autres espbeesdes pistes pour mieux comprendre ces
relations consiste a acquérir des connaissancesigugs solides sur la physiologie et les
performances des organismes dans leurs milieux ligsapogie).

Les relations fonctionnelles entre la physiologis @speces et leur histoire de vie
(Ricklefs & Wikelski 2002) nous apportent des élé@isede compréhension sur les réponses
des organismes face aux variations spatiales gideates de leur environnement (Chown &
Gaston 1999 ; Bernardo & Spotila 2006). C’est jonspt I'intérét des approches mécanistes
qui permettent de tester l'impact de facteurs praix sur la persistance locale des
organismes ou la distribution d’'une espéce (Dorma@@7 ; Kearney & Porter 2009 ;
Buckley 2010). Cette démarche peut s'appliquer atenombreuses especes. La dépense
thermique des organismes a par exemple été abohizeles insectes (Kingsolver & Watt
1983 ; Bryant et al. 2002 ; Kearney et al. 200929, amphibiens (Sutherst et al. 1996 ;
Kearney et al. 2008), les reptiles (Christian et18i83 ; Buckley 2008), les oiseaux (Root
1988) et les mammiferes (Porter et al. 1994 ; PaotieKearney 2009). Elle présente
également l'avantage d’avoir en théorie une forgglieative et un pouvoir prédictif plus
importants gu’'une démarche corrélative plus sindpheettre en ceuvre (Helmuth et al. 2005 ;
Kearney 2006 ; Broennimann et al. 2007).

La capacité a élaborer des prédictions robustesasdistribution des especes est un
elément essentiel, tout particulierement dans untegta d’'évaluation de limpact des
changements globaux sur la biodiversité. Pour tedaapproches corrélatives nécessitent
d’identifier les variables qui correspondent auspprés aux processus qui contraignent la
distribution des espéces choisies (Pearson & Da@668 ; Dormann 2007 ; Broenimann et
al. 2007) alors que les démarches mécanistes répstanme connaissance approfondie des
processus majeurs limitant la survie et la reprodnaes organismes (Helmuth et al. 2005 ;
Porter & Kearney 2009 ; Buckley 2010).

18



Introduction

2. L’ectothermie et la sensibilité des performance

2.1. Définition

La majeure partie de la biodiversité animale eststituée d’especes dites ectothermes
(Wilson 1992). Ce terme est lié au mode de therqudadion de ces organismes, que I'on
distingue des endothermes (mammiféres et oisehag)especes endothermes possedent des
adaptations physiologiques leur permettant de predune grande quantité de chaleur.
Additionnée a des adaptations morphologiques etpooi®mentales, cette production de
chaleur est essentielle pour maintenir leur tempggacorporelle stable. Au contraire, les
ectothermes produisent au repos une quantité déeuchanétabolique infime. Leur
température corporelle est donc directement dépgaddes conditions microclimatiques
entourant l'organisme. lls utilisent principalememtes moyens physiologiques et
comportementaux pour ajuster leur température celipofHeinrich 1974 ; Beitinger &
Fitzpatrick 1979 ; Brattstrom 1979 ; Huey 1982 nks2004 ; Lagerspetz & Vainio 2006).
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Figure 1. Dépense énergétique journaliere chez 22%péces de vertébrés terrestres en fonction de leur
masse corporelleLa régression des moindres-carrés pour I'ensemideddnnées est représentée par la ligne

noire. D'aprés Nagy (2005).
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L’ectothermie apporte des avantages en terme déscdé maintenance. Ces
organismes présentent des dépenses énergétiguiedZois plus faibles par rapport aux
endothermes qui investissent la majeure partieedeldudget énergétique dans la production
de chaleur (Pough 1980 ; Nagy 2005 ; Figure 1).datsthermes posseédent ainsi un bénéfice
énergétique net bien supérieur, en allouant la unajpartie de I'énergie acquise dans la
croissance ou la reproduction. Cette particulaitpermis & ce groupe de développer une
grande diversité d’histoire de vie. Par exempletageges especes possédent des modes de vie
assez extrémes en cumulant a la fois une faibtpuérce d’alimentation, une reproduction
sur réserves ainsi que des évenements reprodugieurdréquents. Les exemples les plus
poussés se trouvent chez certaines especes ddasegtles adultes sont incapables de se
nourrir d0 a I'absence de piéces buccales (Tam&ataukioja 1996 ; Wheeler 1996).

2.2. Dépendance thermique des performances

La température influence directement la cinétiquge m@actions biochimiques a la base de
l'activité cellulaire des organismes (Hochachka &ntero 2002). Cette dépendance
thermique proximale impacte par conséquent lesopeences des individus, de leur
physiologie jusqu’a leur comportement. Par exemlplédpcomotion (McConnell & Richards
1955 ; Bennett 1980 ; Hirano & Rome 1984 ; Weimste998 ; Ojanguren & Brafia 2000 ;
Angilletta et al. 2002b), la capacité a accéder massources trophiques (Greenwald 1974 ;
Van Damme et al. 1991 ; Ayers & Shine 1997) etshiadélation des ressources (Kaufmann &
Pough 1982 ; Waldschmidt et al. 1986 ; Avery et1&893 ; Howe & Marshall 2002) sont
toutes influencées par la température corporelles Iperformances sont, en général,
représentées par une relation asymétrique comgases une gamme de tolérance avec une

valeur maximale atteinte pour une température adér(Figure 2.).
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Figure 2. Courbe de performance théorique en fonatin de la température corporelle des organismes
ectothermes. La performance atteint son maximuringay lorsque la température corporelle est optimale
(TopY. La gamme de performance est comprise entretapératures critiques inférieur@Tmir) et supérieure
(CTmay. D’'aprés Angilletta (2009) adapté de Huey & Stesan (1979).

Toutefois, la relation température/performance test variable suivant les espéces. Ainsi
pour comprendre I'évolution de la sensibilité thieyne des ectothermes, et notamment le lien
entre la performance a la température optimalea ggalmme de tolérance des organismes,
deux hypothéses ont été émises (Huey & Hertz 19&4jpremiére « hotter is better » prévoit

gue la performance maximale sera plus grande &rigérature optimale est plus élevée
(Figure 3. A). La deuxieme « A jack-of-all-tempenas is a master of none » prédit que plus
la gamme de tolérance thermique est importante ahsrmla performance maximale sera

élevée (Figure 3. B).
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Figure 3.: Représentation théorique des relationgntre les performances et les adaptations thermigqse
chez les ectothermesA) D’aprées I'hypothese de « hotter is better g]dvation de la température optimale
induit un gain de performance. B) L’hypothése <@ekjof-all-temperatures is a master of none » prédi
compromis entre la gamme de performance de l'esgdck performance maximale (spécialistersus
généraliste). D’aprés Angilletta (2009) et Angiidett al. (2010).
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Cette derniere hypothese traduit les avantagesma@nvénients entre une espéce
généraliste (eurytherme), qui bénéficie d’'une péuge gamme de performance moyenne et
une espéce spécialiste (sténotherme) possédanfouee performance dans une gamme
thermique plus restreinte. Toutefois, les modeh&mitiques n’expliquent pas completement
I'évolution de la sensibilité thermique des ectothes (Angilletta 2009).

Ainsi, la température devrait de maniere ultime actpr la valeur adaptative des
individus (fitness). Les performances telles que cl@issance, le développement, la
reproduction ou la survie, montrent des liens éwisleavec la fithess des organismes
(Angilletta 2009). Toutefois ce lien direct aveditaess ne semble pas étre avéré pour toutes
les performances. Par exemple la locomotion a a@tgeient étudiée chez les lézards
(Angilletta et al. 2002b). On concoit facilementriportance de cette performance car elle
permet notamment aux individus de fuir face auwdatéurs ou d’augmenter leur probabilité
d’acquisition de ressources. Néanmoins, les indwigd’exposent souvent aux prédateurs
lorsque les conditions thermiques sont sub-optimdla majeure partie du temps, la vitesse
de fuite en conditions naturelles est bien inféeeaux performances maximales mesurées en
laboratoire (Angilletta et al. 2002a). En I'occuree, savoir fuir en conditions non optimales
apporte un avantage évident non exprimé par laeseolirbe de performance de vitesse
maximale de déplacement. De plus, la pertinence miformances varie suivant les
organismes. Le choix des performances a adressérpdendre en considération les
particularités écologiques de chaque espece (Be&ndtiey 1990) pour garantir le lien fort
avec legroxi de la fithess comme la survie, la fécondité, tassance ou la maintenance.

Par opposition a ces mesures ponctuelles de pwfare ou de gammes de tolérance
thermique des individus (températures critiques immimn et maximum), les processus
physiologiques s’expriment sur une échelle de tempps longue. La croissance, la
reproduction ou la digestion permettent une intiignatemporelle plus complexe (moyen a
long terme) de la dépendance thermique tout enesadnt a un ensemble de performances
physiologiques et comportementales. En plus d’aunitien assez direct avec la fitness, ces

traits peuvent étre mesurés aussi bien dans uexdematurel qu’en conditions controlées.
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Figure 4 Résidus du log, de la consommation d’oxygéne au repos (VMDajustée par la masse corporelle
d’'une espéece de squamatéC(otalus adamanteusdans une gamme de température allant de 5 a 35°Ces

valeurs sont représentées par la moyenne et ltestandard. D’aprés Dorcas et al. 2004.

Une autre variable biologique trés importante esalix métabolique car il résume la
maniéere dont les individus traitent leur énergie¢hbachka & Somero 2002). Le métabolisme
présente un caractére intégrateur car il détertairmdupart des activités des organismes et
contrdle la croissance, la reproduction et la suf@rown et al. 2004). Il est également un
moyen de comparer les patrons d'utilisation de Fégiee entre les organismes (budget
énergétique). Les liens entre le taux métaboliqudaefitness d'un individu sont par
conséquent multiples. Le métabolisme d’'un organigmesuré de maniére indirecte par sa
consommation d’oxygéne par exemple) est dépendaria dnasse de l'individu et de sa
température corporelle (Bennett & Dawson 1976). Teauhme avec la masse corporelle, la
dépendance thermique du métabolisme est diffédgecourbes de performances classiques.
La norme de réaction métabolique présente une autgtian exponentielle caractéristique

(Figure 4). Cette augmentation non linéaire est qgarséquent importante a prendre en

compte afin de bien évaluer la sensibilité therraidas ectothermes.

2.3. La thermorégulation

Du fait de cette forte dépendance thermique desthemimes face aux conditions
environnementales, les variations spatiales (hAbitt temporelles (journalieres et

saisonnieres) du milieu contraignent le temps digge des individus pour étre actifs et pour
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atteindre leur température optimale. Les ectotherpessedent de nombreuses réponses
adaptatives pour tamponner cette hétérogénéiténitpee de I'environnement (Angilletta
2006). Toutefois, les moyens comportementaux sontipalement utilisés pour réguler de
maniere optimale leur température corporelle encébgrit au mieux I'habitat et les micro-
habitats (Reinert 1984 ; Adolph 1990 ; Grover 199%ow & Blouin-Demers 2006). Les
ectothermes peuvent par exemple s’exposer diredterae soleil et emmagasiner les
radiations solaires (heliothermie) ou au contrairgiliser des substrats chauds
(thigmothermie). Il existe un grand nombre de cortgoents de thermorégulation
(Stevenson 1985) intégrant les 3 voies d’échanyasniques possibles entre I'animal et son
milieu : la radiation, la conduction et la conveati Des ajustements physiologiques peuvent
également jouer un réle (ou inverser l'ordre dedsintels que la circulation sanguine, le
meétabolisme ou I'évaporation (Bartholomew 1982¢ls&eher & Grigg 2001 ; DeNardo et al.
2004). La forme, la masse et la couleur de lanimaldifient également les propriétés
physiques des échanges de chaleur avec I'envirogmtem

Parmi la grande variété de stratégies de thermkégu décrites, il existe un
continuum entre deux extrémes (Figure 5.a). La krtbeonformité » est la plus simple et se
caractérise par l'absence compléte de thermorégmlata température corporelle est
directement conditionnée par la température enmmate. A I'autre extrémité du continuum
se trouvent les thermorégulateurs « parfaits » lapade maintenir leur température cible
indépendamment des conditions environnementalesnajarité des ectothermes terrestres
sont des thermorégulateurs imparfaits se distriba@si le long de ce continuum.

Ces stratégies de thermorégulation dépendent adezartie du niveau d’activité des
organismes et de leur prise de décisions compontates (Figure 5.b). Cette prise de
décision doit intégrer les besoins propres de #oigme d’ordre physiologiques et
comportementaux, mais également les colts assbaéte prise de décision. C’est dans ce

cadre que s’inscrit le modéle d’optimalité de larthorégulation (Huey & Slatkin 1976).
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Figure 5 Stratégies de thermorégulation chez les tethermes. (a) La relation théorique entre la température
de I'air et la température de I'organisme chezherrhorégulateur parfait et un thermoconformeur BEx@mple
de relation enregistrée chez un lézard au coursedjaurnée. L'organisme est thermoconforme pendaat
périodes d’inactivités alors qu’il thermorégule gant la journée (adapté de Bauwens et al. 1999prBs

Angilletta 2009.

Les bénéfices lies a la thermorégulation sont asderents. Ils permettent
d’augmenter la température corporelle des orgarsisehale la maintenir a une valeur cible
pour optimiser leurs performances (« warmer isepett Bennett 1987). D’autres bénéfices
peuvent s’ajouter aux simples gains physiologicgieomportementaux. Cela peut étre le cas
lorsque les besoins thermiques sont importants aions de la reproduction (vitellogenése
et gestation) (Shine 1980). Les besoins thermiqueassent également étre modifiés lors
d’une infection pour maximiser la survie de l'indlui (Zbikowska 2004).

Les codts associés a la thermorégulation peuvemrigseuper en 3 types. Tout d’abord
au niveau physiologique, l'augmentation de la terafp@e corporelle va induire une
augmentation des dépenses énergétiques (Stevefi86n Angilletta et al. 2002a ; Blouin-
Demers et al. 2003) et des pertes en eau par @tapo(colts de maintenance). Du fait de la
norme de réaction meétabolique, les dépenses émprgetvont augmenter de maniére
exponentielle avec la température corporelle. Das,ples déplacements associés a la
recherche de sites favorables de thermorégulation &galement augmenter les colts de
maintenance. Deuxiemement, les organismes vontrdgalt perdre des opportunités pour
accomplir d’autres comportements (Huey & Slatkir@9 Gregory et al. 1999). En effet, Il
peut y avoir des conflits d’activités entre les pomements de thermorégulation et la
recherche d’'un partenaire sexuel ou la recherchkaequisition de nourriture. Enfin la
thermorégulation peut entrainer des interactionidnies a risques. L'acces a une placette de
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thermorégulation peut générer de la compétitionaimu inter-spécifique (Medvick et al.

1981). Ce comportement peut également obliger Viddi a s’exposer a des risques de
prédation plus élevés (Pianka & Pianka 1970 ; HL@y4 ; Hertz et al. 1982 ; Webb &

Whiting 2005) ou a des risques de parasitismeipipsrtants (Kerr & Bull 2006).

3. Comprendre la distribution des ectothermes

3.1. Importance des performances

Ainsi, Le modele théorigue de Huey et Slatkin ()9pBédit que le comportement de
thermorégulation peut se mettre en place lorsgsiddéméfices sont plus importants que les
colts. Toutefois ce compromis est variable en fonctles besoins propres a I'organisme
(préférences thermiques spécifiques et statut plogggue), ainsi que des contraintes
abiotiques (qualité thermique de [I'habitat, clima) biotiques (prédation, compétition,
parasitisme) environnementales.

Ainsi, I'organisme doit sélectionner une températaorporelle dite « préférée » lui
permettant de maximiser ses performanceds &he sa fitness. L’hypothese de coadaptation
thermique appliguée aux ectothermes (Huey & Berr88% ; Angilletta et al. 2002b) pose le
fait que la sélection naturelle devrait favorigesur un environnement donné, une évolution
harmonieuse du comportement de thermorégulatiomp@eature préférée), des performances
physiologiques (les optimum thermiques) et desstidihistoire de vie. Ainsi, la température
préférée devrait correspondre a la gamme des tamopés optimales des processus
physiologiques clés de I'organisme, c'est-a-diseples reliés a la fitness.

Pour cerner les stratégies de thermorégulatioresil crucial de développer une
approche intégrant a la fois lehoix comportementaux la sensibilité thermique des
performances clésainsi que l'identification desodts associésCependant, les performances
clés sont différentes suivant les organismes. Rample, le cadre conceptuel des stratégies
de thermorégulation s’est largement appuyé suedpsces comme les |ézards ou il existe un
lien fort entre I'activité et la fitness. La loconuot a été considérée comme le paradigme de
la performance (Huey & Slatkin 1976 ; Hertz et1#883 ; Huey & Hertz 1984 ; Hertz et al.
1988 ; Angilletta et al. 2002b; O’connor et al.0BQ Angilletta 2009). Ces espéces
présentent la particularité d'étre tres actives netbiles (Hertz et al. 1988), ou les

comportements d’alimentation sont une composanjeureade leur budget d’activité. Cette
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forte activité impliqgue une forte dépense énergétigu I'acquisition d’énergie devient par
conséquent, un enjeu essentiel pour la survieatgdhisme et le maintien des populations
(O’Connor et al. 2006).

3.2. Adaptations climatiques

Chez les ectothermes, nous avons pu voir que lkendigmce thermique est tres forte du fait de
leur fonctionnement physiologique (partie 2.). €efibirte dépendance thermique rend les
ectothermes trés sensibles aux facteab®mtiques Les patrons biogéographiques liés aux
clines latitudinaux et altitudinaux sont des phéapnas omniprésents qui refletent des
contraintes climatiques et suggerent des adaptagibysiologiques spécifigues (Hochachka
& Somero 2002).

Parmi les facteurs proximaux, le métabolisme aréattin intérét scientifique
important notamment chez les invertébrés et lesspos. L’hypothese d’adaptation
métabolique au froid (Clarke 1993) prédit que kextanétabolique est plus élevé chez les
ectothermes vivants dans un environnement plusd frgie ceux vivants dans un
environnement tempéré (Addo-Bediako et al. 2002¢tteC adaptation permettrait de
compenser une diminution de la durée des conditongronnementales favorables ou de
faire face a des conditions globalement plus froidécessitant une activité a plus basse
température. Le colt associé a cette adaptatiait ar conséquent une augmentation des
dépenses énergétiques associée a un taux métabplggiemportant pour une méme
température corporelle. Toutefois cette théorie estore controversée notamment
lorsqu’elle a été testée a I'échelle intraspécdiqliLardies et al. 2004). Pour soutenir
I’hypothese d’adaptation au froid, des variatioastlidinales et altitudinales ont pu étre
€galement observées pour les gammes de tolérageidiue. En effet les especes de zones
tempérées présenteraient des températures minieriigsies plus basses que les espéces
tropicales plus sténothermes (Janzen 1967 ; VakuBed 988 ; Addo-Bediako et al. 2000 ;
Ghalambor et al. 2006 ; Deutsch et al. 2008). Lenmpatron semble exister pour les seuils
thermiques de développement (Chown et al. 2002).

Si le métabolisme est un élément physiologique mapd en régissant le budget
énergétique, la balance hydrique des organisme®galement un élément majeur de
I'histoire de vie des vertébrés terrestres (Moemle005). La perte en eau provient de

différents mécanismes comme les échanges gazespiréigon) et de mécanismes passifs

27



Introduction

(échanges transcutanés). La perte en eau par @uaparorrespond a la majeure partie de la
perte en eau chez de nombreuses especes d’ectegh@mi'el & Zilber 1971 ; Moen et al.
2005). En élevant leur température corporelle (tloeégulation, activité), les ectothermes
augmentent significativement leur perte en eau edifiant les processus physiologiques
proximaux et en s’exposant a des conditions enmgorentales plus desséchantes. Ainsi les
especes de milieux arides, notamment les squarfiéresds et serpents), ont pu développer
des stratégies pour réduire les pertes en eau gmemtiant la résistance de leur peau, en
réduisant leur métabolisme ou en utilisant des mey®mportementaux (Gans et al. 1968 ;
Prange & Schmidt-Nielsen 1969 ; Dmi'el 1972 ; Brad® 1997 ; DeNardo et al. 2004 ;
Dauvis et al. 2008).

3.3. Les situations parapatriques

La distribution parapatrique est un phénomeéne fréigukez les ectothermes terrestres. La
compréhension de la parapatrie fait souvent appe&loacept de compétition pour expliquer
comment une frontiere commune peut se maintenir bansere physique (Bull 1991).
Toutefois, les interactions compétitives ne peuggrexpliquer le maintien en équilibre de la
zone de contact. En effet, les distributions parapees peuvent également étre le résultat
d’adaptations constatées entre des espéces erpldigamaniéres différentes les gradients
environnementaux (Bull & Burzacott 2001). C’estclencept de parapatrie écologique qui
s’oppose a celui de parapatrie compétitive (Hatf@é86). La distribution parapatrique peut
ainsi s’expliquer par la combinaison d’adaptatiomentrastées dans le gradient
environnemental et d’interférences compétitives nfiogham et al. 2009). Ainsi, pour
comprendre ce phénomene, il est crucial dévaltienpbrtance relative des facteurs

abiotiques et biotiques impliqués.

4. Modélisation de la distribution: approche corrdative et mécaniste

4.1. Concept de niche écologique

Le concept de «niche écologique » proposé par hihdon (1957) est
particulierement utile pour faciliter la compréhiems de I'occupation de I'espace d'une

espéce. La niche se définit comme étant un espattalimensionnel dont chaque dimension
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représente une composante de I'environnement ipitielila survie ou la reproduction d’un

organisme. Ainsi la niche se compose des varighlgsonnementales qui affectent la fithess
des individus. La niche correspond donc a un hyp&rme ou un organisme ou une
population peuvent se maintenir (Figure 6.). Ldritigtion de I'espéce correspond donc a la

projection de cette niche sur un domaine géographiqu

X

Fithess

X
—

Gradient environnementa

Figure 6.: Représentation de la niche d'une espécea) I'hypervolume représenté sur 3 axes
environnementaux (X, Y et Z) ainsi que b) sur ualsxe (X) ou l'on visualise I'effet limitant du gdient

environnemental sur la fitness.

Les modéles de distribution des espéces se sgei@nt développés depuis les deux
derniéres décennies et sont maintenant intenséutidises (Guisan & Thuiller 2005). Ce
concept corrélatif, faisant le lien entre l'occurte d'une espece et les variables
environnementales, a pour but d’identifier les dacs environnementaux qui sont
susceptibles de limiter une espece. Il est d’adlelar base mathématique des analyses
multivariées permettant de décrire simplement lemnement exploité par des individus ou
pour comparer les niches des espéces (Hirzel 280@2R ; Thuiller et al. 2004 ; Calenge et al.
2008).

Toutefois, ce concept de niche écologique permateéent de faire la distinction
entre la niche fondamentale et la niche réalisé@afiey 2006). La différence entre ces deux
représentations est que la niche fondamentale égliat pas les interactions biotiques
auxquelles les individus doivent faire face. Celatp&re par exemple, les phénomenes de
compétition ou de prédation. La niche fondamentdé alors seulement constituée de
'environnement physique qui entoure les organisifasnat, topographie, habitat). Par
définition, la niche réalisée ne correspond qu’a podion de la niche fondamentale. Elle
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renvoie a la distribution réelle d’'une espece alpue la niche fondamentale renvoie a la
distribution potentielle de I'espece, seule face @antraintes physiques de I'environnement.

Il existe ainsi 2 grands types de modélisation fég7). Les modéles corrélatifs se
basent sur des relations mathématiques entre Ee\@tions de terrain (occurrence) et les
variables environnementales pour prédire la niclalisée afin de la projeter
géographiquement (Guisan & Thuiller 2005). Les nheglénécanistes incorporent quant a
eux des traits écophysiologiques et/ou démograpkidiearney & Porter 2004 ; Buckley
2008) afin de voir leur évolution le long des cindimatiques afin de spatialiser la niche

fondamentale d’une espéce (Guisan & Thuiller 20RBgrney 2006).
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Figure 7 Schéma synthétique présentant les approchecorrélative et mécaniste pour prédire la
distribution d'une espéce de gecko australienHeteronatia binoe€j. Dans I'approche corrélative (a), les
données de distribution (présence/absence) etalégbles environnementales spatialisées (SIG) assuciées
statistiquement, souvent dans la forme d’'un modéle2gression, afin d’étre interpolées a I'enserdbléa zone
d’étude couverte par les variables environnemestpteur prédire les probabilités d’occurrence dspiéee
(Kearney et al. 2003). Dans I'approche mécanisjeléls mécanismes des intéractions entre les gtégride
'organisme et les conditions environnementaleg swwdélisés pour déterminer leur conséquence sitnkss

et sont spatialisés dans le paysage (Kearney 20@4). D'aprés Kearney 2006.
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4.2. Modeles corrélatifs

Les méthodes corrélatives ou appelées également lesotl@sés sur les niches
(« Niche-based models ») élaborent directementdkdions statistiques entre I'occurrence
des espeéces et leur environnement pour quantifiptiditement les processus limitant la
distribution des especes. Pour cela, il est néresdavoir d’une part, des données sur la
répartition de [Il'espéce et dautre part des donnégmtialisées des variables
environnementales. Il existe deux grands types alenékes qui peuvent caractériser la
distribution des espéces : les données de présende (PS) et les données de présence-
absence (P/A). Les données PS sont les plus fréspuen adressent le plus grand nombre
d’especes de maniére historique et a large écfetizham et al. 2004). En effet, quantifier
avec robustesse I'absence d'une espéce demandeobpade moyens sur le terrain pour
s’affranchir des contraintes de détectabilité, @eté ou de mobilité. Les bases de données
d’observations ponctuelles ou les atlas correspuredeactement a ce type de données et sont
d’ailleurs de plus en plus accessibles (mise a digpn en ligne de bases de données
mondiales ; http://www.gbif.org). De méme, de pausplus de variables environnementales
spatialisées sont disponibles gratuitement en I{§ilkero & Tarroso 2010).

Il existe un grand nombre de méthodes statistigliférentes aussi bien pour les
données de PS que pour les données de P/A. Lessatathparatives montrent les avantages
et contraintes inhérents aux differentes méthossan & Zimmermann 2000 ; Elith &
Burgman 2002 ; Elith et al. 2006 ; Tsoar et al. 2Z0Marmion et al. 2009). Méme si certaines
d’entre elles ont tendance a produire de meilleprédictions, il n'y a pas de méthode idéale
pour toutes circonstances (Segurado & Araujo 20Bdth et al. 2006). Les méthodes en PS
sont généralement des méthodes descriptives (nsod&iabitat favorable) qui prédisent la
présence de l'espéce plus largement que les méhddssiques en P/A, car les points
d’absence apportent des informations sur les donditenvironnementales inappropriées
(Engler et al. 2004). Elles présentent touteforgdrét d’utiliser les données historiques (Elith
et al. 2006) ou d’'aider a la conservation d’espésesdentifiant des zones potentiellement
favorables (Lutolf et al. 2006 ; Guisan et al. 2008oilanen & Wintle 2007 ; Le Lay et al.
2010).

L’approche la plus robuste semble étre d'utilisanssa priori un ensemble de
meéthodes aussi bien en PS qu’en P/A afin de vibiexdste un consensus dans les prédictions
(Araujo & New 2007 ; Thuiller et al. 2009 ; Engler al. 2011). Pour cela, les méthodes en
P/A vont devoir générer leurs données d’absenagtibsant des données dites de « pseudo-
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absences » dont la maniéere la plus simple est eledpr au hasard des points dans l'aire
d’étude (Zaniewski et al. 2002).

Ainsi l'intérét fondamental de modéliser la distrilon d’'une espéce est de pouvoir
identifier les facteurs limitant et/ou déterminant la répiarti des espéces. Les algorithmes
utilisés permettent’expliquer les réponses de lI'espece face a chacun des faqigaren
compte. Il est possible alors de projeter ces rég®mans un autre environnement spatial
et/ou temporel afin dprédire, au plus juste, la distribution de I'espéce (niobalisée) dans
une autre région et/ou époque. Toutefois, l'utiiea de méthodes corrélatives implique
différents postulats. Ces méthodes supposent natamque I'espece est a I'équilibre avec
son milieu c'est-a-dire qu’elle utilise 'ensembies zones favorables a sa présence, ce qui est
rarement le cas. L'exemple le plus flagrant esbabbement celui des espéces allochtones
invasives (Davis et al. 1998 ; Dormann 2007 ; Bromann et al. 2007 ; Fitzpatrick &
Hargrove 2009). Ces méthodes vont également ingai@nt capturer I'ensemble des
processus écologiques faisant le lien entre 'emviement et les données d’occurrence. Le
choix des variables environnementales est doncafoedtal car ce sont ces processus qui
seront directement projetés vers un nouvel enveorent spatial et/ou temporel (Guisan &

Zimmermann 2000).

4.3. Modeles mécanistes

Du fait du lien fort qui lie les performances desothermes terrestres et les facteurs
abiotiques, les modéles mécanistes permettent @irerspatialement I'évolution de traits
ecophysiologiques le long de gradients climatiqééssi en cumulant les prédictions sur un
ensemble de performances, il est possible de wswatans un domaine géographique
(topographie et végétation) les limites physiolog&jwet comportementales des organismes
(niche fondamentale) qui peuvent expliquer lestide distribution de I'espéce (Kearney &
Porter 2009). Il est également possible de préda® réponses dans le temps pour voir
impact des changements climatiques (Kearney.€2@9b ; Kearney et al. 2010b)

De nombreux traits ont pu étre adressés et chaigs pertinence en fonction de
I'écologie de I'espéece afin d’avoir un lien fort avla fithess des organismes. Ainsi en se
basant sur les modeles de transferts de masseatiatlur (Porter 1989), il est possible de
prédire la température corporelle et les pertesaendes organismes dans le temps et I'espace,
tandis que le taux métabolique permet quant a ladrdsser la balance énergétique.

L’ensemble permet ainsi de visualiser les coltsndgntenance associés aux gradients
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climatiques (Kearney & Porter 2004 ; Kearney et2808 ; Dillon et al. 2010). En se basant
sur des mesures de réponses comportementales erattate ou sur le terrain, il est
également possible d’adresser le temps d’actilétéemps de développement, la phénologie
et les capacités de locomotion des especes (Ke&regrter 2004 ; Kearney et al. 2008 ;
Kearney et al. 2010a. Les modeles mécanistes peaétrenplus complexes que des modéles
individu centrés pour faire des inférences au nivpapulationnel. Buckley (2008) a, par
exemple, prédit la capacité de charge en lézartluetaux de croissance pour évaluer leur
distribution potentielle.

Méme si les modéles mécanistes demandent une ssanae approfondie de la
physiologie des organismes et qu’ils possedent sduwe pouvoir prédictif plus réduit sur la
distribution réelle des especes que les modelasélatifs, cette approche propose un pouvoir
explicatif bien plus important sur les facteurs mmeux limitant la distribution des
organismes (Kearney & Porter 2004 ; Chamaille-Jasneteal. 2006 ; Kearney & Porter
2009 ; Buckley 2010). Elle permet aussi d’adresksy situations ou I'espéce n’est pas en
équilibre avec son environnement (Kearney et al. 8p0@Cette approche en plein
développement ouvre de larges possibilités poumxnierner la distribution des espéces
(Kearney & Porter 2009)

4.4. Intérét de I'approche combinée

L’intérét majeur d’'une approche combinée permetteter de maniere indépendante la
réponse des especes face a leur environnemenbrhpataison des résultats des approches
corrélative et mécaniste conféere un pouvoir prédattis fort lorsqu’elles convergent ou au
contraire, si les résultats divergent, cela pemegboser de nouvelles hypotheses (Hijmans &
Graham 2006 ; Strasburg et al. 2007 ; Kearney. @04l0b; Buckley 2010).

Cette approche combinée fournit par exemple, terehts de comparaison entre la
niche fondamentale et la niche réalisée. En thétmialifférence entre les deux provient
essentiellement de la prise en compte ou non desaations biotiques. Ainsi, comparer ces
deux approches, devrait aider a faire des inféesoides sur la contribution respective des
facteurs abiotiques et biotiques sur la distributibune espece. Une meilleure connaissance
des mécanismes régissant la distribution d’unecesgévrait permettre de mieux comprendre

la distribution actuelle mais également de prédirelus juste son évolution dans I'espace et
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dans le temps, notamment dans un contexte de amangelimatique (Bernardo & Spotila
2006).

5. Problématique de la these et prédictions générales

5. 1. Limites actuelles

Le lien entre la distribution et le climat a etadé chez une diversité d’ectothermes (Addo-
Bediako et al. 2000 ; Ghalambor et al. 2006) notemt dans la perspective actuelle des
changements climatiques. Deux limites peuvent cepdrétre formulées :

i) Les espéces a faible niveau d’acquisition de lessource (« low energy specialist »)
n'ont pas encore été examinéed.a plupart des travaux ont été menés sur desespa
I'activité et I'acquisition de ressources sont detds composantes de leur fithess (Huey &
Slatkin 1976 ; Hertz et al. 1983 ; Huey & Hertz 1984ertz et al. 1988 ; Angilletta et al.
2002b ; O’Connor et al. 2006 ; Angilletta 2009). @ nombreuses espéeces d’ectothermes
présentent de trés faibles colts de maintenancordt capables de capitaliser I'énergie
acquise (Bonnet et al. 1998). Un découplage terhpmxiste alors entre l'acquisition et
I'allocation des ressources. Ainsi chez ces orgaess les performances liées a I'économie
des ressources cqit de maintenancg et a [l'efficience de leur transformation

(thermorégulation, croissance, reproductiof devraient étre les plus liées a la fitness.

i) Les especes de climat froid demeurent encore & considéréeslLa sensibilité des
ectothermes terrestres face aux changements auestisemble montrer que les especes
tropicales seraient les plus impactées (Deutsah 2008 ; Kearney et al. 2009b ; Dillon et al.
2010 ; Sinervo et al. 2010) et que les espéecesiliEurplus frais pourraient au contraire en
tirer des bénéfices. Ainsi, l'augmentation des temjpdes pourrait améliorer les
performances des espéces des hautes latitudesrgpelenettant d’atteindre plus facilement
leur optimum thermique (Deutsch et al. 2008). Cepahdles adaptations climatiques au
froid (énergétiques et hydriques) n'ont pas ét&gxien compte (Dillon et al. 2010) et
devraient rendre les espéces boréales particul@renexposées. Les modifications
climatiqgues actuelles ont déja généré une forteesSgpn des limites de distribution

altitudinale ou latitudinale des espéces speataistes climats froid (Franco et al. 2006 ;
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Lepetz 2009). Ainsi, la persistance future desthetmes terrestres adaptés au climat froid

reste une problématique a adresser.

5.2. Hypotheses et prédictions

Notre hypothése générale est que les adaptationsysivlogiques et comportementales
devraient largement expliquer la distribution des epeces a faibles besoins

énergeétiques.

Plus précisément, nous prédisons que l'efficacié tidermorégulation et les codts de

maintenance devraient constituer des parametresa@xde I'adaptation climatique.

Notre hypothese conjointe est que les adaptationgpéxifiques aux climats froids
devraient les rendre particulierement vulnérables ax modifications climatiques

(réchauffement).

Nous prédisons qu’'une espéce adaptée a des corditimontraignantes pour la
thermorégulation devrait faire face a des codts plaportants (maintenance) associés a des
bénéfices limités (performances) par rapport a wspéce proche adaptée a un climat

tempére.

5.3. Les objectifs

L'objectif de cette thése a donc été (i) d'idemtifles mécanismes proximaux qui
permettent & une espéece a faible besoin énergétiguploiter des environnements froids et
de s’y maintenir afin de (ii) pouvoir prédire sgpoése (sensibilité) face aux variations
climatigues. C’est dans ce cadre que nous nous ssnintéressés a une espéce relique
glaciaire, la vipéere péliad&/i{pera beru¥ dont la famille (vipéridés) fait partie des faled
d’especes parmi les squamates présentant lesgiblssf besoins énergétiques (« low energy
specialist », Zaidan 2003). Afin de pouvoir évallesr adaptations au froid chez cette espece,
nous avons également étudié une espéce congénétauapére aspic \(ipera aspiy
présentant une écologie trés proche mais possédentire de distribution liée au climat

tempéré.
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Afin de tester nos prédictions, nous avons déva&dppxes de recherche se basant sur
les mécanismes qui relient les facteurs abiotiqles, spécialisations climatiques et la
distribution des espéces a faibles besoins énqeati (Figure 8). Nos résultats seront
présentés dans 3 chapitres sous forme d’articledeorésultats correspondant aux axes de

recherche suivants :

Axe |) Déterminants la spécialisation climatique dine relique glaciaire (Résultats ;
Chapitre 1)

Nous avons dans un premier temps voulu identiisr ddaptations liees au climat froid
(physiologiques et comportementales) et évaluerctggs et les bénéfices en fonction des
contraintes environnementales. L'article 1 (en prdg@n) décrit l'efficacité de la
thermorégulation dé&/. berusen fonction des contraintes environnementales enapit en
compte la température corporelle ainsi que les gaiégboliques associés (Chapitre 1.1.).
Dans la continué de l'article 1, nous avons voultesser les bénéfices de ces adaptations sur
la phénologie de la reproduction en condition redler Pour cela nous présenterons sous
forme de résultats I'impact des variations interafles et les contrastes de phénologie
observés entre les deux especes (Chapitre 1.20s Darticle 2 (en préparation), nous

aborderons la sensibilité hydrique \deberuset ses implications (Chapitre 1.3.).

Axe 1) Combiner I'approche mécaniste et corrélative pour comprendre la distribution
(Résultats ; Chapitre I1)

Ces résultats seront présentés dans l'article Di@paration) ol nous avons voulu identifier
les facteurs proximaux qui expliquent la limitedistribution parapatrique dé. beruset de
la'V. aspis Nous aborderons I'importance du climat (lié a$eadaptions contrastées) sur leur

distribution.

Axe Ill) Approche diachronique de la distribution d’une relique glaciaire et implications

en termes de conservation (Résultats, Chapitre IlI)

Dans ce dernier chapitre, nous abordons sous faleneésultats, les conséquences des
variations climatiques sur la distribution dé berus Dans un premier temps, nous
présenterons les conséquences du dernier maximaciaigt dans I'Europe de I'ouest sur la
diversité génétique et I'affinité des populatiomsualles afin de poser des hypotheses sur la

recolonisation postglaciaire de I'espece (Chagitté¢). Enfin nous avons évalué l'impact a
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fine échelle des changements climatiques futurdasdistribution dev. berusdans le massif

central, ou I'espéce est isolée en altitude eireitd sud de répatrtition (Chapitre 111.2).

: Axe Il :

. Conditions climatiques : < Diachronie D H

£ : : Adaptations i
£ mécaniste | | 5 métaboliques
1 T] Reéponses physiologiques ,.< |
48 ae < :

: } : | Adaptationsde

Modélisations spatiale thermorégulation  :
+ . H " H

l . | i AN 5

£ i : Axe | :

| : L easssassssssssmsssnsEEnnn e

Activité, phénologie

'fj-'," Croissance, reproduction, survie Axe Il

i H H

Approche . Distribution, H D Diachronie
corrélative W ’& Persistence

Figure 8. Schéma général des mécanismes permettatd relier les conditions climatiques, les adaptatits
physiologiques et comportementales des especeseetr Idistribution. C’est dans ce cadre que s'inscrignt
nos 3 axes de rechercheBlotreaxe | de recherche s’est concentré a identifier lestatiaps physiologiques et
comportementales afin de mesurer les réponsesspéseas face aux variations climatiques. Afin dedipeéla
distribution des espéceaxg 1), nous avons utilisé les données climatiques alptes afin de (i) modéliser de
maniére corrélative les probabilités de présende massi (ii) d’estimer les réponses fonctionnetles espéces
le long des clines climatiques par une approcheamiste. Enfin laxe Il nous a permis d'évaluer les

conséquences des variations climatiques passégsirets sur la distribution de I'espece adapté&ad.
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1. Modéle d’étude : la vipere péliade\ipera berus; Linné 1753)

Au sein de la famille des vipéridés, le geNipera (Laurenti, 1768) est un groupe d’espéces
monophylétiques (Lenk et al. 2001 ; Kalyabina-Hatifal. 2004 ; Garrigues et al. 2005,
Wiister et al. 2008) ou treize especes sont actueitieconnues en Europe (Gasc et al. 1997).
Ces especes présentent des répartitions parapategpeuvent coexister au sein d’'une bande
étroite de contact. Ce genre se compose de 3 gg@fredtiquement bien séparés occupant 2
biomes biogéographiques distincts. Il existe le peowPelias» occupant des domaines
climatiques froids de haute latitude et/ou altitetiées groupes &spis» / «kammodytes qui
présentent une affinité aux climats compris dans guadient allant du tempéré au
méditerranéen pur. Toutes ces especes présentengrateles similitudes dans leur
morphologie et leur écologie ce qui les rend parftifficiles a identifier dans les zones de

sympatrie.

Ce travail s’est concentré sur I'étude de la vipéergéliade {. berug spécialiste deg
climats froids. Des comparaisons ont été entrepriseavec la vipere aspic\{. aspis ;Linné

1758), espece parapatriqgue, possédant des affinitpkis méridionales. Nous présenton

(7))

ci-dessous les caractéristigues d¢. berusen soulignant les différences interspécifique

[72)

lorsqu’elles existent.

1.1 Répatrtition actuelle

Au sein du groupe Relias», la vipere péliadeVipera berus Linné 1753) est I'espece qui
posséde vraisemblablement la plus grande aireddgbdition chez les serpents terrestres au
monde (Saint Girons 1980 ; Nilson & Andren 1997ayl€son 2003 ; Figure 9.). En effet elle
occupe toute la largeur du nord de la zone Palgaectallant de I'Ecosse (6°O) a l'ouest
jusqu'a I'lle Sakhalin sur la cbte Pacifigue (14B8°K. berusest également observée en
latitude depuis le cercle Arctique (69°N) en Scaadie jusque dans des zones de montagnes
en Grece (40°N). L'espéce est présente en Franedleofrouve sa limite sud de répartition a
'ouest de son aire globale. On la retrouve au raedla Loire ainsi que dans les zones
d’altitude du Jura et du Massif central (Anonymé&90 Cette Euro-sibérienne exploite une
grande diversité de milieux méme si les landesgttburbieres semblent étre des habitats
particulierement favorables a son observation ende (Saint Girons 1980a).
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Figure 9. Répatrtition de la vipére péliade en Europ. Données issues de l'atlas européen (Gasc et af) 199

1.2 Biologie générale de I'espece

Cette espéce a été trés largement étudiée ce guepee bien cerner sa biologie et son
ecologie.V. berusest un serpent de petite taille a 'dge adulte avee moyenne de longueur
totale d’environ 55 cm (Forsman 1991; Madsen 1988jte espéce présente un dimorphisme
sexuel de taille, ou les femelles sont en moyemme grandes que les males (Forsman 1991).
Il existe également un dimorphisme de couleur misda plupart des cas les males présentent
des dessins dorsaux sombres plus fortement caddrgat les femelles. Le mélanisme existe,
chez les deux sexes, dans certaines populationf® eité observé en France que dans les
populations Jurassienne (Pinston et al. 2000). hékes présentent également une queue
légerement plus longue et plus trapue que les femelu fait de la présence de deux
hémipénis invaginés a la base de la queue (Figuje@omme le reste du genké,berusest
une espece qui chasse essentiellement a l'affih 1®gime alimentaire se compose
principalement de micromammiféres et de lézardsa @eal. 1992 ; Saint Girons 1980b) mais
également d’amphibiens lorsqu’elle vit a proximidé zones humides ce qui est assez

fréquent en France.
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Figure 10. Dimorphisme sexuelle chez la vipére palle. Photos prises en vue dorsale (en haut) et en vue

ventrale (en bas) chez un méle (a gauche) et unellfe(a droite).

1.3. Cycle de vie et reproduction

Comme de nombreuses espéces de squamates, il erestigére asynchronie des dates
d’émergence entre les sexes correspondant a utagéates males de 20 a 40 jours avant les
femelles. Durant cette période, les males réalidenmhaniere concomitante la maturation des
spermatozoides et leur premiére mue prénuptiaiégatn 1967 ; Prestt 1971 ; Saint Girons
1975b ; Nilson 1980 ; Monney 1996). En effet désdetie de leur site d’hivernage, les méales
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passent la majeure partie de leur temps a thermierégfin de commencer, des la mue
prénuptiale réalisée, a rechercher intensivemenfataelles pour se reproduire (Saint Girons
1980b ; Monney 1996). Leur émergence précoce paaiiete maximiser leur fithess en leur
permettant a la fois de se reproduire au plus tt@aoir un plus grand choix de femelles
(Herczeg et al. 2008). Les jeunes et les femelbeterst en général entre 'émergence des
males et leur mue prénuptiale. lls n'y a pas deéodérautomnale de spermatogénése chez
cette espéce a la différence de la vipére aspiepample (Saint Girons 1982). Les males
peuvent réaliser des combats ritualisés pour ac@dee femelle (Madsen et al. 1993). Les
femelles sont plus sédentaires que les males dans béplacements annuels avec une
réduction importante pendant la gestation (Monne3619Les accouplements ont lieu entre
mars et mai. Comme toutes les espéces du gente,esgtece a un mode de reproduction
vivipare. Les femelles mettent bas en moyenne del6 jeunes d’'aolt a septembre d’'une
taille d’environ 18 cm a la naissance (Monney 198#es ne se reproduisent en générale que
tous les 2 a 4 ans (Saint Girons & Kramer 1963itaxen 1967 ; Prestt 1971 ; Capula &
Luiselli 1994 ; Monney 1996). Le mode de reprodutithez cette espéce est principalement
basé sur une stratégie de reproduction sur réseaiseou I'acquisition d’énergie I'année de la
reproduction permet aux femelles de produire desge de meilleure qualité mais a une
fréquence de reproduction faible.(Andren & Nils®83 ; Madsen & Shine 1993 ; Bonnet et
al. 2001 ; Bonnet et al. 2002 ; Lourdais et al.Zf)0

1.4. Ecologie thermique

Les études meneées sur I'écologie thermique desespiel genr®iperamontrent que ce sont
des thermorégulateurs actifs qui présentent unie fimermophilie avec des températures
corporelles préférées qui varient entre 30 et 8 (Saint Girons 1978 ; Bonnet & Naulleau
1996 ; Ladyman et al. 2003 ; Martinez-Freiria 200®%est également le cas ch¥z berus
qui présente une température corporelle moyenrecevité de 28.9°C dans une gamme de
19 a 32°C en conditions naturelles (Forsman 19B&)température préférée des males en
période de spermatogénese a été estimée en coaditotrdlées a 32.95°C (Herczeg et al.
2007b). Durant la gestation, les femelles préserdentbesoins thermiques également trés
élevés générant une activité de thermorégulatitenge (Bentz 2002 ; Saint Girons 1978 ;
Ladyman et al. 2003).

Différentes études comparatives ont été menées @luer la sensibilité thermique

des performances entre les espéces du gw¥lipera Ainsi, V. berus présente des
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performances supérieures aux autres especes de pear différents traits mesurés. Elle
présente une durée de digestion (Naulleau 1983a & bne durée de gestation plus courtes
aussi bien en conditions controlées (Naulleau 12f6¢n conditions naturelles (Monney
1996). Elle possede également un métabolisme @&épmbs important (Saint Girons et al.
1985). V. berus possede également des capacités a tolérer ld &ei maniere plus
importante. Elle est par exemple capable de digémmnplétement une proie a une
température constante de 10°C (Naulleau 1983a)ossépe une température minimale

volontaire tolérée plus basse (Saint Girons 1980).

1.5. Situation de sympatrie avéa@aspis

La coexistence d¥ beruset V aspisa attiré un intérét considérable (Monney 1996ntSai
Girons 1975b, 1981 ; Naulleau & Saint Girons 19&ujller et al.sous press Ces deux
espéeces parapatriques présentent des zones lesatlsésyntopie en France (Saint Girons
1975a ; Duguy & Saint-Girons 1978), en Suisse (Mynth996) et en Italie (Lapini 1983,
1988 ; Scali et al. 2011). Les stratégies reproties sont comparables et basées sur
'accumulation de la ressource sous forme de résgnoapital breeding » ; Bonnet et al.
2001 ; Lourdais et al. 2002b) et un cycle de repctidn pluriannuel. L'étude comparée de la
reproduction a permis de mettre en évidence déérelifces dans le nombre et la taille des
jeunes avec une fécondité plus élevée dheleruset des nouveau-nés de plus petite taille
(Saint Girons & Naulleau 1981). De méme, des diffiées phénologiques ont été revélees
avec des mise-bas plus précoces observées\thiegerus(Naulleau 1986 ; Monney 1996 ;
Guiller et al. sus presys Les hybridations entre ces deux espéces sempéenprobables
avec seulement une observation basée sur dessriteorphologiques (Naulle@om. pers.

Les déterminants de la coexistence ont été disemt@s/oquant notamment une hypothese de
compétition interspécifique (Saint Girons 1975agp€ndant, I'étude du régime alimentaire
n'a pas permis de mettre en évidence de partitioniclee trophique en zone de syntopie
(Monney 1996). En revanche plusieurs études ontigg@ull’existence d’'une ségrégation
spatial et d’'une partition par I'habitat (Duguy &iSt-Girons 1978 ; Saint Girons 1975a et b ;
Monney 1996 ; Luiselli 2006).
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1.6. Phylogéographie

Les études génétiques menées sur I'espece mogtrdrexiste 3 clades distincts qui se sont
séparés au pléistocene (environ -1.4 M. annéegspmndants a 3 grandes zones originaires :
(Europe de I'est appelé « nordique », les Balkat'$talie) (Ursenbacher et al. 2006 ; Figure
11). La structuration interne du clade nordique 4ersous-clades met en évidence des
séparations plus récentes des populations vraiséhebbent liées aux différents refuges
utilisés durant les dernieres glaciations (Figute).1L'évidence de refuges nordiques dit
« cryptiques » chez cette espece adaptée aux slinoéds permet d’adresser le paradigme de
la recolonisation post glaciaire issu de refuges meninsules méditerranéennes (Stewart &
Lister 2001 ; Stewart 2003). L'espece semble awoaupé un refuge dans le nord des alpes
qui a ensuite permis la recolonisation de la pédenscandinave et de I'’Angleterre (Figure
11). La présence d'un refuge en France est égalefoament suspectée (Ursenbacher et
al. 2006).

2. Mise en évidence des adaptations physiologiquetscomportementales

Afin de réaliser les mesures, les serpents onta@péurés et maintenus au laboratoire entre
2008 et 2010 (Figure 12). Chaque individu a étéumeéSVL et longueur totale + 0.5cm) et
pesé (x 1g). Les viperes ont été maintenues dam®nidos extérieurs (4 x 4 x 2.5 m) au
Centre d’Etude Biologique de Chizé, Deux-Sevres® (88" N, 00° 25 W) lequel est
approximativement distant de 200km environ de l|aezda plus proche de l'aire de
distribution de I'espéce. Les viperes ont été riesrchaque semaine. Un jour avant les
sessions de mesures, les individus on été maingams les locaux du laboratoire dans des
cages (80 x 30 x 30 cm). Aprés le recueil des desnkes serpents ont été remis dans la

nature a I'endroit du site de capture.
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Figure 11. Affinités phylogénétiques de populationde vipére péliade a travers 60 sites a I'échelleda

distribution. Les «+ » correspondent aux sous clades Ouest faisané pharttlade nordique (symboles noirs)

opposé au clade balkanique (carrés blanc) et de dalien (carrés gris). D'aprés Ursenbacher.e2G06.

Figure 12. A gauche, capture et prise de mesuresutie vipére péliade sur le terrain. A droite, enclos

extérieurs ou les serpents capturés ont été maintes
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2.1 Le métabolisme de repos

Nous avons utilisé un systeme fermé de respiroengtour mesurer le taux métabolique
standard chez 198. berus(SVL = 45.1 £ 4.6 cm; masse = 62.1 + 23.3 g) eV1aspis(SVL

= 47.8 + 4.7 cm; masse = 74.7 + 23.3 g). Les mesant été réalisées sur les deux sexes
(sex-ratio de 9/6 pow. beruset 7/6 poulV. aspi$ sur des individus post-reproducteurs juste
avant la période d’hivernage afin d'éviter par eptamla contribution métabolique des
follicules en développement chez les femelles. Nausns mesuré le taux d’oxygéne
consommé (analysé en ml* Avec la masse corporelle comme cofacteur, maié présenté

en ml. it g' dans les figures et les tables pour une meill@mmpréhension) & une
température corporelle de 10, 20 et 30 °C. L'odirgassage des mesures a été randomisé en
assurant un minimum de 10h entre deux mesuresymooméme individu. Les mesures ont été
conduites dans une chambre de test opaque (vohierme de 3.23 |) recouverte d’'un verre
fermant 'ensemble de maniére hermétique graceaontchouc (Figure 13.a). Les individus
ont été placés dans leur chambre de test et magtans une enceinte climatisée (stabilité
+1°C) pendant au moins 3 h afin de vérifier la ditgdtion de la température de test (Figure
13 a.). L’air extérieur injecté dans chaque chantése (Figure 13.b) grace a une pompe a air
(Bioblock Scientific 55 ) afin d’assurer 99 % denouvellement de I'air toutes les 5 minutes
(Lasiewski et al. 1966). Nous avons ensuite cdledes échantillons d’air initiaux
préalablement a chaque mesure. Le flux d’air a ensié stoppé et un chronomeétre alors
déclenché afin de mesurer le temps de confinerhestserpents ont pu étre observés durant
les mesures sans dérangement afin de contréletivitac Les serpents ont montré des
mouvements exploratoires extrémement rares, Ss’emmbulapidement sur eux méme en
restant peu mobiles durant toute la durée de laureed.a durée des tests avait éte
prédéterminée par une étude pilote et ajustée gmague température testée (2 a 10 heures)
afin d’assurer un taux de suppression d’oxygenednb et 1 %.
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Figure 13. Présentation du matériel utilisé pour msurer la consommation d’oxygéne en systéme fermé.
L'air extérieur arrive au multiplieur de voies (hjin d'étre distribué aux 10 chambres de testséasaaans
I'enceinte climatisée (a). Les seringues d’échkmisl d’air ont été placées dans la pompe a infugiorenvoie

l'air dans I'analyseur au travers d’ une colonneddérite (c).

A la fin de chaque test, un échantillon d’air a ébdlecté correspondant a un volume de 2
seringues de 150 ml successivement connectéeshamabre. La concentration d’oxygéne a
été déterminée grace a un analyseur (FC10A, SaBteiSs, Las Vegas, USA) (Figure 13.c).
Chaque échantillon d’air est passé au travers decwmlenne de driérite afin d’enlever
’humidité de l'air et envoyé a un débit controlérvd’analyseur d’'oxygéne grace a une
pompe a infusion (KDS 210, KD Scientifc Inc, Haltia, USA) (Figure 13.c). Le taux de
suppression d’'oxygéne a été calculé en enlevataiube des échantillons prélevés a la fin du
test au taux issu des échantillons réalisés en dibtast. L'analyseur a été calibré chaque
jour en utilisant de I'air extérieur délivré au dédhe la pompe a infusion avant chaque session
comprenant 10 tests simultanés (Figure 13.a). Nwamis utilisé les normes de réactions
métaboliques obtenues en captivité afin d’estineetaluix de dépense énergétique dans la

nature.
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2.2 Les taux de perte en eau par évaporation

Mesure des pertes totales en eau par évaporation

Nous avons utilisé un systéme ouvert de respiraenptrur mesurer les pertes en eau totales
sur 9V. berus(3 males, 6 femelles ; SVL =44.6 £5.7 cm ; mas€2.1 + 30.6 g) et ¥.
aspis(3 males, 6 femelles ; SVL = 46.4 =+ 3.4 cm ; mass#6.3 = 20.3 g). Les mesures ont
été réalisées sur des individus non reproducteusurant Lourdais et a{2007). Les tests
ont été conduits avec un air d’'une humidité absdri®.35 + 0.01 g .Fhsoit 1221,5 Pascal.
Nous avons réalisé 3 sessions de température251&t 33°C (respectivement 71.7%, 38.6%
et 24.3% d’humidité relative). La chambre de téattéin bocal en verre (9 x 9 cm, 500 ml)
afin de minimiser I'hygroscopie (Figure 14.a). leambre de test était placée dans un caisson
climatisé (Cryosystem, systeme d’air conditionnéreC MasterCella). Le flux d’air entrant
dans la chambre de test était controlé par un aégul massique de débit (#UFC-1100, Unit
Instruments, Yorba Linda, CA). Le débit moyen ét&it162.0 + 0.5 ml .mih lequel permet

un renouvellement de 99% de l'air de la chambre tmses les 15 min (Lasiewski et al.
1966). Afin de contrbler 'humidité de l'air entriadans la chambre test, nous avons produit
dans un premier temps un air sec en utilisant urfigateur d’air industriel (#CO2F-70h,
Texol Products Ltd, Dundee, Scotland). L’'air seét@ ensuite saturé en eau en le faisant
passer en série dans deux colonnes d'eau chauffismlée par du Styrodur® C (BASF
Corporation, . Le systeme de saturation était afreex caisson climatisé dans une enceinte
contrélé thermiquement (#400 DG LMS ltd, Seveno#&lest, UK) réglée a la valeur cible du
point de condensation f#.= 10.0 °C). L’air saturé en eau est ensuite pdasé une colonne
vide collectant 'eau condensée. La températur@alpt de rosée de l'air existant dans la
colonne de condensation était égale a la températii’enceinte (dp.= 10.0 °C). Cette air
hydraté passe ensuite dans le caisson climatis@urpdube en spirale afin d’atteindre la
température recherchée avant d’entrer dans la cleatebt ou se trouve I'animal (Figure
14.b). Le point de rosée de l'air a été mesuré tdisant un hygrométre de point de rosée
(#RH300, Sable Systems, Las Vegas, NV) a la sdgida chambre de test (Figure 14 b).
Nous avons utilisé des thermocouples de type-T p@opconstantan) pour suivre la
température du flux d’air existant dans la colodeecondensation GF) ainsi qu’a l'intérieur

de I'enceinte thermo-controllée (Ta). Nous avonksatdes tubes minimisant I’hygroscopie

(Bev-A-Line IV, Thermoplastic Processes Inc., 8tgl NJ) sur I'ensemble du systeme.
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a)
Figure 14. Présentation du matériel utilisé pour msurer les pertes totales en eau par évaporation en

systéeme ouvertl'air possédant une hygrométrie contrélée (postasée de 10°C) arrive dans le caisson
climatisé (b) et entre dans la chambre de te$t)(d,'air passe ensuite dans I'hygrometre a gabheuis en

ressort pour traverser une colonne de driéritegant de sortir du caisson.

Pour chaque session, nous avons mesuré 6 indivilmt chaque session, les serpents
étaient sortis de leur cage de maintenance et pldaés des chambres tests individuelles a
l'intérieur du caisson climatisé (Figure 14.a). Gba cage recoit un jet d’'air extérieur via un
multiplicateur de voie (Figure 13.b) afin d’évitdrypoxie et ainsi de permettre aux animaux
d’atteindre I'équilibre thermique avec la températdu caisson. Les vipéres ont été placées
dans la chambre test un minimum de 2 heures agat@jut des mesures. Au début de chaque
mesure, nous avons simplement déconnecté la cdgnoheal au multiplicateur de voie pour

la connecter au flux d’'air expérimental. Cette mé#hgarantit un minimum de manipulations
et de dérangement. Les pertes totales en eauédnbkctées apres stabilisation de la valeur
du point de rosée. Le niveau basal de I'air expénital a été mesuré au début et a la fin de
chaque session de mesure en faisant passer leajetddins une chambre de test vide.
L’absence d’'urine ou de feces a été confirméefia lde chaque mesure pour la valider.

Nous avons utilisé les points de rosée hygromésaiin de calculer les pressions de vapeur
d’eau en utilisant une équation polynomiale &{E‘e&legré décrivant la pression de vapeur
d’eau saturante comme une fonction de la tempérader I'air (Flatau et al. 1992). Les
pressions de vapeur ont été utilisées pour caltesedensités de vapeur en utilisant la loi des
gaz parfaits (Campbell & Norman 1998). Finalemést, flux d’évaporation (mg 1 ont été
calculés en multipliant les densités de vapeur (mg) par les débits des flux d’air (ml™h
Nous avons calculé les flux d’évaporation absotng. (H) aussi bien que les flux relatifs & la

masse des organismes (mg .g%).
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Mesure des pertes cutanées en eau par évaporation

Nous avons mesuré les pertes cutanées en eaugmration chez 1¥. berus(3 males, 9
femelles) et N/. aspis(3 males, 4 femelles). Les mesures ont été réalidans une piece a 25
°C et les serpents ont été acclimatés a cette tamupe au moins deux heures avant les
mesures. Pour cela, nous avons utilisé un Aquai&kk200 (Biox, UK) qui dérive les flux de
vapeur d’eau a partir du gradient d’humidité aténeur d’'une chambre fermée (Figure 15.a).
Le programme Biox AquaFlux 6.2 a été utilisé poalilzer et enregistrer le taux de pertes
cutanées en eau par évaporation (g .htY). Une capsule standard de mesure (diamétre de
I'orifice de 7 mm, Biox AF005-01) a été maintenueantact étroit avec la peau du serpent
au niveau dorso-ventral au milieu du corps (Fidild). Une calibration de 'AquaFlux a été
réalisée au début de chaque session de mesures.
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Figure 15. Présentation du matériel utilisé pour msurer les pertes cutanées en eau par évaporatioA.

gauche, présentation de I'’AquaFlux utilisé poumessures (a). A droite, prise de mesure sur urereifo).
2.3 Etude des performances de thermorégulation

Nous avons capturé un total de 24 femelles gestddt pourVipera beruset 12 pourV.
aspig et 27 individus non reproducteurs (15 pMipera beruset 12 pourV. aspi$ entre
début mai et mi juin de 2008 a 2010 issus de pdipaks proches dans I'ouest de la France
(Cotes d’Armor, Loire-Atlantique, Maine et Loire).es populations échantillonnées
correspondent a des populations périphériquesisées au sudV( berug et au nord V.
aspis) de leur aire de distribution faisant ainsi famgéx mémes conditions climatiques

tempérees.

52



Matériel & méthodes

Procédures Chirurgicales

Nous avons chirurgicalement implanté a chaque iddiviin enregistreur miniature de

température (Thermochron iButtons, Maxim, Dallas ).TXes enregistreurs ont été

programmés pour sauvegarder un point de températutes les 15 minutes, enrobés de
Plasti-Dip (PDI Inc., Circle Pines MN) et ensuiteésthfectés avec une solution de
benzalkonium chloride pendant 12 heures avant lamggition. Chaque serpent a été
anesthésié avec de l'isoflurane et la peau a é@dment désinfectée avec de la bétadine.
Nous avons réalisé une incision d’environ 1.5 cmiagyrartie ventro-latérale et I'enregistreur

a été placé dans la cavité ccoelomique entre la wésiailiaire et le premier embryon.

L’incision a été suturée et suivie d'un réveil @dpi< 30 minutes) sans mortalité.

Préférence thermique en captivité

Nous avons mesuré la température corporelle peef@g) des serpents dans un gradient
thermique au laboratoire en absence de codts ttedamorégulation (Hertz et al. 1993 ; Huey
& Slatkin 1976). Le gradient correspond & une bdige3 ni qui posséde une source de
chaleur a une extrémité et une source dair froitlaatre extrémité produisant ainsi un
gradient lissé de température allant de 22 a 4b&G.cycles de lumiére et de température
reproduisaient les photo et thermo-périodes ndésreNous avons enregistré la température
corporelle de 12 femelles reproductrices che¥. erus(SVL = 46.33 £ 3.15 cm; BM =
100.97 + 30.04 g) et &. aspis(SVL = 46.83 £ 2.32 cm; BM = 93.43 = 5.34 g) darms c
gradient thermique a la mi-juillet 2008. Les animayvaient acces a la source de chaleur
pendant 6 heures par jour. Aprés 2 jours d’'acchiat au gradient thermigue, nous avons
enregistré la température corporellg)(sélectionnée dans le gradient toutes les 15 msnut
pendant 72 heures. Pour chaque espece, nous alouke daTse: en moyennant par heure les

valeurs del, durant la période de thermorégulation active.

Thermorégulation dans des conditions naturelles

Afin d’examiner linfluence des conditions météargiques sur la thermorégulation, nous
avons utilisé un enclos extérieur (10 x 10 x 2 nsdéenceinte du “Terrarium de Kerdanet”
dans les Cotes d’Armor (48° 31’ N, 03° 01’ O) leljsee situe dans I'aire de distribution de
berus et proche (<200 km) des zones de sympatrie. Leditons climatiques dans cette
région sont généralement tempérées océaniques @wecimportante fluctuation inter-
annuelle. L’enclos extérieur a été aménagé powngarun gradient thermique aux serpents.

La végétation de I'enclos et les places de thergudadion procurent 'ombrage et les refuges
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pour les animaux. Les viperes n'ont pas été naupiEndant la période de gestation et les
causes de perturbations ont été limitées au maximum

La température corporelle a été mesurée chez dlEEngestantes dé.berus(SVL = 48.67 +
3.16 cm; BM = 106.73 £ 18.03 g) et 6 Weaspis(SVL = 46.58 £ 4.72 cm; BM = 110.68 *
21.45 g) toutes les 15 min pendant 38 jours ergre? ljuillet et le 13 aolt 2008.
Simultanément, nous avons mesuré les températove®mnementales opératives;) dans

un nombre varié de micro habitats disponibles pesirvipéres (Bakken 1992). Nous avons
utilisé 9 modeles physiques construits avec desutuyremplis d’eau, reproduisant les
caractéristiques thermiques des especes étudiéas.avons testé le réalisme de nos modeles
en les calibrant avec des carcasses fraiches deesipgNous avons placé les modeéles dans 3
types de micro-habitats : au sol sous les buis@$rs3), dans des refuges sous le $bk(3)

et posé au sol exposé au solbilH 3).

Les jours ont été classés comme « chauds », « reeyen « froids » en fonction du temps ou
le Te maximum (e may €tait au dessus de la marge bass&sgdTe 10 de chaque espece.
Nous avons seulement considéré la limite bass&, aar I'examen de la distribution de sa
fréequence indique qu®, était contraint par les températures basses deil@mnement. Les
jours étaient catégorisés comme « froids » quBnghx était au dessubset 0w €ntre >0 et 4
heures (10 jours), comme « moyens » quBNghxEétait au dessubset owentre >4 et <8 heures
(12 jours) et comme « chauds » qudR@axEtait au dessubse; owdurant plus de 8 heures (13
jours). Pour chaque jour, nous avons distinguéue ¢ntre 8 et 21 heures et la nuit entre 21 et
8 heures. Nous avons utilisé des indices développés mesurer la précision et I'efficacité
de la thermorégulation chez les reptiles (Hestzal. 1993; Christian & Weavers, 1996;
Blouin-Demers & Weatherhead, 2001b). Du fait que tbermorégulateurs actifs sont
essentiellement diurnes sous les climats temp&®#dices ont été calculés seulement pour
le jour et non la nuit pour chaque type de jourudlavons calculé la précision Gigcomme

la moyenne des déviations dg par rapport als (déviation individuelled,). Nous avons
mesuré I'étendue de la thermorégulation comme dédadtirée totale oil, est au dessus de
Tset 1ow durant le jour. Nous avons calculé I'exploitatibrermique EX) en utilisant une
modification de I'index proposé par Christian & Wees (1996) : La proportion de temps
passé au dessus g owdurant le jour exprimé comme le pourcentage duptedisponible
pour le réaliserTe max> Tset Iow)- NOUS avons mesuré la qualité thermique de chhgbéat

par la durée journaliere diy était au dessus d&et jow
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Estimation des gains de performances

Le taux métabolique est un parametre crucial powaluér le taux des processus
physiologiques. Notre hypothése générale est qtaum métabolique basal plus haut est
avantageux car il permet d’assurer un développerpkrst rapide. Nous avons utilisé les
équations de normes de réactions thermiques du taétabolique pour estimer le
métabolisme standard journalier (entre 8 et 21dwysour chaque espéce et chaque jour du
suivi. Notre objectif était de quantifier la cobuition relative de la thermorégulation sur les
performances métaboliques journalieres des dewcespPour cela, nous avons mesuré chez
le thermorégulateur le plus efficace, la différerd®ms gains métaboliques journaliers en
considérant i) ses profiles thermiques propres massi ii) les profiles thermiques de I'autre

espece.

2.4 Suivi populationnel en syntopie

Suivi populationnel des dates de mise-bas

Un suivi populationnel a été mis en place dansd&ule la France (47° 29' N; 1° 45' W) ou
V. beruset V. aspiscoexistent et atteignent leurs limites respectaesépartition (Guiller et
al. sous pregs Ce site d’étude présente une surface d’envirdh I28 et est composé de
prairies séparées par un réseau de haies rép@igese 16.) sur les communes de Bouvron,
Campbon, Blain et Drefféac dans le Nord-Ouest ghadément de la Loire-Atlantique.

Figure 16. Type de milieu prospecté sur le site da population syntopique.Crédit photo Gaétan Guillet

Des informations détaillées ont été collectéeseeh®99 et 2008. Les données utilisées pour
cette étude proviennent de femelles adultes eidgaytrouvées en insolation directe au cours
des prospections hebdomadaires durant le mois dtatalisant pouV. berus 89 femelles
gestantes (sur 10 années) et 44 femelles gestdatésaspis(sur 7 années). Les femelles
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gestantes retrouvées ont été prélevées, identiinelpgiduellement et transférées dans des
bacs individuels (dimensions: 40 x 20 x 15 cm)utfés artificiellement permettant aux
femelles de terminer leur gestation dans de boooeditions (Guiller et alsous presgs Cette
période de captivité en fin de gestation permeerdéner la date de mise bas des femelles.
Apres la mise bas, les nouveau-nés d’'une portéergplacés sur le terrain avec leur mere, a

'emplacement exact de la capture.

Suivi de I'hygrométrie des sites de thermorégulatio

En 2009, nous avons enregistré les conditions wrlionatiques des localisations ou les
vipéres étaient detectées en premier (respectiviemenl25 et 83 localisations pour berus

et V. aspi3. Nous avons mesuré la température du sol (Tg) €étChumidité relative (RHQ)
de l'air directement au niveau de la localisatiorsdrpent en utilisant un thermo-hygrométre
(Voltcraft HT-200, = 0.5°C et + 2 % humidité rela). Nous avons converti 'humidité
relative en humidité absolue en utilisant 'équasoivante :

Humidité absolue = RHg * 6.11 * §¢"79/(237.7+T0)

3. Modélisation spatiale de la niche réalisée et die niche fondamentale

3.1 Données de présence

Base de données pour la France

Une base de données d’observations nationales@é#él y a plus de 30 ans par la Société
Francaise d’Herpétologie. Nous avons pu additioansgtte base nationale toutes les données
recueillies a plus fine échelle. L’ensemble des éesnau moins égales a une résolution
communale a été converti a une échelle communatespondant a une superficie moyenne
de 15.0 = 15.0 km2. L'ensemble du jeu de donnédsnobreprésente un total de 943
communes olV. berusa été observée (Figure 17.a) et 3504 communes\paspis(Figure

17.b).

Bases de données pour le Massif central
Afin de réaliser des analyses a une fine écheb¢iap nous avons bénéficié d’'un ensemble
de données soit issues de bases de données agsscait d’observations ponctuelles

d’herpétologues. Nous avons ainsi regroupé 787tpaliobservations difféerents (GPS ou
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lieux—dit) deV. berusa I'échelle du Massif central correspondant a uéeipion spatiale au

moins égale a 4ha (pixel de 200m de coté) (Fig8re 1
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a) Vipera berus 1) b) Vipera aspis
of n= 2659
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Figure 17. Présentation de notre base de donnéedioaale a une précision communalePoint d’occurrence

pour la vipére péliade a gauche (a) et la vipepicasdroite (b).
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Figure 18. Données d’'observations de la vipere pétie a fine échelle collectées a I'échelle du Massif
central. Les cercles noirs correspondent aux 787 pointss#vations présentés en fonction de I'altitude.
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3.2 Données environnementales

Les transformations et les calculs spatialisésétdtréalisés grace aux logiciels GRASS GIS
6.4 (GRASS Development Team, 2010), R 2.11.1 (preknt Core Team, 2011) associés a
de nombreux packs (ade4, adehabitat, base, figtdphics, gstat, lattice, Ime4, maptools,

rgdal, SDMTools, sp, spatstat, spgrass6 and stas)que ArcGis 9.4.

Topographie

Nous avons utilisé des données topographiques cobaitiride, la pente et I'orientation
issues des données SRTM version 4.1 (Jarvis eR(dl8). La résolution originelle est
d’environ 100m pour la France. Ces informations noutspermit de calculer pour chaque
mois, l'irradiation potentielle (sans nébulosit@jaulée grace a I'option d’analyse spatiale de

ArcGis 9.4. Ces variables ont été ensuite modiféesd’avoir la résolution souhaitée.

Données du climat actuel

Dans I'ensemble des études menées, nous avonst Uilitypes de variables climatiques
disponibles a I'échelle de la France. La tempéeatairles précipitations ont été dérivées du
modele climatique AUREHLY développé par METEO-FRARICcorrespondant aux
moyennes climatiques sur une période de 30 anstala 1971 & 2000 issues de stations
météorologiques. Nous avons a disposition les pitdtions mensuelles, la température
maximum mensuelle et la température minimale mdiesidous avons également utilisé les
données de radiations solaires interpolées (PVGEu@pean Communities, 2001-20G%)
basant sur des données moyennes collectées patatiesis météo durant la période 1981-
1990 (Suri et al. 2007).

Les données avaient une résolution initiale de &kres variables ont été ensuite modifiées
afin d’avoir la résolution souhaitée. Nous avondisét une interpolation bilinéaire pour
correspondre a la résolution de 200 m. Enfin, remos construit un index de nébulosité en
utilisant d’'une part les données interpolées dliation effective mensuelles (PVGIS ©
European Communities, 2001-2008) et d’autre partnnées d’irradiation potentielle issues
des données topographiques (SRTM version 4.1).dé%inde nébulosité correspond au

pourcentage de différence entre I'irradiation ptedie et I'irradiation effective.
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Données météorologiques du site de suivi de poputat

Nous avons compilé I'ensemble des données mensywmiletaniéres et estivales recouvrant
'ensemble de la période de suivi populationnelalis@ a Blain. Nous avons utilisé les
stations de Blain, de montoir et Nort-sur-Erdre paaueillir mensuellement, la température
maximale moyenne, la température minimale moyetes,précipitations et lirradiation
solaire moyenne. Ces 4 variables correspondent vamables obtenues spatialement a
I'échelle climatique nous permettant de faire demjgaraisons entre les conditions moyennes

enregistrées sur 30 ans sur la zone et les corslitn@&éorologiques interannuelles.

Projections de climat futur

Nous avons utilisé une projection future développéele « UK Met Office Hadley Centre
for Climate Prediction and Research » (Mitchell akét 2004 ; Mitchell & Jones 2005)
correspondant a une réponse moyenne sur la paled@9d71 a 2100. Ces données ont été
dérivées de modeles de circulation globale (HadGNi8tchell et al. 1998 ; Gordon et al.
2000) en se basant sur le scenario socio-economifie(modéré) proposé par le
« Intergovernmental Panel on Climate Change » (@¢gikdvic & Swart, 2000) et qui a été
utilisé dans le dernier rapport des estimation€ @R2007) (Figure 19.). Cette projection était
disponible a une résolution de 15km pour les teatpées moyennes mensuelles et les
précipitations mensuelles. Nous avons utilisé mberpolation bilinéaire pour correspondre a

la résolution spatiale de 200 m a I'échelle deolaezd’étude.
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Figure 19. Présentation des scénarios de changemestimatiques proposés par (IPCC 2007).
En fonction des différents scénarios socio-éconagsdqpronostics de production de gaz a effet de)sgx), les
modeles climatiques prédisent I'évolution des ctiods climatiques futures (b). Parmi les différesténari

nous avons utilisé le plus modéré (B1).
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3.3 Méthode corrélative : BIOMOD

Principe

Nous avons utilisé une méthode se basant sur uemihs de différentes méthodes
statistiqgues se basant sur un consensus de poédigifenant en compte les incertitudes liées
au choix des méthodes (Marmion et al. 2009). BIOM&Dune plateforme de calcul donnant
un ensemble de prédictions et d’incertitudes ddis&ribution des especes (Thuiller et al.
2009). Cette méthode est implémentée dans R (RI@mwent Core Team 2011) dans le
pack “BIOMOD”. Nous avons utilisé 8 techniques ded@lisation différentes: 1) les
modeles linéaires généralisés ou GLM (McCullagh &ldér 1989), 2) les modéles
généralisés additifs ou GAM (Hastie & Tibshirani909, 3) les regressions adaptatives
multivariées de spline ou MARS (Friedman 1991))'d)alyse d’arbre de classification ou
CTA (Breiman et al. 1984), 5) l'analyse discrimiteren mélange ou MDA (Hastie et al.
1994), 6) les réseaux de neurones artificiels ouNA{Ripley 1996), 7) les modéles
géneéralisés fortifies ou GBM (Ridgeway 1999) ele®) « random forests » ou RF (Breiman
2001).

Du fait d’avoir des données de présence seule, aarss généré au hasard 10 jeux de
pseudo-absences (5000 points) répartis sur I'enseddla zone d'étude (cf. Thuiller et al.
2009). Tous les modeles ont été construits sur @d@%es données initiales et évalués sur les
30% restant. Nous avons utilisé 2 méthodes pountdiga la concordance entre les valeurs
prédites et celles observées : 1) I' « area urtteréceiver - operating characteristic curve »
ou AUC (Hanley &McNeil, 1982) et 2) la «true skatatistic » ou TSS (Allouche et al.
2006). L'évaluation par AUC varie entre 0.5 (préidics du modele non différentes du
hasard) et 1 (prédictions parfaites des donnéesnadss par le modéle). L'évaluation par la
TSS varie entre 0 (prédictions au hasard) et ffdpes). Les prédictions sont utilisables dés
lors qu’elles correspondent & une AUC > 0.7 ou T88& > 0.4 (Swets 1988, Engler et al.
2011). La séparation du jeu de données en deux {8080%) a été répétée au hasard 10 fois

donnant ainsi un total de 880 modéles réalisés.

Données climatiques en entrée

Afin d’étudier 'importance des saisons sur lalgttion des especes a I'échelle de la France,
nous avons constitué 4 jeux de données saisonrfierpgntemps de mars a mai, I'été de juin
a aodt, 'automne de septembre & novembre et Fhivedécembre a février) elles méme
constituées de 4 variables climatiques. Nous acgonsidéré le cumul des précipitations, la
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température moyenne maximale, I'amplitude moyenme température et [lirradiation
effective moyenne. Les variables d’une résolutidtiglement de 1km ont du étre moyennées
par commune. Pour limiter la colinéarité des vagaphous avons calculé pour chaque saison
les résidus de lirradiation effective dérivée égression linaire entre l'irradiation effective
moyenne et la température maximale moyenne. Lefficdents de corrélation ont été
calculés en utilisant la corrélation de Pearson.

Afin d’étudier les variations de distributions Weberusliées aux changements climatiques a
I'échelle du massif central, nous avons utilisé daldes saisonniéres. Nous avons utilisé la
température moyenne et le cumul des précipitataunslimat actuel (1971/2000) et leur
projection en 2071/2100 pour le scénario B1l. Nousna également utilisé également
lirradiation potentielle et l'indice de nébulositomme variable complémentaire mais en
'absence de prédictions futures sur la nébulositd)s I'avons maintenu constante. Nous
n'avons utilisé que la saison la plus explicatiiepdes les résultats des analyses a I'échelle de

la France.

Présentation des résultats

Les scores des évaluations (AUC and TSS) des 88@lemont été moyennés par saison afin
de les comparer et d’identifier les données cliquags les plus explicatives.

Pour identifier I'importance relative de chacunes deariables, nous avons utilisé une
procédure de BIOMOD qui permet de réaliser des étations de Pearson entre les
prédictions standards et les prédictions ou |laabdeia tester a été permutée au hasard. Si la
corrélation est importante, cela signifie que laalde permutée n’a pas d’'importance dans le
model. Nous avons répété 10 fois cette procédure gmacune des variables. L'importance
des variables correspond a 1 moins la moyenneagg#Baients corrélation.

Afin de cartographier la niche réalisée des espadaxhelle de la France et en prenant en
compte les incertitudes, nous avons eu besoin dérgéles résultats en 2 étapes. Dans un
premier temps, nous avons utilisé le jeu de donoéesspondant a la saison ayant obtenue le
plus hauts scores en moyenne pour calculer lesicigéts de probabilités de présence
(compris entre 0 et 1) pour I'ensemble des 880 hesd#e chaque espéce. Nous avons ensuite
transformé ces probabilités en données d’occurrédmenées binaires égales a 0 ou 1) grace
au seuil de 'AUC et de la TSS pour les 880 moddisus avons sommé les 1760 cartes
d’occurrence ainsi obtenues pour chaque espécecatauler le pourcentage de modéles en
accords pour predire la présence des espeéces, Amesvaleur de 0% veut dire que 100% des

modeles concordent pour prédire 'absence de lmspéors qu’une valeur de 100% veut dire
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gue 100% des modeles concordent pour prédire lsepcé de I'espece. Cette procédure
permet de cartographier la niche réalisée de lasmih considérent pour chaque point les
incertitudes de I'ensemble des prédictions. Nousigypmsé arbitrairement que la limite de la
niche réalisée des espéeces correspond aux siteg ounimum 50% des modeles prédisent
'espece comme présente. Pour visualiser les effessvariables sur les prédictions, nous
avons calculé les courbes de réponses pour chatemerariables majeures pour chaque
espéce. Nous avons utilisé une fonction de BIOM@ID diextraire les « responses plots »
(Elith et al. 2005) des 880 modéles pour calci@deeponse moyenne de chaque variable pour
chaque espece.

Afin de cartographier la distribution dé. berusa I'échelle du massif central, nous avons
utilisé les prédictions d’occurrence pondéréesoaatfon de la qualité d’évaluation de chacun
des 880 modeles. Nous avons ensuite utilisé cdsscaour prédire la phénologie de la

distribution de I'espece.
3.4 Méthode mécaniste : Niche mappér

Principe

Nous avons utilisé Niche MappEf constitué de modéles brevetés aux Etats UnisdiPand
Mitchell 2006) afin d'étudier [I'expression spatialele traits physiologiques et
comportementaux. Niche Mapper est composé de 2utatdes, le « Micro2011b » et le
« Ecto2011a ». Le modéle « Micro» permet de géndse gamme des conditions
microclimatiques susceptibles d’étre exploitées yaindividu. Pour cela il se base sur les
conditions topographiques (latitude, longitudejtade, exposition, pente), les conditions
d’habitat (% d’'ombrage au sol) et les conditionségéles climatiques ou météorologiques
(Résultats, Chapitre 1l, Annexe B) pour prédire le®fils thermiques journaliers de
I'environnement (Figure 20.). Le modéle « Ecto pleie ces gradients thermiques prédits
pour déterminer, heure par heure, la températurgocelle de lindividu en utilisant les
principes physiques des transferts de chaleur @titégrant les propriétés morphologiques et

les décisions comportementales de I'espece (FRreRésultats, Chapitre 1I, Annexe C-1).
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Figure 20. Exemple de profil journalier prédit par Niche Mapper ™. Le modéle « Micro » permet de
calculer heure par heure la température du refude & placette de thermorégulation (refuge ebs&pa partir
des températures maximales et minimales sous @wnax et Tmin). A partir de cela, le modéle « Ectpermet

de prédire I'évolution de la température corpordid’individu (individu).

En sortie, le model « Ecto » génére pour chaques moi’échelle d’'un site, les profils

journaliers moyens de la température corporellg, (ffCdépense énergétique de maintenance
journaliére (kj/jour) et les pertes respiratoirésotales en eau par évaporation (g/jour). Nous
avons ensuite calculé la température moyenne [E€udgets énergétiques (kj) et hydriques

(g) estivaux et annuelles.

Données de performances physiologiques en entrée

Nous avons utilisé les données de métabolisme stagdiaont été acquises dans cette these
(Résultats, Chapitre 1.1) pour obtenir une équapoédisant le métabolisme standard d’un
individu moyen en fonction de sa température caipmr Cette équation a ensuite été
implémentée dans le modele « Ecto » pour adresserdits de maintenance et estimer les
budgets énergétigues de maintenance annuels ehsi@ss spécifiques a nos deux especes.
De la méme maniére, pour prédire les budgets aapmtedaisonniers des pertes en eau, nous
avons utilisé les données acquises dans cette gsheses pertes totales en eau par évaporation
(Résultats, Chapitre 1.2) pour déterminer gracenadele « Ecto » les pertes respiratoires et
totales en fonction de la température corporelmudNavons enfin utilisé les résultats du suivi
populationnel sur la phénologie des dates de nasepbésentées dans cette thése (Résultats,
Chapitre 1.3). Pour chaque année du suivi, nouniavalculé les températures corporelles

moyennes estivales grace au modeéle « Ecto » apogsigecté dans le modéle « Micro » les

64



Matériel & méthodes

températures minimales, maximales mensuelles m¢balosité moyenne issues des stations
météorologiques les plus proches du site d’étuder Rhaque espéce, nous avons ainsi
déterminé une équation linéaire permettant de méldi date de mise bas moyenne en
fonction des températures corporelles moyennegagssi (Résultats, Chapitre Il, Annexe C-

4)

Données en sortie

Par le biais du logiciel Perl, il est possible @écualer site par site le budget énergétiques le
budget hydrique et la température corporelle mogesstivale a I'’échelle d’'un territoire en
utilisant des données climatiques spatialiséesnsi d’obtenir des prédictions spatialisées
mois par mois des codts de maintenances et desraomes corporelles moyennes.

Nous avons pu ainsi quantifier, pour les deux espeles budgets estivaux et annuels de
maintenance (énergie et eau) a I'’échelle de ladéran se basant sur les données climatiques
et topographiques disponibles. Nous avons ainsiqpantifier I'importance de I'été par
rapport aux budgets annuels. Nous avons égaleragatdé chez les deux espéces l'impact
du gradient climatique (température) sur I'évolutitences codts de maintenance.

Enfin, nous avons utilisé les cartes de tempérstaogporelles moyennes estivales des deux
espéeces pour les combiner aux équations linéairesndéées a I'échelle du site du suivi
populationnel pour prédire les dates de mise-bagnmes a I'échelle de la France.

Enfin, grace a cette approche spatialisée, nousisawextrait pour chaque espéce les
prédictions mécanistes correspondant a la nichiesééades deux espéces pour mieux les

comparer.

4. Génétique des populations

4.1 Echantillonnage et amplification de 'ADN

La diversité génétique a été estimée au sein gm@alations totalisant 602. berus(entre 5

et 30 individus par localisation) originaire de e, Suisse, Allemagne, Belgique et des
Pays-Bas (Figure 21.). Ces populations ont étépgresien 5 régions (le Massif central, cote
Atlantique, le Jura, les Alpes et Nord-est) coroesgfant a des affinités géographiques. Les
échantillons d’ADN sont issus de sang, d’écaillds,peau ou de prélevements buccaux et

I’ADN total a été extrait en utilisant QlAamp DNAIM Kits (Qiagen). Notre contribution a
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cette étude s’est concentrée a I'échelle du Massifral a ajouter 9 nouvelles populations sur
les 10 échantillonnées au final, représentant did8iindividus supplémentaires a la banque
de données sous forme de prélévement écaillesratidgFigure 22.).

Figure 21. Localisation des 32 populations échaniiinnées.A gauche localisation des populations a I'échelle
du sous-clade « Ouest ». Les lignes pointilléesésgmtent les limites générales de distributioietpéce. A
droite, localisation des 9 nouvelles populatiorergle blanc) échantillonnées durant la these darddssif

Central. La carte reprend les données d’obsenatier’espéce en fonction de l'altitude (Figure)17.

Figure 22. Présentation de la méthode de prélevemautilisée a I'échelle du massif centralNous avons

prélevé par individu trois demi-écailles ventraesniveau du milieu du corps
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4.2 Amplification des microsatellites

Nous avons estimé la diversité génétique en utili@anarqueurs microsatellites (Vb-A8, Vb-
All, Vb-B'2, Vb-B'9, Vb-B10, Vb-B'10, Vb-B18, Vb-DO and Vb-D17; voir Ursenbacher et
al. 2009) spécialement développés pdurberus Une partie des analyses de différentes
populations a déja été publiee dans Ursenbachalr €2009). Les échantillons additionnels
ont été amplifiés en suivant la méthode décritesddrnsenbacher et al. (2009) mais les
produits des PCR de microsatellite ont été analgeés un séquenceur automatique ABI
3130xI et les tailles des alleles ont été quastifjgace au programme PEAKSCANNER 3.1
(Applied Biosystems). Ainsi, 'ensemble des indivgdn’a pas été génotypé avec la méme
méthodologie. Nous avons en conséquence analys#eyls individus avec les deux

méthodes afin d’évaluer chaque primer par desgat#econversion.

4.3 Analyses statistiques

Afin d’éviter les problémes analytiques causés Iparalléles nuls, nous avons sélectionné
seulement les marqueurs pour lesquels nous n'gamdrouvé d'alléles nuls. (Ursenbacher
et al. 2009). Nous avons pour cela testé I'occugantalléles nuls pour chaque population
en utilisant MICROCHECKER 2.2.3 (Van Oosterhoutaét?2004). De plus le déséquilibre
entre les loci a été testé avec FSTAT 2.9.3 (Goud&b). La fréquence des alléles, la
richesse en alléle (Ar) et I'hétérozygotie espé(Be) grace a FSTAT. Le déficit en
hétérozygote dans la population (FIS) et la difiération génétique entre les populations
(FST) ont été calculés et testés pour un dépanifisigtif vers zéro par permutation (1000
réplicas) avec FSTAT. La proportion de variatiomééue au sein et entre les régions a été
calculée grace a AMOVA dans GENALEX 6.4 (Peakald aBmouse 2006) avec 99
réplications. Les distances génétiques additioagadhtre les populations ont été calculées en
utilisant la distance de corde de Cavalli-SforzaEdtvards (Cavalli-Sforza and Edwards
1967) et la reconstruction phylogénétique a étédgib@ en utilisant le programme
POPULATIONS 1.2.28 (Langella 1999) car cette méthogie est plus appropriée pour
reconstruire les relations entre population (Take&a\ei 1996).

Les hypothéses de réduction de la diversité gam@tdepuis le refuge jusqu’aux zones
périphériques de recolonisation ont été testéedephiais des coefficients de corrélation de
Spearman grace au logiciel SPSS 19.0 (SPSS Inicagih US).
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Les résultats sont présentés sous la forme destiokdigés en anglais et sous forme de
résultats en francais. Un article sur la manipatatiexpérimentale des conditions de
développement est également présenté en annexgédiggats sont répartis en trois chapitres
qui correspondent aux axes de recherches. Chaagpérehest composé d’un résumé détaillé

en francais.

Articles soumis ou en préparations :
Chapitre |
Lourdais O.,Guillon M., DeNardo D. & Blouin-Demers. Climatic specializationsnakes:
evidences for physiological and behavioural covenma (Al)
Guillon M., Guiller G., DeNardo D. & Lourdais O. Microclimatariation of two viperid
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Résumé du chapitre |

L’objectif de ce chapitre a été d’identifier lesapdiations liees au climat froid (physiologiques
et comportementales) et d’évaluer les colts etbiéséfices associés en fonction des
contraintes environnementales. Dans un premier tengqus avons comparé les stratégies de
thermorégulation dé&/. berus etV. aspis pendant la gestation. Pendant cette période, les
femelles présentent des besoins thermiques impaxteat une thermorégulation accentuée.
Ce contexte physiologique particulier offre une f®ropportunité pour mesurer I'efficacité
de thermorégulation en fonction des contraintesrenmement et d’évaluer les bénéfices
associés.

Alors que les deux especes étudiées présenterdffil@ses climatiques contrastées,
les préférences thermiques mesurées en conditmmsontraignantes (gradient thermique)
sont identiques pendant la gestation. Cependardpeditions semi-naturelle, femelles de
berusbénéficient d’'une meilleure efficience de thermatagon. Cette espéce est en effet
capable d’atteindre et de maintenir la tempérapréférée sur une plus longue période.
L’écart est dautant plus important lorsque que mEditions météorologiques sont
défavorables. Nos résultats sur le taux métabolsgaedard sont en accord avec I'hypothese
d’adaptations métabolique au froid. En effétberusprésente un métabolisme plus fort a
toutes les températures testées. Cette différencemation métabolique peut expliquer les
performances spécifiques (la digestion ou la gestaplus rapides a basse température)
démontré dans des études antérieures. Nous avitisg lds équations meétaboliques pour
estimer les performances journalieres en conditi@grelles. Comme nous le présumionhs,
berusmaintient toujours un taux métabolique journafikrs important principalement du au
décalage des normes de réactions. Toutefois lagplugle efficience de thermorégulation de
V. berusparticipe au contraste de performance métabolue particulierement lorsque les
conditions sont contraignantes et ou l'espéce egtalde d’exploiter les opportunités
thermiques.

Sous des climats froids, les contraintes thermigeledent la thermorégulation précise
couteuse si les bénéfices associés sont réduitde(famélioration des performances) car les
codts liés a I'exposition au prédateur augmenteney & Slatkin 1976). Toutefois, un taux
métabolique plus important peu compenser les dotdsathermiques et modifier la relation

codts/bénéfices de la thermorégulation. Ainsi uisae de thermorégulation méme bref et
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'accés a la température préférée devrait permeitregain de performance physiologique
significatif en accélérant la dynamique de gestatibla phénologie de la reproduction.

Nous avons voulu quantifier ces bénéfices suréeopmances reproductrices. Du fait
de la viviparité et les forts besoins thermiquesntajues, les contrastes de performances
physiologiques et comportementales devrait largems&xprimer sur la phénologie de la
reproduction. Nous avons comparé les dates de rh&esles deux especes en se basant sur
un suivi de populations syntopiques dans I'Ouedtidérance ou les deux espéedtgignent
leur limite de distribution respective. Nos réstdtaontrent tout d’abord une forte variabilité
interannuelle des dates de mises bas moyenne ekedelix especes. La période estivale
semble étre la période la plus explicative de casations interannuelles. Une forte
corrélation entre les dates de mises bas moyernrasaeampérature moyenne estivale existe
pour les deux especes. Toutefois malgré ces van@¥. berusest capable dans les mémes
conditions météorologiques de se reproduire pluEL&09 £ 2.14 jours) que. aspis

En situation de sympatrie, une partition spatialel’pabitat existe entre les des deux
espéeces. Ce contraste pourrait reposer sur unastatphysiologique en relation avec les
adaptations climatiques propres. La thermorégulgbem induire des colts physiologiques
(contraintes sur le budget temps) ou écologiquegso&@tion au prédateur). Les pertes en eau
par évaporation sont directement influencées partdmpérature et les sites de
thermorégulation sont souvent exposés a une humiglus faible. Un compromis
physiologique est donc attendu entre la balanceiduelret la thermorégulation mais ces
aspects demeurent sous considérés. La sensihiktéertes hydriques dépend de facteurs
extrinseques (habitat, conditions météorologiquewrlis aussi de traits endogénes a
'organisme (adaptations climatiques). Par exermpkegspeces de milieux xériques devraient
présenter une résistance supérieure aux pertegjbgdrpar évaporation. Nous avons étudié
les micro-habitats sélectionnés en conditions edas par les deux especes ainsi que la
sensibilité aux pertes hydriques respiratoiresutreées. Nous avons mis en évidence\gue
berus est plus exposée aux pertes hydriques par évaporagtie V. aspis De plus, cette
espece utilise des micro-habitats plus humides pthermoréguler. Les propriétés
microclimatiques de I'habitat (température et hutéjdoourraient constituer des déterminants

proximaux de la partition spatiale observée en ztengyntopie.
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Abstract

We compared thermoregulatory strategies duringagiest in two viperid snakesV{pera
berusandV. aspi3 with parapatric geographic rang®8pera beruds a boreal specialist with
the largest known distribution among terrestrialkesawhileV. aspisis a sub-Mediterranean
species. Despite contrasted climatic affinitie® ttvo species displayed identical thermal
preferences Tse) in a laboratory thermal gradient. Under naturahditions, howevery.
berus was capable of maintainindse: for longer, especially when the weather was
constraining. Consistent with the metabolic colddtion hypothesisy. berusdisplayed
higher SMR at all temperatures considered. Thish higetabolic rate may explain the
unusually rapid digestion and gestatiorMotberusat low temperatures. We used the thermal
dependence of metabolic rate to calculate dailyabwdic profiles from body temperature
under natural conditions. As expecté&d, berusalways experienced higher daily metabolic
rate, chiefly because of differences in the metabehction norms, but also becadseberus
was better able to exploit thermal opportunitiesider cold climates, thermal constraints
should make precise thermoregulation costly. Spedifferences in the thermal reaction
norm of metabolic rate, however, may influencedbst-benefit balance of thermoregulation.
Covariation between metabolic rate and thermorgigueefficiency is likely an important

adaptation to cold climates.

Key words: ectotherm, gestation, thermoregulation, boreal ai@nmetabolism
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Introduction

Geographic patterning is widespread in animal ithstions (MacArthur 1984). Temperature-
dependent geographic patterning is ubiquitous anlgiy arises because of adaptations to
specific thermal niches (Pértner 2002; Hochachk8atnero 2002). Ectotherms have limited
capacities to regulate their body temperature dintatic conditions are prominent factors in
explaining their distribution and diversity (Walthet al. 2002; Guisan & Hofer 2003;
Parmesan 2006; Deutsch et al. 2008). Most of thversity in terrestrial ecotherms is
observed under tropical condition (Shine & Mads886t Deutsch et al. 2008) while only a
limited number of species can exploit climatic erties such as boreal climate (Herczeg et al.
2003; Olalla-Tarraga et al. 2006). Therefore, unfange proximate determinants of cold
climate specialization is critical (Voituron et 2002).

Temperature influences performance of ectothe(hhsey & Kingsolver 1989).
Species distribution modelling has underlined axpnate link between temperature,
performance, and current distribution (Kearney &t&02004; Buckley 2008). Furthermore,
recent shifts in geographic ranges appear relaiegrperature changes (Parmesan et al.
1999; Parmesan & Yohe 2003), but the responsedifidual species will likely depend on
their physiological tolerances (Bernardo & Spofig06). For example, tropical ectotherms
are supposedly particularly at risk because ofawathermal tolerances and ensuing reduced
“thermal safety margin” (Deutsch et al. 2008, Huwetyal. 2009). On the other hand, cold
adapted species may also be particularly vulnerablat least two reasons: (i) the magnitude
of predicted temperature changes increases withidat and (ii) specific adaptations to cold
temperature (i.e. higher metabolic rate) shoulddsadvantageous because the predicted
temperature changes will result in increased maaree costs (Samways 1994).

Theoretical models predict that the optimal inwestt in thermoregulation should
balance costs and benefits (Huey & Slatkin 197@erioregulatory strategies vary from
active thermoregulation to thermal conformity (HugySlatkin 1976). Thermal preferences
and tolerances also shape thermal adaptation (&enel985; Huey & Bennett 1987) and
adaptive shifts in thermal requirements may allbev éxploitation of a given habitat (Labra et
al. 2009). Moreover, the thermal dependence of boditarate constitutes an important aspect
of thermal adaptation (Hochachka & Somero 2004)stVahysiological rates are directly
dependent upon metabolism, including those thauente digestion, growth, physical
performances, and activity patterns. According he tnetabolic cold adaptation (MCA)
hypothesis (Clarke 1993), metabolic rate shouldhigher in ectotherms living in cold
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environments compared to relatives living in warneavironments (Addo-Bediako et al.
2002) because a higher temperature-specific metatade allows to compensate the effects
of colder temperature on metabolism.

Coadapation is a central component of thermal biolggngilletta 2009) and
integrative approaches combining behaviour, theeguaation, and metabolic rate may help
solve some paradoxes. For instance, the cost-hemefiel of thermoregulation predicts
thermal conformity in habitat with low thermal qial(Huey & Slatkin 1976), but empirical
data provide only ambiguous support (Herczeg e2@03; Blouin-Demers & Nadeau 2005).
To assess the benefits of thermoregulation undet clinates, we need to focus on the
interaction between physiological and thermal $tafor instance, an upward shift in standard
metabolic rate (SMR) in cold climates, as predidigdthe MCA hypothesis, should strongly
influence thermal performance curves by allowinghhphysiological performance under low
temperature in cold adapted species. Active thezgwdation may be essential to achieve the
preferred body temperature range (Herczeg et al3)20t will yield major physiological
benefits because of specific metabolic adaptations.

One key aspect when addressing the fithess consegm®f thermoregulation is the
performance trait considered. The conceptual fraonkevihas been built largely for small
active ectotherms (lizards) with relatively higheegy requirements (Huey & Slatkin 1976;
Huey & Bennett 1987; Hertz et al. 1988). Not ssingly, therefore, locomotion and energy
gain have attracted considerable interest (Le &dllet al. 2004). One aspect that is key to
fitness, but that has attracted comparatively dt&sntion in the context of thermal adaptation,
Is gestation. Embryonic life is a thermally senstiperiod and cold temperatures slow
development and affect reproductive success (DegndinFergusson 1991; Qualls &
Andrews 1999). Most viviparous squamates displapmaehavioural shifts during gestation,
notably intense basking and modified thermal perfees (Robert et al. 2006; Shine 2006;
Webb et al. 2006). Maternal thermoregulation hastEv&lopment and such a phenological
effect is advantageous under constraining clim@iaggle and Gibbons 1977; Shine and Bull
1979; Shine 1985).

Viviparity seems an important component of the egwlal and radiation of vipers
(Lynch 2009). In Europe, the genugperatypically displays parapatric distribution patterns
with sister species ranging from Boreal to Meddagan climates (Saint Girons 1980a,
Nilson & Andren 1997). We studied the common adigpera beru}, a boreal species with
the largest known distribution among terrestrialkesa and the Aspic vipeW{pera aspis)a

south European species with a restricted rangeleMe acknowledge the inherent limits of
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two species comparison (Garland & Adolph 1994), #ipecies considered are closely

phylogenetically related (Ursenbacher 2005). Websétan experimental study to address the

following questions:

(1) Does the boreal specialist display lower therma&dselse) for gestation and higher
temperature-specific SMR?

(i) In the same constraining environment, is the cagb@écmlist a more efficient
thermoregulator during gestation?

(i)  What are the relative contribution of physiologyMi®) and thermoregulation to

metabolic performance during gestation?

Materials and methods

Study animals

Vipera berusand V. aspis have been intensely studied and their distributatttacted
considerable interest (Saint Girons 1975a; Monr@361 Nilson & Andren 1997). They are
closely related viviparous snakes of the westetagpetic region (Saint Girons 1980a), but
their ranges overlap in western France where thiheor extreme o¥. aspis'range meets
the southern distribution df. berus(Saint Girons 1975a). Both species are medium-size
(mean SVL< 50 cm), rely on sit-and-wait foraging, and accustellvast amounts of energy
before reproduction (capital breeding) resultinglow reproductive frequency (Madsen &
Shine 1993; Bonnet et al. 2002a). During pregnati®rmal needs are elevated and females
actively bask (Bentz 2002; Saint Girons 1978; Ladgnet al. 2003). Food intake during
pregnancy is often reduced or absent probably Isecatia trade-off with thermoregulatory
activities (Saint Girons & Naulleau 1981; Lourdatsal. 2002a).

We captured 24 gravid females (12 berusand 12V. aspi$ and 27 non-gravid
females (15V. berusand 12V. aspi$ between early May and mid June in 2008 and 2010
from several neighboring districts of west-cenffedince (Cotes d Armor, Loire-Atlanlique,
Maine et Loire). Body mass (+ 1 g) and snout vength (x 5 mm) were recorded, and scale
clipping was used to identify individuals.

Surgical procedure

We surgically implanted miniature temperature aajgers (Thermochron iButtons, Maxim,
Dallas TX) in snakes. Loggers were programmed torce temperature every 15 minutes,

coated with Plasti-Dip (PDI Inc., Circle Pines MNjnd then disinfected in a solution of
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benzalkonium chloride for 12 h prior to implantaticdEach snake was anesthetized using
isoflurane and the skin was locally disinfectedngsbetadine. An approximately 1.5 cm
ventro-lateral incision was made through the skid Aody wall, and the logger was then
placed intracoelomically between the gall bladded #he first embryo. The incision was
closed with everting mattress sutures (3-0 VicBthicon, Somerville, NJ). Recovery from
anesthesia was rapid (< 30 minutes) with no maytal single 10 mg/kg intramuscular
injection of enrofloxacin (Baytril 22.7%, Bayer) svadministered post-surgically to prevent

infection.

Thermal preferences in captivity

We measured preferred body temperatdig)(in a laboratory thermal gradient devoid of
thermoregulatory costs (Hertz et al. 1993; Huey 1&tl8n 1976). The gradient was a ¥ m
concrete box. A heat source at one end and coaftedt ahe other produced a smooth
temperature gradient ranging from 22 to 45°C. Ligimtd temperature cycles (8:16)
reproduced natural photo and thermo periods. Werded body temperature in 12 gravid
females: 6V. berus(SVL = 46.3 £ 3.2 cm; BM = 101.0 + 30.0 g) an&¥/6aspis(SVL = 46.8

+ 2.3 cm; BM =93.4 £ 5.3 g) in mid July 2008. Aftevo days of acclimation in the thermal
gradient, we recorded body temperatulg éelected in the gradient every 15 minutes for 72
hours. For each species, we calculalggby averaging hourlyl, values during the basking

period.

Standard metabolic rate

We used closed system respirometry to measure sthmaetabolic rate (SMR) on 15 (9
males, 6 femalesy. berus(SVL = 45.1 £ 4.6 cm; BM = 62.1 £ 23.3 g) and I3njales, 6
females)V. aspis(SVL = 47.8 £+ 4.7 cm; BM = 74.7 £ 23.3 g). Measusnts were performed
on post-reproductive snakes just before winteriogavoid metabolic contribution from
follicular development in females. We measuredsrafeoxygen consumption (analyzed in ml
h-1 with body mass as a cofactor, but presentedlih-1 g-1 in figures and tables) & of

10, 20, and 30 °C. We randomized the order ofsriahd ensured at least 10 h of rest between
each trial. Trials were conducted in opaque teatrt¥ers (internal volume 3,230 ml) covered
with an air-tight glass lid. The individual was gl into the test chamber and maintained in a
temperature-controlled environmental chamber (x13Q) prior to testing. Outside air was

drawn into each chamber using a Bioblock Scienfifid air pump for 5 min assuring 99 + %
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air turn over (Lasiewski et al.1966). Baseline sEsf outside air were collected at the
onset of each trial. Snakes could be observed gluhe trial through a small viewing port.
Snakes showed limited exploratory movements, ramdiled, and stayed inactive during the
entire trial. Trial duration was determined in dopistudy for each test temperature (2-10
hours) to ensure sufficient,@uppression (0.5 - 1%). At the end of each taal,end air
sample was collected using two 150-ml syringes eoted to the chamber via a three-way
stopcock. O2 concentration was then determinedguaimoxygen analyzer (FC10A, Sable
Systems, Las Vegas, USA). Each air sample was dttlpeugh drierite to absorb moisture
and sent at a controlled rate to the analyzer usinmfusion pump (KDS 210, KD Scientific
Inc, Holliston, USA). Oxygen suppression was detil®y subtracting final from baseline

values. Analyzers were calibrated each day usitgjariair.

Thermoregulation under semi-natural condition

To examine the influence of weather conditions lo@rroregulation, we used an outdoor
enclosure (10 x 10 m) at the “Terrarium of Kerdasetke facility, Cétes d’Armor (48° 30’
N, 03° 01’ W) which is located in the geographioga ofV. berusand close (< 200 km) to
the area of sympatry witfi. aspis Vegetation in the enclosure provided a mosaioasking
places, shade, and shelters. No food was providaedglgestation.

Body temperaturelg) was measured in 6 gravid berus(SVL = 48.7 = 3.2 cm; BM
= 106.7 + 18.0 g) and 6 gravid aspisof similar mass and sizes (SVL = 46.6 = 4.7 cm; BM
= 110.7 £ 21.5 g) every 15 min for 38 days betwé&erJuly and 13 August 2008.
Simultaneously, we measured operative environmetaaperatures T¢) in the various
microhabitats available to the snakes (Bakken 19@f#) 9 physical models (copper tubes
filled with water) reproducing the thermal charaistigcs of the study species. We ensured the
realism of our models by calibrating them agaimsi fresh snake carcasses. We placed the
models in each of 3 microhabitats: on the groundeurshrubsN = 3), on the ground in the
open (N = 3), and in an underground retreldt 3).

Days were classified as hot, medium, or cold basedhe amount of time with
maximal Te (Te may above the lower bound Ofer (Tset 10w fOr each species. Snakes never
experienced Th above Tset (see results). Days eaddevhenTe maxWas abovdset o for less
than 4 hours, medium whé maxwas above s ow between 4 and 8 hours, and hot wiign
max Was abovel e ow during more than 8 hours. We used indices devdlopeneasure both
the accuracy and the effectiveness of thermoregulat reptiles (Hertzt al.1993; Christian
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& Weavers 1996; Blouin-Demers & Weatherhead 200Bbrause active thermoregulation is
essentially diurnal under temperate climates, egliwere calculated for daytime only (8:00 -
21:00) and for each type of day. We calculated dbeuracy ofT, as the mean of the
deviations of T, from Te (individual deviation, dy). We measured the extent of
thermoregulation as the time spent with above Tt 10w during daytime. We measured
thermal exploitationEx) using a modification of the index proposed byi€tlan & Weavers
(1996): the proportion of time spent abdve: 0w during daytime expressed as a percentage of
the time available to do S@d max> Tset Iow). We measured the thermal quality of each habitat

by the daily duration whei, was abov8 ..t owand withinTse; 0f each species in each habitat.

Performance gain estimate

We used equations predicting thermal reaction ndonsnetabolic rate to estimate daytime
SMR (8:00 - 21:00) for each species and each dalgeomonitoring period. We also wanted
to quantify the relative contribution of thermoregfion to metabolic performance. Therefore,
we calculated the daily metabolic gain in the mefé&cient thermoregulator from the

difference in estimated metabolic rate derived wbensidering its own thermal profile and
the one of the other species.

Statistical analyses

All data were tested for normality (Kolmogorov—Snav test) and homogeneity of variance
(Bartlett test), and transformed when necessagaglieve the conditions for using parametric
tests. All statistical comparisons were performedRisoftware (R Development Core Team,
2007). For thermoregulation, we used mixed models¢ package) with individuals as
random effect (log-likelihood maximization). We dsé models to test for the effects of
species and type of day with thermoregulation iesli@s dependent variables (Y) from
constant model (Y ~ 1) to complete model (Y ~ Spget Type Day + Interaction). We used
stepwise model selection based on corrected Akafkemation criterion (AlCc) to select the
most appropriate model (Burnham & Anderson 2002)enl we used the best model to
estimate parameters. Means are provided + 1SD. &bfepted significance at an alpha level
of 0.05.
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Results

Thermal preferences

To determineTse, We used the meah, during periods of thermoregulation (12:00-17:00).
The two species selected similggwith 33.47 £ 1.69°C (lowefFset= 32.64 °C; highelse =
34.64°C) and 33.21 £ 2.12°C (lowEf:= 32.69°C; higheTse= 34.66°C), respectively for.
berus and V. aspis (= 0.137, p = 0.72, linear mixed effects model, F&gl).
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Figure 1. Thermal preferences in gravid berus(VB) andV. aspis(VA) in a laboratory thermal gradient. The
median is represented by the middle horizontal iiméhe box-plot and the mean by the black cirtiterval

between 25 and 75 % quartiles is represented bgdand range is represented by whiskers.

Thermal sensitivity of metabolism

Oxygen consumption was positively influenced by genature (linear mixed-effects model,
F2 s3= 181.9;P < 0.0001; Figure 2)V berushad higher SMR at all test temperatures (linear
mixed effects modelF; 23 = 10.5; P = 0.003). No interaction between species and
temperature was found (linear mixed effects moéel;s3 = 2.3; P =0.112). For the two
species, the best fit was a quadratic regression q@sumption = 0.0074295311 -
0.0017367916b + 0.000192819Tk? in V berus adjusted R= 0.857 and @consumption =
0.0279704808 - 0.00445269T6 + 0.0002121893? in V aspis adjusted R= 0.830).

82



Résultats — Chapitre |

VB
ce e WA

015
|

010
|

02 consumption {mL h-1.g-1}
LY
Y
A
Y
Y
—%

0.0s
|
LY

0.00
|

10 20 20

Body temperature (°C)

Figure 2. Metabolic reaction norms M. berus(VB; 9 males, 6 females) and aspis(VA; 7 males, 6 females).
Individuals were non reproductive and pos-absoeptind were previously acclimated to standard ldabora

condition. The mean is represented + or — 1 stahdeviation. Dashed lines are quadratic regressions

Thermoregulation in semi-natural conditions

On averageV. berusexhibited higheiT, thanV. aspis(25.35 + 6.47 °C (range 14.25-35.17)
vs.26.41 £ 6.60 °C (13.06-35.32); linear mixed effatodel, F1, 2023 = 825.64, P < 0.0001;
averages for the daytime; Table 1). Since the twecies had similafTse; our day
classification was the same for the two speciedays were cold, 12 were medium, and 13
were hot. The model with species and day categay/tve best to explain me@gvariation
during the day (Table 2)/. berusmaintained higheT, thanV. aspisfor all day categories,
but this difference was particularly marked duraodd days (24.13 + 2.00 °C vs. 22.81 £ 2.53
°C; Figure 3, Table 1). When thermoregulation wasspie,V. berusshowed higheEx than

V. aspis(41.15 + 28.41 % vs. 21.28 + 25.12 %, 66.40 + 19564s. 46.60 + 23.61 % and
70.35 + 10.54 % vs. 56.73 £ 15.52 % for cold, medand hot days respectively). The best
model for time spent abovB: 0w included species and type of day (Table 2). Tipens
aboveTset owWas strongly linked to thermal conditions for befiecies (Table 1) and berus
was always able to maintaiie; for longer. Thermoregulation accuracy was highépehdent

on daily thermal conditions and species, and thexg a significant interaction between day

83



Résultats — Chapitre |

and species (Table 2. berusshowed more precise thermoregulation tNaraspis(lower
dyp) under constraining conditions (8.83 = 1.96 °CMx09 + 2.50 °C for cold days and 6.04 +
1.45 °C vs. 7.07 = 1.87 °C for medium days). Thigedence was more reduceliring hot
days (3.96 £ 1.16 °C vs. 4.64 + 1.65 °C respedtjvel

Table 1. Influence of weather on thermoregulation in gravidberusandV. aspismaintained in an outdoor
enclosure. Body temperatures were recorded sinediasly at the same time interval (15 minutes).lyses

were performed for the basking period (08:00 - Q1.0

Weather
Cold Medium Hot F p
MeanT,°C
V. berus 24.13 27.16 29.42 188.78 <0.0001
V. aspis 22.81 26.02 28.61 136.31 <0.0001
Ex (%)
V. berus 41.15 66.40 70.35 38.81 <0.0001
V. aspis 21.28 46.60 56.73 47.16 <0.0001
Time within Te (h)
V. berus 1.14 3.95 6.46 302.48 <0.0001
V. aspis 0.58 2.80 5.23 180.50 <0.0001
dy
V. berus 8.83 6.04 3.96 168.45 <0.0001
V. aspis 10.09 7.07 4.64 127.6 <0.0001

Parturition date

V. berusgave birth earlier thaw. aspisconsidering 1, 1= 7.92, p = 0.011). Ordinal
parturition date was 241.66 + 5.00 vs. 249.20 £26or V. berusandV. aspis respectively.
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Table 2. Model selection used to describe thermoregulatib®'. berusand V. aspisusing corrected Akaike
information criterion (AlCc). K = number of pararaet in the function, w= Akaike weight. Models in boldface

were selected for analyses. Only the most reliafidels are presented.

K AlCc Anice Wi aice
Mean 1,
Y ~ Species + TypeDay 6 1644935 0.00 0.788
Y ~ Species + TypeDay + Interaction 8 1647593 2.71 0.203
Y ~ TypeDay 5 1653.919 8.96 0.009
Ex
Y ~ Species + TypeDay 6 -126.617  0.00 0.717
Y ~ Species + TypeDay + Interaction 8 -124.891 1.86 0.283
Y ~ TypeDay 5 -110.211 16.36 0.0002
Te within Tset (h)
Y ~ Species + TypeDay + Interaction 8 1396.241 0.00 0.565
Y ~ Species + TypeDay 6 1396.762 0.52 0.435
Y ~ TypeDay 5 1413.072 16.83 0.0001
dy
Y ~ Species + TypeDay 6 1622.663 0.00 0.742
Y ~ Species + TypeDay + Interaction 8 1624.895 2.23 0.243
Y ~ TypeDay 5 1630.480 7.82 0.015
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Daily metabolic rate

V. berusexhibited higher daily SMR thav aspis (0.114vs.0.068 ml/h/g ; linear mixed effects
model,F;1 10= 578.193;P < 0.0001) for all day categories (Figure 4). Thedel with species and
day category was the best to explain daily SMRatem. Daily SMR inV. beruswas significantly
accrued by higher thermoregulatory efficiency ofd@nd medium days (Figure 5). In turn, during
hot days, metabolic differences were mainly linkegroximate physiological difference in SMR
since thermal profiles were very similar (Figure. A)herefore, the relative contribution of
thermoregulation to SMR differences was negativeglged to mean daily temperatur€i( s, =
20.55, p < 0.001, Radjusted = 0.37; Figure 5).

0.15
|
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|

02 consumption (mL.h-1.g-1}
—e—
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—e—
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|

COLD MED HOT
Figure 4. Estimate of metabolic contrast (ml/h/g) betwema\. berus(grey symbols) an¥. aspis(black symbols) for

the three day classes. Values were derived fromalmdit reaction norm and thermal profiles and dakion restricted

to the basking period (8:00 - 21:00). Circles repré mean values and errors bars standard deviation
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38 days of monitoring.

Discussion

The goal of this study was to assess physiologindlthermoregulatory traits in a boreal specialist
when compared to its south European relative. Weldped an integrated approach considering
gestation which is a major process since matehsahtoregulation can directly affect reproductive
success, notably through phenological effects (datkirth). We also considered metabolic rate
since it is a major determinant of physiologicaterand is a crucial component of climatic

adaptation (Angilletta 2001).

Lower thermal preferences should be advantageouerucahstraining (cold) climatic
conditions (Huey & Bennet 1987; Hare et al. 200&)eed, poor weather may dramatically reduce
the opportunity to reach and maintdig and lower thermal requirements may thus compensate
thermal constraints. We found that pregnant femsdéscted relatively high temperatures in a cost-
free environment andlse;that were identical in the two species. Thermafgrences obtained in the
gradient were consistent with body temperaturerdsmb in the external enclosure. For instance,
during hot Days, we found that pregnant femalesntaaied (Table 2) stabl&, very close to the
thermal preference over most of the basking per@ut. results support the existence of a very

precise temperature set point for pregnancy, thg¢ars conserved in two sister species.
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Our results on thermoregulation in semi-natural d@oovs provided significant insight
about.... The two species were facing the same donditand body temperatures were collected
simultaneously thereby allowing a robust comparigbthermal profiles. We found thaf. berus
consistently maintained higher body temperatured amnimized deviation fromTse When
compared toV. aspis V. beruswas able to maintaifise; for longer each day and was a more
efficient thermoregulator. This difference was masarked when weather condition were
unfavourable and accessTig;restricted. Conversely, thermal profiles were v&@rgilar during hot
(i.e. non thermally limiting) days. Examining dailyermal profiles suggests thdt berusreaches
Tset €arlier during the day thavl. aspis Overall, these results clearly support the ptemticof
higher thermal efficiency in the boreal specialést V. berusis better capable of exploiting
constraining weather. Previous work has emphasthedinfluence of thermal conditions on
reproduction in squamates (Shine & Harlow 1993;rHais et al. 2004) and high temperatures
significantly hasten development. Recent studiegesigthat the duration of exposureTig; may
be a crucial parameter (independently of mean tesye) hastening reproductive phenology and
improving offspring quality (Shine 2004; Lorioux &t in press). Thermoregulatory efficiency may
be crucial to the ecological success\Wfberusand its ability to buffer thermal constraints and
optimize development (Lourdais et al. 2004; Harale2009). Higher thermoregulatory efficiency
may involve several proximate mechanisms eitherabielral and/or physiological (Stevenson
1985; Labra et al. 2001). Pronounced thermophigébavior has been previously reportedvin
berus with conspicuous exposure most notably during eeehther (Saint Girons 1975b; Bentz
2002). In additiony. berusis unique in the genus for its ability to dramaliig flatten the body and
increase the surface area receiving solar radiafsint Girons 1978; Monney 1996). This
behaviour is likely to increase heat gain and redweviation from thermal preference.
Physiological thermoregulation mechanisms (changeseat transfer) have been reported in
viviparous squamates (Labra & Bozinovic 2002), bhawve not been investigated VA berus
Finally, it is worth noting that melanism is freequiegn V. berus notably in northern populations
(Forsman 1987, 1995). Thermal melanism under sewEneditions is likely to increase
thermoregulatory efficiency further than what wepaded here in normally coloured (cryptic)
individuals (Clusella Trullas et al. 2007).

The metabolic cold adaptation hypothesis (Clarke 319Posits that higher standard
metabolic rate is beneficial under cold climatediipwing completion of physiological processes
despite thermal constraints and short activity qubsi (Addo-Bediako et al. 2002). Our result on
SMR support this hypothesis with markedly higheandtard metabolic rate iW. berusfor all
temperatures considered. These findings are censigtith previous studies carried in neonates
(Saint Girons et al. 1985) and help explain the suali physiological performance at low
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temperatures in this species. For instance, a catiypa study in 5 European vipers showed that
digestion is fastest iW. beruswith the ability to completely digest prey at loantperatures (10°C,
see Naulleau 1983a). Similarly, experimental stodygestation demonstrated earlier parturition
date in this species (Naulleau 1986). In naturalations where the two species are syntopic,
parturition always occurs sooner Vh berusthan inV. aspis(Naulleau 1981; Saint Girons 1975a;
Monney 1996). Also partial or complete reproductiagure is less frequent i¥. beruscompared
to V. aspigthat are near or at the northern limit (Lourddiale2004; Guiller et al. 2012). In support
with these findings, we found that parturition datas earlier inV. berus Such phenological
advantages are likely relevant under cold climateesactivity period is limited before winter and
may affect offspring survival as well as femaleligpto recoup energy (Bonnet et al. 2001).

Using metabolic reaction norms, we estimated méialate atT, selected under semi-
natural conditions. While metabolic measuremerdsevcarried in non-gravid females and males,
the same probably applies to gravid females sinpes@ious study in vipers reported a prevalent
effect of body temperature, but no effect of repicitve status on metabolic rate (Ladyman et al.
2003). This approach revealed an important metaloolntrast between the two species. Ind¥ed,
berusalways maintained higher daily metabolic rate mab#cause of the difference in metabolic
thermal reaction norms. Furthermore, metabolic ggathnces were accrued chiefly by higher
thermoregulatory efficiency when thermal conditere constraining (cold and medium days).
Higher metabolic rate is likely beneficial by ensgrfaster physiological processes and hastening
development (Angilletta 2001). It may also influenbehavioural decision by allowing refuge
emergence and the onset basking behaviour whitkendieconditions are still constraining. Such
optimization of thermoregulation may be a criticamponent of reproductive performance under
constraining weather (Lourdais et al. 2004; ShiD@a?.

Overall our results suggest consistent covariapatterns between the traits considered.
According to optimality models, investment in themagulation should be favoured when benefits
are high. Under cold climates, thermal constraméke precise thermoregulation costly (Huey &
Slatkin 1976) since ecological costs of exposueehagh (predation risks) while benefits reduced
(minor improvement of physiological processes) (fHu& Slatkin 1976). The benefits of
thermoregulation are likely dependent on metab@action norms (Hazel & Prosser 1974; Clarke
1980). Therefore, higher SMR may compensate thenoastraints and modify the cost-benefit
balance of thermoregulation. Live-bearing appeasaamajor determinant of the ecological
radiation in viperid snakes (Lynch 2009). Spedifghavioural and metabolic adaptations in relation
to reproductive performance may explain the parapdistribution pattern displayed in the genus
Vipera (Nilson & Andren 1997). Coadaptation patterns lestw metabolic rate and
thermoregulation efficiency are important to untaslgnatic adaptations and in better defining the
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costs and benefits of thermoregulation. Furtherkwesrnow required to address the generality of

our findings and improve our knowledge of climat@aptations in ectotherms.
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Chapitre 1.2 Phénologie de la reproduction deVipera beruset

Vipera aspisen situation de syntopie

.1 Contexte

Parmi les adaptations climatiques, la capacitéedpsces a ce reproduire est particulierement
importante a adresser. En effet, la période de ldppement embryonnaire est
particulierement sensible aux conditions thermigeiedes conditions froides ralentissent la
dynamique de développement pour affecter a ternsideés de reproduction (Deeming &
Fergusson 1991 ; Qualls & Andrew 1999). Par exemigls variations météorologiques
interannuelles impactent largement la phénologikadeproduction (Lourdais et al. 2004).

La phénologie de la reproduction peut étre conéel@omme une performance qui
integre a la fois les performances de thermoréigmate I'espéce et des processus
physiologiques associés a la gestation (vitellogen&t embryogénese). Des études
précédentes ont mis en évidence des mises bapmgosces che¥. beruspar rapport &/.
aspis (Naulleau, 1986, Monney 1996) mais les travauxseat basés sur des valeurs
moyennes et non des suivis longitudinaux. Nous sveoulu caractériser la sensibilité
thermique de la reproduction 8& berusde facon comparative av&t aspis L'objectif de
cette étude a été de comparer les dates de miselebaeux espéces en se basant sur un suivi
de populations syntopiques dans I'Ouest de la erghe® 29' N; 1° 45" W) oW. beruset V.

aspiscoexistent et atteignent leurs limites respectdeesépartition (Guiller et al. 2012).

[.2 Méthode

Les données utilisées pour cette étude provierseefiemelles adultes et gravides originaires
du Nord-Ouest du département de la Loire-AtlantigDes animaux ont été étudiés sur les
communes de Bouvron (Guiller & Legentilhomme 20G6ijller 2009). La méthode de terrain
elle consiste a trouver les femelles en insolatimacte. Les femelles gestantes retrouvées au
cours des prospections du mois d’aolt sont présegé&ransférées dans des bacs individuels
(dimensions : 40 x 20 x 15 cm) chauffés artifi@elent par une résistance électrique de 50
watts. Les femelles bénéficient ainsi pendant umeal de 10 heures par jour (de 9HOO a
19HO00) de l'accés a une température corporelleviten 30°C, favorable a la gestation
(Naulleau 1997). Cette période de captivité estinks a connaitre la date de mise-bas ainsi
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gue le contenu des portées de chaque femelle.dtes de mises bas ont été collectées entre
1999 et 2008. Les données utilisées pour cetteeépudviennent de femelles adultes et
gravides totalisant pou¥. berus 89 femelles gestantes (sur 10 années) et 44 l&smel
gestantes d¥. aspis(sur 7 années). Pour chaque portée, nous avonsandéte de mise-bas
ainsi que sa composition (nombre de jeunes viabiesits nés). Nous présentons ici

uniguement les données sur la phénologie

|.3 Résultats

Nous résultats montre qu’il existe une forme vali@binterannuelle des dates de mises bas
moyenne chez la vipere aspic comme pour la vipéliage (Figure 1.). Toutefois malgré ces
variations, la vipere péliade est capable dansriémes conditions météorologiques de se
reproduire plus tét que I'espéce congeénérique (heotieéaire mixte,F; ¢ = 45.14;P =
0.0005). En moyenne, I'espéce mets bas 15.09 j@utd plus tét (Test Post Hoc de Tukey,
z =-7.038, p< 0.0001). La sélection de modeleAdGr nous montre que parmi les variables
météorologiques estivales testées, la températogeme est la variable la plus explicative
(modéle linéaire mixteF; g = 57.59; P = 0.0001). Ainsi nous avons trouvé une forte
corrélation entre les dates de mises bas moyennasesnpérature moyenne estivale (Figure
2.) pour la Vipére péliade (Rajusté = - 0.88, F1, 8 = 64.47; p < 0.0001) etrpawipére
aspic (R ajusté =-0.72 ; F1, 5 = 16.68; p = 0.0095). .

1 I 1
| X &

Date de mise bas (Jours julien)
210 220 230 240 250 260 270 280

l I I I l l l l l I
19659 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008

Figure 1. : Variations interannuelles des dates dmises bas chez la vipére péliade (VB) et la vipeespic

(VA) . Les cercles représentent les moyennes assolgés écart type.
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Les lignes en pointillés représentent les équaliogaires modélisant les corrélations.

|.4 Discussion

Les variations observées sont consistantes avecaffgstés climatiques des especes
considérées. Ainsi, I'espéece boréale met bas g@tgen moyenne 15 jours) que I'espece
médio-européenneV( aspi3. La durée de gestation est cependant variableedarmée a
lautre et extrémement dépendante des conditiontgar@ogiques estivales. Par exemple,
'année 2003 caractérisée par une canicule estetadéssociée a I'observation des mises bas
les plus précoces sur I'ensemble du suivi et ce tde deux espéces. Malgré ces variations,
les normes de réactions sont paralléles entre esp&Ecqui suggére une sensibilité commune
du développement avec le maintien d’'un écart cahsalon la gamme de température
considérée.

Cette forte dépendance aux conditions climatiquésaex fortes variations
interannuelles a déja été mise en évidence Yhaspis (Lourdais et al. 2004). Cette étude a
mis en évidence des contraintes qualitative avegrdauction plus fréquente d’ceufs non-
développés et de nouveau-nés non viables au Notide de répartition (Lourdais et al.
2004). Les bénéfices associés a la viviparité oétldgrgement discutés avec notamment
I'hypothése du « climat froid » (Tinkle & Gibbon877 ; Shine and Bull 1979 ; Shine 1985 ;

Lynch 2009) selon laquelle un développement plpgleaet des dates de naissances précoces
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sont avantageuse. Ces contraintes sont d’autantfpites dans les milieux contraignants

avec des temps d’activité réduits. L’hypothése ae«imanipulation maternelle » (Shine

1995 ; 2006) souligne quand a elle I'importancdadgualité du développement. Nos données
sur la phénologie de la reproduction et sur lanimeégulation suggerent clairement des
performances reproductrices supérieures shdzerusface aux contraintes climatiques. Ces
éléments sont probablement des déterminants desu@mmlogiques de I'espece permettant
une optimisation de la reproduction a la fois emte qualitatif (phénotype des jeunes) et
guantitatifs (phénologie).
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Abstract

Terrestrial ectotherms predominantly use behavildimermoregulation to optimise relevant
physiological processes and performances. Howdlvemnoregulation can induce significant
constraints (time, risk exposure) that result irolegical or physiological trade-offs.
Evaporative water loss (EWL) is directly dependamtemperature and optimal basking sites
often have relatively low humidities. Therefore, tera balance should influence
thermoregulation. Sensitivity to water loss is lkelependent on external factors (habitat
used & environmental constraints) as well as endoge traits (adaptation). We studied two
related viperid specie¥/(pera aspisandV. berug with contrasted climatic affinities (south-
Europeanvs. boreal). These parapatric species can occur localysyntopy where
microhabitat partitioning has been reported. We mamed total and cutaneous EWL of the
two species and monitored the thermal and hydriaditions of the microhabitats used in a
sympatric zone. We found that the boreal specidsbag higher EWL, both total and
cutaneous. Furthermore, this species selected mongd microhabitats throughout the year.
Humidity (in combination with temperature) may b@raximate determinant of partitioning

in European vipers at multiple scales.

Key words: Evaporative water loss, thermoregulation, ectothéemperature, microhabitat
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Introduction

Because of the strong influence of temperatureltorsiplogical processes and performances
(Angilletta et al., 2002; Hertz et al., 1982; Huayd Kingsolver, 1989; Huey and Stevenson,
1979; Stevenson et al., 1985), animals tend to @uaiftody temperature within a restricted
range. In order to effectively thermoregulate, dstirial ectotherms, which are dependent on
external sources of heat, selectively utilize hmieneous habitats and micro-habitats
(Adolph, 1990; Grover, 1996; Reinert, 1984; Row aBkbuin-Demers, 2006). While
behavioral thermoregulation is beneficial, it aisduces costs (Blouin-Demers and Nadeau,
2005; Huey and Slatkin, 1976) related to incregsedation risk (Hertz et al., 1982; Pianka
and Pianka, 1970), decreased time available for @btévities (Gregory et al., 1999; Huey
and Slatkin, 1976), and physiological homeostasigyilletta et al., 2002; Blouin-Demers et
al., 2003; Stevenson, 1985).

Water balance, another essential component otlwete life history (Moen et al.,
2005), is often in conflict with thermoregulatiorBasking, a key component of
thermoregulation for many species, typically inse=aevaporative water loss (EWL, e.g.,
ventilatory and cutaneous water losses) either ipymodifying proximate physiological
processes (i.e., EWL rates are highly temperatemsigve) or (ii) exposing the organism to a
more constraining (drier) environment. Accordinglehydration can result in reduced
activity (Davis and DeNardo, 2009) and modifiedwgwed) thermal preference (Ladyman
and Bradshaw, 2003; Kohler et al., 2011).

Water conserving mechanisms are well documentegjimmate reptiles (lizards and
snakes) living in arid habitats. Such mechanismetude modified skin resistance, reduced
metabolism, and altered behaviours (Bradshaw, 18@&;s et al., 2008; DeNardo et al.,
2004; Dmi'el, 1972; Gans et al., 1968; Prange andm&it-Nielsen, 1969). However,
sensitivity to water loss should also be emphasizesfjluamates living in habitats where they
presumably face less dramatic water constraints.ekample, while few squamates inhabit
the relatively cool and moist boreal environme@alla-Tarraga et al., 2006), those that do
typically use particularly humid habitats (wetlantieathlands, peat-bog) and water balance
can strongly influence their life history traitsoflenzon et al., 2001). Furthermore, recent
works suggest a clear response of cold climateiepéa global change, with a contraction of
the distribution range at the southern marginsn€woeet al., 2006; Lepetz, 2009; Lesica and
McCune, 2004). While temperature change is likefyrienary factor, shifts in humidity and
precipitations (following a drought episode) magaainfluence distribution through their

effects on water balance.
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European vipers (gentépera) are typically parapatric species that are sepdrht
climatic conditions, but they can coexist in narroantact zones. When syntopy occurs in
vipers, it differs from typical syntopy among sngake that the syntopic species do not exhibit
trophic resource partitioning but, instead, showitaé segregation (Luiselli, 2006; Martinez-
Freiria et al., 2010), which is presumed to be ahivoy temperature (Duguy et al., 1979;
Martinez-Freiria et al., 2010; Monney, 1996; Sdamons, 1975b). Vipers are typically active
thermoregulators with relatively high thermal needsost notably for reproduction and
digestion (Herczeg et al., 2007a; Herczeg et alQ7Bp Ladyman et al., 2003; Naulleau,
1983a; Naulleau and Marques, 1973; Saint Girong3)lBasking, while providing needed
heat to meet thermal requirements, likely exposeers to significant EWL. Therefore,
vipers should integrate humidity into microhabitaelection. Accordingly, previous
comparative studies suggest that viperid snakesddéer in EWL according to climatic
affinities (Dmi'el, 1998) or habitat use (Moen &f a005).

We studied two parapatric vipers, the common a@dgera berus)a boreal species,
and the asp vipefpera aspiy a south European species, in an area of we§temnce
where the two species are syntopic. By comparingLEWétal and cutaneous) and
microclimatic selection, we addressed two questions
(1) Do the two species differ in microclimate prefece with more humid basking sites used
by the boreal specie¥ (berus)?

(2) Does the boreal species have higher cutanewutotal EWL, notably at high temperature

during basking episode?

Material and methods

Study species

This study focus on two congeneric snakes - thevgy, Vipera aspigLinné, 1758) and the
common addery. berus(Linné, 1758). These species have been widely etludnd share
many similarities in their biology and ecology. Bare small-sized (mean snout-vent length
around 55 cm), diurnal snakes (Forsman, 1991; Madk@88; Zuffi et al., 2009). Th¥.
berus typically inhabits heathland and peat-bog habitaithin an extensive Eurosiberian
geographic range (Saint Girons, 1980a). In contkasaspisis a southern European species
with a more restricted range in France, Spain, &nlénd and Italy (Saint Girons, 1980a).
Still, the two species can be observed in verylamhmabitats (rocky outcrops, farmlands with
hedgerow networks, scrubs) (Saint Girons, 1980ajh Bpecies are “sit-and-wait” foragers
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with very similar diets (rodents and lizards) (Bstaal., 1992; Saint Girons, 1980b) but
beruscan feed upon amphibians. The two species hawapatric distribution with narrow
contact zones with syntopy in France (Duguy anatSairons, 1978; Saint Girons, 1975a),
Switzerland (Monney, 1996) and Italy (Lapini, 198988; Scali et al., 2011).

Population and microclimatic monitoring

The field component of this study was conductedrgdterm population monitoring site in
west-central France (47° 29' N; 1° 45' W) wheretthe species coexist (Guiller et al. 2012).
The study site is approximately 200 ha and compos$ezhstures separated by a network of
hedge rows. We used a standardized searching methgatrol the hedges during favourable
sunny days.

In 2009, we recorded microclimatic conditions loé tocation where each viper was
first detected (n = 125 and 83 locations YorberusandV. aspis respectively). We measured
the temperature (Tg) (°C) and relative humidity @tef the air directly above the snake’s
location (1-2 cm) using a thermo-hygrometer (VattciHT-200, + 0.5°C and £ 2 % relative

humidity). We converted relative humidity to abseltumidity using the following equation.

Absolute Humidity = RHg * 6.11 * 16°79/(237.7+T9)

Measurements of evaporative water loss

In order to determine EWL, snakes were capturedbandght to the lab in 2009 and 2010.
Each individual was measured (SVL = 0.5cm) and weig(+ 1g). Snakes were housed in
outdoors enclosures (4 x 4 x 2.5 m) at the rebestation of Chizé, Deux-Sévres (46° 07’ N,
00° 25’ W) which is approximately 200 km from theea of syntopy. Snakes were fed mice
weekly. One day before to EWL measurement sessgmakes were housed in the lab in
cages (80 x 30 x 30 cm). After completion of datdlection, snakes were released at their

original sites of capture.

Total Evaporative Water Loss

We used flow-through respirometry to measure tetaporative water loss (TEWL) on\a
aspis(3 males, 6 females; SVL = 46.4 £ 3.4 cm; body nag6.3 + 20.3 g) and 9. berus(3
males, 6 females; SVL = 44.6 + 5.7 cm; body ma€24 + 30.6 g). Measurements were
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performed on non-reproductive and post-absorpthakes. TEWL measurements followed
that of Lourdais et al. (2007).

Trials were conducted with an influent air at asalbte humidity of 9.35 + 0.01 g
air (1221.5 Pascal) consistent with field obseorati We measured TEWL at three trial
temperatures - 15.0, 25.0 and 33.0°C (i.e., 71.3806% and 24.3% relative humidity,
respectively). The test chamber was a glass jar{®.0 cm, 500.0 ml) almost entirely made
of glass to minimize hygroscopicity. The test chamias housed in a walk-in, temperature-
controlled environmental chamber (Cryosystem, amditioned system Carel MasterCella).
Air supply to the test chamber was controlled byass-flow controller (#UFC-1100, Unit
Instruments, Yorba Linda, CA). The average influaswl62.0 + 0.5 ml.mih which provided
99% air turnover within the test chamber every 15 thasiewski et al., 1966).

To achieve humidity control of the influent air, wiest produced dry air by an
industrial air purifier (#CO2F-70h, Texol Produdisl, Dundee, Scotland). Dry was then
saturated by bubbling it through two serially cocted heated water columns that were
insulated with Styrofoam. The bubbling system welsl in a temperature-controlled chamber
(#400 DG LMS Itd, Sevenoaks, Kent, UK) set at geadew point Tpp =10.0°C). Saturated
air circulated in an empty column collecting watemdensate. The dew point of the air
exiting the condensation column was equal to thétetemperature-controlled chamb&sg
=10.0°C). This hydrated air then flowed to the wialenvironmental chamber where it went
through coiled tubing in order to reach trial temgpere before entering the test chamber. The
dew point of air stream was measured using a demt-go/grometer (#RH300, Sable
Systems, Las Vegas, NV). We used Type-T (coppestaotan) thermocouples to monitor the
temperatures of the air streams exiting the condgnsolumn {Tpp) and entering the test
chamber Ta). Minimally hygroscopic tubing (Bev-A-Line IV, Theoplastic Processes Inc.,
Stirling, NJ). was used throughout the system.

For each session, we measured six individual®r Ro each session, snakes were
removed from their housing cages and placed irnviddal test chambers inside the walk-in
chamber. Each cage was connected to an air stradtiplexer to avoid hypoxia and then
allow the snakes to come to thermal equilibriuneytivere held in the test chambers for two
hours prior to beginning a trial. At the onset dfial, we simply disconnected an individual
cage from the multiplexer and connected it to tkpeemental air stream. This method
ensured minimal handling and disturbance. TEWL mesaments were collected after

stabilization of the dew point. Baseline values the supply air were obtained at the
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beginning and end of each session by flowing thpplyuair through an empty test chamber.
The lack of urine and feces production was confaraethe end of each trial.

We used hygrometric dew points to calculate vap@ssures using an 8th order
polynomial describing saturation vapor pressura asction of air temperature (Flatau et al.,
1992). Vapor pressures were used to calculate veposities using the Ideal Gas Law
(Campbell and Norman, 1998). Finally, evaporatiexds (mg.F) were calculated by
multiplying vapor densities (mg.M) by air flow rates (ml.H). We calculated absolute

evaporative fluxes (mg} as well as fluxes relative to snake mass (fdd).

Cutaneous Evaporative Water Loss

We measured cutaneous evaporative water loss (CEWL) (3 males, 4 female¥) aspis

and 12 (3 males, 9 femaleg) berus Measurements were carried out at room temperature
(25°C), and snakes were acclimated at this temyerator at least 2 hours prior to
measurement. We measured cutaneous EWL using aaFARquAF200 (Biox, UK), which
derives water vapor flux from measurements of aitlityngradient within a closed chamber.
The Biox software AquaFlux 6.2 was used to calietd compute CEWL rate (Goh ™). A
standard “measurement cap” (orifice diameter ofrid, Biox AF005-01) was maintained in
tight contact with the snake’s latero-dorsal skimad-body. A calibration of the AquaFlux

was performed at the beginning of each trial.

Statistics

We used R (version 2.12.0, R development core t@ad0) to perform all statistical
comparisons. We examined microclimatic conditioss@ linear mixed-effects (Ime models,
nime package). We used month as a random efféakéointo account the variability in time.
We used linear mixed-effects to address intersjgedifference in TEWL with individuals as
a random effect. We selected the best model byopeifig a stepwise model selection
(MASS package) for the smallest Akaike’s Index €idn (AIC). When two models differed
by less than 2 AIC, we chose the more parsimonids.used a Wilcoxon rank sum test
(wilcox.test function, stats package) to comparéeMLEbetween species. Significance was

determined at p <0.05 and values are provided as mestandard error.
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Results
Microclimatic conditions

The absolute humidity of the site occupied by theefranging snakes was significantly
different between the two species o= 18.674, p < 0.001, Fig. 1.AYipera berusused
more humid micro-conditions (1850.9 + 44.8 Pa) caref toV. aspis(1742.6 + 55.6 Pa),
but there was no difference between the sexes.oltatitat ground temperature was also
different between speciesi(foo= 5.961, p < 0.015, Fig. 1.B). On averaye, aspiswas
observed basking in hotter micro-conditions (255 °C) tharV. berus(23.6 + 0.4 °C). By
considering the influence of ground temperaturefiénmodel (I-199= 88.065, p < 0.001), the
observed difference of absolute humidity betweest|gs was maintained (o= 46.576, p

< 0.001). We found significant variations betweeonths (Fig. 1).
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Figurel. Monthly (A) vapor pressures (absolute hundity) and (B) ground temperatures of basking sites
measured (mean + SE) from March (3) to September Y9or Vipera aspisand V. berus

Total Evaporative Water Loss

We found a positive effect of body temperaturesf= 123.305, p < 0.001), but not body
mass on TEWL. The mean Q10 value was 1.11 (from t63B.0 °C). TEWL values were
significantly higher inV. berus(F; 16= 9.982, p < 0.006, Fig. 3), with a maximum diffece
between species &t = 25.0 °C (Fig. 2). At this temperature, mass-sigjd TEWL was, on
average, 53.2 % higher W berus(2.13 + 0.28 mg.g.h’Y) when compared 9. aspis(1.39 +
0.14 mg.g-.h™).
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Cutaneous Evaporative Water Loss

CEWL measured at 25 °C was significantly differbetween species (W = 84, p < 0.001),
with V. berushaving 65.9% higher CEWL thavi. aspis(7.9 + 0.3 g.rif.h *and 4.7 + 0.2
g.m%h™, respectively, Fig. 4). There was no influencéady mass or body size on CEWL.
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Figure 2. Total mass-adjusted evaporative Figure 3. Cutaneous evaporative water loss
water loss (TEWL) measured (mean * SE) at (CEWL) measured (mean + SE) inVipera aspis
three temperatures inVipera aspisand V. berus and V. berusat 25°C. *** indicate significantly
different with p < 0.001.
Discussion

Our results support the idea that thermal and byabnditions that likely influence the large-
scale distribution of two parapatric species, atglmence microhabitat selection when these
species are syntopic. Furthermore, our resultsigeca physiological basis for this difference
in habitat preference. Overall, our results suggeat, in a syntopic situation, the boreal
species (a) selects more humid microhabitats apntigd higher level of total and cutaneous
water loss. We discuss our findings in details Welo

Previous studies have suggested fine spatial segeegation of vipers occurring in
syntopy (Duguy et al., 1979; Luiselli et al., 20(Martinez-Freiria et al., 2010; Monney,
1996; Saint Girons, 1975a) with differences in tethised due to contrasted temperatures. In
this study, we described the micro-climatic comis of basking sites in a zone of syntopy
and where the two species are thus exposed toathe general climate conditions (climate
and habitat). Our general hypothesis was that bgskn open sunlight should impose a
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physiological challenge because these basking kdge a relatively high temperature and
low humidity. In this context, microhabitat selecti may be driven by thermoregulatory
needs in combination with water constraints (Koldeml., 2011; Ladyman and Bradshaw,
2003). Our results show a consistent between spddierence throughout the active season.
The boreal species used more humid basking sits (tehydrating micro-conditions).
Monthly variation in the humidity of microhabitatgas probably due to seasonal climatic
variation more so than seasonal changes in micrtatad®lection preferences of the snakes.
We also found a significant difference between ®E®edn the temperature of the
microhabitats but the observed pattern was less thean humidity. Within viperid snakes,
direct interspecific competition seems to be umjikeotably because these species do not
display territorial behaviours and can be obsehasking together. Furthermore, both species
are frequently simultaneously observed on the sHitgy Hence, abiotic factors likely have a
major role in microhabitat selection. We acknowledigat our description of microhabitat
was minimal (temperature and hygrometry recordea sngle spot). Other parameters such
as vegetation structure may well be involved as shiowother studies (Blouin-Demers and
Weatherhead, 2002; Lelievre et al., 2011; Row alwmliB-Demers, 2006). Importantly, the
study site is a specific context of syntopy whée tivo species occurs in similar habitat. Still
our results suggest that humidity gradient cou&y @ role in micro-habitat selection and may
explain observed habitat partitioning.

Previous work has demonstrated a relation betwemirommental constraints and
resistance to EWL (Dmi'el, 1998; Gunderson et 2011; Lillywhite, 2006; Moen et al.,
2005). For example, desert-adapted snakes dismaserl TEWL when compared to
Mediterranean sister species (Dmi'el, 1972). Osulte show that a cold-adapted species that
typically lives in a more humid climate has a higg&VL rate than a congeneric species that
inhabits a warmer environment. Inter-specific défeces were 53.2 % for TEWL and 65.9 %
for CEWL. TEWL was significantly higher at prefedrddody temperature (33°C) and the
thermal sensitivity of TEWL (measured between 16.83.0 °C) was demonstrated by an
average increase of 17.1 % over this temperaturgeral his temperature effect suggests the
role of respiratory exchange (Dmi'el, 1972). S&irons (1985) suggested a higher standard
metabolic rate in the boreal species. Hence, greagrtilation relative toV. aspis may
directly contribute to higher water expendituretive V. berus In turn, CEWL is a more
passive response but that represents a predonpaanof TEWL as demonstrated by other
works (Dmi‘el, 1972; Prange and Schmidt-Nielser699 The difference between species

was even more pronounced when considering this cosr.
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In ectotherms, body temperature and EWL are linked a trade-off between
thermoregulation or activity and water loss hasnbexvealed in several studies (Davis and
DeNardo, 2009; Ladyman and Bradshaw, 2003). Fampi@Kohler et al. (2011) show that a
frog (Rana temporarip decrease it body temperature in dry conditionsntoimize water
loss. Similar results were observed in tiger snaldstechis scutatyswith decreased
preferred body temperature when dehydrated (LadyamahBradshaw, 2003). Interestingly,
experimental laboratory study on Children’s pythomsealed that gravid females select warm
and moist conditions when gravid (Stahlschmidtlget2z®11). Physiological and behavioural
needs impose high thermal requirements in vipedsdatreasing selected temperature may
be disadvantageous. Furthermore, the two specesacive thermoregulators and share
similar thermal preferences (Herczeg et al., 20Q@dyman et al., 2003). Consequently they
are presumably exposed to important EWL during redéd basking episodes. Appropriate
microhabitat selection (relative to both tempermatand moisture) may contribute to solving
this physiological conflict (Stahlschmidt et alQ14) and boreal species may select more
humid microconditions to minimize EWL. These residtiggest the importance of humidity
in thermoregulatory behaviours and basking sitecsiein of boreal ectotherms.

Overall, this study on a syntopic population highls contrasted microclimatic
requirements and water loss sensitivity that amsisbent with overall climatic affinities of
the studied species. Notably, the boreal specipsaap more at risk to EWL. Recent studies
show impacts of global change on physiology of #aetons considering energy and thermal
constraints on activity time (Dillon et al., 2018uey et al., 2010; Kearney et al., 2009;
Portner and Farrell, 2008; Sinervo et al., 2010pb& change may also impact water
balance, but such relationships remain poorly wtded. Boreal habitats are currently facing
major changes in temperature and precipitatiomregiand prolonged drought notably during
the summer (Hinzman et al., 2005; Dury et al., 20A#iditional studies are essential to better
understand habitat selection at multiple scaleswel as the influence of humidity on

thermoregulatory activity.
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Combiner I'approche mécaniste et corrélative pour

comprendre la distribution
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Résumé du chapitre |l

L’'un des enjeux majeurs en écologie est de compeeladdistribution et I'abondance des
organismes dans l'espace et dans le temps (Andieav& Birch 1954 ; Krebs 1972 ;
MacArthur 1984). La distribution peut se définirntbme étant le résultat d’'une réponse
dynamique d’'une espéce face a un environnementéddmoutefois, les interactions entre les
organismes et I'environnement sont multiples et glewes car elles impliquent des
parametres abiotiques, des interactions biotiguesi @jue les facteurs historiques. Les
distributions parapatriques sont des patrons émpleg fréquents ou deux especes partagent
des limites de distribution. Plusieurs hypothesesveet étre formulées pour expliquer la
parapatrie la plus classique reposant sur le phénende compétition («competitive
parapatry»). Les distributions parapatriques peuggalement étre le résultat d’adaptations
contrastées entre des especes exploitant de mmnidiférentes les gradients
environnementaux («ecological parapatry»). La parap reflete alors les tolérances
physiologiques contrastées le long de gradientogmples

Nous avons étudié les déterminants de la distohuthezV. beruset V. aspisen
France. Notre prédiction principale est que lesefars abiotiques (température, radiation) et
les adaptations physiologiques devraient jouerdls majeur dans la distribution des especes
considérées. Nous avons combiné des modéles ddsr&ameécanistes de distribution pour
examiner I'hypothése de parapatrie écologique. roesleles corrélatifs se basent sur des
relations entre les observations de terrain (oetwe) et les variables environnementales
pour prédire la niche réalisée afin de la projg@ographiquement. L’approche corrélative
nous a permis d’identifier les facteurs environnetaex déterminants de la répartition des
especes. Nous avons utilisé une méthode de corss@BEDMOD) qui permet d’'incorporer
des incertitudes de prédictions. Nos résultats aémot une influence marquée de deux
parametres (température et les radiations solaanes) des contrastes entre especes. &€hez
berus on détecte un fort effet des températures estivaleec une chute brutale des
probabilités de présence quand la température seag.5°C). En revanch¥, aspissemble
favorisée par les radiations solaires élevées & 8 extrémes thermiques hauts et bas.

Les modeles mécanistes incorporent des traits gsapbgiques afin de spatialiser la
niche fondamentale d’'une espéce le long de gradidimhatiqgues. Nous avons considéré les
aspects énergétiques (taux metaboliques standagdb)ques (pertes en eau par évaporation)

et les performances reproductives (date de padnyitNous avons mis en évidence une forte
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saisonnalité avec la période estivale qui contrilamgement aux dépenses énergétiques et
hydriques. L'espéce boréale présente un métabolimttement plus élevé par rapport/a
aspiset semble affectée par des colts de maintenaccesaen marge Sud (dans la zone de
sympatrie). On observe un fort effet des gradigmesmiques sur le métabolisme et les deux
espéeces semblent partager la méme limite métabadigpérieure. A I'inverse les contraintes
reproductrices pourraient expliquer la limite NdelV. aspisavec des mises bas plus tardives
par rapport &/. berus.La combinaison des deux approches suggerent glistidoutions des
deux especes refletent des adaptations climaticu@sastées (en accord avec I'’hypothese d’
«ecological parapatry ») et soulignent les variaida contraintes physiologiques le long des

gradients climatiques.
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Abstract

Understanding species distribution attracted camalile attention and parapatry is a
widespread ecological pattern were two speciesest@nmon range boundaries. While inter-
specific competition is classically invoked, parapamay also involve contrasted
physiological tolerances across environmental gradinotably in low energy specialists. We
combined correlative and mechanistic distributicsdeds in two parapatric vipers. berusis

a boreal specialist with the largest known distitruamong terrestrial snakes whife aspis

is a sub-Mediterranean species restricted to Frandeltaly. We used BIOMOD to test the
influence of climatic factors and seasonality oacgs presence. Our results demonstrate that
two climatic variables (temperature and solar ra@aid during summer are critical
determinant of species distribution. We developegtimanistic models considering energy
(metabolic rate), water budget (evaporative watss) and reproduction (parturition date) to
address the fundamental niche. Confronting realiaed fundamental niche suggests that
observed distributions reflect specific thermal@edaons. While high standard metabolic rate
is advantageous in the boreal specialist, maintenaosts and water losses likely limit it
southern margin. In turn, activity constraints amelayed parturition dates due to low
temperatures explain the northern margin in theMabiterranean species. Combining the
two approaches clearly support for ecological pargpand underline the relevance of

proximate physiological constraints across climgtadients.

Key words: ectotherms, distribution, metabolism, fundamentehai
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Introduction

One of the major goals of ecology is to understarghnism distribution in space and time
(Andrewartha and Birch 1954; Krebs 1972; MacArti@84). Species distribution results
from a dynamic response of populations to a givewirenment that is characterized by
complex interactions involving abiotic parametdesr(perature, humidity), biotic interactions
(preys, predators, competitors) and historicaldisctParapatric distributions are widespread
patterns in which two species have contiguousiligions along common boundaries (Bull
1991) Over the last decades, dozens of studies havedaimeinderstand the proximate
causes of such common boundaries and inter-speaifipetition has been suggested as one
the major hypothesis to explain this phenomenomiwitelated species (Huey 1979; Key
1982; Bull 1991; Shapiro 1992; Bull & Possinghan®3,9Bull & Burzacott 2001; Catenazzi
& Donnelly 2007; Harmon & Harmon 2007; Glor and \Wer 2011). In addition, parapatric
distributions have also been suggested to resuth ftontrasted adaptations for the species
that exploit different range of environments (Ecatag parapatry, Haffer 1986). One of the
major identified challenge is currently to distingluiwhat relative importance competition
and ecological parapatry have to explain specesilolition.

Species distribution models (SDMs) have been deeelmver the past decade and are
now intensely used to answer these questions (Gudisahuiller 2005). When interested in
species distribution, the concepts of “fundamentiitt “realized” niche are particularly
relevant (Hutchinson 1957). The fundamental niclse diefined as multidimensional
environmental hyperspace without biotic interacticend where species can potentially
persist. The realized niche (or effective distrnbu} is a subset of the fundamental niche
including all biotic interactions. Correlative spegdistribution models (SDMs) are based on
field observations, permitting to predict the reatl niche (Guisan & Thuiller 2005). On the
other hand, mechanistic SDMs incorporate ecophygichl and/or demographic traits
(Kearney and Porter 2004; Buckley 2008) to draw finedamental niche (Guisan and
Thuiller 2005; Kearney 2006). Combining correlatamed mechanistic SDMs is a powerful
congruent approach to predict species distribu{®eD) (Kearney et al. 2010b). Notably,
comparing the realized and the fundamental nichey melp to infer the respective
contributions of abiotic and biotic factors on SBhdathus may be a powerful tool to
disentangle the relative importance of the comipetitand the ecological parapatry

hypotheses in determining species distribution.
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Clarifying the proximate determinants of speciestribution necessitates robust
inference of the Ilimiting environmental factors atitkir functional relevance for the
considered species (O’Connor et al. 2006). In toistext, it appears crucial to consider the
ecological and physiological characteristics ofcsg® because the prevalence of biotic and
abiotic parameters may vary largely across taxa.ifgtance, ectothermic organisms have
low energy requirements and display energy savingtegies compared to endothermic
vertebrates (Pough 1980). They are particularly iseasto abiotic factors and notably
temperature that influence their body temperatma; ¢herefore, most of their history traits.
Indeed, theoretical model suggests that fitnetisesmally dependent in ectotherms (Huey &
Stevenson 1979). In addition; activity and resourgdget (energetic and water balance) are
primarily driven by abiotic conditions in ectothemspecies (e.g., temperature, humidity). A
prevalent influence of abiotic (climatic) ratheathbiotic factors on distribution is therefore
expected for ectothermic species showing low ratenargy acquisition and presumably a
limited trophic-based competition.

Within squamates, viperid snakes are well-known toeir minimal energy
requirements and are considered as low energyadjsecZaidan 2003). Viperid snakes are
“sit and wait” foragers with reduced activity. Vjparity seems a key innovation in this group
and linked to global cooling (Lynch 2009). In West&urope, the genugiperais composed
of species showing puzzling parapatric patternsdtieacted significant interest (Saint Girons
1980a, Nilson & Andrén 1997). While inter-specifempetition was proposed (Saint Girons
1975a, Monney 1996), prey partitioning have notnbedemonstrated in locally syntopic
population (Capizzi et al. 1995, Capizzi & Luisel®96, Monney 1996; Luiselli 2006) and
we may question the competition potential in sueh frequent feeders.

Herein, we combined correlative and mechanistic SD®l understand parapatric
distribution in twoVipera species in France. The common addépdra beru} is a boreal
specialist with the largest known distribution amoterrestrial snakes while its sub-
Mediterranean relative the asp vip¥r @spis)as restricted distribution range. We examined
the following questions:

(i) Species distributions should mainly depend uptimatic conditions. Specifically, we

expect a prevalence of air temperature and sotadiation during summer (i.e.gestation
period).

(i) Contrasted thermal dependence of gestatiortabodic rate and water budget of the two

species should provide proximate determinant dfidigions.
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(i) Physiological constraints should vary overesgs distribution. For instance, activity

constraints and delayed parturition dates are e&gewith low temperatures (northern

margin) while high temperatures (southern margihpusd increase maintenance costs
(energy and water).

(iv) According to the ecological parapatry hypoteefuindamental and realized niches should

be largely similar.

Material and methods

Study species

The genusVipera (Laurenti, 1768) is a monophyletic lineage (Lenkak 2001, Kalyabina-
Hauf et al. 2004, Garrigues et al. 2005, Wisted.e2008). Thirteen species are recognized in
Europe (Gasc et al. 1997, Nilson & Andrén 2001)hwitvo climatic groups. The group
“vipera” is composed temperate or Mediterraneartisgenhile “pelias” is composed of cold
adapted species (Nilson & Andrén 1997). This stigatyis on two species from each group,
the common adde¥,ipera berugLinné, 1758) and the asp vipeVipera aspigLinne, 1758).
Vipera beruss a boreal species that has the largest knowldistvtn among terrestrial snakes
(Saint Girons 1980a; Nilson & Andren 1997; Carlsstd03) covering most of Europe
through Russia as far as Sakhalin Island (NilsoAngiren 1997). In turny aspishas a much
smaller range and broadly restricted to FrancejnS@witzerland, and ltaly (Saint Girons
1997). The two species display clear parapatistridutions and narrow contact zones are
mentioned in France (Saint Girons 1975), in Switwet (Monney 1996) and in Italy (Scali et
al. 2011). Previous work conducted on syntopic pettpans suggested the role of competition
to explain parapatry (Saint Girons 1975a, Monney6)l9Blowever, no clear evidences are
available and alternate hypothesis such as ecallogarapatry deserve consideration.

Both species are medium-size snakes (mean S$\40 cm), rely on sit-and-wait
foraging, Reproductive rates is usually low dua temporal disconnection between resource
acquisition and allocation (capital breeding). Eyeis capitalized over extended periods (up
to several years) to support reproduction. Vivigyarinduces substantial thermal and
behavioral modifications during gestation (Tinkle Gibbons 1977; Shine 1995). During
summer, pregnant females often cease feeding arektinmto active basking activities
(Lourdais et al. 2002a; Charland & Gregory 1990hie/ morphologically similar the tow
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species differ in several relevant ecophysiologit@its. Metabolic rate is a crucial
component of climatic adaptation (Angilletta 200it)has been demonstrated thatberus
has significantly higher SMR (Saint Girons et &8%; Lourdais et al. in prep Al) supporting
faster physiological performances at low tempegatauch has digestion and gestation
(Naulleau 1981). Experimental study demonstratstefadevelopment and earlier parturition
date in this species (Naulleau 1986). In natutalsions where the two species are syntopic,
parturition occurs always sooner Vh berusthan inV. aspis(Naulleau 1981; Saint Girons
1975a; Monney 1996) likely because of contrastethbmic rate and better thermoregulation
efficiency. Finally, the two species display costesl sensitivity to water loss with higher
rates inV. berusand differential microclimate requirements (Guillenal. in prep A2). This

work focuses on the parapatric situation obseraderance.

Correlative SDMs and datasets

Species occurrence data

Extended distribution data have been collected thestast 30 years in French herpetological
society (Société Francaise d’Herpétologie), rediocanservation organizations and
herpetologists’ observations. Occurrence data weraputed at the French administrative
district (“commune”) resolution scale (15 £15 km#.e obtained 3504 presence localities
with 2659 and 943 observations respectively for Vheaspisand V. berus(Figure 1.a.)

observations (Figure 1.b.). The two species co4@ctin 98 localities.

Environmental data

Climatic conditions offer strong seasonal variagion the study area and limit the activity
period mainly to spring and summer. Therefore, vaimjuished 4 seasonal groups: spring
(March to May), summer (June to August), autumnp{&mber to November) and winter

(December to February). Four climatic variablesevesed in the study. Temperature and
precipitation data were derived from AURELHY clintatmodel outputs developed by

METEO-FRANCE corresponding to the 1971-2000 peabdeather survey. We considered

monthly precipitation, monthly maximum air temperat and the amplitude of the monthly

air temperature to compute mean seasonal variaesalso used the monthly interpolated
solar irradiation database (PVGIS © European Conitiesh based on averages ground
station measurements collected during the peri@L1990 (Suri et al. 2007). Initial spatial

resolution of climatic variables was 1 km by 1 kmdavariables were rescaled to fit the
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district resolution scale. For each climatic valeabwve transformed district polygons into
raster at a resolution of 1km by 1 km and computesl mean district value. To avoid
correlation between our variables of interest,desi solar irradiation was derived from the
linear regressions of effective solar irradiatigjaiast the maximum air temperature for each
season. Correlation coefficients were computedgustearson correlation. The maximum
coefficient observed in season climatic datasets &8 (Supporting information, Appendix
A-1).

Spatial transformations and calculations were edrusing GRASS GIS 6.4 (GRASS
Development Team, 2010), R 2.11.1 (Development Cen, 2011) with various packages
(ade4, adehabitat, base, fields, graphics, gstiicd, Ime4, maptools, rgdal, SDMTools, sp,

spatstat, spgrass6 and stats) and, finally, Ar@Gisoftware.

Species distribution models
We used a consensus method to take into accoumtidakedue to the choice of our methods
and to incorporate predictions uncertainties (Marmet al., 2009). BIOMOD is a computer
platform for ensemble forecasting and uncertaintysjpécies distribution (Thuiller et al.,
2009). The method is implemented in R (R Develogm@onre Team, 2011) on the
“BIOMOD” package. We applied 8 different modelirechniques: generalized linear models
(GLM, McCullagh & Nelder 1989), generalized addiimnodels (GAM, Hastie & Tibshirani
1990), multivariate adaptive regression splines B®A Friedman 1991), classification tree
analysis (CTA, Breiman et al. 1984), mixture disgnant analysis (MDA, Hastie et al.
1994), artificial neural networks (ANN, Ripley 199@eneralized boosted models (GBM,
Ridgeway 1999) and random forests (RF, Breiman 001

Because we have presence-only data, we generatedméy 10 sets of pseudo-
absence (5000 points) (for details, see Thuilleal.e2009). All models was trained with 70%
of initial data and evaluated on the remaining 3@We used two methods to assess the
agreement between predicted and observed valuesarda under the receiver - operating
characteristic curve (AUC; Hanley & McNeil, 1982hcathe true skill statistic (TSS;
Allouche et al., 2006). The AUC evaluation valugies from 0.5 (model predictions no
different than random) to 1 (model predict perfectbserved data). The TSS evaluation value
varies between 0 (random) and 1 (perfect). A usafedlictions correspond to AUC > 0.7 or
TSS > 0.4 (Swets 1988, Engler et al. 2011). Thiwm-dplitting procedure was randomly
repeated 10 times and corresponding to a totaB@fBodels. We run BIOMOD also with the
following modified parameterization. We used polynanterms for GLM, the maximum
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number of trees for the GBM was 2000 and the nurobeross validation for the ANN was
2.

Output results

Evaluation scores (AUC and TSS) of 880 models veeeraged for each season to compare
and identify the most explanatory climatic datas&&e used a BIOMOD procedure to
estimate each variable contribution. We used Pearsorelation coefficients between the
initial predictions and predictions where the vilga of interest has been randomly
permutated. If the correlation is high, the vargapeérmutated is considered not important for
the model. We repeated 10 times the procedure doh @ariable. The importance of the
variables corresponds to 1 — the mean correlatefficient.

In order to map potential distribution of the spsciby taking into account the
predictions uncertainties, two steps of models dastpalculations were necessary. First, by
using the more relevant season dataset, we compuégtictions of presence probabilities
(values between 0 and 1) of all 880 models of espties. Second, we transform presence
probabilities into occurrence data (binary valugaat to 0 or 1) using two techniques, the
AUC and TSS threshold for all 880 models. Thus, suenmed these 1760 occurrence
predictions by species to compute the percentageaafels predicting the presence of the
species. For instance, a value of 0% correspord®®% of models predicting the absence of
the species and a value of 100% correspond to Iffd#odels predicting the presence of the
species. This allows mapping the realized nichesatap considers for each district the
predictions uncertainties in the ensemble foredA&t.assume arbitrary that the limit of the
realized niche correspond to a minimum of 50% oflai® according to predict the presence
of the species. The maps of realized niche of lspéties were downscaled to the original
resolution (1km * 1km) to be comparable with resiolntof mechanistic outputs.

To understand the effect of variables on predistiave computed the response curves
of each major variable for both species. We usBtOMOD function to extract the responses
plot (Elith et al. 2005) of each 880 models andcaiculate the mean values to have an

average response curve by variable and by species.
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Mechanistic SDM and data

Physiological data

In order to map the fundamental niche, we consdleetevant eco-physiological traits that
are linked to standard metabolic rates, water &s$ reproductive performance. We used
previously obtained equations for standard metabalie (SMR) and total evaporative water
loss (TEWL) for both species (Saint Girons et 8i89; Lourdais et al. a in prep Al ; Guillon
et al. in prep A2). The thermal reaction norms3dtR and TEWL (Supporting information,
Appendix C-2 & C-3) were implemented in the ectothenodel and we estimated the annual
and seasonal maintenance requirements in energy aij water (g) for each species.
Therefore, we used the same 4 seasonal groupsit@es@bove: spring (March to May),
summer (June to August), autumn (September to Nbeemand winter (December to
February).

Under temperate climate, gestation duration isetyoselated to summer temperature
in vipers (Lourdais et al 2004). We used partunititates (10 and 7 years dr berusandV.
aspis respectively) collected over a long term (1999&0feld study in western central
France (Guiller et al. in press; Lourdais et alnlprep, Chap. 1.2) to estimate development
thermal dependence. Since body temperature wereotietted, we estimated mean summer
body temperature from monthly weather records ctdtk in the nearest weather station (see
appendix) using Niche Mappef". This approach was possible as previous study
demonstrated only limited difference in thermal pesfin a similar environment (Lourdais et
al. in prep Al). Furthermore, reaction norms wesasistent with data collected in standard
conditions. For each species, we fitted a lineaaggn between annual parturition dates and
estimated mean summer body temperature (Lourdaial.eb in prep Chap 1.2). Body
temperatures were derived from monthly weather rdsc@ollected in the nearby ground
weather station (Supporting information, AppendjpuBing Niche Mappel". For each year,
we incorporated monthly minimal and maximal tempee records in the microclimate
model and processed the ectotherm model to obtaenmdaily body temperatures in June,
July and August. Mean summer body temperature astgnexplained most of the variation
observed in parturition date, (77.2 % and 88.8 %itlier asp viper and the common adder
respectively) (Supporting information, Appendix £-Zhese equations were used to map

parturition dates estimate of both species.
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Environmental datasets

We used topographic information (altitude, slopel amientation) based on SRTM data
(provide initial resolution) version 4.1 (Jarvisagt 2008). The resolution was upscaled to 1 x
1 km to meet the climatic datasets resolution. Waglusonthly maximum air temperature and
the monthly minimum air temperature from AURELHYincatic model outputs (METEO-
FRANCE). Finally, we derived a monthly cloudinesgléx using monthly interpolated solar
irradiation (PVGIS © European Communities, 2001-@0@&nd monthly potential solar
irradiation. Monthly potential solar irradiation Imsed on topographic data (SRTM version
4.1) and computed using spatial analyst in ArcGAsé® a 1 x 1 km resolution. The cloudiness
indexes were calculated from the following equatiqpotential solar irradiation —

interpolated solar irradiation) / potential solaadiation.

Niche Mapper models

We used US patented Niche Mapper TM (Porter anathdit 2006) to address the spatial
expression of species behavioral and physiologredtls. Niche Mapper is composed of two
executables: the microclimate model (Micro2011bjh& ectotherm model (Ecto2011a). The
microclimate model generates microclimatic envirental variables relevant for organisms
based on climate or weather records and topograpfiomations (Supporting information,
Appendix B). The ectotherm model uses thermal gradioutputs of the microclimate model
to generate hourly body temperature after compuiregage heat transfer properties (general
morphology and reflectance) and thermoregulatomisittns for each species (Supporting

information, Appendix C-1).

Output results
The ectotherm model computes at the defined lapassaale monthly estimates for daily
body temperature profile (°C), daily energy maimtere (kj/day) and daily respiratory and
total evaporative water loss (g/day). To address@®al variation in maintenance costs, we
computed annual and seasonal metabolic rate (Kjwatdr losses (g) for each season (same
seasonal group defined above). Season relativeilootnon (%) was simply derived from the
annual budget (%).

We addressed the influence of temperature gradenitsur estimate of maintenance
costs (energy needs and evaporative water lossyeprdductive performance (parturition

date). Since summer is a critical season for remtioh and maintenance, we used maximum
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summer air temperature as a relevant climatic gradiThe results were presented as the
mean = standard deviation. We extracted mechanm@tezictions from realized niche
(minimum of 50% of the correlative models accordiagredict the presence of the species)

to confront with the fundamental niche.

Results

Correlative SDM

Species presence was well explained by climatiasgdtaccording to AUC and TSS model
evaluations and by a limited number of variableab{& 1). When addressing seasonal
contributions, the highest evaluation scores wagadowvith the summer climatic dataset Yar
berus (Table 1) with mean evaluations of 0.87 (AUC) a@dbl (TSS) (Supporting
information, Appendix A-2, Table)lIn turn,V. aspispresence was not better explained by
summer climatic conditions. However, seasonal etan score were less variable fa@r

aspisand it was not possible to identify a seasonaotffor this species (Table 1).

Table 1. Species distributions dependence upon climatic itiond. See Supporting information, Appendix A-2

for details.
Vipera aspis Vipera berus
Predictions Evaluations
Climatic datasets Useful Useful
Highest score between seasonal datasetdlo difference Summer
Variables importance
Precipitation No +
Maximum air temperature + ++
Amplitude of air temperature No No
Adjusted solar irradiation ++ +

Maximum summer air temperature was a major prediotdor V. beruspresence,
(Table 1, Figure 2.). Summer precipitation and sidid solar radiation were also selected in
the model but their explanatory contribution wasited. Adjusted solar irradiation was the
most important predictor for all seasonal datadetsV. aspis(Table 1). Maximum air
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temperature was also a consistent variable but avitbwer explanatory power than adjusted
solar radiation (Table 1). The absence of seaseffedt forV. aspiswas probably linked to
limited inter-seasonal variation in adjusted sealssolar irradiations since this variable was

highly correlated between the four seasons (Suppariformation, Appendix A-2, Table 3).

a) Vipera aspis b) Vipera berus K
n=2659 n= 943 ' oéz
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Figure 1. Maps of presence-only datasets and the realizelterthased on the consensus predictions of 880
models forVipera aspisandVipera berus Each circle corresponds to district with obsaoret of the species.
The maps ¢ & d illustrate the percentage of mo@Er60 by species) predicting the presence of tleeisp.

Predictions are based on summer climatic dataset.
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We used summer climatic dataset (with highest etvialuascores) to predict the
distribution of both species. Among the 880 modstdd, the proportion predicting species
occurrence provided a robust estimate. High comgrai€i.e. >50%) was consistent with the
major part of the realized niches (field observaid-igure 1 a & b) and especially the
northern and southern margin of the distributiolgfe 1 ¢ & d). Prediction uncertainties
were mainly located in the margins of SD.

We computed a mean response plot for maximum aipéeature and adjusted solar
irradiation (Figure 2). Response plot showed a dnetbeffect of the two climatic variables
on the presence of each species. The presenté a$pisis strongly linked with sunny
conditions but with a non linear effect of temparat (negative influence to temperature
extremes). Fo¥. berus temperature is crucial to predict species presevith a clear drop in
the presence probability of this species above 2B8°Gon linear effect of solar radiation was

also found with a negative influence of radiatiotremes.

1.0
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~1Vipera aspis N Vipera aspis
w |Vipera berus—--- @ | el _ Vipera berus—- - -
g S g S ‘.“"\.
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Figure 2. Mean responses curves of adjusted solar irradigteft) and maximum air temperature (right) of all
880 predictions foNipera aspis(black curves) and/ipera berus(dotted curves). Predictions are based on

summer climatic dataset.

Mechanistic SDM

Summer had a major contribution on both energy \aater requirements for both species
(Figure 3. a.). For instance, summer energy remergs represented 55.8 + 3.1 % and 56.7 +
2.7 % of annual energy requirements estimates Mgrera aspisand Vipera berus
respectively. Similarly evaporative water loss wasvalent during summer (72.5 + 3.8 and
72.5 £ 3.1 % of annual evaporative water loss edes) forVipera aspisand Vipera berus

respectively).
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Figure 3. Summer energetic (a) and hydric (b) maintenansdscpredictions all over the climatic gradient
(mean of maximum summer air temperature)\fgoera aspis(black curves) an¥ipera berug(dotted curves).
Predictions corresponding to realized niche of &seis plotted with/ipera aspigred points) and/ipera berus
(blue points). Frequencies of the maintenance obsealized niche are plotted for the both spedigsthe
histogram on the right side. Curves represent teamresponse of predictions (cubic smoothing sphheng

the gradient.
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Figure 4. Predictions of summer energetic maintenance costgipera aspiga) andVipera berugb) mapped
at the French scale. The presence datasets (bdédispand the limits of the realized niche (bléiok) are
shown for both species on their respective map.prasence of both species in the same districtdiretes)

was presented for théipera beruamap (b)
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Figure 5. Predictions of parturition date all over the cltinagradient (mean of maximum summer air
temperature) folVipera aspis(black curves) and/ipera berus(dotted curves). Predictions corresponding to
realized niche of species is plotted witlpera aspigred points) an&/ipera berugblue points). Frequencies of
the parturition date and the climatic gradientesdlized niche are plotted for the both specieshkyhistograms

along the axes. Curves represent the mean respbpsedictions (cubic smoothing spline) along thadient.

We addressed spatial variation in water and enegguirements along the climatic
gradient. Summer energy and water needs increageshentially along the gradient (Figure
4 a. & b.). Maintenance costs were respectivelyt 396.0 % and 97.4 £ 9.9 % higher for
energetic and water budget of the cold speciallsrwcompared to the temperate-adapted
species. When considering realized niche, the roBtabontrast was maintained (Fig 4).
While V. beruswas able to exploit colder environment th@naspis(maximum summer
temperature: 21.5 + 1.4 %@ 24.1 £ 1.8 °C), but this species faced higheraye energetic
needs during summer (79.8 + 13.0Mg 53.0 £ 14.2 kj respectivelyFigure 4. a.). It is
noteworthy that both species shared the same @gggetic limits (broadly around 110 kj,
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Figure 4. a.), suggesting similar constraints inrtihespective southern geographic range
(Figure 5. a. & b.). Mean respiratory EWL in thalized niche was similar between species
(2.7 1.2 g foV. aspisand 3.0 £ 0.7 g fov. berus;Figure 4. b.) buV. aspisappears able to
sustain much desiccating environment tWaterus

When considering reproductive phenology, the esrothmodel reported an earlier
parturition date oV berusall over the climatic gradient comparedtoaspis(on average
14.7 £ 1.4 days Figure 5.). Both species shareddhee mean parturition date over their
realized niche (ordinal date 252.8 £ 12.1 and 2%412.1 forV. aspisand forV. berus
respectively). The northern margin in this speuwias linked to a delay in the parturition date
with a threshold around late September (ordina¢ @80). This was consistent with the
results from the contact area (north western pafrafice) but also with the results from the

North Eastern margin wheké aspisis not replaced by. berus

Discussion

Understanding proximate determinant of speciegibigton is a major goal in ecology but
this is often complex because species distribusodetermined by a combination of biotic
interactions, historical factors and species priogei(physiological tolerance). In this study,
we combined correlative and mechanistic SDMs toerdengle the ecologicaversus

competitive parapatry hypothesis in two congeneiper species. Our main prediction was
that abiotic parameters (temperature and solaatiad) combined with specific physiological

adaptations are prevalent distribution determinamksw energy specialists.

Correlative approach

We used a consensus correlative method (BIOMODha&p the realized niches and also to
test specific predictions using statistic consenBust, we demonstrated that a small number
of climatic variables (maximum air temperature adgusted solar irradiation) were sufficient
to predict both species distribution. As predicteginmer played a critical role to explaih
berusdistribution in comparison to other seasons. @nater hand, no such seasonal effects
was inV. aspisbut examination of inter-seasonal variations itaiseadiation variations

showed a low variability between seasons.
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Identifying environmental gradients across distiifiu is a crucial component to
address the determinant of parapatric distribu{Bull 1991). According to the ecological
parapatry hypothesis, species should exploit differenvironmental gradients due to
contrasted adaptations and tolerance. Our respoose showed contrasted presence plots
along temperature and solar radiation gradientiréshold was particularly clear in the cold
specialist with a drop in the presence probabditpve 22.5 °C (maximum air temperature).
In turn, V. aspis presence was positively associated to high adjustglar radiation
(underlying its heliophilic nature) while negatiyeaffected by extreme temperatures. In
addition, the adjusted solar temperature has atinegzetfect on each species only for extreme
values.

By combining eight statistical techniques, we weabkle to address forecasts
uncertainties. According to score evaluations,atamns in spatial predictions were low across
the 880 models and mainly located in range bouadakience, the consensus of presence
probabilities and occurrences based on climati@ibe allowed to model most of the SD for
both species. This was possible despite a low ugealscale (district level) and the fact that
topographic or habitat variables were not consuief@erefore, our results strongly support a
prevalent influence of abiotic parameters on spedmstribution and also emphasize the
contrasted thermal dependence of these two spétoegever, while this correlative approach
provides robust tools to identify environmentalretates of species distribution it does not

provide information on proximate determinants.

Mechanistic approach

We considered relevant physiological and pheno@di@its in our mechanistic models to
accurately map the spatial responses of both speeier the climatic gradient (fundamental
niche). First we found dramatic seasonal variation®nergy maintenance with a major
influence of summer on this variable. Indeed, sumim@ key period for gestation because
summer conditions drive developmental dynamic (Haig et al. 2004). Thereby, these
results complete and support our correlative figdiv. berusdisplay higher SMR which is

consistent with the “metabolic cold adaptation hixesis” (Addo-Bediako et al. 2002). This
metabolic contrast translated in higher maintenareguirement all over the gradient
considered and this may explain why this specidi&kaédy to be constrained in its southern
margin (i.e. the contact zone) by accrued energirements. Due to SMR thermal

dependence, an exponential increase of mainteranste was detected in both species along
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the climatic cline. When considering realized nictiee two species shared the same upper
metabolic limit at the southern margin of their rarsgiggesting common proximate limits in
energy requirement with contrasted spatial exppassQuite similar results were found on
water loss with an exponential increase along tlagignt and much higher level ¥hberus.
Seasonality was even more marked when considering parameter with summer
contributing to approximately 70% of annual watessles in both species.

Variations in parturition date along the climagiadient were more linear but were in
accordance with the metabolic contrasts observedpery are typically active
thermoregulators with high thermal needs for repobidn (Herczeg et al., 2007a; Ladyman
et al., 2003; Saint Girons, 1978). Temperature diaectly impact offspring phenotype and
the proportion of stillborn (Lourdais et al. 20Q)d parturition date. Maternal phenological
effect are likely relevant since date of birth urghce activity period before winter and thereby
offspring survival (Olsson and Shine 1997). On ageN. beruswas able to give birth on
average two weeks earlier thenaspisnotably in the contact zone. Previous studies sstgge
thatV. aspisis limited in its northern margin by reproductperformance and late parturition
date (Lourdais et. al. 2004). Mapping gestationedaver climatic gradient underlines

phenological constraints at the northern margithefdistribution inv. aspis

Benefits of complementary approaches

Combining the two approaches provided a robust toaddress our initial predictions. A
prevalent influence of summer on reproductive pemnforces and metabolic rate was
underlinedwith our mechanistic model outputs. Confrontinghbapproaches allows a better
understanding of distribution boundaries and, dsfigc of the proximate constraints
involved. For instance, the two vipers appear kaiby divergent constraints in their contact
zone. This mainly results from accrued metabolist€adV. berug or low reproductive
performance\(. aspi$. Vipers are low energy specialists (Zaidan 2083]) the two species
share important ecological traits. They are lowqfient feeders and capital breeders.
Therefore energy storage is crucial to reproducai(tiais et al. 2003; Bonnet et al. 2002;
Bonnet et al. 2001). The exponential increase ohtaaance costs should impact energy
saving and alter reproductive opportunities. Catreé models suggest that warm conditions
limit both species southern distribution while magistic modeling demonstrated shared
metabolic upper limits. Southern distribution boumeg may primarily from energy

requirements.
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Live-bearing is key innovation in viperid snakekyrich 2009). Phenological
performances may be crucial determinants of remtgisuccess and climatic specialization
(Tinkle & Gibbons 1977; Shine & Bull 1979; Shine8B Lourdais et al. in prep Al).
Interestingly, the two species shared the same rpaduarition date over their realized niche
while they exploit contrasted climatic gradient sesfgng similar proximate constraints. It has
recently been show that. berusis a more efficient thermoregulator during pregnan
(Lourdais et al. in prep Al) capable to reach angintain thermal preferences under
constraining weather. Such adaptations, combindéd metabolic orientation may explain the

widespread distribution of this species under ctildates.

Conclusion

Common boundaries and parapatric distribution isvidespread phenomenon within
ectotherms (Bull 1971) and it appears as a gemelalin the genu¥iperain Europe. We
demonstrated the prevalence of climatic factorsexplain distribution in two parapatric
species. While our correlative approach emphadizedmportance of two climatic variables,
our mechanistic models provided robust proximaterd@nants of the southern limits in both
species (accrued metabolic requirement) and théheror limit in the temperate species
(reproductive phenology). Convergences in metabatiper limits and average parturition
date over the realized niche rather express spdmfhavioural and physiological adaptation
supporting equivalent performances over contragitedmal niches. Therefore, ecological
parapatric seems to be the most parsimonious hgpstiio explain distribution in these
related species. Competition may occur at a localesbut should play a marginal role since
syntopic areas correspond to physiological and\aere limits in each species.

Previous studies have suggested fine spatial segjeegation of vipers occurring in
syntopy (Duguy et al. 1979; Luiselli et al. 2007aMnez-Freiria et al. 2010; Monney 1996;
Saint Girons 1975a) with difference in microhabif@mperature and humidity gradients).
Contrasted microhabitat selection may reflects ntia¢r specialization and optimize
physiological performances. Therefore, specific gulpgical adaptations constraints may
provide robust element to unravél large scale processes such as parapatric disbmband
i) small scale phenomenon such as habitat partitiomirgpntact zone. Current distribution
may reflect the “ghost of competition past” (Coni€l80).
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Supporting information, A-1: Correlative modeling

Pearson correlation matrix between climatic vagaldf spring (a), summer (b), autumn (c)

and winter (d). The biggest coefficient is bold.

a)
precipitation max. temp. delta temp. adj. irrad
precipitation / -0.15 0.20 0.46
max. temp. # / 0.53 0.00
delta temp. # # / 0.16
adj. rad # # # /
b)
precipitation max. temp. delta temp. adj. irrad
precipitation / -0.27 0.06 0.16
max. temp. # / 0.65 0.00
delta temp. # # / 0.11
res. rrad # # # /
C)
precipitation max. temp. delta temp. adj. irrad
precipitation / -0.14 0.09 0.48
max. temp. # / 0.55 0.00
delta temp. # # / 0.45
res. rrad # # # /
d)
precipitation max. temp. delta temp. ad;. irrad
precipitation / -0.06 0.24 0.28
max. temp. # / 0.47 0.00
delta temp. # # / 0.68
res. rrad # # # /
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Supporting information, Appendix A-2: Correlative modeling

Table 1) Seasonal comparison of models evaluations.
The tables present the mean values of 880 evatuatiores of each method (AUC and TSS)

for the asp viper (a) and the common adder (b).SHasonal biggest value is bold.

a)
Mean evaluation score
season AUC TSS
spring 0.79 0.46
summer 0.80 0.48
autumn 0.80 0.48
winter 0.80 0.48
b)
Mean evaluation score
season AUC TSS
spring 0.84 0.53
summer 0.87 0.61
autumn 0.81 0.49
winter 0.85 0.58

Table 2) Importance of the four climatic variables: the qyp@ation (recipitation) , the
seasonal maximum air temperatuneai. temp, the seasonal amplitude of air temperature
(delta temp. and the seasonal adjusted solar irradiatal). (rrad.). The table a) presents the
mean value of coefficients of each season for fipevigper. The table b) presents the summer
mean value of coefficients of each method and tteeage score for the common adder. The

biggest coefficients are bold.

a)
precipitation max. temp.  delta temp. adj. irrad.
Spring 0.05 0.27 0.15 0.85
Summer 0.13 0.24 0.13 0.80
Autumn 0.08 0.35 0.07 0.74
Winter 0.06 0.45 0.09 0.76
b)
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precipitation max. temp. delta temp.  adj. irrad.
ANN 0.36 1.00 0.26 0.25
CTA 0.31 0.86 0.01 0.24
GAM 0.25 1.04 0.06 0.02
GBM 0.22 0.86 0.00 0.14
GLM 0.26 1.02 0.07 0.03
MARS 0.25 0.95 0.08 0.30
FDA 0.18 1.03 0.20 0.06
RF 0.35 0.73 0.17 0.36
average 0.27 0.94 0.11 0.17

Table 3) Pearson correlation matrix of seasonal adjustediation.

Spring Summer Autumn Winter
Spring / 0.95 0.88 0.85
Summer # / 0.88 0.81
Autumn # # / 0.96
Winter # # # /
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Supporting information, Appendix B: Mechanistic modeling:

Microclimate model parameterization:

The microclimate model needs to define the halatad climatic conditions allowed for
France.

We assumed a range of percentage of shade (hsioieture) where individual could exploit
from 65% to 100% all over France. We assumed 10Dfgélative humidty for the colder hour
of the day that predicted daily relative humiditpfiles using the temperature daily profil.
Finally the cloud cover (%) daily profile was caast and corresponds to the montly mean

value.

Single site approach to estimate mean body temperae during summer

We compiled all monthly data of summer coveringehére period of the population
monitoring (1999 2008) located at Blain. We usezlleather stations of Blain, Montoir and
Nort-sur-Erdre to collect monthly mean maximum tenapure, mean minimum temperature,
precipitation and the mean percentage of cloudingssse four variables correspond to

climatic variables used at the France scale.
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Supporting information, Appendix C-1: Mechanistic modeling:

Ectotherm model parameterization:

Ectotherm model needs to define specific morphaldgand behavioral information.
Morphological traits

For both species, we compute the following allometneasurements: max and min solar
absorptivity, normal weight, average diameter, ffexcentage of total body skin area
contacting the ground and the mean density. Absdgptmeasurements were realized on
frozen dead specimens, n= 5 fdr aspisand & n= 4 forV. berus based on spectral
reflectance from 350 to 2500 nm (~98% of the sapectrum). Mean body mass was
computed based on field data (unpublished datagsponding to mature but not pregnant
females n=252 fo¥. aspisand & n=29 forV. berus.Both correspond to literature (Madsen
1988, Zuffiet al. 2009). We used 6 ventral pictures for each speociesstimate snout-vent
length (SVL), total length (TL) and ventral aresasBd on these 3 parameters, we follow
Brischoux & Shine (2011) to compute average diametdal body surface and total body
volume. These parameters permit to compute theeptrge of ventral area contacting

substrate and the density for each species.

Vipera aspis Vipera berus
Max absorptivity (%) 91 94
Min absorptivity (%) 88 89
Mean body Mass (g) 76.7 73.9
Mean SVL (cm) 48.9 48.9
Mean Total length (cm) 55.7 55.1
Mean total surface area (cm”2) 361.7 328.2
Mean ventral area (cm”2) 75.90 71.62
Mean average diameter (cm) 2.1 1.9
Mean Ventral area contacting substrate (%) 21.0 28.
Mean density (kg/m”3) 390.7 458.2

Summary of morphological traits compute and useddgid) for ectotherm model
Behavioral traits
We assume that species was able to burrow underdyrém seek ground shade but not able to
climb to cool and without crepuscular activitiese\8bnsider the minimum and the maximum
voluntary temperature core as 28 and 33°C for bp#ties based on mean body temperature
records of both species (Forsman 1995; Ladyman. é083; Lourdais et al. in prep Al).
However, contrasted behavioral performance traitstheermoregulation observed between
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species (Lourdais et al. in prep Al) is not supabrby the model. We assumed that
thermoregulation performance is equal between speconsequently, species have close
body temperature profile due to close morpholodits and differ in performances only by

supposed adaptive traits measured (metabolism easgorative water loss and parturition

date).
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Ectotherm model parameterization

Résultats — Chapitre Il

Standard metabolic rate equations based on datauirdais et al.( in prep Al).

Tb : Body Temperature (°C)
02 : 02 consumption (mL O2.h-1.g-1)

Vipera aspis.

02=0.1905/(1 + exp (5.4238 - 0.1738 * Tb ))

Vipera berus:

02=0.17453/(1 + exp (4.82727 -0.19548* Th ))

Standard metabolic rate (mL 02 h-1.g-1)
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Ectotherm model parameterization
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Total evaporative water loss equations based aniddsuillon et al. (in prep A2).

Tb : Body temperature (°C)
H20 : Total EWL rate (mg H20.h-1.g-1)

Vipera aspis.

H20 = 0.8856813 + 0.0216937 *Tb -0.0001973 *Th"2

Vipera berus:

H20 = 1.1184567 + 0.0592376 * Tb - 0.0007453 * Pb "

Total EWL rate (mg H2O h-1.9-1)
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Supporting information, Appendix C-4: Mechanistic modeling:
Ectotherm model parameterization:
Parturition date equations based on 1999 to 2@0@& fnonitoring data in Lourdais et al. b (in

prep Chap 1.2).

Tb : Mean summer body temperature (°C)
PD : parturition date (Julian days)

Vipera aspis.
PD =-8.0856 *Th + 423.14

Vipera berus:
PD =-8.8553*Tb + 424.5

300
1

B ‘ipera aspis
H Viperaberus

Farturition date {Julian days)
240 260 280
L L |

220
|

200
|

| | 1 | | | |
19 20 21 22 23 24 25

Wean summer body temperature ("C)
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Chapitre Il

Approche diachronique de la distribution d’une relique

glaciaire : implications en termes de conservation
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Résumé du chapitre Ill

Dans les chapitres précédents, nous avons demkinipgortance du climat actuel sur la
distribution de la vipere péliad®&/ ( berus) Dans ce chapitre, nous abordons les effets des
variations climatiqgues passées et I'impact deseptins climatiques futures sur I'espéce,
afin de mieux cerner la persistance de cette religmeaire et d’apporter des éléments utiles
a sa conservation dans les landes et tourbierdtadsif central.

Notre premier objectif a été d'évaluer les conségas du dernier maximum
glaciaire sur la diversité et les affinités géndtis) des populations dé berusprésentes a
I'échelle du sous-clade de I'Europe de I'Ouest. B#sments obtenus nous ont permis de
formuler des hypotheses sur les zones refuges digr@i@rnier maximum glaciaire (nombre
et localisation) et les voies de recolonisationtqgbaciaire. Les analyses génétiques réalisées
montrent que les plus fortes diversités génétigses situent dans les populations
échantillonnées dans I'Ouest de la France ainsi dpres le Massif central. Nous avons
également pu montrer que les populations du Massitral sont au centre des affinités
géneétiques et présentent deux entités distinctgsu(gtions du Nord-Ouest versus Sud-Est).
Nous émettons I'hypothese d’une localisation dwgef glaciaire de I'espece au sud du
Massif central d’ou I'espéce aurait recolonisé4eses actuelles par I'Ouest vers le Nord et
par I'Est vers le Jura et les Alpes. De nombrewesgsces a affinités climatiques froides
présentent des refuges d’altitudes aux limites @utkur aire de distribution. C’est le cas en
France oWV. berusest présente dans les zones d’altitude du Massifal, isolée du reste de
son aire de distribution.

Notre second objectif a été de modéliser, a une doteelle spatiale, la distribution
actuelle de l'espece dans le Massif central afiévaluer l'impact des changements
climatiques futurs sur sa persistance. Les modglgglatifs soulignent une forte dépendance
aux températures estivales. Les projections sugpene effet drastiqgue de modifications
climatiques futures sur la distribution de I'espedénsi, une augmentation moyenne
d’environ 1°C par rapport aux conditions actueliesrait générer une régression de 76.2%
de l'aire de distribution potentielle de I'espet&espece est prédite comme éteinte lorsque
I'on utilise les projections complétes issues danseio B1 correspondant aux moyennes
climatiques entre 2071 et 2100 (soit environ 4°@udmentation). Les secteurs du Massif du

Sancy, les monts du Vivarais, le haut plateau dueZcet le sud de la Margeride
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correspondent a des zones refuges ou I'especepludede chances de persister a moyen

terme.

144



Résultats — Chapitre IlI

Chapitre Ill.1. Recolonisation post-glaciaire de lavipére Péliade

(Vipera berug dans I'Europe de I'ouest

I11.1.1. Contexte

Pour comprendre la distribution actuelle des espéktest important de comprendre I'histoire
de leur distribution (Glor & Warren 2010). Les miachitions majeures passées ont largement
contraint la distribution des espéces et notammoelid du dernier maximum glaciaire (entre -
23 a -18 k. ans), ou les conditions climatiquegl#® ont provoqué un déplacement altitudinal
et latitudinal considérable des biomes (Hewitt 2004utefois toutes les especes n’ont pas
réagi de la méme facon. Par exemple, les espécéalésmpeuvent étre considérées comme
des «reliqgues glaciaires » (Varga & Schmitt 20@8) Sud de leur distribution. Elles
présentent un intérét pour tester I'hypothese efegyes méditerranéens (Taberlet et al. 1998 ;
Hewitt 2000) et adresser I'hypothése alternativeedeges plus nordiques dits « cryptiques »
(Stewart & Lister 2001; Provan & Bennett 2008).

Les études génétiques ont largement été utiliseasguresser ces questions. Méme si
les caractéristigues génétiques des populations lgss au contexte local actuel et a
'écologie des especes, elles refletent égalemest dvénements passés. En effet, ces
parametres sont fortement influencés par les faxtd@mographiques, ainsi que par les
modifications de distribution. Par exemple, lor&w#nements de colonisation, la théorie
prédit une perte de diversité génétique. Ainsi, pegulations périphériques devraient
présenter des diversités génétiques plus faibleslepi@opulations proches des zones de
refuges. La diversité génétique est un paramepmedre en compte car il peut impacter la
persistance d’'une population (Madsen et al. 1986ltefois, les populations périphériques
peuvent également présenter une forte importantere®s de conservation, notamment dans
le contexte actuel des changements climatiques.efigt, ces populations peuvent par
exemple représenter des refuges futurs pour I'esp€omparé a '’ADN mitochondrial,
I'ADN nucléaire (microsatellitaire) permet d’adressa plus fine échelle, la structuration
génétique des populations et par conséquent dseirédgmpact d’événements plus récents
comme celui du dernier maximum glaciaire.

Le lien fort qui lie les conditions climatiques kt persistance des ectothermes
terrestres, additionné a des capacités de dispdisidées, font que la structuration génétique
des populations d€. berusdevrait bien refléter les contraintes passéessiAiotre objectif a

ete d’évaluer les conséquences du dernier maximaaiage sur la diversité et les affinités
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géneétiques des populations We berusprésentes a I'échelle du sous-clade de I'Europe de
I'Ouest. Les résultats nous ont permis de formdks hypothéses sur le nombre de zones
refuge utilisé par I'espéce durant le dernier maximyglaciaire, leur localisation et les voies

de recolonisation post-glaciaire.

111.1.2. Méthode

La diversité génétique a été estimée au sein gm@alations totalisant 602. berus(entre 5

et 30 individus par localisation) originaire de ea, Suisse, Allemagne, Belgique et des
Pays-Bas (Table 1.). Ces populations ont été gesupg 5 régions (le Massif central, la cbte
Atlantique, le Jura, les Alpes et le Nord-est) espondant a des affinités géographiques
différentes. Notre contribution a cette étude stesicentrée, a I'échelle du Massif central, a
échantillonner 9 populations sur les 10 inventariéa total sur ce secteur. Ceci représente
ainsi 148 individus supplémentaires a la banqualamées (pour plus d’information, se

référer dans le matériel et méthode au paragra@énétiqgue des populations)

[11.1.3. Résultats

Diversité généetique
Nous avons estimé la diversité génétique en utiliS8amarqueurs microsatellites. Parmi eux,
aucun locus n’est en déséquilibre lié mais I'ocence d’alléles nuls a été détectée dans
plusieurs populations du Massif central et de l& @ilantique (pour les loci Vb-B10 et Vb-
B18), mais également pour le VbB'2 uniquement danslassif central. Ainsi hous avons
retiré ces 3 loci des analyses.

L’évaluation de la diversité génétique de chaqueufaiion est présentée dans la table
1. La richesse allélique est significativement plode au sein des populations de la cote
Atlantique (4.06) et du Massif central (3.62) com@igaa celle du Jura (2.70 sans la population
TI), des Alpes (2.57 sans la population SA) oualeélgion Nord-Est (France et Belgique :
2.46 sans la population ME) (ANOMAs: =10.09; p<0.001 ; tefost hocde Tukey). Un
résultat identique a été trouvé pour I'hétérozygespérée (ANOVA 151 = 11.74; p<0.001).
Une tres faible diversité génétique a été trouaresdies populations SA et Tl (respectivement
Ar = 1.10 et 1.35). Une seule structure intra-papahnelle significative (k) a été trouvée

dans la Pop 1 (Lozere).
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Affinités et différentiation génétique entre les ppulations

Nous avons trouvé une différenciation génétiquaiaative entre 94% des populations
(valeur de Er moyenne: 0.34 £ 0.16, min = 0.02, max = 0.87). akeurs de &rles plus
faibles ont été trouvées dans la population Popb(éc) et Pop24 (Ardennes), probablement
dd au nombre trop limité d’individus échantillonr{ésspectivement n=9 et n=5). Les valeurs
de Fstmoyenne sont les plus faibles pour les populatthn#lassif central (0.26), ainsi que
pour la région de la céte Atlantique (0.23) en carajson des populations du Jura (0.35), des
Alpes (0.37) et du Nord-Est (0.40). LAMOVA montgele 57% de la variation génétique est
distribuée au sein des individus, 10% entre lesvidds, 25% entre les populations et 8%

entre les régions.
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Noms Régions Pays n Ar He
Massif central France 18.36 0.63

Massif central France 91.02 0.63

Massif central France 174.14 0.68

Massif central France 163.83 0.68

Massif central France 2B.74 0.62

Massif central France 12.94 0.46

Massif central France 13.82 0.69

Massif central France 18.44 0.60

Massif central France 18.89 0.61

Massif central France 16.03 0.55

Sous-total Massif central 166 3.62 0.61
Céte Atlantique France 18.96 0.68

Céte Atlantique France 18.23 0.68

RE Cote Atlantique France 23.99 0.65
Sous-total Céte Atlantique 554.06 0.67
AM Jura Suisse 252.78 0.39
CH2 Jura Suisse 3@3.11 0.54
RO Jura Suisse 12.43 0.44
FR2 Jura Suisse 28.32 0.54
PM Jura Suisse 28..85 0.29
TI Jura Allemagne 21 1.35 0.09
Sous-total Jura 121 2.70 0.44
SA Alpes France 81.10 0.02
DL Alpes Suisse 302.39 0.40
HO Alpes Suisse 232.59 0.44
UR Alpes Suisse 2.73 0.45
Sous-total Alpes 73 2.57 0.43
Région nord-est France 3.33 0.35

Région nord- est Belgique 182.84 0.49
Région nord- est Belgique 11.80 0.17

Région nord- est France 18.47 0.42

Région nord- est France 13.43 0.61

Région nord- est France 18.57 0.46

Région nord- est France 22.37 0.36

Région nord- est France 23.82 0.26
ME Région nordest Pays-Bas 292.51 0.35
Sous-total Région nord-est 158 2.46 0.39
Total Sous-Clade "Ouest" 602

Table 1 : Diversité génétique mesurée chez les difentes populations échantillonnéed.es populations sont
regroupées par région afin de présenter le nomBahaintillons analysés (n) ainsi que les résulfatsichesse

allélique (Ar) et d’hétérozygotie espérée (He).
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Relation entre les populations

La distance génétique entre chaque population déeda position « centrale » des
populations du Massif central par rapport aux auprepulations échantillonnées. Dans cette
région, deux groupes se différencient, 'une danSud-Est (Popl, 4, 6 et la 3 de maniere
plus marginale) et les autres dans le Centre, kel Mbl'Ouest de cette région (Figure 1.). De
plus, les populations de la région Nord-Est eteselles Alpes et du Jura constituent deux
groupes distincts sans relation (Figure 1.). Lepufaiions de la c6te Atlantique semblent
intermédiaires entre celles du Massif central d'yaet, et celles de la région Nord-Est
(Figure 1.).

Northeastern

3

&

)
PR 25

¢ dOd

0.04
Figure 1: Arbre phylogénétique représentant les rations génétiques calculées entre les 32 populat®
échantillonnées La distance génétique représente la distanceodde csuivant Cavalli-Sforza & Edwards
(1967). Ainsi, plus deux populations se retrouvinignées dans I'arbrephylogénétiques et plus eliésentent
des distances génétiques importantes. Ainsi lesilptpns du Nord-Est (jaune) sont les plus éloigndes
populations des Alpes et du Jura (vert). Au corgrdies populations du Massif central (rose) sestplus
proches de toutes les populations. Les populatierla cte Atlantique (bleu) sont intermédiairesesnelles du

Massif central (rose) et du Nord-Est (jaune).
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Réduction de la diversité génétique et isolation pda distance

En comparant la diversité génétique et la positjéagraphique des populations, nous avons
trouvé une relation significative entre la richesdiélique et la latitude fr= 0.191 ; p =
0.014), ainsi que pour la longitud€ & 0.325 ; p<0.001). Des résultats similaires dét é
obtenus avec I'hétérozygotie espérée et la posigéangraphique des populations. En
considérant d’'une part, que les populations deétpon Nord-Est sont probablement plus
proche des populations de la cote Atlantique (geohprd) et que les populations des Alpes
et du Jura sont probablement issues d’'une zone aisiMcentral (groupe Sud), nous avons
estimeé séparément pour ces deux groupes la rekaitva la diversité génétique et la position
géographique des populations. Nous avons trouy@usefortes corrélations entre la richesse
allélique et la latitude et la longitude pour lesid groupes (groupe Nord : Ar/longitud€ =r
0.581 ; p = 0.006 ; Ar/latitude > = 0.698 ; p = 0.001 ; groupe Sud : Ar/longitudé= 0.621

: p <0.001 ; Ar/latitude :’r= 0.538 ; p<0.001) (Figure 2).

a)

Groupe Sud

b)

a4r 45° 46° 47° 49° 50° 51° 52°

4_8‘
Latitude

Figure 2. Relation entre la richesse allélique eallocalisation des populations en fonction de lahgitude et
de la latitude. Le jeu de données a été séparé en deux groupesgrbupe Nord » correspond aux populations
du Nord-Est et de la cote Atlantique alors que tgaupe Sud » correspond aux populations du Massitral,

du Jura et des Alpes.
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Localisation du refuge glaciaire et des voies de ¢elonisation post-glaciaire

En combinant les informations de diversité génétigti des liens entre populations, il est
possible de proposer des hypotheses sur la lotalisaes refuges glaciaires et les voies de
colonisation. Ainsi il semble que la localisation @w des) refuge(s) glaciaire(s) de I'espece
soit au Sud / Sud-Ouest du Massif central. Lesl@mtre les populations montrent la situation
centrale du Massif central (Figure 1) avec 2 greughstincts (Nord-OuestersusSud-Est)
(Figure 1., 2.b et 3.). Notre scénario est illustaés la Figure 4. ou un refuge (possiblement
séparé en deux) engloberait le sud du Massif demfespece aurait recolonisé le Nord par

I'Ouest et les Alpes/Jura par I'Est (Figure 4) &ipae cette zone refuge.

Figure 3. Localisation des 10 populations (cercldslancs) échantillonnées dans le Masstfentral. Le trait

pointillé sépare les deux entités populationngllessédant des relations génétiques distinctes.
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Figure 4. Localisation des populations a I'échellelu sous-clade « Ouest ».es lignes finement pointillées
représentent les limites générales de distributieri’espéce. La localisation du refuge glaciairéeptel est
représentée par la zone cadrée. Les fleches repeésdes voies de colonisation post-glaciaire psges. La

possible séparation du refuge glaciaire est reptésear un trait en pointillé associé a un pointetrogation.

Nous avons toutefois des incertitudes sur le nombee refuges. Des analyses
complémentaires sont en cours afin de valider $texice d’'un seul refuge ou bien de deux

zones distinctes.

[11.1.4. Discussion

Nos résultats nous donnent des éléments de répsosddistoire de la répartition de.
berus depuis le dernier maximum glaciaire. Les contegintlimatiques fortes ont entrainé
comme pour la plupart des espéces un glissemelat distribution vers le sud. Grace a ses

adaptations aux climats froids, I'espece semblerdxmivé des refuges dits « cryptiques » en
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dehors des refuges classiques localisés dans fessptes méditerranéennes (Stewart &
Lister 2001 ; Provan & Bennett 2008). Ainsi, nosuléats confirment la présence de ces
refuges nordiques pendant le dernier maximum glacicalisés au Sud du Massif central et
en cohérence avec les études menées chez d’'asprses (Banks et al. 2008 ; Svenning et
al. 2008 ; Habel et al. 2010)

L’existence de ce refuge nous indique une recacdtiois post-glaciaire beaucoup moins
rapide que celle supposée par Taberlet et collédumsa(1998) (« paradoxe de Reid » ; Clark
et al. 1998). En effet, 'espece, et notammentpl@sulations du groupe du Nord, n'ont pas
colonisé I'Angleterre par la manche alors que la meéparé vraisemblablement les deux
pays vers -6000 ans (Waller & Long 2003).

Nos résultats permettent également de mieux cordprea distribution actuelle de
'espece. Par exemple, les modéles de répartitiédigent que I'espece pourrait étre présente
(du fait de conditions climatiques favorables) dessVosges ou sur le Mont Aigoual (relief
au sud du Massif central). Du fait des voies demshtion et du temps de colonisation,
'espece n'a probablement pas pu (absence de coxiitioatique) coloniser les Vosges. En
effet, d’autres especes de climat froid mais pasedles capacités de dispersion plus
importantes (papillons) ont réussi a coloniser\fesges (Habel et al. 2010) Du fait de la
localisation du refuge glaciair®. berusaurait di coloniser le Mont Aigoual. Son absence
serait possiblement liée & des phénoménes d’extivsciplus récents comme par exemple
suite aux réchauffements durant 'optimum climatigoécene (-7000 a -4000 ans).

Toutefois il reste des questions a adresser commexeaple son absence dans les
Pyrénéens ou encore I'origine des populations dudss Alpes francaises disparues au début
du siécle dernier (Orsini 1984).

Ces informations nous donnent également I'occasienrmontrer I'importance, en
termes de conservation, des populations du Massifal a I'échelle européenne (sous-clade
génétique de I'Ouest). En effet, ces populationst $es plus proches génétiquement des
populations ancestrales (refuges) mais égalemerlies diversifiées génétiqguement. Enfin,
'existence de 2 entités génétiques distinctegéhklle du Massif est un élément important a

prendre en comte dans les stratégies de conserdaibespece.
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Chapitre 11l.2. « Locked in the South » : Impact du changement

climatique sur la distribution d’une relique glaciaire.

[11.2.1. Contexte

Alors que 2012 correspond a la fin du protocolégeto et a 'année du 4éme sommet pour
la terre « Rio+20 », I'un des défis actuels estider contre I'érosion de la biodiversité
(Thomas et al. 2006) face aux changements glob&Q 2007). Afin d’évaluer I'impact
des perturbations du climat sur la biodiversitégst important de prédire les réponses des
espeéces face aux modifications climatiques futupesir orienter les stratégies de
conservation.

L’impact des changements climatiques ne devraitg@suniforme sur la biodiversité
(Deutsch et al. 2008) mais dépendre de I'amplitdde variations et des propriétés des
especes (Portner & Farrel 2008). Les espéces adapdd climat froid semblent
particulierement sensibles aux changements climediqles modifications climatiques
actuelles ont déja généré une régression des maegaistribution altitudinale ou latitudinale
des espéeces spécialistes des climats froid (Frah@b. 2006 ; Lepetz 2009). Les espéces
présentes dans des refuges d’altitudes localis&udrde répartition peuvent étre «bloquées»
dans leur «archipel climatique » et présentent misgues d’extinction particulierement
importants. Les especes du grouppekas» correspondent a ce cas de figure avec de
nombreux refuges d’altitudes, correspondant sougartlimites Sud d’aire de distribution.
En FranceV. berusest présente dans les landes et tourbiéres ddtidlu Massif central.
Cette poche est completement isolée du reste ide tla distribution.

L’'objectif de cette étude a été i) de modéliserurie fine échelle spatiale, la
distribution actuelle de l'espéce dans le Massifited puis ii) d’évaluer I'impact des

changements climatiques futurs sur sa distribution.

l11.2.2. Méthode

Afin de réaliser des analyses a une fine échelédiadp nous avons bénéficié d'un
ensemble de données, soit issues de bases de doasseciatives soit d’observations

ponctuelles d’herpétologues. Nous avons ainsi tggFo/87 points d’observations (GPS ou
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lieux—dit) différents dev. berusa I'échelle du Massif central, correspondant a pigeision
spatiale au moins égale a 4ha (pixel de 200m d®.c6t

Nous avons utilisé la température moyenne et leutwes précipitations issues des
moyennes climatiques actuelles (période 1971-260Qje projection future correspondant a
une réponse moyenne sur la période de 2071 a Z¥)données se basant sur le scénario
socio-économique B1 (le plus modéré) proposé parligergovernmental Panel on Climate
Change » utilisé dans le dernier rapport des estng(IPCC, 2007). Nous avons également
utilisé lirradiation potentielle et I'indice de hélosité comme variables complémentaires,
mais en I'absence de predictions futures sur lalpoélé@, nous avons maintenu ce parametre
constant. Nous n'avons utilisé que la saison la mglicative d’aprés les résultats des
analyses a I'échelle de la France
Nous avons utilisé la méthodologie que dans le @eapl, impliguant un ensemble de
différentes méthodes statistiques se basant sconsensus de prédictions, prenant en compte
les incertitudes liées au choix des méthodes (BI@VIThuiller et al. 2009).

Afin de cartographier la distribution dé berusa I'échelle du Massif central, nous
avons utilisé les prédictions d’occurrence pond@medéonction de la qualité d’évaluation de
chacun des 880 modeles. Nous avons ensuite utdiséartes pour prédire la distribution

future de I'espéce.

[11.2.3. Résultats

Nous avons choisi d'utiliser les variables climaéglestivales correspondant a la saison la
plus explicative a I'échelle de la France (ChapityeCette approche devrait nous permettre

de prédire au mieux la distribution actuelle \deberusa fine échelle, mais également son

évolution future face au scénario de changemeimmtues.

lll. 2. 3. 1. Distribution actuelle de I'espéce das le Massif central

Evaluation des modéles et importance des variables

Les évaluations des modeles présentent des sdexes g@our I'ensemble des méthodes qui
présentent des TSS > a 0.8 et des ROC > 0.9 (FigyreEn moyenne, les scores des
évaluations sont de 0.81 £ 0.02 pour la TSS et 8.9502 pour la ROC montrant une tres
bonne qualité des prédictions. Pour des raisottistgjaes, nous n'avons pas pu obtenir de
résultats pour la méthode ANN qui ne sera pas prissompte dans les résultats.
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Figure 5. Evaluations des prédictions en fonction e méthodes.Les 7 méthodes statistiques sont
représentées en abscisses ainsi que I'évaluatioivalg! de I'ensemble des modeles (« Total »). Lastpo

représentent la moyenne des évaluations avec deutr tgpe.

Le calcul de I'importance relative des quatre Jzga utilisées montre que la température
moyenne estivale est la variable la plus explieapour prédire la distribution dé. berus
dans le Massif central (Table 2). Les précipitagiestivales ainsi que la nébulosité jouent un

réle beaucoup moins important en moyenne (Table 2).

Précipitation Température Irradiation  Nébulosité

CTA 0.148 0.943 0.006 0.159
GAM 0.031 0.941 0.000 0.039
GBM 0.033 0.898 0.003 0.055
GLM 0.067 0.962 0.000 0.043
MARS 0.322 0.818 0.034 0.241
FDA 0.121 0.978 0.026 0.023
RF 0.187 0.866 0.113 0.197
Moyenne 0.130 0.915 0.026 0.108

Table 2. Importance moyenne des variables sur lesédictions pour chacune des méthodes utilisées.

Modélisation de la distribution actuelle de I'espée

Nous avons ainsi pu projeter les prédictions demodeles a I'échelle de la zone d’étude, en
utilisant les données climatiques actuelles poudétiser la distribution d&. berus(Figure

6). Cette modélisation permet de montrer le caractees morcelé de la distribution de
'espece dans le Massif central. Parmi les plus mapdes on retrouve un secteur allant du

plateau de Millevaches au plomb du Cantal. De plespéce est prédite dans certains
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secteurs ou les connaissances locales nous pembatelire qu’elle n’est pas présente. C’est
notamment le cas au sud de la Lozere ou I'espécerédite comme présente mais avec

toutefois des probabilités assez faibles.

10

]

- 04

Probabilités de présence

00

Figure 6. Prédictions de la distribution actuelle @ la vipere péliade dans le Massif centraProbabilités de
présence de l'espéce (a gauche) ainsi que l'oqmerdprésence en rouge / absence en bleue) issues d
I'ensemble des prédictions pondérées (a droitejrolte figurent les points d'observations de I'espéo) et les

lignes vertes délimitent les secteurs d’altituderemins égale & 1000m.

lll. 2. 3. 2. Réponse aux changements climatiques

Choix des scenarii

En plus du scénario utilisé (B1) nous disposions3dmitres scénarii supplémentaires pour
tester les effets des changements globaux sustidbdition de I'espece : A1F1, A2 et B2. Les
AlF1 et A2 sont les modeles qui prédisent les fius changements (environ + 8°C) sur la
zone d’étude et le scénario B2 avait une positdarmédiaire (environ + 6°C). Du fait de
importance des changements climatiques, tous soe&marios prédisent la disparition de
'espece a terme (2071/2100). Nous avons ainsépgétre plus conservateur en utilisant le
scénario le plus modéré (B1) et orienter notre éautela réponse spatiale de I'espece en

guantifiant pas a pas la régression de sa disioibut
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Variations climatiques associées au scénario B1
Pour évaluer I'évolution de la distribution de peése entre le climat actuel et les projections
futures (2071/2100 scénario B1), nous avons ajgudtapes intermédiaires représentant 25%

50% et 75% des projections futures (Figure 7).
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Actuel 25% B 50% B1 75% B1 B1
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Figure 7. : Modifications des conditions climatiqus a I'échelle du site d’étudeMoyennes et écart type des
températures moyennes estivales (rouge, échellerdesnées a gauche) et des précipitations estihleu,
échelle des ordonnées a droite) pour le climatehdimoyennes climatiques de 1971/2000) et futurr pes
projections B1 (moyennes climatiques de 2071/2E0i que les étapes intermédiaires testées (25% &0
75% de B1).

Le scénario B1 prévoit pour la période 2071/2100éehelle de la zone d’étude, une

augmentation de 3.87 £ 0.52 °C des températureemmag estivales (soit 0.97 = 0.13 °C
d’augmentation pas a pas), et une diminution dé £.4.99 mm des précipitations estivales
(soit 1.85 + 0.50mm de diminution pas a pas). Tioigeil existe une hétérogénéité spatiale
dans ces variations (Figure 8). En effet, les zahalitudes font partie des secteurs les plus
impactés par 'augmentation de la température efgpdiminution des précipitations.
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a) Températures moyennes estivales (°C) b) Augmetitan scénario B1 (°C)

d) Diminiion scénario B1 (mm)

Figure 8.: Hétérogénéité spatiale des conditionslimatiques actuelles et des modifications futures.
Températures moyennes estivales actuelles (a) grhentation prédite par le scénario B1 (b). Préaijoihs
estivales actuelles (c) et diminution prédite parsténario B1 (d). Les lignes noires délimitent desteurs
d’altitude >= 1000m.

Effets des changements climatiques sur la distribidn de I'espéce

Nous avons ensuite projeté les prédictions de ramehas en considérant les quatre étapes de
changements climatiques. Ainsi, les réponses de modeles face a ces modifications
climatiques prédisent des modifications drastigetebrutales de la distribution de I'espece
(Table 3.). Ainsi dés la premiere étape, correspainda25% des changements climatiques
proposés par le scénario B1, (soit 0.97 + 0.13 '&0gimentation), on observe une régression
de 76.2% de I'aire de distribution potentielle tespéce, passant ainsi de 9300°km2174
km? (Figure 9). A 50% des modifications climatiques,.396 de l'aire de distribution
potentielle initiale a disparu. A 75% des changemmehmatiques, il ne reste que 0.09% de la
distribution, représentant 9.2 knse répartissant par ordre décroissant de surfaire
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massif du Sancy, les monts du Vivarais, le hautepladu Forez et le sud de la Margeride
(Figure 10). L’'espéce est prédite comme éteintegloe I'on utilise les projections completes
issues du scénario B1, correspondant a 3.87 +°@52augmentation a I'échelle de la zone
d’étude (Table 3.).

Surface de l'aire de Régression de l'aire
distribution (km ?) de distribution (%)
2 J— o e
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2000
|
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Figure 9.: Régression de la distribution deV. berusselon les étapes du scenario Bla courbe bleue
représente I'évolution de la surface totale ded’aie distribution prédite comme favorable pourifgre péliade
dans le Massif central en fonction des conditidimeatiques. La courbe rouge représente la régnesad’aire

de distribution prédite par rapport a la distribotactuelle potentielle en fonction des conditiolimatiques (en

pourcentage).

[11.2.4. Discussion

Comprendre la réponse spatiale des especes facmeadifications futures est un élément
essentiel pour évaluer leur statut de conservagbnmmieux orienter les stratégies de
conservation. Ainsi nos résultats montrent §uderuspourrait disparaitre du Massif central
a moyen terme (2071/2100).
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Augmentation Surface de  Régression
Etapes dela l'aire de de l'aire de
climatiques  température distribution I'espece
() (km2) (%0)
Actuel / 9300.3 /
25% B1 0.97 +0.13 2174.2 76.62
50% B1 1.94+0.26 330.0 96.45
75% B1 2.91+0.39 9.2 99.9
100% B1 3.87 +0.52 0.0 100

Table 3.: Impact des modifications climatiques sula distribution de la vipéere péliade dans le Massi

central. Ce tableau présente, pour les différentes étdpesriations climatiques considérées, 'augmeottati

de la température par rapport aux conditions detsiéinoyenne 1971/2000).

[l 100% B1 (2071/2100)

Il 75% B1
[]50% B1
[ 25% B1

[ Actuel (1971/2000)

Figure 10. : Evolution spatiale des étapes de lagegession de la distribution de la vipére péliade pidites
dans le Massif central associées au scénario Hn haut a droite, la carte représente les prédista I'échelle
de I'ensemble du Massif central. A gauche, nousnsvooomé sur les 4 zones « refuges »Volberusest

toujours prédite comme présente a 75% du scéndrib&s fleches rouges localisent les 4 secteurs.
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Les projections climatiques utilisées proviennent rdedéles « globaux » qui ne
peuvent prédire les subtilités locales qui pourmiaiamponner les changements climatiques et
plus particulierement pour la température. L'usitisn de prédictions issues de modéles
climatiques « régionaux » permettrait d’estimer ginement I'évolution de la distribution de
'espece pour prédire I'existence de refuges pl@emnes pour I'espéce. Cependant, notre
étude a pu montrer un effet drastique des haussedemnpératures sur la limite sud de
distribution de I'espéce. Ceci est cohérent ave@biaptations climatiques de I'espéce et plus
particulierement le fort lien qui lie la tempérauenvironnemental et les limites sud de
distribution de I'espece démontré dans cette thése.

Ainsi le maintien de la qualité des tourbieres &4 thndes d’altitude semble étre des
actions de conservations essentielles. Plus pheétiement, le potentiel effet de tampon
thermique des tourbieres pourrait limiter les afféies modifications climatiques futures

permettant de conserver les espéces adaptéesmaxsdroids commy. berus
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1. Comprendre les déterminants de la distribution

Comprendre la distribution des especes est un timeéapeur en écologie et notamment établir
les facteurs proximaux qui régissent I'occurrence efpeces dans le temps et I'espace (Mac
Arthur 1984 ; Lawton 1999). Toutefois, devant latuna trés complexe et diverse des
communautés d’especes, certains auteurs doutetd gessibilité d’atteindre cet objectif
(Simberloff 2004). En effet, les interactions entne organisme et I'environnement sont
multiples et parmi les facteurs environnementaugs linteractions biotiques sont
vraisemblablement les plus complexes a appréhethdst.par conséquent difficile d’élucider
simplement I'ensemble des mécanismes et leursagtiens, qui régissent la répartition des
especes afin de prédire de manieres robustespdmsé des especes face aux variations de
'environnement (Simberloff 2004). L'impact des dmnts environnementaux sur les
interactions biotiques est le plus communément adBull 1991), mais I'importance relative
des facteurs biotiques et abiotiques est diffidildistinguer en conditions naturelles (Bull &
Burzacott 2001 ; Cunningham et al. 2009).

Une solution alternative proposéee (McGill et al. @QKearney & Porter 2006) est de
contourner la difficulté d’adresser les facteurstigues. Les auteurs proposent d’évaluer, a
I'échelle spécifique, la part des propriétés deganvismes (traits fonctionnels) et de leur
expression, dans I'environnement physique (nicimeldmnentale) qui explique la distribution
de I'espéce (niche réalisée). Une différence ingaet entre la niche fondamentale et la niche
réalisée correspond alors au réle primordial desgaations biotiques sur la distribution. Il est
donc crucial d’'identifier les traits fonctionnelsiquossedent des liens pertinents avec la
valeur sélective des organismes, afin de pouvaituéy de maniere robuste la réponse des

especes (performances) face aux variations envinoamiales dans I'espace et dans le temps.

Dans le cadre de ce travail de thése, jai élabamé approche intégrée pour
comprendre la distribution d’ectothermes terrestdés tout d’abord cherché a clarifier les
adaptations physiologiques et les contraintes fgées pour comprendre ensuite des
processus observés a grande échelle (patron dibulistn), mais aussi a plus petite échelle
(partition de I'habitat).
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2. Contraintes thermiques et adaptations climatique

2.1. Thermorégulation et métabolisme

La sensibilité thermique a été mise en évidence ahe diversité d’especes et sur un
grand nombre de performances, telles que les ofactinzymatiques (Seebacher et al. 2003 ;
Somero 2004), le tonus musculaire (Stevenson €985 ; James & Seebacher 2008), la
locomotion (McConnell & Richards 1955 ; Bennett Q9&8irano & Rome 1984 ; Weinstein
1998 ; Ojanguren & Brafia 2000), la digestion (Hopket al. 2004), les taux de croissance
(Dutton et al. 1975), et la réponse immunitaire (dal & Rai 2001). La température
environnementale impacte les organismes en affetdgan croissance, leur développement,
leur reproduction ou leur survie. Les paramétresmnatfraphiques devraient ainsi étre
egalement touchés, et de maniére ultime, influelacdistribution de I'espéce. La distribution
maximale d'une espeéce correspondrait donc aux #apadndividuelles d’exploiter
'environnement. Toutefois, le lien entre les pemances individuelles et la distribution de
'espece n'est pas forcément direct. Le choix desfopmances a adresser doit, par
conséquent, prendre en considération les partitddaecologiques de chaque organisme
(Bennett & Huey 1990) pour garantir le lien forteavles proxi de la valeur sélective
(«fitness») tels que la survie, la fécondité, lBissance ou la maintenance. Par exemple, chez
les espéces exploitant des milieux thermiquementraignants avec des périodes d’activité
courtes, l'optimisation des processus physiologqust particulierement importante a
adresser.

Nos résultats sur le taux métabolique démontrent \Juderus (espéce boréale)
présente un métabolisme plus important a toutetelapératures par rapport a I'espéce sceur
V. aspis(espece meédio-européenne). Ce décalage est peaiaitl un é€lément clé pour
comprendre les performances physiologiques supésede I'espécd/. berusaux basses
températures (Naulleau 1983a, Naulleau 1986), enrdcavec I'hypothése de I'adaptation
métabolique au froid. Cette hypothése a été prappsé Clarke (1993) (idée originale de
compensation thermique (Hazel & Prosser 1974)).n@tabolisme élevé permettrait aux
especes de conserver un niveau de performancerébdgée des températures basses, et ainsi
de réussir a compléter leurs cycles vitaux plugdeapent (Chown & Gaston 1999). Chez les

organismes terrestres, la plupart des études varst ldasens prédit par I'hypothése comme
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lillustre, par exemple, une méta-analyse sur Xjeees d’insectes terrestres (Addo-Bediako
et al. 2002).

La température préférée devrait correspondre anante des températures optimales
des processus physiologiques clés de l'organisnest-a-dire les plus reliés a la valeur
sélective. Pourtant, des préférences thermiques h@ases auraient été avantageuses pour
I'espece exploitant des climats thermiquement pargraignant (Huey & Bennet 1987 ; Hare
et al. 2006). En effet, les conditions météorolag&défavorables réduisent considérablement
les opportunités d’atteindre et de maintenir cédimpérature préférée, d’autant plus que
'espece se situe dans une gamme de températaeses! La similitude de température
préférée de gestation semble suggérer que cesesgm@ches phylogénétiquement, partagent
la méme sensibilité du développement embryonnakiesi, en cohérence avec cette
contrainte physiologique identique (accebsg, mais dans des environnements différents, le
décalage métaboligue permet de meilleures perfarasanphysiologiques et de
thermorégulation.

Outre les aspects métaboliques, nos résultats raditioms naturelles montrent qle
beruspossede une thermorégulation plus efficace. Eat,effle est capable dans les mémes
conditions, de maintenir plus longtemps sa tempésatorporelle a la température préférée,
en exploitant mieux les opportunités de thermoradiph. Cette différence s’observe
particulierement lorsque les conditions météoraugs sont défavorables. Ce résultat est
clairement en accord avec nos prédictions d’'undlenet efficience thermique des espéces
des climats froids, qui parviennent a mieux exploliés milieux thermiquement contraignant,
en saisissant plus vite les opportunités de thergudation. Ceci suggere une influence sur les
décisions comportementales autorisant une émergdumnaefuge et une initialisation de la
thermorégulation dans des conditions environnenesnteop froides powy. aspis.

L’hypothése de coadaptation thermique appliquéeemtiathermes (Huey & Bennett
1987 ; Angilletta et al. 2002) pose le fait queséection naturelle devrait favoriser, pour un
environnement donné, une évolution harmonieuse aluportement de thermorégulation
(température préeférée), des performances physgplegi (les optimum thermiques) et des
traits d’histoire de vie. Nos résultats suggerentefet, un contraste des performances entre
les deux especes, tant au niveau physiologiqueuquiizeau comportemental, en cohérence
avec les contraintes thermiques que les especesnteant dans leurs aires de distribution
respectives. L'investissement important dans lentleeégulation devrait étre favorisé lorsque
les bénéfices associés sont importants. Sous deatslfroids, les contraintes thermiques

rendent la thermorégulation précise colteuse (rs@@eprédation, temps) si les bénéfices

167



Discussion

associés sont réduits (amélioration des perforngnetuey & Slatkin 1976). Toutefois, un
taux métabolique plus important peut partiellemsornpenser les contraintes thermiques et
modifier la relation colts/bénéfices de la thermgafation. Ainsi, un épisode de
thermorégulation méme bref et I'acces a la tempéggtréférée, devraient permettre un gain
de performance physiologique significatif sur landmique de gestation et la qualité de la
reproduction. Les performances métaboliques bémgéficd’une plus forte efficacité de
thermorégulation d¥. beruspendant des conditions thermiquement défavorables.

Toutefois signalons que la comparaison a deux esp#gest pas suffisante pour tester
des hypotheses d’adaptation (Garland & Adolph 1994ne approche comparative est donc
essentielle pour examiner les adaptations métalesiqu froid au sein de gerVegera Les
données d’études antérieures ont montré\Gueerusprésente des performances supérieures
pour la digestion, comparativement aux especesé@&uergenre (Naulleau 1983a). Une étude
complémentaire que nous avons menée en 2011, aispeten réaliser des mesures
complémentaires sur une espéce méditerranéenmpele ammodyteMipera ammodytgs
Le taux métabolique des espéces (corrigé par laehasmble étroitement lié aux conditions
thermiques moyennes, mesurées a I'échelle de &erxgs de distribution respectives (Figure
1. a et b). Par exempld/ ammodytesexploitant un milieu chaud, possede le taux
métabolique le plus bas.

Les compromis adaptatifs occupent une positionraknen biologie évolutive. Les
adaptations aux froids permettent d’optimiser le$gpmances aux basses températures mais
deviennent probablement trés défavorables aux teypés élevées, en engendrant une
augmentation des besoins caloriques journaliers. €oéits de maintenance devraient étre
particulierement contraignants pour des espéecesuquilent a la fois de faibles fréquences
d’alimentation, et qui se reproduisent sur réserflsnnet et al. 2001). Un autre codt
physiologique concerne le budget hydrique. En eglfebalance hydrique est une composante
essentielle qui peut entrer en conflit avec la ttwégulation (Moen et al. 2005). Les
pressions de sélection semblent avoir favoriséésistance aux pertes hydriques dans les
milieux xériques. Ainsi, nous avons pu montrer queberusest plus sensible aux pertes
hydriques queV/. aspis La relation codts/bénéfices de I'adaptation raidf (métabolique et
comportementale) est donc directement liée auxraomes thermiques environnementales.
Lorsque les contraintes thermiques sont relachHésshénéfices liés a la thermorégulation
disparaissent, alors que les codts physiologiqeesr@étique et hydrique) augmentent de

maniere exponentielle.
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Figure 1. Relation entre le climat moyen exploité ez 3 espéces de Viperidae dans leur aire de
distribution en Europe (a) et leur taux métaboliqueassocié (b)En bleu, une espéce boréalépera beruy,
en orange une espéce médio-européefipefa aspiy et en rouge une espéce méditerranéeMipela
ammodytes A gauche (a), la moyenne des températures méesnastivales de I'aire de distribution de I'espéce
(x I'écart type). A droite (b), chaque point rem@® la moyenne de la consommation d{®0,) masse

spécifique (ml.h-1.g-1) + I'écart type.

2.2. Contraintes thermiques du développement

Nous avons pu montrer qu’en conditions contréléada température corporelle des espéces
était proche,V. berusmet bas plus tét, confirmant les résultats d'ésudgpérimentales
antérieures (Naulleau 1986). Cet avantage phérplegsemble particulierement cohérent
chez une espéce exploitant des climats froidsagéfiode d’activité est courte avant I'hiver.
Le développement embryonnaire est un processuslerenpomposé de nombreuses phases,
qui est reconnu pour étre particulierement sensibkmment durant les premieres étapes
(Sulik et al. 1981 ; Birchard & Reiber 1995 ; Shi&eElphick 2001 ; Andrews 2004). La
sensibilité thermique embryonnaire est un élémemvieusel tant chez les vertébrés (Deeming
& Fergusson 1991 ; Farmer 2000 ; Gillooly & Dodg00 ; Ojanguren & Brafia 2003), que
chez les invertébrés (Johnston & Bennett 2008 n8yat al. 2009). Ces caractéristiques et
cette sensibilité ont vraisemblablement joué ur rdE dans I'évolution des stratégies de
régulation des conditions de développement

Le mode de reproduction vivipare est apparu de fagodépendantes dans plus de
105 lignées distinctes de squamates (Blackburn)20@8 bénéfices de la viviparité semblent

associés a la thermorégulation maternelle accemuiegarantiraient aux embryons l'acces a
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des températures plus élevées que celles dispsrilales les sites de pontes (Shine 1995 ;
Shine 2004). Les pressions de sélection resporssdbla transition vers la viviparité chez les
reptiles ont attiré un intérét scientifigue consédde,et deux hypotheses évolutives ont été
formulées. Tout d’abord, la thermorégulation actiles femelles confere des avantages en
augmentant la vitesse de développement des embnyotasnment sous les climats froids («
Cold climate hypothesis » ; Tinkle & Gibbons 19%hine & Bull 1979 ; Shine 1985) et des
bénéfices associés a une date de naissance pré&aee hypothése repose sur I'avantage
sélectif d’'une amélioration de la qualité phénofqye des jeunes (« Maternal manipulation
hypothesis » ; Shine 1995, 2004, 2006).

Dans des milieux tempérés ou froids, les contraipteénologiques peuvent étre trés
fortes avec une période d'activité réduite pouljéemes avant le premier hivernage. Plusieurs
travaux ont ainsi pu montrer la relation entre gedde naissance et la survie (Warner &
Shine 2007). Dans ce cadre, les pressions de isélgoéuvent favoriser I'émergence de
réponses embryonnaires (développement plus raptdepternelles (rétention des embryons
et prise en charge du développement). La transigos la viviparité semble étre un élément
clé de la radiation évolutive des vipéridés enti@aavec les climats froids (Lynch 2009). Si
les hypothéses sur la viviparité ont généralementeénsidérées de facon indépendante, elles
semblent en fait compatibles d’'un point de vue famnel (Rodriguez et al. 2010). Nos
travaux expérimentaux sur le développement daspis(voir article en annexe des résultats)
démontrent clairement que la régulation thermiquetenmelle peut fournir a la fois un
avantage phénologique (date de naissance) et ajifajjihénotype des jeunes). Ces effets
sont complexes car la nature de la régulation malierdépend du stade de développement.
Ainsi, le phénotype des jeunes est trés dépendsalat gualité de la thermorégulation en début
de vie embryonnaire. En revanche, les bénéficetemnes de vitesse du développement
s’expriment pendant 'ensemble de la gestation.

Ces effets offrent une base explicative pour congne2 'amplitude des changements
comportementaux associés a la période de gestafogestation modifie profondément les
stratégies de thermorégulation des femelles (Sh880 ; Naulleau 1997 ; Lourdais et al.
2004). Les femelles gravides allouent leur budgetps dans la thermorégulation, modifient
leurs déplacements (Naulleau et al. 1996), et sétileurs prises alimentaires (voire cessent
de s’alimenter ; Saint Girons 1952, 1957). MalgeécontrOle actif, les femelles gestantes ne
peuvent pas toujours tamponner l'effet des corainclimatiques et des conditions
meéteorologiques défavorables. Ainsi, il a été n®etiezV. aspisun impact des conditions

thermiques froides sur la reproduction en margel nlersa répartition (Lourdais et al. 2004).
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Dans ces conditions, cette espece est affectéedgmrmises bas tardives et la
production plus fréquente d’éléments infertiles kam@s, «jaunes»). Nous avons mis en
évidence un fort contraste dans les performanga®dactrices dans les zones de syntopie
avecV. berus Ainsi, dans les mémes conditions, I'espece beréat capable d’assurer un
développement plus rapide et des mises bas plu®qa®, ce qui semble particulierement
avantageux pour exploiter les zones froides. Lesfopeances physiologiques et
comportementales que nous avons mises en éviddmzE\Vc beruspermettent de mieux
comprendre les différences au niveau de la reptamu(phénologie).

La sensibilité thermique du développement a atiiréntérét scientifique considérable.
Si la plupart des travaux ont été menés avec desémtures constantes (et donc souvent peu
réalistes), on sait désormais que la températurgenmz et les fluctuations thermiques
affectent le phénotype des jeunes a la naissanebl{wt al. 2001; Shine 2004 ; Du & Shine
2010). La thermorégulation maternelle est typiquanessociée a des cycles thermiques
journaliers et limitée par les opportunités d’expos. Une étude expérimentale récente chez
le python de ChildrenA. children) a démontré qu'un accés méme bref, a la températur
préférée, peut influencer la phénologie de la repebdn et optimiser le phénotype des
jeunes, en comparaison avec un régime de méme tauEemoyenne mais sans accédsgea
(Lorioux et al. sous presse). En terme fonctionfedces a la température préférée est donc
peut-étre plus important que la température moyemnda variance thermique pendant le
développement (Georges 1989; Du & Shine 2010). &rac la thermorégulation
comportementale (exposition accentuée), la femglielonge donc I'exposition aux
températures optimales de développement et optiaiis® la reproduction (phénologie et
phénotype ; Wapstra 2000). A la lumiere de cesltasuécents, les meilleures capacités de
thermorégulation révélées chédz berus pendant la gestation, offrent possiblement un
avantage majeur en permettant une optimisatioradeproduction, malgré des conditions
climatiques contraignantes. En outre, ces élémpatmettent de mieux comprendre les
avantages proximaux d’une thermorégulation actaesdes milieux froids, et réaffinent le

cadre théorique des colts-bénéfices (Huey & Slatfiro).

3. Etude de la distribution

Les situations de parapatrie sont un cas particoliela compétition interspécifique a été
I'hypothése la plus souvent soulevée, pour explideg limites communes a deux espéeces

proches (parapatrie par compétition). Toutefois thstributions parapatriques peuvent
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également étre I'expression d’adaptations conteasentre especes, qui exploiteraient de
maniéres différentes les gradients environnemer(i@garapatrie écologique ; Haffer 1986).

En effet, les travaux menés dans cette thése onmnguirer queV. beruset V. aspis
possédaient des adaptations contrastées genésadifféeences de performances, notamment
lorsque les conditions météorologiques étaient raggriantes. Néanmoins, ces adaptations
spécifiques sont-elles suffisantes pour expliqguellés seules les limites de distribution des
especes ? Devant les difficultés d’adresser lesdntions compétitives (McGill et al. 2006),
nous avons développé une approche originale, eioamt les méthodes corrélatives (niche
réalisée) et mécanistes (niche fondamentale). ten, ¢ comparaison des deux peut aider a
déduire les contributions respectives des factabristiques et biotiques sur les limites de
distribution, afin d’évaluer l'importance relatides possibles interactions compétitives entre

les especes.

3.1 Approche corrélative

Nous avons utilisé une méthode corrélative (BIOMOMur cartographier les niches
réalisées. Cette méthode permet de limiter les ki au choix des méthodes statistiques en
intégrant les incertitudes dans les prévisions. dNawons testé nos prédictions a l'aide de
consensus statistiques. Nous avons ainsi démontéeguevariables climatiques (température
maximale de l'air et rayonnement solaire ajustait 8uffisantes pour prédire la distribution
des deux especes. L'été joue un rble essentiel @qliquer la distributiorV. beruspar
rapport aux autres saisons. ldentifier les effets deadients environnementaux sur la
présence des especes est un élément crucial pfwir tks déterminants de la distribution
parapatrique (Bull 1991). Les courbes de réponsgemte de I'ensemble de nos modéles
statistiques ont montré des effets contrastés deiemts de température et de rayonnement
solaire sur les probabilités de présence des dspéces. Un seuil trés clair semble exister
chezV. berusavec une baisse de la probabilité de présencesaus de 22,5°C (températures
maximum estivales). La présence deaspisest, quant a elle, positivement associée aux
rayonnements solaires (nature héliophile), maisatiégment affectée par des températures
trop fortes. Le consensus des prévisions utiligsmtvariables climatiques a permis pour les
deux espéces de modeéliser la majeure partie dedlstriibution (niche réalisée). Ceci a été
possible malgré une basse échelle de résolutirgnicommunal), et alors que les variables
topographiques ou de I'habitat n'ont pas été cériid. Ces résultats corrélatifs appuient
fortement une influence prédominante de parametbéstiques (climat) sur la distribution
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des especes. lIs soulignent également le fort astetrdu gradient thermique sur la présence

de ces deux especes.

3.2 Approche mécaniste

Afin de comprendre la niche fondamentale des espaoeus avons considéré les traits
ecophysiologiques (le taux métabolique standarsl,plertes en eau et la performance de
reproduction), préalablement étudiés dans le cafirecette thése. Ces caractéristiques
physiologiques et phénologiques des deux especesténinjectées dans nos modeéles
meécanistes, pour cartographier leurs réponsesfep@s le long du gradient climatique en
France. Nous avons trouvé d’importantes variatisagssonnieres dans la maintenance
énergétique, ou le budget estival représente leeumgjpartie des besoins énergétiques
annuels. Le taux métabolique supérieuMdderusse traduit inévitablement par des besoins
plus élevés de maintenance tout au long du gradmrdidéré, expliquant vraisemblablement
pourquoi cette espéce est susceptible d'étre bndisds sa marge Sud (zone de contact¥vec
aspig avec des besoins énergétiques trop importangsigithentation exponentielle des codts
de maintenance le long du gradient climatique adét&ctée chez les deux especes. En
prenant en compte leur niche réalisée, les deuxcespgeartagent la méme limite supérieure
énergétique correspondant aux marges sud de leudarépartition. Cet élément suggere des
contraintes proximales identiques dans leurs besmingnergie, malgré des niches realisées
contrastées. Des résultats assez similaires ontrét&és sur la perte en eau, avec une
augmentation exponentielle le long du gradient atique ouV. berusprésente un niveau
beaucoup plus élevé. La saisonnalité était encare plarquée pour ce parametre, puisque
I'été contribue a environ 70% des pertes annueliesau pour les deux espéces.

L’effet du gradient climatique sur la date de nises est plus linéaire, mais reste en
accord avec les contrastes métaboliques obsarvégruspeut mettre bas, en moyenne, deux
semaines plus tot qué aspis Des études antérieures suggerent\guaspisest limitée dans
sa marge Nord par la performance de reproductiatestdates de parturition trop tardives
(Lourdais et al. 2004). En effet, les viperes sgénéralement des thermorégulateurs actifs
présentant d'importants besoins thermiques pourefaoduction (Saint Girons 1978 ;
Ladyman et al. 2003 ; Herczeg et al. 2007a). Lématons spatiales des dates de mises bas
soulignent les contraintes phénologiques au nivamuia limite nord de distribution d€.

aspis.
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3.3 Intérét d’une approche combinée

La compétition interspécifigue a généralement at@quée pour expliquer la distribution
parapatrique du genr&/ipera (Saint-Girons 1975a ; Monney 1996). Toutefois, ces
intéractions n'ont pas été démontrées dans leslgtigns syntopiques (Capizzi et al. 1995 ;
Capizzi & Luiselli 1996 ; Monney 1996 ; Luiselli 26D La compétition est cependant un
phénomene difficile a mettre en évidence en deld@pproches expérimentales (Luiselli
2006). Les études menées dans le cadre de cetse tygportent des éléments de
compréhension importants sur la distribution patrégpze.

Nous avons testé si ces limites géographiquesagpentvcorrespondre aux limites de
tolérance physiologique des especes. Nos travamomkéent que les deux espéeces semblent
limitées par des contraintes divergentes dansZene de contact, principalement di a des
colts métaboliques accentués en limite Sud pouverus,et a de faibles performances de
reproduction au Nord polr. aspis Les viperes sont caractérisées par de faiblssimg en
énergie (Zaidan 2003), et les deux espéces pattagenombreuses caractéristiques. Elles
présentent une faible fréequence d’alimentationnet neproduction sur réserves ou le stockage
de I'énergie est un élément crucial pour se repre@Bonnet et al. 2001 ; Bonnet et al. 2002 ;
Lourdais et al. 2003). L'augmentation exponentigdle colts de maintenance devrait avoir un
impact sur leur capacité a constituer des réseéresgétiques, et ainsi impacter leurs
possibilités de reproduction. Les modeles cori@lasuggerent que des conditions trop
chaudes limitent la distribution des deux espétaeslis que les modélisations mécanistes ont
montré que les deux espéces partageaient les mémts maximales énergétiques. Par
conséquent, les marges Sud de distribution soceptibles de correspondre principalement
aux limites en besoins en énergie des especes.

Les performances phénologiques peuvent étre désufacdéterminants du succés de
reproduction et de la spécialisation climatiquenklé & Gibbons 1977; Shine & Bull 1979;
Lourdais et al. en préparation Al). Nos résultatsiment que les deux espéces présentent des
dates moyennes de mises bas identigues au seiaudeniche réalisée respective, alors
gu'elles exploitent des gradients climatiques estéis. Cette convergence suggere des
contraintes phénologiques similaires. Nous avonsipatrer dans cette thése guieberusest
un thermorégulateur plus efficace pendant la gestéLourdais et al. en préparation Al), en
étant capable d'atteindre et de maintenir ses rner&fés thermiques lors de conditions
contraignantes. Une telle adaptation, combinée tawamétabolique plus fort, peut expliquer
le fait que de cette espece est capable d’expldigsr zones de plus hautes latitudes. En
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conclusion, ces éléments semblent supporter I'lings® d’une parapatrie écologique ou la
compétition entre les espéces semble représentghémomene marginal pour expliquer les
limites communes aux deux especes.

La partition par I'habitat a été mise en évideokez ces deux espéces en zone de
syntopie (Saint Girons 1975a ; Duguy & Saint Gird8§8 ; Monney 1996 ; Lapini 1983 ;
Luiselli et al. 2007 ; Martinez-Freiria et al. 2010Scali et al. 2011, Guillon et al. en
préparation A2). Ce phénomene pourrait refléter eddgences contrastées. Notre travail
suggere que dans les zones de syntopie, les esggesitgent dans leurs limites respectives de
performances (Guillon et al. en préparation A3)eldglection contrastée de I'habitat pourrait
refléter la modulation des codts et bénéfices adsoi leur adaptation climatique. Ainsi,
'espéce en limite Sud utiliserait des conditiomasdrisant la diminution de ses codts de
maintenance (énergie et eau), alors que I'espédienga Nord chercherait a maximiser ses
performances physiologiques (température préférégsiation).

En conclusion, nous avons montré que les adapsatiphysiologiques et
comportementales peuvent expliquer, en grandeepdatigamme climatique qu’une espéce
peut exploiter. Ainsi, le patron de distributionngéale pourrait étre le reflet d’adaptations
climatiques spécifiques au sein de ce groupe. lothgse de « ghost of competition past »
(Connell 1980) qui implique une séparation des rachkendamentales par compétition
pourrait expliquer ce patron de distribution. Tdoig I'hypothése d’espéces vicariantes
issues d’un processus de spéciation allopatriqaodefnent par une barriére physique) semble

étre une alternative possible.

4. Approche diachronique chez une relique glaciaire

L’approche diachronique est un élément importanirpoien comprendre la distribution
actuelle d'une espece. Cela permet d’avoir un maringde connaissances pour orienter les
stratégies de conservation sur ces especes liégsrai froid, ce qui est nécessaire dans le
contexte actuel des changements globaux (clintzlgtat).

4.1 Impact des variations climatiques durant le@emaximum glaciaire

Les contraintes climatiques fortes ont entrainé mempour la plupart des espéces, un
glissement de la distribution dé berusvers le sud. Grace a ses adaptations climatiques,
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'espece semble avoir trouvé des refuges dits pticyes », en dehors des refuges classiques
localisés dans les péninsules méditerranéennewdf®t& Lister 2001 ; Provan & Bennett
2008). Ainsi, nos résultats confirment la présetheees refuges nordiques pendant le dernier
maximum glaciaire, localisés au Sud du Massif @niét en cohérence avec les études
meneées chez d’autres espéces possédant des affirotthes (Banks et al. 2008 ; Svenning et
al. 2008 ; Habel et al. 2010). L’existence de dage nous indique une recolonisation post-
glaciaire beaucoup moins rapide que celle supppaéd aberlet et collaborateurs (1998) («
paradoxe de Reid » ; Clark et al. 1998). En eféstpece, et notamment les populations du
groupe du Nord, n'a pas colonisé I'Angleterre pmrManche alors que le Channel s’est
vraisemblablement installé entre vers -6000 andl@N& Long 2003).

Nos résultats permettent également de mieux commdaddistribution actuelle de
'espece. Par exemple, les modéles de répartitiédigent que I'espeéce pourrait étre présente
(du fait de conditions climatiques favorables) dssVosges ou sur le Mont Aigoual (au Sud
du Massif central). En raison des voies de coldimisaet du temps de colonisation, I'espéce
n'a probablement pas pu (absence de corridor atjone)t coloniser les Vosges. Au contraire,
d’autres especes de climat froid mais possédantajescités de dispersion plus importantes
(papillons), ont réussi (Habel et al. 2010). Sosealce du Mont Aigoual serait possiblement
lite a des phénoménes d'extinction plus récentannu® par exemple suite aux
réchauffements durant I'optimum climatique holoc&T®00 a -4000 ans). Toutefois, il reste
des questions a adresser comme par exemple soncabdans les Pyrénées ou encore
I'origine des populations du sud des Alpes fraresmislisparues au debut du siecle dernier
(Orsini 1984).

Ces informations démontrent 'importance, en teradesonservation, des populations
du Massif central a I'échelle européenne (sous-cip@eetique de I'Ouest). En effet, ces
populations sont les plus proches génétiquement pmgsmilations ancestrales (refuges
glaciaires) mais également les plus diversifieegtiguement. Enfin, I'existence de 2 entités
génétiques distinctes a I'échelle du Massif estlément important a prendre en compte dans
les stratégies de conservation de I'espéce.

Afin de répondre plus précisément a nos hypothéseda localisation des refuges
glaciaires et des voies de colonisation post-glaianous envisageons de modéliser la
distribution deV. berusdurant le dernier maximum glaciaire en utilisaas Idonnées
paléoclimatiques. Les données climatiques sonmhkmes que celles utilisées a I'échelle de la
France ou du Massif central, et permettrons deroatdr les informations de la génétique et

celles de la niche climatique de I'espéce.
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4.2 Impact des projections climatiques futures

Comprendre la réponse spatiale des espéces facenadifications futures est un moyen
robuste pour orienter les stratégies de conservalims résultats montrent qi& berus
pourrait disparaitre du Massif central a moyen &(2071/2100). Les projections climatiques
utilisées proviennent de modeéles « globaux », gupeuvent prédire les subtilités locales qui
pourraient tamponner les changements climatiques,garticulierement pour la température.
L'utilisation de prédictions issues de modeéles alilgues « régionaux » permettrait d’estimer
plus finement I'évolution de la distribution de dfgece pour prédire I'existence de refuges
plus pérennes pour I'espéce. Cependant, notre &upe montrer un effet drastique des
hausses des températures sur la limite Sud debdistn de I'espece, en lien avec les
adaptations climatiques de I'espéce.

Ainsi, le maintien de la qualité des tourbiereslet landes d’altitude semble étre une
action de conservation essentielle. Plus particinent, le potentiel effet de tampon
thermique des tourbiéres pourrait limiter les sffdes modifications climatiques futures,

permettant de conserver les espéces adaptéesmaxsdroids commy/. berus

5. Conclusions générales et perspectives

La modélisation de la distribution des especesusstiomaine de recherche en plein essor
depuis les 10 derniéres années (Guisan & Thuilg®52 En comparaison aux modeles
corrélatifs, des études récentes soulignent I'ingyae de prendre en compte la physiologie
des organismes pour mieux comprendre les mécanisxpiiguant la répartition des espéces.
(Kearney & Porter 2004 ; Somero 2005 ; Bernardop&ta 2007 ; Portner & Farrell 2008 ;

Kearney et al. 2009a ; Dillon et al. 2010 ; Hueyakt2010 ; Sinervo et al. 2010 ; Kearney
2012). Ces informations permettent d’adresser l'ichgies changements climatiques sur les
ectothermes. Par exemple, certaines études cersugéde temps d’activé des organismes
(Portner & Farrell 2008 ; Kearney et al. 2009b ljdpi et al. 2010 ; Huey et al. 2010 ; Sinervo
et al. 2010) prédisent que l'augmentation des teatpées devrait diminuer les temps

d’activité des especes vivant sous les tropiquas.céntraire, ces travaux prédisent des

bénéfices sur les espéces de climat tempéré / faviec des temps d’activité augmentés
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(Deutsch et al. 2008). Cependant I'évaluation degscliés a l'inactivité est essentiellement
abordée sous la forme de pertes d’opportunitésealiaires.

Les especes spécialisées dans I'économie d’énergieles taux d'acquisition tres
faibles et leur stratégie repose surtout sur I'éoaie de I'énergie acquise. Nos travaux sont
originaux car ils soulignent i) I'importance degase en compte des colts de maintenance et
i) les compromis physiologiques inhérents aux aatégts climatiques. Ces éléments sont
essentiels a considérer pour appréhender les eféstschangements climatiques chez des
especes a faibles besoins énergétiques. Nous agalEament pu soulever I'importance de la
reproduction et la sensibilité thermique embryormaie développement a été étudiée chez
les papillons afin d’expliquer les limites Nord destribution des espéces (Buckely et al.
2001), ainsi que la réponse phénologique des ptipgaface aux modifications climatiques
(Kearney et al. 2010a). La sensibilit¢ thermique dieveloppement et des colts de
maintenance sont probablement des mécanismes d@ets) aussi bien au niveau des
populations que de la distribution des especes @diréaffiner la compréhension des niches
fondamentales des espéeces, il est désormais cdiaijaicter les processus populationnels. En
effet, les modéles actuels sont principalementviddicentrés, ce qui limite les capacités
d'analyse. Si les difficultés méthodologiques semicore importantes, plusieurs études
commencent a développer cette approche innovamtegrabinant I'acquisition d’énergie, la
croissance et la fécondité (Buckley 2008 ; Kear2@i?2).

Dans le cadre de cette thése, nous avons développéapproche innovante intégrant
différents champs disciplinaires comme [I'écophymie¢ évolutive, les modélisations

spatiales des distributions (corrélative et médajiainsi que la phylogéographie. Cette
approche pluridisciplinaire a permis de cerner ladaptions physiologiques et

comportementales chez une espéce relique glacaii@bles besoins énergétiques, mais
également d’évaluer de maniere robuste ses répenhsmsrs implications face aux variations
climatigues. Nos travaux devraient apporter desnéldés nouveaux afin d’améliorer la

compréhension des mécanismes qui sous-tendenstiddiion des ectothermes terrestres.
Notre travail a également permis de montrer l'ini@oece d’'une approche combinant les
adaptations climatiques, la physiologie et la distion. Notamment, la prise en compte des
colts et bénéfices des performances (AngillettaOP@3t particulierement importante, et
pourrait pondérer les conclusions actuelles sur difsts bénéfiques des changements
climatiques sur les performances des ectothermbsautes latitudes (Deutsch et al. 2008). De

plus, I'intégration des contraintes physiologiqpespres aux organismes, comme la nécessité
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d’atteindre une température préférée durant le ldppement embryonnaire, semble
également essentielle afin de bien évaluer lesdtsur le développement. Une opportunité
pour tester cette question spécifique serait di@rdlimpact des modes de reproduction chez
une espéce possédant une bimodalité du mode deduspion, comprenant a la fois des
populations ovipares et vivipares. Ainsi, le |ézandpare ootoca vivipara serait un bon
modéle pour comparer les contraintes associéeslaux modes de reproduction (colts de
maintenance, sensibilité embryonnaire, tempérgioeéérée) et d’évaluer I'implication des
deux stratégies sur sa distribution.

Dans le cadre des changements climatiques, la mmseompte des tolérances
physiologiques et des codts et bénéfices associés semble particulierement pertinente.
Notamment, si I'hypothése d’adaptation au froid ealide a I'échelle des ectothermes
terrestres, I'importance des colts de maintenangeailenontrer un impact majeur sur la

persistance des espéces boréales.
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Summary

The importance of appropriate thermal conditionsindurembryonic development is a
universal feature among invertebrates and vertetrah fact, enhanced thermal conditions
have been credited as a key driving force for thelution of viviparity, particularly in
squamate reptiles where it has independently edobproximately 100 times. Multiple
hypotheses have been developed regarding the mwolot viviparity (e.g., pre-adaptation
hypothesis, cold climate hypothesis, maternal maatpn hypothesis), and each of these
theories incorporate benefits associated with ergdatizermal conditions during embryonic
development. To further develop these hypotheseésgritical that we understand the degree
to which thermal sensitivity varies across develeptal stages. Thus, we studied stage-
dependent embryonic sensitivity in a viviparouskenahe aspic viperipera aspiy We
manipulated female temperature at different stagfepregnancy (first, middle, and last
thirds). We imposed two contrasted daily cycles ioking reproductive (warm) or non-
reproductive (cool) female temperature profile. Blepmental rate was slowed by exposure
to the cooler cycle independent of the timing of éxposure. However, offspring phenotype
and behavior were more negatively affected when sx@ooccurred in the first third of
development. Exposure at later stages was lessnéetal and led to offspring compensatory

responses.

Key-words: maternal effects, viviparity, thermoregulation, egytbretention, development
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INTRODUCTION

Organisms are especially sensitive to environmefliadtuations during development
(O’Loan et al. 2007; Sarkar et al. 2007; Henry &ligaszek 2009; Williams and Casanova
2010; Mihaila et al. 2011)Alterations in developmental conditions can trateslato
detrimental effects with possible long-term andevaersible consequences (Lummaa and
Clutton-Brock 2002; Lummaa 2003; Gorman and Nad¥42 Meylan and Clobert 2005;
Auperin and Geslin 2008; Henry and Ulijaszek 2009)ernately, adaptive developmental
plasticity can occur in response to environment&@sc(Meyer and Bull 2002; Bateson et al.
2004) that are indicative of the postnatal envirentm(West-Eberhardt 2004; Monaghan
2008). These contrasted responses may depend amathee, intensity, and timing of the
environmental signals, as well as the ability afaae-providing parent to buffer its offspring
from environmental conditions (McDiarmid 1978; QGam-Brock 1991; Badyaev and
Ghalambor 2001; Reynolds et al. 2002; Gross 2005).

Mothers can influence the developmental conditminbeir progeny in many ways by
serving as an interface with the external envirammieor instance, a female can influence its
developing progeny via non-genetic mechanisms diety hormonal, immune, and nutrient
transfers (Muller et al. 2007; Tschirren et al. 20€urno et al. 2009). While maternal
influences on development can be substantial, 8teuld be addressed in the frame of
embryonic sensitivity, which is dynamic. Embryondevelopment involves complex
integrated steps (Andrews 2004). General orgaoizatiincluding neurulation and
organogenesis, occurs in earlier stages whereaatsogrowth is more pronounced during
middle and late development. Embryonic developnikinown to be particularly sensitive
during early stages (Sulik et al. 1981; Birchard &eiber 1995; Shine and Elphick 2001;
Andrews 2004), with perturbations at that time wftesulting in developmental disruption or
even death (Vercken et al. 2006, Brafia and Ji 280@erin and Geslin 2008; Barker 2009;
Wootton and Jackson 2009).

Embryonic thermal sensitivity is a universal featamong vertebrates (Deeming and
Fergusson 1991; Farmer 2000; Gillooly and Dodsdd02@janguren and Brafia 2003) and
invertebrates (Johnston and Benett 1996; Byrné. 089). Unsurprisingly, one of the most
taxonomically widespread targets of maternal infkes is developmental temperature
(Bernardo 1996). Viviparity has emerged repeatedlgquamates (>108) (Shine and Bull
1979; de Fraipont et al. 2000; Shine 1995; Black006). Squamates are predominantly
lecithotrophic (Stewart and Thompson 2000; Blackb@005), so maternal effort during
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pregnancy requires little to no energy transfethe offspring and instead is focused on
thermal influences, which are particularly pronoesh¢Tinkle and Gibbons 1979; Shine and
Harlow 1993; Shine 1995; Bernardo 1996). Graviddks typically display intense basking
behaviors and shifts in their thermal preferenat @recision (Robert et al. 2006; Shine 2006;
Webb et al. 2006). Selective factors involved in¢kelution of viviparity among squamates
have been intensely studied (Tinkle and Gibbon1%$hine 1995; Andrews 2002; Lynch
2009). Current theories posit that maternal theegolation is beneficial by accelerating
developmental rate and thus influencing date othbffcold climate model”, Tinkle and
Gibbons 1979; Shine and Bull 1979; Shine 1985; hy2@09). Maternal thermoregulation of
the developmental environment can also improvepafig quality by buffering offspring
from environmental conditions (“maternal manipwatihypothesis”, Shine 1995, 2006). To
date, these evolutionary hypotheses have usuadly bensidered independently (Shine 2003;
Ji et al. 2007; Li et al. 2009). However, multipbelective pressures may have been
responsible for a transition to viviparity (Rodrigtieidz et al. 2010).

In addition to understanding the benefits provibgdviviparity, it is also valuable to
understand the transitional process between otpand viviparity. For example, the “pre-
adaptation hypothesis” suggests that embryonicntbergulatory benefits observed in
viviparous species are an extension of a pre-egidbehavior in oviparous species (Shine
2006). Such a transition presumes that benefitsigedvby viviparity are additive across
developmental stages and, perhaps, are distinctngumsiages. Therefore a better
understanding of embryonic thermosensitivity arsd stage-dependent nature is critical to
understanding both the transition to and benefisvdd from enhanced thermal conditions
associated with viviparity.

since embryonic tolerance varies over the course of ldpweent, our general
hypothesis is that the significance of maternatrtta regulation will not be constant over
time. For instance, active thermoregulation shobéd critical at early stages to avoid
phenotypic alterations. In turn, dynamic embryoresponses to maternal temperature are
more likely during fetal life. Maternally derivedformation at the end of gestation should be
more reliable than early developmental cues foaldisthing a phenotypic match with the
postnatal environment (“anticipatory effects”: Fekal. 1997; Agrawal et al. 1999; Meyer
and Bull 2002; Leimar et al. 2006; Marshall andedR007). Finally, previous studies suggest
that thermal sensitivity of development is relatieethe different stages (Andrews 2004,
Lourdais et al. 2004). Hence, maternal thermaugrite on developmental duration should

also be stage-dependent.
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We experimentally altered the timing of thermalnsiaints on the developing
embryos in a temperate viviparous snake, the agpar (Vipera aspiy A previous study
suggests that severe weather conditions can limmtemal thermoregulation in this species
(Lourdais et al. 2004). Since the timing of suclerds is variable, our manipulations
provided an ecologically relevant assessment of gomioc thermal sensitivity. We imposed
constraining (cooler) daily temperature cycles oagpant females during either the first,
middle, or last thirds of gestation and addreskeddllowing predictions:

1- Offspring phenotype is more thermally sensigagly in development, and deviations from
maternally selected temperatures at early develofahestages should induce irreversible
developmental disruption.

2- Developmental rate is more thermally sensitiverduearly and mid gestation, which are
critical steps of somatic growth. Thermal altenasioduring these stages will slow down
developmental rate and delay date of birth.

3- Compensatory embryonic responses to maternam#ieconstraints are more likely

expected during late gestation (fetal life), ona@anorganizational processes are completed.

MATERIAL AND METHODS

Study species

The aspic viperYipera aspisis a small, venomous, viviparous snake of thetevasPaleartic
region. It is a typical capital breeder in that #des accumulate energy over an extended
period of time before engaging in reproduction (Betnet al. 2002; Lourdais et al. 2002). In
the northern part of its range, this species faigsificant weather fluctuations that greatly
impact reproduction (Lourdais et al. 2004). Ovwatiypically occurs during the first two
weeks of June (Saint Girons 1957, Naulleau 1980Ljirg gestation, females undergo major
behavioral changes. First, they display high thémpneference and a substantial increase in
basking time when compared to non-reproductive fesngSaint Girons 1952; Naulleau
1979; Ladyman et al. 2003; Lourdais et al. 2004erimoregulatory changes are coupled with
a decrease in both movement and food intake. Emalognd energy costs of reproduction are
high in this species with a substantial mortality reproductive females notably at the
northern limit of the distribution (Bonnet et al.a%® 2002).

Capture and maintenance
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Sixty reproductive female aspic vipers were co#dctin west-central France from
neighboring populations (District of Vendée, LoA#antique, and Maine et Loire) between
May 25 and June 17, 2009. The habitat was mainigote farmland and vineyards.
Reproductive activity was evaluated in the field hgnually palpating for ovarian follicles
and later confirmed in the lab using ultrasonogyaf®onosite MicroMaxx, Inc., Bothell,
WA, USA).

In the lab, each female was measured (= 0.5cmighed (x 0.1g), individually
marked, and then placed in an opaque plastic bG®& (X 30 x 16.5 cm) to minimize
disturbance. Each box contained a shelter, andrwagte suppliedd libitumin bowls. Each
female was then placed in a temperature-controliganatic chamber (Votsch
Industrietechnik,VP 600, Balingen, Germany) sebine of the five experimental treatments
described below. In nature, females typically da eat during gestation (Lourdais et al.
2002), so captive females were not fed until pértur. Among the 60 females, only 38
females subsequently ovulated. For each ovulatedhlée litter size was determined using
ultrasonography. Females were checked every dagnsure their well-being and to

accurately determine the date of birth.

Experimental design

In order to address stage-dependent embryonic #iesemsitivity we divided development
into three broad but relevant periods accordingviailable information (Hubert and Dufaure
1968, Andrews 2004; Lourdais et al. 2004):

1) First third: “early development”. Major embryarevents occurring including blastulation,
gastrulation, neurulation, and somite development.

2) Middle third: “embryonic growth”. Development tie optic vesicles and olfactory bulb,
appearance of the jaws, cloacal slit, genitalia, tamuk/tail scales; rapid growth of the
embryo and development of spiral-coiling.

3) Last third: “late embryonic growth”: fetal lifé&urther embryonic growth and completion

of development, including development of pigmewntatnd differentiation of head scales.

Daily temperature cycles

Reproduction in this species has been extensiveties! (Bonnet et al. 1999, 2001; Lourdais
et al. 2002). Pregnant females display high theprafierenceTse¢ 33°C), but environmental
constraints impose substantial daily thermal vemmtvith a pronounced decrease in body

temperature at night. We manipulated thermal camwt during gestation by applying
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ecologically relevant daily temperature cycles. Tthermal cycles (Fig. 1a) were designed
with Simpati software (version 2.06) and applieshgghe climatic chambers.

“Reproductive” (R) cycle: Chamber temperaturesv@3°C (pregnant femal&) for 9
hours, then, over the next hour, steadily declited8°C where it was maintained for 13
hours before returning to 33°C over an hour. Tdysle mimicked a typical daily thermal
profile of free-ranging reproductive females.

- “Non-reproductive” (NR or cold cycle): This cyckas similar to that of the R cycle except
that the upper plateau temperature was set at eatt@r than 33°C. This cycle reflects a
typical daily thermal profile of a free-ranging ncegproductive, post-absorptive female.
Relative humidity was held constant at 85% throughioe experiment.

Temporal application of temperature cycles

We designed five experimental treatment groups théiered in the timing of thermal
perturbations during gestation (Fig. 1b). In theéiropl treatment (O), females (n = 6) were
exposed to the R daily cycle during the entire ajest period. In the C1 (n =8), C2 (n = 10),
and C3 (n = 9) treatments, females were exposdaetdR daily cycle only during the first,
middle, or last third of gestation, respectively.the last experimental group, C females (n =
5) were exposed to the NR cycle for the entirea@st period. This treatment represents a
negative control where females are unable to actless preferred body temperature
throughout gestation. Females were allocated iath éreatment after accounting for snout-

vent-length and litter size.

Identification of embryonic stages and female tfans

Since this experiment relies on specific thermalley applied at three different periods of
development, the identification of embryonic stageas crucial for determining the
boundaries of each period. Importantly, in asppews, a pre-ovulation ecdysis occurs and
provides a reliable index for the onset of gestaffonL. pers. obs.). Females were regularly
checked using ultrasonography (Micromaxx, Sonoite, Bothell, WA, USA) to monitor
embryonic development. Embryos of each female wezasured (longest diagonal from the
top of the skull), and we evaluated the remainiriglias. We used embryonic traits available
in developmental tables (Hubert and Dufaure 196&stimate embryonic stages. Using these
data, we determined the average stage of embrygavielopment when the C1, C2, and C3
treatments were transferred to the NR temperatyeke ¢Table 1). Exposure duration to the

NR treatment regime lasted 31, 28, and 54 daysherCl, C2, and C3 treatment groups,
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respectively. While durations were unequal amomegtinents, our main objective was to
target relevant developmental periods. Developnhetdbles provide detailed embryo
descriptions, but no link has been made between yamiar stages, time, and temperature,
which strongly influence developmental process.ddgemve did not intend to divide gestation
into exactly three equivalent periods. Instead, fweused on the identification of the

contrasted steps in embryonic life described above.

Variables collected

1) Gestation length and litter composition

The influence of treatment on development timenisnaportant component of this work. We
considered the day of skin shedding as a proxywoillation and the onset of gestation.
Gestation length was then calculated for each fenilbm ovulation to parturition). The
components of the litter were characterized (unkbpesl ova, dead embryo, fully-developed
but stillborn, healthy offspring), counted, and gfead (+ 0.1g). Offspring were measured (£
0.1cm) and sexed. Stillborns were measured, wdjghd sexed when possible. Because we
could not distinguish unfertilized ova from ovattiad been fertilized but had died early in
embryogenesis, these were grouped in the sameocatégndeveloped ova). Using this
method, we gathered data from 37 clutches compok288 healthy offspring, 28 stillborns,

17 dead embryos, and 29 undeveloped ova.

2) Offspring quality

We used an integrative assessment of offspringitguély considering morphology,

physiology, and behavior. Shortly after birth, ndesawere removed from their mother’s
cage and housed individually in small plastic corges (10.5 x 30 x 16.5 cm). A polyvinyl

chloride (PVC) shelter was placed in each box,watkr was suppliedd libitum

Size and growthAt birth, we collected snout-vent length (SVL9tal length, jaw length, and

body mass (BM). Body condition was derived from tbsiduals of BM against SVL. These
data were also collected one month after birth dsess growth patterns. During the first
month of life, neonates were not fed, and growtlelgarelied on energy stores at birth.
Indeed, snakes hatch with residual yolk and fatsttinat are used for early hatching growth

and maintenance (Ar et al. 2004).
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Abnormalities The ventral surface of each individual was scdni@anon, CanoScan 8800F)
to determine the number of ventral scales and tle¥apence of split ventral scales (a
developmental abnormality). Skin patterns are agioblly significant in vipers, since they
provide multiple ecological signals (Wiister et2004), so we analyzed the total number of
abnormalities in the dorsal zigzag and lateral gpat. Abnormalities were defined as
irregularities and breaks in the general patterddifionally, a synthetic score of pattern
irregularity was attributed to each individual frdn(0 to 2 slight irregularities), 2 (3 to 6

irregularities), to 3 (>6 irregularities).

Defensive behaviomNewborn snakes are particularly vulnerable and@etdator behaviors

are fitness relevant (Burger 1998). We measuredndéfe responses just after birth. Without
prior manipulation, the neonate was manually restch allowing only the first third of the

snake’s body to be free. The snake’s body was gleetly contacted with a predator mimic
(a modified plastic bottle with two big eyes drawam it, Burger 1998). For the duration of
the 30-second trial, we moved the predator mimidraomt of the neonate using regular
movements and exerting regular contact with thekessabody. We categorized behaviors
expressed by the individual as “protective” (itded to hide, tried to escape), “no response”
(no obvious behavior expressed) and “defensiveoress (i.e., strike behavior). We recorded

the time to elicit the first strike, the numberstifikes, and the number of tongue flick.

Exploratory behaviorNeonate vipers are autonomous at birth and iddali exploratory

behavior is particularly relevant as it should bgoad indicator of the individual’s ability to
find suitable microhabitats in a new environmentlyOa few studies are available on
exploratory behavior at birth in snakes (Burghak€77; Holtzman et al. 1999; Almli and
Burghardt 2006), and we developed a standard metbhodssess neonate exploratory
behavior. The experimental design consisted of & 70 cm square PVC arena divided into
four compartments partially separated with 40 cghhiemovable partitions. Two opposite
compartments were fitted with a supplemental lightl heat source (60 Watt bulb) 10 cm
above the enclosure floor. The two other compartsbad no supplemental light bulb. Two
shelters were placed in each compartment. The digltces created a thermal gradient within
the system (ranging from 37.7 £ 0.1°C under the kearce to 21.8 + 0.1°C in the middle of
the arena). During trials, room temperature wa$ #81.0°C. Prior to beginning a trial, the
shake was acclimated in the middle of the arenarusmd®paque cover for 5 minutes. At the

onset of the trial, the cover was removed and srhmt®vior was video recorded for 15

216



ANNEXE

minutes (Sony, HDR XR100). Exploratory behavior vaasessed within 2 days of birth. We
assessed time spent before initial movement, tbtaé spent in “active exploration”
(movement or positioned erect on the wall), “passxeloration” (motionless but tongue
flicking and/or head moving), “passive” (motionlegghout tongue flicking or head moving),
“thermoregulation” (motionless under the heat seyrand “hidden” (under a shelter). We
also documented the number of visited compartmants the number of visited shelters.
Tongue flicks were also counted. Between trialg, éntire system was cleaned with 70%

alcohol to remove residual odors.

Traction strengthTraction force was measured at one month of agaandard conditions

(25°C, corresponding to the mean temperature divigpconditions). Three consecutive 30
seconds trials were conducted. We used a forcedumer (UFI, Morro Bay, California) to
assess offspring traction force (for methodologge sStahlschmidt and DeNardo 2009).
Traction force was recorded every 0.1 second. Batvaach trial the snake was released for
10 seconds, and then stretched again. For eathweacollected maximum force, average

force, total effort (i.e., sum of all recorded valyjeand number of contractions.

Standard metabolic rat&Ve used closed system respirometry in a temperamtrolled
environmental chamber (LMS LDT, Sevenoaks, KentjtédhKingdom; 25°C + 1°C) to

measure standard metabolic rate (SMR) of neonates nsonth after birth. Trials were

conducted between 1800 hr and 0800 hr. in opacecthambers (internal volume 2 I). The
methodology is described in detail in Leliévre kt(2010). Each individual was placed into
the test chamber 2h prior to testing, and trialalan (840 min) ensured sufficient,O

suppression (>0.1%).

3) Long-term effects
Winter survival:In the aspic viper, neonates often start hibeonatvithout any food intake.

We mimicked this situation by wintering individuafter the completion of all tests at one
month of age. Snakes were cooled to 8.0 = 0.1°@tive humidity 88.5%) in the climatic
chambers for 3 month, and we assessed the influgrtoeatment on survival.

First prey acceptancéfter overwintering, snakes were housed singl2stC. One month

after the end of the wintering period (i.e., at &ntins of age), snakes were offered their first
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prey, a fresh-killed neonate mouse (mean mass = 0.8 g, ~30% of the snake body mass).
The prey was offered in the evening, and consumptias assessed the following morning.

Statistical analyses

All statistical comparisons were performed with &ftware (version 2.12.1, Development
Core Team 2010) using linear models (Im models$s gtackage), mixed models (Ime models,
nlme package), and generalized linear mixed mddelsinomial distribution (gimer models,
Ime4d package). Significance was determined at agh@5 for all tests. We analyzed the
effect of thermal treatment on gestation lengthngisa one-factor analysis of variance
(ANOVA) with log-transformed data (to assess nortyahssumption). Due to a very low
survival rate in C neonates (n = 2), all followiagalyses were conducted excluding the C
treatment. Since siblings are not independentssizl units (Massot et al. 2004), we used
linear mixed models analyses, with mother iderdgya random factor, in all other statistical
tests. Body condition was calculated using residaéles from the regression of body mass
on snout-vent length (Jayne and Benett 1990; MadednShine 1999; Lourdais et al. 2002).
glmer models were used for the analyses of binarialles (propensity to strike during anti-
predator behavior tests and feeding success). hsidering exploratory behavior, the
proportion of time spent in each behavior categoag analyzed using linear mixed models
after a logit transformation of the data (Warton &l 2011). All pairwise comparisons were

realized using Tukey'post hodests (package multcomp).

RESULTS

1) Gestation duration and litter composition

Thermal treatment significantly influenced gestatitmation (i 3,= 22.174, p < 0.001; Fig.
2). Gestation was shortest in the O treatment (BA.2 days, Tukey'post hodest, Ovs all,

p < 0.01) and longest for the C treatment (123208tdays, Tukey'post hodest, Cvs all, p

< 0.01). Gestation durations in the partially comisied groups were intermediate with no
statistical difference among them: C1 (94.8 + 2.§sylaC2 (96.8 + 2.4 days), and C3
treatments (98.4 = 2.9 days), (Tukepst hoctests, p > 0.05). We obtained the same results
considering absolute date of birthy = 13.019, p < 0.001; Tukeyjsost hodest: O vs. all: p

< 0.01; C vs. all: p < 0.01; all other pairwise garisons: p > 0.05). Mean ordinal date of
birth was 298 (October 25), 269 (September 26), (B&ptember 28), 273 (September 30),
and 254 (September 11) for C, C1, C2, C3, and @ates, respectively.

218



ANNEXE

Proportion of living offspring in a litter was &#fent among thermal treatments
(glmer, p < 0.05). It was lowest for females frdme C treatment (12.5 % + 8.5; Tukepast
hoc test, Cvs all, p < 0.05), but there was no difference amtmg C1 (75.0% * 7.8), C2
(61.1 % + 8.2), C3 (78.1% * 7.4), and O (94.6% &) 3reatments. Number of live neonates
per treatment was 36 (O), 25 (C3), 27 (C2), 24 (@l 2 (C).

2) Offspring quality
Morphology and growth
SVL at birth was profoundly influenced by thermadatment (k2s = 3.510, p = 0.028, Fig.
3a), with neonates from the C1 treatment beingifsogmtly smaller than the other neonates
(Tukey’s post hoctests: O vs. C1, z = 3.229, p = 0.007; all othervgise comparisons: p >
0.05). Body mass at birth and body condition did diéfer among treatments (Table 2).
Relative jaw length was affected by thermal treat(E; ,s= 4.230, p = 0.014; Fig. 3b), with
neonates from the C1 treatment having a shorterlgagth compared to neonates from the
C3 and O treatments (Tukey®st hoctests: O vs. C1, z = 3.095, p = 0.011; C3 vs.Z3,
3.051, p = 0.012; all other pairwise comparisons:(p05).

Growth during the initial month of life was influeed by body condition at birth {f»
= 8.152, p = 0.006) and was faster for neonatdisarO treatment and slower for C1 neonates
(Table 2). Loss in body mass during the first rhoot life did not differ among treatments
(Table 2). Jaw length growth was significantly ugfhced by thermal treatment, but also by
initial jaw length (k7= 14.878, p<0.001) and body condition at birth = 10.061, p =
0.002). Neonates from the O treatment had greatergrowth compared to C3 treatment
neonates (Table 2).
Developmental abnormalities
We found a significant effect of thermal treatmentthe proportion of neonates exhibiting
split ventral scales (p < 0.05): split ventral ssalvere present in nearly all neonates from the
C1 and C2 treatments, whereas hatchlings from tie&@ment had the fewest proportion of
split ventral scales (Tukeyjsost hoctests: O vs. C1, z = -2.885, p = 0.019; O vs. £2,-
3.324, p = 0.006; all other pairwise comparisons:(p05). No differences were found among
groups in ventral scale number (Table 2).

Dorsal and lateral patterns were also affectedheymal treatment (Table 2). The
number of pattern abnormalities was highest in niesniaom the C1 treatment and lowest for
neonates from the C3 and O treatments. We obtaheedquivalent results when considering

pattern score (Table 2).
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Behavior

Anti-predator behavior at birth was modified byrthal treatment. Neonates differed in total
strike number and time before eliciting the firstke (Table 3): neonates from the C2 and O
treatments were more prone to strike than neonfates the C1 treatment. Moreover,
neonates from the C1 treatment were slower totehel first strike than were neonates from
the other treatments (Table 3).

Exploratory behavior at birth was profoundly inflwed by thermal treatments(fs=
3.051, p = 0.047; Fig. 4). The proportion of tinjgesst in active exploration was less for
neonates in the C1 treatment, and greater for ©Bates (Tukey'post hoctests: C3 vs. C1:

z = 3.024, p = 0.013; all other pairwise comparssgn> 0.05; Fig 4a). Additionally, neonates
from the C1 treatment spent more time motionless theonates from the other treatments
(Fs.26 = 5.003, p = 0.007; Tukeyjsost hoctest: C1 vs. all: p < 0.05; Fig. 4b). Neonatesrfro
the O and C3 treatments visited more shelters tiemmates from the C1 treatment £§=
3.608, p = 0.027; Tukey’sost hodests: O vs. C1: z =2.945, p = 0.017; C3 vs. L4 2.575,

p = 0.049; all other pairwise comparisons, p > QF§.4c).Tongue flick number was highest
for neonates from the C2 and O treatmentsE 3.220, p = 0.039) and lowest for C1
neonates, which had a tongue flick number approtain®0% of that for the C2 neonates
(Tukey’s post hoctests: O vs. C1, z = 2.739, p = 0.032; C2 vs.2L%,2.639, p = 0.042; all

other pairwise comparisons: p > 0.05; Fig. 4d).

Physiology and performance

Oxygen consumption was influenced by thermal treatn{Table 2), but also body mass
(F165=6.180, p = 0.016). Standard metabolic rate ohates from the C3 treatment was the
highest whereas O neonates had the lowest metahtdi¢Table 2).

Maximal traction force was highest for C3 neonated lowest for O and C1 neonates
(Table 3). We also found an effect of body mass;{E 91.071, p < 0.001) on maximal
traction force. For all treatments, maximal tractforce decreased over trials g = 9.008,

p = 0.003). Total effort was different among thaltmeatments (Table 3): neonates from the
C3 thermal treatment deployed a greater total fammpared to the C1 and O neonates
(Table 3). Total force was also dependent on bodgsr(k7; = 53.398, p < 0.001) and
decreased over trials (fn; = 41.156, p < 0.001). Total contraction number wwex
influenced by thermal treatment, but by body m&ssi(= 9.059, p = 0.004), and it decreased
over trials (fr 201= 84.404, p < 0.001).
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3) Long term impact

Overwintering survival

Thermal treatment significantly influenced wintemaval rate. Survival was lowest for C1
neonates (60.9%) with no difference among the remgitreatments (100% for the C2 and O
treatments, 96.0% for the C3 treatment).

Prey consumption

Consumption of the first prey item offered differggnificantly among groups (glmer, p <
0.05). Only 13.3% of the C1 juveniles acceptedrthiesst meal, while 69.4% of O juveniles
ate. Food intake was intermediate in the C2 (54.%8d C3 (50.0%) juveniles: Tukey®st
hoctests: Ovs. C1, z = 3.157, p = 0.008, all other comparisqrs,0.05.

DISCUSSION

Embryonic life is a complex, multiphase processdrenvs 2004; Henry and Ulijaszek 2009),
and sensitivity to perturbations may vary dramdiiicaver developmental time. Current
theories posit embryonic sensitivity as a majowridg force that may explain evolutionary
transitions (Farmer 2000). While temporal variatiorembryo thermal sensitivity is critical,
most studies on viviparity have not considered sofdrmation (Rodriguez-Diaz et al. 2010).
We demonstrate that functional benefits associatighl the two hypotheses regarding the
evolution of viviparity (maternal manipulation anmbld climate) are compatible in a
viviparous system. Our work underlines the impartammf embryonic sensitivity and its
complex dynamics over time. Maternal thermoregatatprovides additive benefits k)
decreasing development time (continuous effect) (@hdvoiding developmental disruption
(stage-dependent effect). Maternal thermal comggaimay also translate reliable
environmental cues and induce adaptive phenotypgpanses in late-stage developing
offspring. Our results are discussed in detailswel

Maternal control of developmental duration

First, maternal thermoregulation significantly ents developmental rate as proposed in the
“cold climate hypothesis” (Tinkle and Gibbons 1973hine 1983). This phenological
maternal effect is likely adaptive in that it inases the post-natal activity period (Oufiero and
Angilletta 2006). Date of birth is a relevant &8s parameter notably under climates where

activity time is constrained by an early winteripgriod (Olsson and Shine 1998; Altwegg et
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al. 2005). Early date of birth is known to influenbatching success and post-birth survival
(Olsson and Shine 1998; Warner and Shine 2007).r€uilts clearly support the functional
importance of maternal regulation on developmetiaé as proposed in the cold climate
hypothesis. Contrary to our initial prediction, béts of maternal regulation over

development where continuous rather than stagendepé

Maternal influence on offspring phenotype

Thermal influences on offspring quality were extetyndependent on the timing of exposure.
Offspring exposed to the cold temperature cycleearly or mid development exhibit
pronounced phenotypic alterations, suggesting apaatn on coordinated expression of
developmental genes and thus support our secondicpo®m. For example, the high
prevalence (>90%) of split ventral scales in thése groups advocates for disrupted
embryogenesis and such abnormities are often aésdawith fithess disadvantages (Forsman
et al. 1994; Shine et al. 2005; Lowenborg et al130Thus, deviation from maternal thermal
preference in the first third of gestation modifiegonate morphology and body proportions
more so than thermal deviations later in developm@werall, our results clearly support the
concept of high thermal sensitivity at early deveblental stages, since a moderate deviation
from maternal thermal preference translated intosudbstantial set of morphological,
physiological, and behavioral alterations.

Conversely, no such alterations were detected viteaiment occurred during fetal
life (C3). In turn, we even detected evidences dompensatory responses to maternal
temperature. For instance, highest SMR values weperted in this group while it was
lowest within the optimal group. Metabolic rate wasorded over one month after birth, and
these differences were not the result of short-teaversible embryonic acclimation (Du and
Shine 2010). Similarly, neonates impacted late veligment were more vigorous and had
higher stamina. These effects may constitute congperys responses to future adverse
environmental conditions as found in other rept{lesSteen and Janzen 1999; de Fraipont et
al. 2000; Angilletta 2009) and mammals (Canals let 2809). Indeed, low maternal
temperatures reflect thermoregulatory constraistoeated with severe weather conditions.
Such environmental constraints delay date of Kitthurdais et al. 2004, and above results)
and will expose neonates to a more thermally caimsirg environment (i.e., cold temperature
associated with fall season) (Angilletta et al. 200Qufiero and Angilletta 2006). Finally,
intermediate stages of embryonic development (Gear sensitive to deviations from

optimal temperatures notably in terms of generganization (morphological features).
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However, we did not observe significant physioladjicr behavioral alterations. Surprisingly,
C2 neonates appear similar to O neonates whendmimgj some specific behavioral traits
(tongue flick number in a new environment and stmikimber). These developmental stages
might represent a transition in embryonic sensitiiombining significant developmental
constraints with the ability to integrate materoaés and produce compensatory responses.
Hence, maternal access Ta: seems essential early in embryonic life to optemiz
major embryonic processes (Richardson et al. 1988jurn, the end of gestation was less
sensitive and neonates appeared better adapteshstraining (cold) conditions. Fetal life
could be a critical time window for the integratioh environmental cues and developing
phenotypic expression (West-Eberhardt 2004; Piersmd Van Gils 2011). Maternal
thermoregulatory constraints (limited acces3dg may transfer relevant information to the
fetus and favor a better phenotypic match to thea-patl environment (stage-dependent
effect). The “cold” signal transferred in late dim@ment may have shaped fetal physiology,
allowing the individual to be more efficient in @xpected cooler environment. Such stage-
dependent variation in embryonic response may lieatrto understanding the nature of
prenatal influences (Mousseau et al. 2008) ancetepart active maternal regulation (access
to Tset to guarantee coordinated development) from the rgmnldynamic perspective

(compensatory responses to environmental constjaint

Evolutionary implications

Our results point out the critical importance ofulating early but also intermediate
developmental stages to avoid phenotypic alterakiogh sensitivity at early stages is likely a
pre-existing developmental constraint that favdies evolution of egg retention (Qualls and
Andrews 1999; Shine 2004; Brafia and Ji 2007) andifred maternal thermoregulation as
observed in many oviparous species (Lourdais et2@08). Evolutionary transition to
viviparity possibly involved the extension of preisting behaviors as outlined in the “pre-
adaptation” hypothesis (Shine 2006). Narrow embig/timermal tolerance may also partially
be a secondary derived trait in viviparous systesitg;e maternal regulation provides more
reliable access to optimal temperature (Robert.e2QG06; Shine 2006; Webb et al. 2006).
We demonstrate that morphological and performaneasores are most influenced early in
development, so extension of embryo retention tibme the female would provide
progressively less additional benefits to the affgpas retention time increased. However,
phenological maternal effects were not stage-degr@ndVaternal control on date of birth

provides significant additive benefits and may axplcomplete embryonic retention notably
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under constraining climatic conditions (Wapstraaét 2010). Such control may also be
important in tropical environment where climate e@pitation) or trophic resources can
fluctuate. Thereby, we provide an original conttibn in understanding the transition to
viviparity; the transition may have involved adaéiselective forces that result in substantial
benefits byi) decreasing development time (continuous effect) ignonproving offspring
guality (time dependent effect). Additional studss critically needed to address these ideas

in other species and contexts.

Ecological relevance

Time-dependent embryonic sensitivity is also rehitvta better understand the demographic
impact of environmental variations (Gaillard et B997; Lindstrom 1999; Reid et al. 2003;

Descamps et al. 2008; Le Galliard et al. 2010).iRstance, several correlative studies report
significant cohort effects in relation to weathkeictuations (Lourdais et al. 2004; Le Galliard

et al. 2010) and variation in offspring phenotypedate of birth (Olsson and Shine 1997).

Thus, the timing of constraining weather may haweat@sting impacts on phenotypic

variation and may be a relevant facet in the undeding of environmentally induced cohort

variations.
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Table 1 Characterization of embryonic stages during expo the Non-reproductive”
thermal cycle in “C1”, “C2” and “C3” treatments ngiVipera aspislevelopmental tables

(Hubert and Dufaure, 1968) and estimations fromastinography.

Treatment Developmental stages Embryo mean size Estimated Cold exposure
during cold exposure {cm) remaining vitellus (days)
Ct 0to 35-36 0-1.02 > 60-70% 31
C2 35-36 to 39-40 1.02 10 2.36 60% to 30% 28
C3 39-40t0 43 up to 2.36 < 30% 54
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Table 2 Effects of the timing of thermal perturbationsidg gestation on morphological traits at birthpwth patterns, and metabolic rate of
offspring in the viviparous snaképera aspis Table shows mean values + SE.

GESTATION | TREATMENT Statistical Test: Tukey's posi hoc test

Trait C1 C2 C3 ) Effects of thermal treatment Cl 2 C3 O

BM (g) 4.88 £0.30 4.88 £0.30 5.34+£0.19 528+0.13 n.s.

BC 0.026 £0.023 -0.013 +£0.015 | 0.029+£0.010  -0.027 £ 0.009 n.s.

VSN 1458+ 1.3 1474+ 0.7 145.5+0.8 147.4+£0.38 n.s.

SVS number 239482 26.0+82 73+43 29+14 n.s.
Number of dorsal pattern abnormalities 6.8+0.5 5.0+0.6 33+0.5 35+04 F;,,=7.531,p =0.001 A  AB B B
Dorsal pattern score 29+£0.2 23102 19+£02 1.7+02 F;,, =4.816, p =0.009 A | AB B B
SVL growth (mm) 0.70 £ 0.12 1.09 £0.08 1.14 £ 0.11 1.16 £0.06 F;,5 =2.810,p=0.060 A | AB AB B

BM loss (g) -0.63 £0.10 -0.49 £ 0.04 -0.51 £0.05 -0.40 £ 0.03 n.s.
adjusted jaw growth (mm) 0.40 £ 0.06 0.52+0.05 0.34£0.05 0.62+£0.05 F;55=4.191,p=0.016 AB AB B A
O, consumption (mLh-1) 0.51+0.05 0.51+0.05 0.61 +0.06 0.38 +£0.02 Fi,, =2.846,p=0.05 AB |  AB B A

Note Abbreviations. BC: body condition, BM: body magdk; jaw length, SVL: snout-vent length, SVS: spéntral scales, VSN: ventral scale

number.
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Table 3 Effects of the timing of thermal perturbationsidg gestation on behavioral traits at birth in ti@parous snak&/ipera aspis.Table

GESTATION TREATMENT Statistical Test: Tukey's Post hoc Test
Trait C1 C2 C3 O Effects of thermal treatment Cl C2 C3 O
Anti-predator behaviour at birth
Proportion of strikers 0.54 £0.10 0.73 £0.10 0.80 +£0.08 0.94 £0.04 n.s
Strike number 29+0.6 7.3+£09 5.4+0.7 59+0.7 F,,,=3.754, p=0.024 A B AB B
Time before first strike 12.65+2.4 4.13+£0.64 7.07+1.62 6.20+£0.97 F1,,=4.958, p=0.008 A B B B
Proportion of protective response.  0.46 = 0.10 0.32+£0.10 0.32+0.10 0.40 £0.08 n.s
Tongue flick number 99+ 15 9.0+ 1.0 11.5+ 0.8 12.1+ 0.9 n.s
Exploratory behaviour at birth
Time to initiate the first movement ~ 117-5 * 55.9 36.7 £ 22.6 11.8 £ 2.5 11.3 £ 2.5 n.s.
% Time scanning 21.4+4.1 16.6 £ 4.1 79+13 18.6+2.2 n.s.
9, Time under shelter 17.3+49 222+6.0 203 £33 202 +£38 n.s.
Number of different visited shelters 09+0.1 2.1+04 1.9+0.2 22+03 F3,25 =3.075, P= 0.045 A AB AB B
Contraction force
Maximal contraction force (g) 65.8+5.8 82.0£58 91.9+55 70.7+2.9 F;,s=3.835p=0.022 A AB B A
Total contraction force (g) 5557.1+ 617.4 = 7448.9+695.4 | 8836+644.5 6039.0+361.0 F;25=3.819,p=0.022 A AB B A
Total contraction number 11.3 £ 0.6 147 £ 0.6 152 £ 0.5 139 £ 0.3 n.s
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Figures captions

Figure 1. Experimental design used during gestation. Thetreatments were based on two
different daily temperature cycles applied at ddfe times during gestation. (a) In the
optimal (“Reproductive”) daily cycle females readhbeir preferred body temperatuiieg =
33.0°C) for 9 hours, while the “Non-reproductive/ce (open circles) mimicked the thermal
regime maintained by non-reproductive females, Wwhiad a lowefTs (27.0°C). (b) The
five thermal treatments varied in relative frequeand timing of the two daily thermal cycles
during gestation. White and black bars represemogxre to Non-reproductive and

Reproductive daily temperature cycles, respectively

Figure 2. Impact of thermal treatment on gestation duraiiorVipera aspis Error bars

represent SE. Symbols not connected by the satee d&€ significantly different.

Figure 3. Impact of thermal treatment on (a) SVL and (b)LSAdjusted jaw length at birth in
neonateVipera aspis Error bars represent SE. Different letters abibnesymbols represent

significantly different values.

Figure 4. Impact of thermal treatment on exploratory bebes/in neonat&/ipera aspis (a)
time spent in active exploration, (b) time spent iomdess, (c) number of visited
compartments, and (d) number of tongue flicks. Elvars represent SE. Different letters

above the bars and symbols represent significaliffigrent values.
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« Reproductive » regime

« Non-Reproductive » regime
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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