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2 CHAPITRE 1. INTRODUCTION GENERALE

1.1 Un déclin majeur de la biodiversité

La biodiversité est caractérisée par des variations du nombre d'espéces au cours du temps,
avec des événements d’extinction et de spéciation (BARNOSKY et al. 2011). A cinq reprises
au cours de I'histoire de la Terre, le taux d'extinction a significativement dépassé les taux
habituels constatés avec des pertes de plus de 75% du nombre d’'espéces estimé. Ces éve-
nements exceptionnels ont été qualifiés d'extinctions de masse. Au milieu des années 1990,
on voit apparaitre le terme de 6™ extinction de masse référant & une nouvelle crise de bio-
diversité (LAWTON et MAY 1995). Cet évenement est directement attribué a des activités
humaines tellement étendues et importantes que les scientifiques estiment que nous avons

changé d'époque géologique pour passer de I'Holoceéne a I'Anthropocéne (CRUTZEN 2002).

Les changements globaux caractéristiques de cet Anthropocene exposent les organismes
vivants a un ensemble de stress biotiques et abiotiques de plus en plus forts (BEEBEE et
GRIFFITHS 2005). Les changements globaux les plus importants correspondent a la modifica-
tion et perte des habitats, I'exploitation directe des organismes, les changements climatiques,
la pollution chimique des eaux et des sols, et I'introduction d'espéces exotiques devenues en-
vahissantes (IPBES 2019). Ces menaces ont des impacts a toutes les échelles spatiales et
temporelles menant a un total de 28% d'espéces menacées dont 20% chez les animaux (IUCN
2019).

ROSENZWEIG et al. 2007 résument tres bien les possibilités qui s'offrent aux organismes :
« si les conditions climatiques changent au-dela des tolérances des espéces, elles pourraient ré-
agir en modifiant leur cycle de vie, déplacant leurs limites d'aire de répartition ou la densité des
individus, modifiant leur morphologie, reproduction ou génétique, ou en s'éteignant. ». Ainsi,
deux réponses existent pour éviter I'extinction : une modification adaptative des phénotypes
ou le déplacement vers des environnements plus favorables au maintien des populations. La
premiere stratégie peut permettre un large panel de modifications au niveau individuel, popu-
lationnel ou trangénérationnel conduisant a une persistance dans le milieu (MEYERS et BULL
2002). Ces modifications peuvent étre physiologiques (SEEBACHER, WHITE et FRANKLIN
2015; NORIN et METCALFE 2019), morphologiques (GOTTHARD et NYLIN 1995; BAILEY
2021), comportementales (SNELL-ROOD 2013) ou s'opérer au niveau des traits d'histoire de
vie (GOTTHARD et NYLIN 1995; MEYERS et BULL 2002), sur le court ou le long terme
(STEARNS 1989). Cela peut constituer une stratégie adaptative permettant aux espéces de
persister dans leur environnement. Néanmoins, lorsque ce n'est pas possible, une autre solution
existe : la dispersion (i.e. le mouvement d'un individu de son site de naissance vers son site
de reproduction ou entre deux sites de reproduction ; HOWARD 1960) pour la recherche d'un
environnement plus favorable. A large échelle, cela peut induire une modification importante

des aires de répartition des espéces avec par exemple des remontées latitudinales (BOISVERT-
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MARSH, PERIE et BLo1s 2019) ou altitudinales (POTTIER 2012; HSIUNG et al. 2018).
Jonathan LENOIR et al. 2020 ont ainsi réalisé une méta-analyse pour estimer les changements
d’aire de répartition d'un large panel d’espéces. Les ectothermes (notion détaillée a la section
1.2.1) sont ainsi les espéces dont les aires de répartition ont le plus changé depuis plusieurs
décennies avec par exemple de nombreux cas de remontées altitudinales chez plusieurs es-
péces vers des refuges climatiques (Amphibiens : MOSKWIK 2014; BOTTS, ERASMUS et
ALEXANDER 2015; Insectes : MOLINA-MARTINEZ et al. 2016; MORET et al. 2016). Les
travaux de Jonathan LENOIR et al. 2020 montrent néanmoins que ces changements d'aire
ne sont pas toujours facilités : les especes terrestres ont notamment des vitesses de dépla-
cement bien plus lentes que la vitesse du changement climatique actuel, en particulier les
espéces longévives aux faibles capacités de dispersion. Ce résultat peut s'expliquer par un
nombre conséquent de barriéres a la dispersion en lien avec la fragmentation anthropique des
habitats par |'exploitation des milieux (barrages hydroélectriques, champs agricoles, etc) ou le

regroupement de fortes densités de populations humaines Jonathan LENOIR et al. 2020.
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F1GURE 1.1 — Probablités d'impact des changements globaux sur les amphibiens a travers
le monde. a—f, Probabilité qu'un amphibien soit impacté par (a) l'industrie forestiere, (b)
I'agriculture, (c) la chasse, (d) la pollution, (e) les espéces invasives et (f) le changement
climatique. Les couleurs les plus foncées indiquent une plus grande probabilité. Une valeur de
0 indique qu'aucune espéce n'est affectée, de 1.0 que toutes les espéces le sont. Le gris indique
les zones comptant moins de dix especes pour lesquelles la probabilité d'impact n'a pas été
estimée. La menace avec la plus forte probabilité d'impact est illustrée par (g) ou les couleurs
correspondent a celles choisies pour a-f. L’ensemble des données a été modélisée sur une zone
de 50 km x 50 km. Source : HARFOOT et al. 2021
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1.2 Les Amphibiens : un taxon particulierement menacé

D'apres la liste rouge UICN (IUCN 2019), 41% des Amphibiens sont classés menacés a
I'échelle mondiale. C'est un pourcentage plus important que chez tous les autres Vertébrés
avec 37% d'espéces menacées chez les Raies et Requins, 26% chez les Mammiféres ou en-
core 21% chez les Reptiles non aviens. A I'échelle de la France métropolitaine, 23% d'espéces
d'Amphibiens ont ce statut. Cet état de conservation est dii a un déclin inquiétant du nombre
d'espéces, bien plus rapide que chez les autres taxons (STUART et al. 2004). Cette fragilité
particuliere s'explique par des caractéristiques éco-évolutives communes a cette classe taxono-
mique qui les rendent plus sensibles a un ensemble de menaces diverses (Figure 1.1; BEEBEE
et GRIFFITHS 2005; DALIBARD et al. 2020). Notamment, leur peau nue et perméable les
rend particulierement vulnérables aux pathogenes (Ranavirus, Batrachochytrium dendrobatidis
et B. salamandrivorans pour ne citer qu'eux) et aux polluants chimiques (ROWE, W. HOPKINS
et BRIDGES 2003; QUARANTA et al. 2009). Leur cycle de vie bi-phasique les soumet aux
contraintes autant terrestres qu'aquatiques ou la moindre destruction d'habitats (exploitation
forestiere, agriculture, destruction de zones humides) peut affecter la survie et/ou la reproduc-
tion des individus, et donc les empécher d'accomplir la totalité de leur cycle de vie (WAKE
1991; STUART et al. 2004). Leur faible capacité de dispersion les rend également beaucoup
plus sensibles a la fragmentation de leurs habitats (CUSHMAN 2006), facteur majeur de pertes
de diversité génétique (HOULAHAN et FINDLAY 2003), elle-méme influencant la fitness, le
développement, la résistance aux pathogenes ou la survie des individus (CLEGG, EPPERSON
et A. H. D. BROWN 1992 ; HUGHES et al. 2008 ; LAZZARO et LITTLE 2009). En tant qu'ec-
tothermes, ils sont dépendants de leur environnement thermique pour réguler leur température
corporelle, les rendant particulierement sensibles au réchauffement climatique actuel (détaillé
a la section 1.2.1). Enfin, I'introduction d'espéces peut constituer une problématique majeure
pour les taxons (détaillé a la section 1.2.2), avec des risques d'apports de nouveaux patho-
genes, de modification de I'utilisation de |'habitat ou de la structure trophique, voire des risques
d'interaction directe par compétition et/ou prédation (BEEBEE et GRIFFITHS 2005 ; SAVINI
et al. 2010; HAVEL et al. 2015).

Ainsi, ces menaces peuvent avoir des effets les unes sur les autres et accentuant les risques
pour les individus et les populations. L'ensemble des Amphibiens constituent alors des especes
de premier intérét d'étude en biologie de la conservation de par leur caractére bioindicateur.
Les especes bioindicatrices sont en effet définies comme des organismes qui refletent I'état
abiotique ou biotique d'un environnement. Elles illustrent I'impact d'un changement environ-
nemental sur un habitat, une communauté ou un écosysteme et peuvent informer de la diversité

d'un sous-ensemble de taxons ou de |a diversité totale dans une zone (GERHARDT 2002).
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FI1GURE 1.2 — Projections des différents scenarios d'augmentation de la température moyenne
mondiale de surface par rapport a la période 1850-1900. Le nombre de degrés en plus est
exprimé en fonction de I'année, la période passée est représentée en gris et les différents
scenarios futurs en couleur. Les ombres autour des scenarios SSP1-2.6 (bleu) et SSP3-7.0
(rouge) representent les intervalles de confiance évalués pour chaque scenario (probabilité
entre 90-100%). Les différents scénarios représentent le niveau des efforts réalisés par les Etats
concernant |'utilisation des énergies fossiles et les émissions de gaz a effet de serre. (SSP1-
1.9 correspond au scénario le plus optimiste ou les émissions diminuent drastiquement pour
atteindre la neutralité carbone en 2100). Traduit de : IPCC 2022
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1.2.1 Changement climatique

Le climat regroupe |'ensemble des phénomenes et parametres météorologiques qui carac-
térisent I'état moyen de |'atmosphere en un lieu donné. On considére qu'il y a changement
climatique lorsque I'état moyen change significativement sur une période précise (IPCC 2022).
Les changements climatiques actuels peuvent se caractériser par une augmentation de la fré-
quence et intensité de catastrophes météorologiques (pluies et inondations, incendies, tornades,
... ) et par des déreglements des paramétres climatiques comme la température. C'est le cas
du changement climatique actuel, caractérisé par un réchauffement global de la Terre de +
1°C entre 1900 et 2018 (ARNETH et al. 2019), avec des variations locales. Dans les Pyré-
nées, il a notamment été constaté une augmentation de +1,2°C entre 1949 et 2010 (OPCC
2018). Les différents scenarios définis récemment par le groupe d'experts intergouvernemental
sur I'évolution du climat (GIEC) mettent en évidence une future élévation des températures
moyennes de surface dont la limitation sous la barre des +2°C sera difficile mais reste envisa-
geable (Figure 1.2, IPCC 2022). Les risques majeurs ont ainsi été estimés suivant leur degré
d'intensité en fonction de |I'augmentation des températures futures et des différents scenarios
(Figure 1.2). Ainsi, dans les scenarios les plus optimistes (SSP1-1.9; Figure 1.2), une limitation
de I'augmentation des températures a +1,5°C a I'horizon 2100 rend hautement probable une
perte de biodiversité modérée dans les écosystémes terrestres et d'eau douce (Figure 1.3A) et

un impact fort sur les espéces menacées et endémiques (RFC1, Figure 1.3B).

FI1GURE 1.3 — Evaluation des risques en fonction de I'élévation des températures futures dans
les écosysteémes terrestres et d'eau douce (A) et en cas de faible (voire aucune) adaptation
des espéces (B). Source : IPCC 2022
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FIGURE 1.4 — Courbe de performance thermique théorique ou les tolérances thermiques
s'étalent d'une température critique minimum (CTmin) a une température critique maxi-
mum (CTmax) ou la performance est nulle. L'optimum thermique (Topt) correspond a une
performance maximale. La plage de tolérance thermique couvrant un certain pourcentage de
la performance mesurée est une variable souvent étudiée dans la littérature et correspond a
I'amplitude thermique (Tbr pour « thermal breadth, souvent étudiée pour une valeur de 80%
ou comme dans cet exemple 50%). La marge de sécurité thermique (« thermal safety margin
») correspond a une chute de performance sur une plage de températures passé |'optimum
mais ou la CTmax n'est pas encore atteinte. Traduit d'aprés SINCLAIR et al. 2016

Ces risques pesent en particulier sur les ectothermes, espéces animales dont les fonc-
tions biologiques majeures sont conditionnées par la température ambiante et ses variations
(ANGILLETTA 2009). Il a notamment été observé chez ces organismes des modifications phy-
siologiques en fonction de la température avec une augmentation globale des performances
entre une température critique minimum ou l|'organisme ne peut fonctionner et une tem-
pérature optimum ol ses performances sont maximales. Passé ce seuil thermique optimum,
les capacités physiologiques chutent jusqu'a un point nul arrivé a la température critique
maximum au-dela duquel un organisme ne peut plus survivre (R. HUEY et R. STEVENSON
1979; ANGILLETTA, NIEWIAROWSKI et NAVAS 2002). Cette courbe de performances ther-
mique (Figure 1.4) peut correspondre a la fitness des organismes (DEUTSCH et al. 2008;
OVERGAARD, KEARNEY et HOFFMANN 2014), leur croissance (KINGSOLVER et WOODS
1997), leur digestion (R. D. STEVENSON, PETERSON et TsuJi 1985; KINGSOLVER et
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Woo0Ds 1997), leur respiration (R. D. STEVENSON, PETERSON et T'suJ1 1985 ; KINGSOLVER
et WooDs 1997 ; KELLERMANN et al. 2019) ou encore leur locomotion (R. D. STEVENSON,
PETERSON et TsuJr 1985; KELLERMANN et al. 2019). Au sein d'une méme espéce, les
courbes de performances thermiques peuvent donc varier en fonction du trait étudié, mais il
est important de noter qu'elles peuvent aussi varier suivant le sexe (LATIMER, R. S. WILSON
et CHENOWETH 2011), la classe d'age des individus (SINCLAIR et al. 2016) ou la localisation
au sein de l'aire de distribution (ANGERT, SHETH et PAUL 2011). Des variations peuvent
également s'observer si |'expérience est menée a température fixe ou sous des variations ther-
miques et suivant le temps d'exposition (KINGSOLVER et WOODS 2016 ; KELLERMANN et
al. 2019).

Ainsi, une élévation globale des températures peut impacter différents traits, a différentes
échelles et avoir plusieurs conséquences. Des températures plus chaudes peuvent avancer la
phénologie des especes et entrainer une augmentation du taux de croissance permettant aux in-
dividus d’atteindre leur maturité sexuelle plus t6t (ATKINSON 1994 ; ANDERSON et al. 2001).
Un début de reproduction plus tot dans I'année et le cycle de vie peut constituer un avantage
direct avec une augmentation du nombre de générations par année (i.e. maximisation de la
fitness) (ALTERMATT 2010). Néanmoins, il a été démontré que ces individus pouvaient &tre
caractérisés par un taux de survie significativement plus faible, impliquant une diminution du
nombre d'individus dans la population (BESTION et al. 2015). Cet impact négatif de I'avan-
cement phénologique peut également s'illustrer par un décalage d'apparition saisonniére des
espéces provoquant des limitations d'acces aux ressources (« phenological mismatch hypohesis
» résumé dans RENNER et ZOHNER 2018). Les individus peuvent également étre soumis a
des aléas climatiques plus fréquents et plus importants, impactant leur survie, en particulier
celles des juvéniles (CROZIER et al. 2008). Bien que certaines populations et/ou espéces de
milieux froids peuvent bénéficier sur le court terme de cet avancement phénologique, il a tout
de méme été noté chez ces individus un impact négatif long terme sur la reproduction, le
développement et la survie des individus (LEVY et al. 2016 ; SCRANTON et AMARASEKARE
2017).

Ces phénomenes peuvent également favoriser la présence de certaines especes et la dis-
parition d'autres sur une aire géographique donnée. Dans les Pyrénées, on peut notamment
citer I'exemple du Lézard des Murailles (Podarcis muralis) largement réparti en basse altitude
qui colonise les refuges climatiques que constituent les milieux de plus hautes altitudes, en-
trant ainsi en compétition avec I'endémique Lézard de Bonnal (POTTIER 2012). Cet exemple
concerne des espéces autochtones aux aires de répartition proches, mais les modifications de
niche thermique dans les écosystémes peuvent aussi induire I'immigration, |'acclimatation et

la naturalisation d'espéces exogenes, voire leur propagation dans le cas des especes exotiques
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envahissantes JU et al. 2015; BOHER et al. 2016). Enfin, la modification des conditions cli-
matiques peut grandement affecter la pérennité des especes dont la détermination du sexe est
thermo-dépendante (cas des Reptiles non aviens et des poissons téléostéens). Les déséquilibres
de sex-ratio induits peuvent conduire a une baisse de reproduction par manque de partenaires
sexuels et/ou a une hausse de la consanguinité par manque de diversité génétique, ralentissant
les dynamiques de populations et augmentant les risques d'extinction des populations (F J
JANZEN 1994 ; Nicola J MITCHELL et al. 2008 ; N. J. MITCHELL et F. J. JANZEN 2010).

Tout I'enjeu repose donc sur l'intensité et la rapidité des changements subis et la capacité
des individus a y répondre. Des études ciblées sur des territoires et des espéces précises (comme
les espéces bioindicatrices) sont alors cruciales pour comprendre a quel niveau la hausse des
températures va avoir un plus grand impact et quelles stratégies de conservation sont possibles

pour aider les espéces a y faire face.

1.2.2 Introduction d’espéces

L'introduction d'espéces dans le milieu naturel par I'étre humain est un phénomeéne ancien
et généralisé (GALoP 2020). Qu'elle soit volontaire (a des fins alimentaires et/ou écono-
miques) ou involontaire (via le transport ou les échappés d’élevage / laboratoires), cette intro-
duction peut avoir des conséquences directes ou indirectes importantes sur les écosystémes.
Beaucoup d'études se sont concentrées sur le cas des especes exotiques envahissantes. On
peut notamment citer COLAUTTI et MACISAAC 2004 qui établissent cing stades successifs
nécessaires pour qualifier une espéce d'invasive. Une espéce exotique doit ainsi passer la pre-
miére étape du transport de son lieu d'origine a son nouvel environnement (stade ). Si cette
espéce survit dans ce nouvel environnement (stade Il), elle a alors la possibilité de s'y établir
en se reproduisant (stade Ill). Puis, les capacités de dispersion de I'espéce et I'adéquation de
I'environnement et des autres communautés trophiques vont permettre (ou non) a I'espéce
de devenir invasive en étant largement répartie et dominante dans son environnement (stade
IV puis V). Cette réflexion s'est portée sur les espéces invasives de maniére générale mais
s'applique en particulier aux espéces exotiques envahissantes (terme souvent trouvé comme
synonyme de « invasive »). Pourtant, comme le précise Valéry et ses collaborateurs en 2009,
une espeéce invasive peut aussi étre autochtone (VALERY et al. 2009). C'est le cas de la Truite
fario Salmo trutta qui fait partie des 100 especes les plus invasives a travers le monde mais
qui est aussi introduite au sein de son aire de répartition européenne (RAHEL 2007 ; Phaedra
BuDY et GAETA 2017).

Dans les Pyrénées, la Truite fario est naturellement présente dans les cours d'eau et a réussi
a coloniser certains lacs suite au retrait des glaciers mais ils restent peu nombreux (Figure 1.5,

GALOP 2020). Toutefois, I'empoissonnement de cette espéce est trés pratiqué et se concentre
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F1GURE 1.5 — Historique du pourcentage de lacs pyrénéens empoissonnés de 1820 a nos jours.
D’apres GALOP 2020.

surtout sur les lacs d’altitude, dont I'historique a été rigoureusement décrit par GALOP 2020.
L'introduction de truites dans les Pyrénées est caractérisée par un contexte socio-économique
particulier. Au XIXéme siecle d'abord, la truite est considérée comme une denrée de luxe dans
le tourisme thermal et les lacs constituent des viviers a ciel ouverts dans lesquels se servir. Mais
le manque d'organisation, de réglementation, voire d'équipements ne permettent pas d'em-
poissonner beaucoup de lacs et de nombreuses tentatives échouent. Il faut attendre la fin de la
seconde guerre mondiale pour voir apparaitre une stratégie d'empoissonnement plus organisée
grace a I'équipement plus moderne et donc plus efficace et la création des services Eaux et
Foréts et des fédérations de péche au début du XXeme. L'objectif n'est plus de viser un public
touristique gourmet mais des sportifs et des passionnés de péche de loisir et nécessite des
rendements bien plus importants. Ainsi, en 1940, 20% des lacs pyrénéens sont empoissonnés.
L'augmentation brutale et constante de la pratique des 1960 permet ensuite d'avoir en 2015
plus de 85% des lacs avec une présence de poisson avérée (Figure 1.5). Aujourd’hui encore,
I'activité de péche récréative constitue une part importante de |'économie pyrénéenne et a
une forte dimension culturelle — voire patrimoniale pour certains (GALOP 2020). Pourtant, on
connait maintenant les potentiels impacts d'une telle pratique sur les écosystemes lacustres.
Tiberti et al., ont notamment montré la diminution significative de I'abondance de macroin-
vertébrés (TIBERTI, HARDENBERG et BOGLIANI 2014) et I'exclusion de la Grenouille rousse
(Rana temporaria) (T1BERTI et HARDENBERG 2012) en présence de Salmonidés dans les lacs
alpins. Dans le cas de la premiere étude, ils ont ainsi constaté |'extinction locale de plusieurs
groupes de macroinvertébrés par une trop forte pression de prédation des poissons tandis que
quelques rares taxons semblaient étre favorisés par cette introduction, bénéficiant d'une réduc-
tion forte de compétition entre macroinvertébrés. La présence de poissons a ainsi complétement

changé la structure trophique des lacs alpins concernés. Dans le cas de la seconde étude, la
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présence de Salmonidés semble provoquer un facteur d’'exclusion de R. temporaria mais il est
impossible de savoir si cette absence est la conséquence d'un évitement des lacs empoissonnés
ou une extinction locale des amphibiens suite a I'empoissonnement. Dans les deux cas, cette
exclusion peut &tre 13 aussi une conséquence de la prédation des poissons (sur les oeufs et
larves de grenouilles) et/ou d'une compétition pour les ressources alimentaires par exemple.
Par prédation ou compétition, R. temporaria est ainsi privée d'autant de sites de reproduc-
tion qu'il y a de lacs empoissonnés, ce qui peut fortement diminuer la taille des populations
et constituer des barriéres a la dispersion. Les travaux de Tiberti et al. dans les lacs alpins
ne sont pas les seuls sur le sujet et plusieurs études ont pu observer des résultats similaires
dans d'autres écosystémes lacustres (BRONMARK et EDENHAMN 1994 ; HAMER, LANE et
MAHONY 2002; KNAPP 2005; ORIZAOLA et BRANA 2006; MIRO et VENTURA 2020)
attestant que l'introduction de poissons prédateurs dans des écosystémes naifs peut conduire
a des déreglements du fonctionnement des écosystémes et un changement de la biodiversité
qu'ils abritent. PILLIOD et PETERSON 2001 ont méme montré qu'une trop large colonisa-
tion des lacs états-uniens par |'introduction de truite (90% de la surface totale d'écosystemes
lentiques disponibles) pouvaient induire la disparition d’Amphibiens de paysages entiers — y
compris de sites sans poissons — par un manque trop important d'habitats favorables a la

reproduction ou I'hivernage des espéces.

Les études historiques ou d'impacts écologiques de |I'empoissonnement se concentrent sur
les lacs parce que la présence de poissons y est souvent artificielle, pourtant cette pratique
concerne aussi les cours d'eau. Bien que historiquement plus réglementée que I'empoissonne-
ment des lacs (GALOP 2020), la pratique s'opére dans des cours d'eau originellement sans
poisson ou en renforcement de populations déja existantes (CHAT et al. 2015). L'impact d'une
introduction artificielle réguliére et parfois abondante d'un prédateur n'est pourtant pas anodin
et il est important de le quantifier pour une gestion durable de la péche, de la biodiversité et

des écosystemes.

1.2.3 Le Calotriton des Pyrénées

Le Calotriton des Pyrénées ( Calotriton asper, DUGES 1852) est un urodéle endémique du
massif. Rhéophile, c'est une espéce caractéristique des courants de montagne frais et bien
oxygénés. Sténotherme, elle supporte mal les fortes variations de température. Bien que ses
tolérances thermiques ne soient pas connues, il est plusieurs fois documenté que la température
de 15°C se rapprocherait de son optimum de développement (CLERGUE GAZEAU 1983;
SILVESTRE 2011. Son aire de répartition s'étale de la Catalogne au Pays Basque, incluant
I'ensemble des départements pyrénéens francais et espagnols, ainsi que I'Andorre (Figure 1.6).

On la retrouve ainsi sur un large gradient altitudinal, de 100 a 2400 m d’altitude (POTTIER



1.2. LES AMPHIBIENS : UN TAXON PARTICULIEREMENT MENACE 13

FIGURE 1.6 — Aire de répartition de Calotriton asper. Crédit : Société Herpétologique de
France

et al. 2021). L'espece rencontre donc des climats et écosystémes variés, allant des foréts de
feuillues (voire des rivieres souterraines) de |'étage collinéen jusqu'aux larges pelouses de I'étage
alpin (N1coL 1990; POTTIER et al. 2021).

Cette variété de conditions environnementales nécessite des capacités d'adaptation parti-
culiéres pour les populations qui ont développé des caractéristiques éco-évolutives distinctes.
Les différences inter-populationnelles sont telles que pendant longtemps les différents morphes
de C. asper étaient considérées comme des espéces distinctes. C'est officiellement Duges en
1852 (DUGES 1852) qui entame cet historique avec la premiére description attribuée au genre
Hémitriton. Plusieurs noms de genres et d'espéces vont se succéder pour les descriptions des
différentes populations ( Triton sp., Calotriton punctulatus, Euproctus sp. — attribués par Du-
méril, Bibron ou Gray pour ne citer qu'eux (A.M.C DUMERIL, BIBRON et DUMERIL 1854 ;
GRAY 1858)). Il faudra attendre la fin du XIX®me siécle pour la reconnaissance de I'hétérogé-
néité anatomique et morphologique. En 1882, les travaux de Boulenger (BOULENGER 1882)
regroupent la plupart des especes d'Urodeles d'Europe au sein du genre Molge, avec M. aspera
pour le Calotriton. Beaucoup de confusions ont également été faites avec les deux espéeces d'eu-
proctes que I'on retrouve en Corse ( Euproctus montanus) et Sardaigne (E. platycephalus). De
la considération de 3 « sous-espéces » d'une méme espéce par Roule et Dehaut (ROULE 1909 ;
DEHAUT 1920) a la distinction de 3 espéces d'un méme genre par Boulenger (BOULENGER
1910), le début du XX®me siecle voit débattre plusieurs scientifiques sur la taxonomie de ces
3 urodéles. La thése de Despax en 1923 (DESPAX 1923) marque I'historique de I'espéce avec

une description précise et large sur sa répartition, son anatomie, son histologie, son éthologie
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et son développement larvaire. Ses travaux seront complétés par différents scientifiques pyré-
néens — Monique Clergue Gazeau en téte — tout au long du XX®me sigcle (CLERGUE GAZEAU
1972 ; CLERGUE GAZEAU 1976 ; MARTINEZ RICA et CLERGUE GAZEAU 1977 ; CLERGUE
GAZEAU et MARTINEZ RicA 1978; CLERGUE GAZEAU et BONNET 1979; (GASSER et
CLERGUE GAZEAU 1981; CLERGUE GAZEAU 1983; CLERGUE GAZEAU 1987; NIicOL
1990). Il faudra attendre les avancées techniques du XXléme siécle pour avoir une carac-
térisation précise de la phylogénie des différentes especes d'Urodéles. En 2005, Carranza et
Amat déterminent ainsi la taxonomie, la biogéographie et I'évolution des espéces grace a des
marqueurs génétiques et mettent en évidence (1) I'éloignement phylogénétique de la partie
pyrénéenne (Calotriton sp.) de la partie méditerranéenne (Euproctus sp.) et (2) I'existence de
2 espeéces pyrénéennes (CARRANZA et AMAT 2005). Le Calotriton des Pyrénées (C. asper)
et le Calotriton de Montseny (C. arnoldi endémique du massif de Montseny en Catalogne)
sont alors bien différenciés des Euproctes corse et sarde. Néanmoins, cet historique dense
n'est pas anodin : I'ensemble des travaux récents s'accordent a mettre en évidence des diffé-
rences génétiques (LUCATI, MIRO et VENTURA 2020 ; CAMARASA 2021), comportementales
(TROCHET, DUPOUE et al. 2018), physiologiques (cf. Chapitre I, (GUILLAUME et al. 2020 ;
DELUEN, BLANCHET et al. 2022), ou encore morphologiques (TROCHET, DELUEN et al.
2019; CAMARASA 2021) entre les populations de Calotritons.
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Comme tous les Amphibiens, le Calotriton des Pyrénées est soumis a de multiples menaces,
le classant vulnérable sur la liste rouge UICN (Figure 1.7; FRANCE, MNHN et SHF 2015).
En 2020, Dalibard et son équipe ont identifié sept menaces majeures pesant sur le Calotriton :
le changement climatique (détaillé dans la section 1.2.1), les maladies émergentes (i.e. le
chytride et ranavirus), I'introduction et translocation d'espéces (détaillé dans la section 1.2.2),
la qualité de I'eau (i.e. salage des routes en hiver, nitrates agricoles), I'industrie forestiére,
les activités hydrauliques (i.e. barrages hydro-électriques et les variations de débit induites)
et les activités aquatiques récréatives (i.e. canyoning, rafting). Cet article met I'accent sur la
nécessité de quantifier ses menaces pour I'élaboration de plans de gestion (DALIBARD et al.
2020).

La plupart des études déja réalisées sur |'espece se sont concentrées sur son anato-
mie (DESPAX 1923; CLERGUE GAZEAU et BONNET 1979; SERRA-COBO, UIBLEIN et
MARTINEZ-RICA 2000 ; TROCHET, DELUEN et al. 2019), ses traits d'histoire de vie (CLERGUE
GAZEAU 1976 ; CLERGUE GAZEAU 1983; CLERGUE GAZEAU 1987), son régime alimen-
taire (SANCHEZ-HERNANDEZ, MONTORI et G. A. LLORENTE 2019), sa taxonomie et sa
répartition génétique (CARRANZA et AMAT 2005; MONTORI, G. LLORENTE et GARCIA-
PARIs 2008; MILA et al. 2009 ; LucATI, MIRO et VENTURA 2020 ; CAMARASA 2021), la
caractérisation de son habitat (DALIBARD et al. 2020) ou son écologie générale (DALIBARD
2021; POTTIER et al. 2021). MONTORI, G. LLORENTE et GARCIA-PARIS 2008 ; MILA et
al. 2009 ont également mis en évidence les faibles diversité génétique et capacité de dispersion

du Calotriton des Pyrénées.

Malgré ces travaux denses, peu d'études ont cherché a estimer |'impact de facteurs bio-
tiques ou abiotiques sur les individus ou les populations de C. asper. On peut évidemment
citer diverses études comme celles qui ont constaté une corrélation entre présence de pois-
sons et absence de C. asper (MONTORI 1997 ; MIRO, SABAS et VENTURA 2018; MIRO
et VENTURA 2020), notamment au sein des lacs que I'espéce n'occupe actuellement peu ou
plus (POTTIER et al. 2021). Les travaux de MARTINEZ-SILVESTRE et al. 2020 également,
qui décrivent le statut sanitaire de C. asper face au chytride. Un manque de connaissances
reste néanmoins a combler sur le Calotriton des Pyrénées et ses réponses face aux différentes

menaces des changements globaux.
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1.3 Outils techniques utiles a la conservation

1.3.1 L’écophysiologie

L'écophysiologie est une discipline récente qui cherche a établir le réle et I'importance des
processus physiologiques (digestion, excrétion, respiration, etc.) dans les caractéristiques et
réponses écologiques des especes (BRADSHAW 2003). L'intérét est ainsi de mieux comprendre
les mécanismes physiologiques mis en place chez les organismes pour faire face aux variations
du milieu. Cette discipline peut ainsi s'inscrire dans des objectifs de recherche fondamentale
mais aussi servir d’outil et d'angle d'approche pour de la recherche plus appliquée, afin d'éva-
luer de maniére précoce les effets de |'environnement et des activités anthropiques, mais aussi
les prédire. En effet, un stress peut entrainer une série de réponses physiologiques a |'échelle
des individus impactant d’autres paramétres comme la croissance, les comportements de fo-
raging, la capacité de fuite d'un prédateur, ou la fitness (ANGILLETTA 2009). C'est donc la
physiologie des individus qui va étre le plus rapidement modifiée en réponse a des facteurs envi-
ronnementaux biotiques ou abiotiques. Or, ces changements physiologiques individuels peuvent
avoir des répercussions a court terme a |'échelle de la population (par exemple, une baisse de
fitness individuelle peut avoir des répercussions sur les dynamiques de population ; MARKERT
et al. 2010) et/ou long terme a I'échelle transgénérationnelle (par exemple, un stress thermique
peut diminuer la production de gamétes qui, si ce trait est héritable, peut engendrer une perte
de fertilité sur plusieurs générations; GEMMELL, METCALF et ALLENDORF 2004 ; HANSEN
2009 ; CHIRAULT et al. 2015). |l est ainsi crucial de s'intéresser aux impacts physiologiques
d'une variable environnementale pour anticiper les conséquences possibles d'un changement
environnemental sur les individus et les populations. On peut donc estimer sur le court et le
long terme I'impact d'un facteur environnemental et suggérer des mesures de conservation

adaptée pour la protection de |'espece cible.

Un parametre physiologique tres étudié est le taux métabolique standard. Sa mesure indique
le colit énergétique minimum pour maintenir en vie un organisme (CAREAU, KILLEN et
METCALFE 2014). Il est soumis a des trade-offs et influence fortement I'allocation d'énergie
aux différentes fonctions vitales de I'individu (CLARKE 1993). Ce taux métabolique standard
est mesuré par la quantification de la consommation d'O2 d'individus adultes au repos, a jeun
et en dehors de toute période de reproduction (HULBERT et ELSE 2004). Cette mesure globale
constitue une réponse court terme qui permet d'avoir une vision quasi immédiate de |'impact
d'une variable environnementale sur la physiologie d'un organisme. En plus de son intérét
scientifique, la consommation d'O2 représente un avantage technique non négligeable puisque
sa mesure est facile, peu invasive et « passive » : I'animal n'a pas besoin d'étre actif pour que

la donnée soit rigoureuse. Dans le cas du Calotriton, animal placide mais peu coopératif, c'est
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la mesure idéale. Peu d'études se sont intéressés a la physiologie du Calotriton mais la plupart
a effectivement utilisé la consommation d’O2 comme proxy du métabolisme (voir par exemple
HERVANT, MATHIEU et J.P. DURAND 2000; HERVANT, MATHIEU et J. DURAND 2001 ;
SCHLEGEL, BRIEGLEB et BULOG 2006 ; ISSARTEL et al. 2010 ; GUILLAUME et al. 2020). La
physiologie du Calotriton a ainsi été principalement étudiée sous |I'angle cavernicole de I'espece :
soit comme point de comparaison avec d'autres espéces d'amphibiens cavernicoles strictes
(i.e. le Protée anguillard Proteus anguinus) soit afin d'étudier quels mécanismes permettent
au Calotriton de survivre dans les grottes sous-terraines. Aucune étude a ma connaissance
n'a utilisé d'approche écophysiologique pour établir la relation entre métabolisme et stress

(température et présence d'un prédateur) chez C. asper.

1.3.2 La détection d’ADN dégradé

La détection de I'ADN dégradé d'une espéce dans différents substrats (eau, excrétions,
tissus, etc.) est une technique récente permettant soit d'identifier par metabarcoding I'en-
semble des espéces présentes soit d’estimer précisément la présence d'une espéce cible. Cette
technique pas ou peu invasive nécessite des outils et protocoles biomoléculaires adaptés a la
détection d'ADN dégradé et permet I'évaluation (i) de la distribution d'une espéce exotique
envahissante ou menacée (FICETOLA, MIAUD et al. 2008; SECONDI et al. 2016), (i) de
I'état sanitaire de populations menacées par la présence de pathogenes ou parasites (BYRNE
et al. 2017; DUVAL et al. 2021), ou (iii) des relations trophiques d'une communauté par
la caractérisation des régimes alimentaires (BIFFI et al. 2017; MONTERROSO et al. 2019).
En plus de son intérét scientifique évident, la détection d’ADN dégradé permet une précision
parfois plus rigoureuse que les méthodes traditionnelles de détection d'espece sur le terrain.
Elle est adaptée a plusieurs especes et milieux et permet une économie de temps et de moyens
humains non négligeables (DEJEAN et al. 2012; BIGGS et al. 2015; LARAMIE, PILLIOD et
GOLDBERG 2015).

L'échantillonnage est ainsi grandement facilité, notamment dans le cas d'espéces aux com-
portements cryptiques ou vivant dans des zones difficilement accessibles, comme le Calotriton
des Pyrénées. L'extraction et I'amplification de I"’ADN se fait ensuite en laboratoire grace a
I'élaboration d'amorces génétiques et permet d’'avoir une analyse claire et précise de la pré-
sence/absence voire quantité d'’ADN de I'espéce cible. Développer et diffuser des amorces

spécifiques a la détection d'espéces menacées représente ainsi un objectif de conservation fort.
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1.4 Objectifs et présentation du manuscrit

L'objectif général de ces travaux de thése est de caractériser |'impact de deux composantes
des changements globaux sur le Calotriton des Pyrénées : le réchauffement climatique et
I'introduction de Salmonidés pour la péche récréative. Ces deux éléments ont d'abord été
étudiés indépendamment dans les chapitres 2 et 3, puis de maniére combinée dans le dernier
chapitre. Ce manuscrit présente les résultats sous forme d’articles scientifiques, déja publié

(chapitre 2) ou en cours de finalisation (chapitres 3 et 4).

Le chapitre 2 analyse I'impact des températures sur la physiologie du Calotriton a partir de
la mesure d'un indicateur du taux métabolique. Les travaux de TROCHET, DUPOUE et al. 2018
ont montré une différenciation des préférences thermiques en fonction de I'altitude d'origine des
populations. Il était donc important d'inclure cette donnée dans I'étude en échantillonnant des
populations de haute et basse altitudes afin d’estimer une éventuelle différence de sensibilité
thermique entre ces deux groupes. J'ai ainsi mesuré la consommation de dioxygene — mesure
du métabolisme — des animaux a 11 températures au sein de populations issues de 6 altitudes
différentes en faisant I'hypothese d'une consommation plus importante chez les individus de
haute altitude.

Le chapitre 3 s’est lui focalisé sur I'intérét des outils moléculaires pour différentes problé-
matiques de gestion avec |'élaboration d'amorces génétiques spécifiques a C. asper et adap-
tées a la détection d’ADN dégradé. Bien que la plupart des populations de Calotriton soient
maintenant connues, il reste encore des sites qui présentent des conditions environnementales
favorables a la présence de I'espéce et/ou qui ont été documentés comme colonisés par C.
asper mais ou aucun individu n’a été observé depuis longtemps (POTTIER et al. 2021). Dans
un premier temps, la présence ou non de |'espéce a ainsi pu étre déterminée par analyse d’ADN
environnemental au sein de son aire de répartition. Dans un second temps, je me suis intéressée
a I'impact de la présence in situ de Truite fario S. trutta sur les populations de Calotritons.
MONTORI 1997 a montré la prédation de la Truite sur C. asper avec des individus adultes
et larves observés dans les contenus stomacaux des poissons. Néanmoins, cette prédation n'a
pas été quantifiée a ma connaissance. L'objectif a donc été de mener une premiere étude
d’estimation de la pression de prédation par détection d'’ADN de C. asper au sein des féces de
S. trutta. Etant donné la taille de la majorité des Truites observées et la taille des Calotritons,
j'ai supposé que la prédation se faisait majoritaire sur les stades larvaires. Deux sessions de
péche ont donc été réalisées : une avant le début de la reproduction de C. asper, une apres en
supposant observer un plus grand nombre de détection au sein de la seconde péche avec une

plus forte présence de larves.

Le chapitre 4 a pour objectif d'étudier un possible effet combiné de la présence de salmoni-
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dés et du changement climatique sur la physiologie de C. asper. En effet, dans le milieu naturel,
la plupart des variables environnementales ont des effets les unes sur les autres (BELLARD et
al. 2014). Afin de se rapprocher au maximum des perturbations subies par les espéces, I'étude
simultanée de plusieurs menaces est donc primordial et d'intérét conservatoire. Ainsi, j'ai re-
pris les deux menaces abordées dans les chapitres précédents et choisi d'étudier I'impact de
la proximité d'une Truite fario sur la physiologie du Calotriton a différentes températures. J'ai
utilisé le méme indicateur de I'activité métabolique que dans le chapitre 2, la consommation de
dioxygene. Afin de prendre également en compte la présence in situ de Salmonidés, différentes
populations de Calotritons vivant en sympatrie ou allopatrie avec des truites fario ont été
échantillonnées. En effet, il a déja été observé des différences phénotypiques majeures entre
des organismes vivant en sympatrie ou allopatrie avec un prédateur (BASs et GERLAI 2008
ANSON et DICKMAN 2013), ce qui pourrait grandement impacter la réponse physiologique

des Calotritons dans cette expérience.

Enfin, dans une derniére partie, I'ensemble des résultats est lié et discuté de maniére a
évaluer la menace combinée de I'introduction de salmonidés et du changement climatique sur
le Calotriton des Pyrénées. Plusieurs critiques et perspectives sont apportées pour améliorer

les connaissances sur cette espece endémique.
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2.1 Abstract

Global warming impacts biodiversity worldwide, leading to species’ adaptation, migration,
or extinction. The population’s persistence depends on the maintenance of essential activities,
which is notably driven by phenotypic adaptation to local environments. Metabolic rate — that
increases with temperature in ectotherms - is a key physiological proxy for the energy available
to fuel individuals' activities. Cold-adapted ectotherms can exhibit a higher resting metabo-
lism than warm-adapted ones to maintain functionality at higher elevations or latitudes, known
as the metabolic cold-adaptation hypothesis. How climate change will affect metabolism in
species inhabiting contrasting climates (cold or warm) is still a debate. Therefore, it is of
high interest to assess the pace of metabolic responses to global warming among populations
adapted to highly different baseline climatic conditions. Here, we conducted a physiological
experiment in the endemic Pyrenean brook newt (Calotriton asper). We measured a proxy of
standard metabolic rate (SMR) along a temperature gradient in individuals sampled among
6 populations located from 550 to 2189 m a.s.|. We demonstrated that SMR increased with
temperature, but significantly diverged depending on populations’ origins. The baseline and the
slope of the relationship between SMR and temperature were both higher for high-elevation
populations than for low-elevation populations. We discussed the stronger metabolic response
observed in high-elevation populations suggesting a drop of performance in essential life activi-
ties for these individuals under current climate change. With the increase of metabolism as the
climate warms, the metabolic-cold adaptation strategy selected in the past could compromise
the sustainability of cold-adapted populations if short-term evolutionary responses do not allow

to offset this evolutionary legacy.
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2.2 Introduction

All organisms process energy from their environment through their metabolism to maintain
functionality, develop, grow, and reproduce (J. H. BROWN et al. 2004). The factors which
explain variation in this metabolic rate are thus central to understanding ecological interactions
across levels of biological organization. For example, both long-term evolutionary forces and
immediate environment can shape energy exchange rates, with important consequences for
individuals and populations (ILES 2014; SCHULTE 2015). The “Standard Metabolic Rate”
(SMR) is a particularly important physiological trait to consider because it indicates the mini-
mum energy cost necessary to sustain life in an organism (CAREAU, KILLEN et METCALFE
2014). This measure of energy requirement for physiological maintenance is subject to trade-
offs and influences the energy available for locomotion (i.e., escape, foraging behavior), growth,
or reproduction (CLARKE 1993). Also, SMR can vary according to several biotic characteris-
tics such as size, age, sex, or ecological niches (J. H. BROWN et al. 2004). SMR is quantified
as the O2 consumption of resting and unfed individuals, at a completed growth stage and du-
ring a non-reproductive period (HULBERT et ELSE 2004). Under conditions of limited energy
availability, high SMR can reduce the energy available for non-maintenance functions. In other
contexts, such as when energy input is not limited, high SMR can suggest high energy turno-
ver for all vital activities (KoO1JMAN 2000). Moreover, ectothermic animals adapted to cold
environments (such as at high-elevation or latitude) may be characterized by higher SMR at
a given temperature as a physiological adaptation to cold climates. This phenomenon, known
as the metabolic cold adaptation (MCA) hypothesis, suggests that having a higher metabolic
rate in cold environments may be advantageous for ectotherms by allowing them to be ac-
tive at lower temperatures and thus compensate for shorter daily or seasonal warm periods
(CLERGUE GAZEAU 1983; GASTON et al. 2009). Support for this hypothesis has been de-
monstrated in arthropods (TERBLANCHE et al. 2009), amphibians (KREIMAN et al. 2019),
and reptiles (DUPOUE, BRISCHOUX et LOURDAIS 2017), though these patterns are not uni-
versal (LARDIES, BACIGALUPE et BozINOVIC 2004 ; LARDIES, CATALAN et BOZINOVIC
2004).

Temperature is a major driver of variation for most biological processes, from biochemical
reactions at the cell level to the fitness of organisms (KINGSOLVER 2009). Warmer tem-
peratures can result in (i) earlier phenology of organisms that can lead to an imbalance in
interspecific interactions (KHAROUBA et al. 2018), (ii) a modification of population’s dyna-
mic with a biased sex ratio for some reptile species (THOMPSON et al. 2018), (iii) a change
in the spatial distribution of organisms with poleward and/or upward shifts mainly (Jona-
than LENOIR et al. 2020) leading community reshuffling with uncertain sustainability due to
novel species interactions (WILLIAMS et JACKSON 2007 ; GIBSON-REINEMER, SHELDON
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et RAHEL 2015), and (iv) ultimately local extirpations when organisms are unable to cope
with rapid climate change (WHITFIELD et al. 2007 ; BODENSTEINER et al. 2021). This is
especially true in ectotherms in which most physiological functions are directly influenced by
temperature (ANGILLETTA 2009). As described by a thermal reaction norm, metabolism in-
creases (ramping phase) with temperature until it reaches a pre-mortal plateau and then drops
(mortal fall) as critical limits are approached (LIGHTON et TURNER 2004; TAYLOR et al.
2020). The slope and shape of these thermal reaction norms depend upon species or popula-
tions (EvANS 1939; A. V. BROWN et FITZPATRICK 1981 ; HOMYACK, HAAS et William A.
HoPKINS 2010; LONDONO et al. 2015; CATENAZZI 2016; GANGLOFF, HOLDEN et al.
2016). Thus, global warming may lead to temperatures exceeding the thermal tolerance of
ectotherms (DEUTSCH et al. 2008), or impose important sublethal effects such as altering
body size, growth rates, immunity, and generating physical deformities (WEERATHUNGA et
RAJAPAKSA 2020). This could have negative consequences on individual fitness and popula-
tions in the long term, and many ectotherm populations are therefore - or will shortly be - at
risk of extirpation (NOVARRO et al. 2018).

To understand the potential response of a species to changing climates, it is necessary to
characterize the thermal-dependence curves of metabolic rate across a relevant latitudinal or
elevational gradient (SEARS 2005 ; MUIR, BIEK et MABLE 2014 ; BULGARELLA et al. 2015;
Hu et al. 2019). Here, we investigated the physiological sensitivity of the endemic Pyrenean
brook newt Calotriton asper through the measure of SMR across a range of ecologically
relevant temperatures (5 °C-25 °C) and for individuals from populations living at elevations
ranging from 250 to 2500 m a.s.l. By characterizing the temperature-dependence of SMR in
C. asper, we test whether this relationship varies along an elevational gradient. We predict a
linear increase in SMR as assay temperatures rise and in accord with the MCA hypothesis -
a higher metabolic rate in high-elevation populations than in low-elevation populations at a
given temperature (TERBLANCHE et al. 2009 ; KREIMAN et al. 2019).

2.3 Material and methods

2.3.1 Study species

The Pyrenean brook newt ( Calotriton asper Duges, 1852) is an amphibian species from the
Pyrenees mountains (Andorra, Spain, France) commonly found in brooks, lakes, and springs
ranging from 250 to 2500 m a.s.|. (MARTINEZ RICA et CLERGUE GAZEAU 1977 ; CLERGUE
GAZEAU et MARTINEZ RicA 1978; NicoL 1990; MONTORI, G. LLORENTE et (GARCIA-
PARIs 2008). This species is listed in appendix IV of the Habitats Directive (92/43/CEE,
May 21, 1992), appendix Il of the Bern Convention, and as near-threatened species in the
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TABLE 2.1 — Characteristics of the 6 studied sites where Pyrenean brook newts were captured.

Number Mean Number Mean
Sampling  Date of of mass of mass Coordinates Elevation MAAT
site capture females males (latitude/longitude) (a.s.l.) (°C)
females males
(g) £sd (g)+sd
- 42°52'9.05" N
Fougax 2. May 5 90+08 15 9.6+23 : 550 11.4
2019 1°53'25,30" E
42°53'0,17" N
Belesta 4 June 10 71+2.1 10 9517 : 800 10.1
2019 1°56'13,16" E
42°47'9.42" N
Aulus 13 June 9 76+12 11 9.4+17 ' 1100 10.4
2019 1°19'20,50" E
- 42°39'48 21" N
Orlu 23 June 10 93+15 10 9.8+ 1.4 : 1313 6.7
2019 1°58'2,10" E
42°44'19,86" N
Gavamie  22July 10 4.4+09 10 62+12 : 1724 0.5
2019 0°1'51,85" O
42°5020,80" N
Neéouvielle > July 10 8.5+0.7 10 10.0+ 1.0 : 2189 2.4
2019 0°8'56,30" E

national Red List of amphibians of metropolitan France (UICN France). Major threats to C.
asper include climate change, habitat change, and predation by introduced predatory fish
(DALIBARD 2021). Calotriton asper is characterized by a low dispersal rate (and gene flow)
among populations (MILA et al. 2009 ; LuCATI, POIGNET et al. 2020), which favors high phe-
notypic variation among populations (SERRA-COBO, UIBLEIN et MARTINEZ-RICA 2000).
For instance, previous work highlighted among-population variation according to site eleva-
tion in terms of different biological and ecological factors. First, in terms of life-cycle with
reproduction that takes place in spring and autumn in low-elevation individuals and summer
in high-elevation ones due to water temperature (CLERGUE GAZEAU 1983). Then, in terms
of morphology with an increase of body size with elevational gradient according to the Berg-
mann's rule (TROCHET, DELUEN et al. 2019). Finally, in terms of thermal preferences with
a negative relationship between thermal preferences and elevation in low-elevation individuals

and a positive relationship in high-elevation ones (TROCHET, DUPOUE et al. 2018).

2.3.2 Sampling sites and newt maintenance in laboratory

We sampled six riverine populations from six independent streams within the French Pyre-
nees that span along an elevational gradient ranging from 550 to 2189 m a.s.|. during summer
2019. Localizations and sampling dates for the six streams are provided in Table 2.1. Slope
(which greatly determines streamflow in rivers, and thus the microhabitat experienced by the
brook newt) varied among the sampling streams from 9.8% to 75.1%. Every sampled stream

had continuous streamflow over the year. Two populations were sampled in a dense forest
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environment (Fougax, Belesta), three populations in an open field (Orlu, Gavarnie, and Néou-
vielle), and one population in a low-density forest stand (Aulus). Mean annual air temperatures
varied among the sampling streams from 10.4 °C to 11.4 °C for low elevation sites and from
0.5 °C to 6.7 °C for high elevation sites, on average over the 1981-2010 period (Figure 2.1;
KARGER et al. 2017). Annual snow duration varied among the sampling sites from 26 to 41
days for low elevation streams and from 106 to 178 days for high elevation streams, on average
over the 2000-2010 period (GASCOIN et al. 2015). We sampled twenty adults per site by hand
found by a visual survey. A total of 120 individuals were sampled with a near-balanced sex
ratio (54 females and 66 males; Table 2.1). Non-gravid females were selected to avoid any in-
fluence of the reproductive state on respirometry measurements (FINKLER 2006). Individuals
were then housed at the laboratory (436 m a.s.l., Moulis, Ariege, France). All individuals were
PIT-Tagged for further identification (BIOLOG-ID, France; accreditation of animal experi-
mentation n °A09-1), following the protocol described in LE CHEVALIER et al. 2017. Newts
from each population were all housed in a single aquarium of 80 x 35 x 40 cm, at a water
temperature of 15 °C + 2 °C (SILVESTRE 2011) and exposed to a natural photoperiod. For
each population, the test period began at least 3 days after capture (mean 4= SD : 7 & 2 days)
and lasted 4 weeks on average (+ 1 week SD; Table ??). Newts were fed ad libitum with
Tubifex sp. live worms throughout the experiment. However, because digestion may influence
physiology in ectotherms (R. B. HUEY 1982 ; GvOzDIK 2003), feeding was halted 48 h before
testing bouts. Each animal was weighed with a digital balance (£ 0.1 g) before experiments
(Table 2.1). All newts were released at their respective capture sites between 2 and 6 days
after their last test (i.e. total mean time of captivity £ SD : 7 4+ 1 weeks).

2.3.3 Physiological response

We measured individual oxygen consumption rate as a proxy for SMR across a range of
temperature experienced by C. asper in its natural environment during the year (i.e. 5 °C £ 1
— 25 °C + 1). All individuals from each population were tested at three different temperatures
(Table 2.2) : one cool test temperature (from 5 °C to 13 °C), one warm test temperature
(from 17 °C to 25 °C), and one control temperature (15 °C). To complete the experiment
within the three-month activity period and to limit stress on the animals, each population of
twenty individuals was divided into five groups of four individuals, and each group of four was
tested at different cool and warm test temperatures to cover the entire thermal gradient (Table
2.2). To limit potential confounding effects between temperature per se and the order (timing)
of tests, we alternated order for all populations between cold, control, and hot temperatures
presented in Table 2.2. We let individuals rest for at least one day (mean + SD : 2.4 + 1.4

days) between tests.
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TABLE 2.2 — Experimental protocol for the metabolic measurements. The table shows, for one
population, the different exposure of individuals in every test and control water temperature.
The same design was applied for each of the 6 populations, in two sessions separated by three
weeks.

Cold test temperatures (°C) Control temperature (°C) Hot test temperatures (°C)
Individual Effoct Effecti Effect
D Target ective Target ective Target ective
temperature mean temperature mean temperature mean
temperature temperature temperature
N1-N4 5 57+1 17 174+ 0.6
N5-N8& 7 7.5+£09 19 19.5+0.5
N9-N12 9 9.7+£09 15 155=+1 21 21.0+08
N13-N16 11 11.7+0.8 23 23005
NI17-N20 13 13.4+£0.7 25 25.8+0.7

Individuals were isolated in a 0.55 L airtight plastic transparent box filled with dechlorina-
ted water (GUILLAUME et al. 2020). To avoid a thermal shock, we gently acclimatized the
newts by increasing or decreasing the captivity water temperature (15 °C) to the test water
temperature over a 1-h period. After this 1-h acclimatization, the water oxygen concentration
was measured every minute for 2 h using FireSting fiber-optical oxygen meters (PyroScience
GmbH, Aachen, Germany). An individual measure of oxygen consumption during these 2 h
(hereafter SMR in ppm) corresponding to the individual loss in oxygen concentration was
calculated by subtracting water oxygen concentration at the end of the experiment to water
oxygen concentration at the beginning of the experiment. All tests were performed during the
day at fixed and constant hours (9 :00 and 14 :00). Moreover, all tests were repeated twice in
two sessions separated by two weeks (mean + SD : 14.5 £ 7 days).

2.3.4 Statistical analyses

To test if SMR (response variable) varied with effective mean temperature (Table 2.2),
elevation, as well as their first to fourth order interactions (explanatory variables), we built a
linear mixed-effects model (LMM, with a Gaussian error distribution ; see Figure ?? for veri-
fication of the model assumption) with sites of capture, individuals, and sessions as random
intercept terms (to control for their potential effect in the estimation of the fixed effects).
Because we sampled only 6 populations in a non-continuous elevational gradient, we chose to
characterize elevation as a factor. According to the ecological and thermal behavioral diffe-

rentiation between sites below and above 1300 m highlighted in TROCHET, DUPOUE et al.
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2018, elevation of origin was categorized into two classes, with three populations (Fougax,
Belesta, and Aulus, 550-1100 m a.s.l) assigned to a “low elevation class” and three popula-
tions (Orlu, Gavarnie, and Néouvielle, 1300-2189 m a.s.|) assigned to a “high elevation class”.
Body mass and sex were included in the model as covariates. Newts' mass and effective mean
temperature variables (Table 2.1) were standardized to the mean so their respective effects

can be compared in the model.

We started from a full model including all fixed and random effects with interactions
between elevation and other variables (i.e. effective mean temperature, mass, and sex). To
avoid having a model where one random variable has no effect on our results because all
variability of the intercept is explained by other random variables (i.e. singular model), we
first selected the random effect structure. The best random effect structure was identified
by testing all the combinations of random factors and selecting the candidate model with
the lowest Akaike Information Criterion with a correction for a small sample size (AlCc).
To compare AlCc values among candidate models, we fitted all candidate LMMs using the
restricted maximum likelihood parameter estimate (BATES, KLIEGL et al. 2018). To ensure
robust estimations, all the singular fits (i. e. variances closed to zero) were removed from the
list of candidate models before model selection. Second, we selected the fixed effect structure
based on AlCc, keeping the previously identified random structure constant. Third, we fitted
a final LMM based on the fixed and random structure selected using the restricted maximum
likelihood parameter estimate to ensure a robust estimate of coefficients (BATES, KLIEGL
et al. 2018). In order to compute a robust estimate and test the significance of the direct
effects in the selected model (e.g. LUKE 2017), we finally calculated the mean effect of each
fixed variable and their respective 95% confidence intervals through a bootstrap approach
(N = 5000 iterations). The significance of each variable was determined from the bootstrap
distributions for the two alternative hypotheses of a mean coefficient estimate being higher or

lower than zero.

To assess the goodness-of-fit of the models, we also computed the mean marginal (i.e.
variance explained by the fixed effects) and conditional (i.e. variance explained by both the
fixed and random effects) R2 values, as well as their respective 95% confidence interval from
the set of bootstrap iterations. All statistical analyzes were performed in the programming
language R (version 3.6.2; TEAM 2019). To fit LMM and conduct bootstraps, we used the
Ime4 (BATES, MACHLER et al. 2014) and optimx R-packages (NASH et VARADHAN 2011)
respectively. The MuMIn (BARTON 2019) and jtools R-packages (LONG 2019) were used
to compute marginal and conditional R2 values and to adjust into the same scale mass and

effective mean temperature variables, respectively.
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2.4 Results

Effective mean temperature, elevation, sex, mass, and their first order interactions were
retained in the best model (Table 2.3, Table ??). Marginal and conditional R2 were equal
to 0.447 [0.363; 0.529] and 0.558 [0.483; 0.629] respectively (mean [95% CI]). In other
words, individuals, population, and session (the random terms) explained a lower proportion
of variance in SMR (0.111) than did the effective mean temperature of the tests, elevation's

origin of population, sex, and mass of individuals.

TABLE 2.3 — The effects of effective mean temperature, elevation, mass, and sex on Calotriton
asper' SMR estimated through bootstrapped mixed-effects linear models (N = 5000). Every
fixed effect has been tested through a one-sided test based on the bootstrap distributions of
coefficients (null hypothesis : the effect is not higher or lower than 0). Significant effects are
displayed in bold (P-value < 0.05).

Variable Mean estimate 95% CI P-value
Intercept 1.777 [1.626; 1.927] <0.0002
Mass 0.696 [0.500; 0.893] < 0.0002
Temperature 0.485 [0.397; 0.573] < 0.0002
Elevation class (Low) -0.522 [-0.732; -0.308] < 0.0002
Sex (Male) -0.135 [-0.270; -0.002] 0.0232
7 1 W
Elevation class (Low) 0.111 [-0.223; 0.01] 0.0368
Temperature
Elevation class (Low) * Sex .
(Male) 0.184 [-0.003; 0.375] 0.0274
7 1 W
Elevation class (Low) -0.230 [-0.474; 0.015] 0.0318
Mass

The mass- and temperature-dependence of SMR varies predictably along the elevational
gradient (Table 2.3). Specifically, the positive relationships between SMR and both test tem-
perature and mass were steeper for individuals sampled at high elevation populations than for
those sampled at low elevation (Figure 2.1), so newts from higher elevations exhibited greater
temperature and mass dependencies of standard metabolic rate (Smass = 0.466 and St °C
= 0.373 for low elevation populations; Smass = 0.696 and St °C = 0.485 for high elevation

populations).

Individuals sampled at high elevations had on average a higher SMR than those sampled at
low elevation populations (mean [95% Cl] : +0.522 ppm [0.732; 0.308] ; Table 2.3). However,
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this effect depends on the sex of individuals, as highlighted by the significant interaction term
between elevation and sex (Table 2.3) : the increase in oxygen consumption from low to high

elevations was steeper in females than in males (Figure 2.2).

FIGURE 2.1 — SMR of individual brook newts (C. asper) from low (red) and high (blue)
elevation populations dependent on (A) effective mean water temperature treatment and (B)
mass. Points are individual observations and lines display the relationships fitted through the
linear mixed-effects model presented in Table 2.3 (dark color = average model, light color =
individual bootstrap models) for females only with a mean individual mass of 8.35 g (A) and

with a total mean temperature treatment of 15.35 °C (B).

2.5 Discussion

Pyrenean brook newts from higher-elevation populations exhibit higher mass-specific meta-
bolic rates across a range of biologically relevant temperatures compared to conspecifics from
lower elevations. This corroborates the metabolic cold adaptation hypothesis (MCA) which
predicts a higher metabolic rate in individuals from cold environments (i.e high elevation)
than individuals from warmer environments when measured at similar ambient temperatures
(KREIMAN et al. 2019). In fact, having a higher metabolic rate in cold environments may be
advantageous for ectotherms by allowing them to be active at lower temperatures and thus
compensate for a shorter warm period (CLERGUE GAZEAU 1983; GASTON et al. 2009).
Finally, a higher SMR allows organisms to achieve development, growth, and reproduction at
temperatures that would otherwise be sub-optimal, especially where the life cycle of the species
is highly seasonal as in Calotriton asper (CLERGUE GAZEAU 1983 ; LARDIES, BACIGALUPE
et BozINOVIC 2004 ; TERBLANCHE et al. 2009 ; SCHAEFER et A. WALTERS 2010).
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FIGURE 2.2 — Temperature dependence of SMR for female (red) and male (blue) brook newts
(C. asper) sampled in low (left) and high (right) elevation populations. Points are observations.
Boxes display the linear mixed-effects model intercept presented in Table 2.3 and calculated
from 5000 bootstrap iterations, independent of the mean temperature treatment axis.

Our results showed a steeper increase in SMR in females than in males from low to high
elevation populations. This is surprising as males are known to have a higher SMR than females,
which has been hypothesized to have a strategy to provide enough energy for spermatogenesis,
mate searching, or amplexus and compensate the male-male competition (RYAN et William
A. HOPKINS 2000; FINKLER et CULLUM 2002 ; FINKLER 2006). In our case, we speculate
that a higher metabolic allocation to baseline functionality in females could be a response to
a shorter favorable thermal period in cold environments to ensure reproduction. Reproduction
in females is known to drive a large proportion of the energy budget so oogenesis will be more
efficient in an extreme environment to maintain total reproductive output (ORRELL et KUNZ
2016). As a consequence, a greater amount of energy is likely required in females to prepare

the egg production and laying in the short time available at high elevation.

As expected, our results highlight an increase in SMR as the temperature increases (WHITFORD
1973; FINKLER 2006; GANGLOFF et TELEMECO 2018), which confirms that this general
rule also holds for the endemic Pyrenean brook newt ( Calotriton asper). This increase in SMR
reflects a rise in metabolic activity that can be advantageous in the short term for ectotherms,
leading to a faster growth rate or a longer activity period (ZAGAR et al. 2015). But, prolonged
exposure to high temperatures can lead to a loss of performance in different crucial life activi-
ties such as locomotion, foraging, or thermoregulation (DEUTSCH et al. 2008 ; ZAGAR et al.

2015). This loss of performance can be explained by the oxygen- and capacity-limited thermal
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tolerances (OCLTT) hypothesis which explains that the respiratory system is not able to pro-
vide the oxygen needed to meet demand at high temperatures (PORTNER 2002 ; PORTNER,
BocCK et MARK 2017). Chronic heat stress can even induce premature aging in individuals
with negative effects on adult fitness and survival, and impact the sustainability of populations
(BESTION et al. 2015; DUPOUE, RUTSCHMANN et al. 20177). In the long term, adaptive
responses to high temperatures must be put in place to avoid the inefficiency of subcellular

processes, mismatch of oxygen supply and demand, or potentially death.

Moreover, our results showed a significant interaction between temperature and elevation
that highlights greater temperature-dependence of SMR in individuals from high elevation. This
higher sensitivity in cold environments has already been demonstrated in previous studies in
salamanders with a differential effect of temperature on the growth rate, heart rate, and activity
in individuals from different thermal environments (CATENAZZI 2016 ; CARUSO et RISSLER
2019). These environmental-dependant characteristics could be the result of an evolutionary
legacy, including potentially adaptive responses acquired by natural selection, and could affect
the response of individuals to climate change (UUSI-HEIKKILA et al. 2015; BODENSTEINER
et al. 2021).

In a global warming context with a rapid increase of temperatures at high elevations, a hi-
gher SMR across the experienced temperature range will make high-elevation individuals suffer
from increased energetic demands, which could affect energetic allocation to other aspects of
lifehistory as growth, reproductive, or immune functions (WEERATHUNGA et RAJAPAKSA
2020). While MCA mechanism may have been adaptive in a past context, it could now com-
promise the sustainability of populations at high elevation. In this situation, the low dispersal
ability and gene flow of C. asper (MILA et al. 2009; LUCATI, POIGNET et al. 2020); the
intraspecific variation observed in different traits (morphological, ecological, and behavioral ;
see GASSER et CLERGUE GAZEAU 1981; SERRA-COBO, UIBLEIN et MARTINEZ-RICA
2000; TROCHET, DUPOUE et al. 2018; TROCHET, DELUEN et al. 2019) or the possibility
for plastic response in metabolic rate that was recently reported in surface populations of
C. asper (GUILLAUME et al. 2020) would condition the response of this endemic species to
climate change. The diversity observed in our study in metabolic strategies may be of prime
importance for this species for coping with future environmental change as it may provide the

basis for future adaptation.
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Development of a quantitative degraded DNA tool for
monitoring the distribution and fish predation of an

endemic amphibian (Calotriton asper) in the wild

IN PREP

Marine DELUEN, Fabien AUBRET, Romain BERTRAND, Simon BLANCHET, Olivier
CALVEZ, Claudine DELMAS, Vincent DUBUT, Hugo LE CHEVALIER, Géraldine LOOT,
Jean MURATET, Gilles POTTIER, Alexandre RIBERON, Sylvain ROLLET, Audrey
TROCHET, Alice VALENTINI, Charlotte VAYSSIERE

3.1 Abstract

Gathering ecological knowledge about cryptic species is often a challenge depending on
human, financial or logistical resources. Yet, this is essential for the conservation of threatened
species and wildlife management. The use of DNA tools has thus emerged some years ago as
an efficient solution to overcome these constraints. Here, we developed specific primers and
ddPCR protocol for the detection of the endemic and vulnerable Calotriton asper in water
and fish feces. Our results first highlighted the presence of C. asper in 6 among 13 sites
highly suitable in terms of climatic conditions while the species was not observed yet. Then,
we showed that brown trouts (Salmo trutta) are a significant predator of C. asper. These
two complementary objectives can be fulfilled thanks to the non- or low-invasive DNA tool.
It permits efficient monitoring of cryptic species like C. asper in order to characterize their
habitat use in response to global change and manage conservation plans more suitable to

anthropogenic threats.

3.2 Introduction

Information on the spatial and temporal distribution of species and the dynamic of popula-
tions are central for ecologists, conservationists, and evolutionary biologists (LEVIN 1992). Ho-
wever, active prospection by the mean of direct observations in the wild is not always efficient,
especially for species with cryptic behavior, living in difficult-to-access habitats, or observable
only under specific conditions (temperature, nychthemeral rhythm, pluviometry, etc). In the
last decade, novel techniques were developed to solve these problems, notably by using the
DNA extracted from different matrices (water, feces, or urine for example (RUPPERT, KLINE

et RAHMAN 2019)). This ensemble of approaches is more generally referred to as environmen-
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tal DNA (hereafter eDNA) and consists of the detection of free degraded sequences of DNA in
environmental samples. Amongst others, these approaches have been successfully applied for
(i) informing the distribution range of endangered or non-native species (FICETOLA, MIAUD
et al. 2008 ; SECONDI et al. 2016), (ii) evaluating the sanitary status of populations by detec-
ting diseases or parasites (BYRNE et al. 2017; DUVAL et al. 2021), or (iii) describing trophic
relationships through the characterization of animals’ diet (BIFFI et al. 2017 ; MONTERROSO
et al. 2019).

eDNA is often used to inform the spatial distribution of species of conservation interest,
mostly in aquatic environments (reviewed in FICETOLA, MANENTI et TABERLET 2019).
Species detection by eDNA methods has been found to be at least as sensitive as traditional
field surveys (sometimes even more sensitive) in many different species and ecosystems, not
to mention the economy of time and human resources (DEJEAN et al. 2012; BIGGS et al.
2015 ; LARAMIE, PILLIOD et GOLDBERG 2015). Another strength of eDNA is that they allow
informing — non-lethally — trophic interactions among species. This constitutes an important
application of eDNA methods for conservation, especially in the case of introduced predators
that may harm populations of naive native prey that have not evolved strategies to escape
novel predators (SALO et al. 2007). For instance, brown trout (Salmo trutta) — a predatory
fish that has been introduced in many countries worldwide (RAHEL 2007 ; LOBON-CERVIA
et SANZ 2018) — has been associated with the collapse of many native prey populations
(McINTOSH, MCHUGH et P. BuDy 2011; Phaedra BuDY et GAETA 2017). Although
brown trout is naturally present in European rivers, it has been introduced in many mountain
lakes and streams (MIRO et VENTURA 2013), which has impacted these ecosystems, and
more particularly the population dynamics of native amphibian species through predation on
larvae or adults (MIRO, SABAS et VENTURA 2018). However, this information remains elusive
because it is notoriously difficult to non-invasively monitor the diet of predatory fish (ANDO
et al. 2020). A noninvasive and promising approach may be to identify prey items from the
DNA contained in the feces of these predators (hereafter fDNA). Most studies that have used
fDNA have characterized the entire diet of a target predator, but very few of them have
investigated if a target species is eaten by some potential predators (ANDO et al. 2020). Yet,
this approach could permit a higher precision and detectability in quantifying the predation on
native and/or endangered species, providing an efficient and simpler tool than metabarcoding

to conservation managers for preservation purposes.

The Pyrenean brook newt (Calotriton asper, Duges, 1852) is an endemic urodel species
from the Pyrenean mountain chain and is found in fresh, well-oxygenated surface or subterra-
nean waters ranging from 100 to 2400 m a.s.| (POTTIER et al. 2021). Like most amphibian

species, C. asper is affected by several threats that alter its population dynamics and its dis-
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tribution range (Pous et al. 2016; DALIBARD et al. 2020). As a result, it is classified as
vulnerable species in the national Red List of amphibians of metropolitan France (FRANCE,
MNHN et SHF 2015). Although the regional distribution of the species at the Pyrenean
scale is relatively well informed, many potential relictual or remote populations have not been
inventoried because of the cryptic behavior of C. asper, and/or the difficulty of accessing some
areas (POTTIER et al. 2021). Indeed, the prospection of C. asper can be difficult because it
is done either by night on sight or during the day by hand directly in the stream, searching
for animals under the rocks by touching and dislodging them. Because of the cryptic behavior
of C. asper, animals may remain untraceable despite a major sampling effort. Getting new
insights on the precise localization of these relictual /remote populations is important as they
may serve as source populations and strengthen the resilience and the long-term persistence
of C. asper metapopulations (LUCATI, POIGNET et al. 2020). Monitoring range margins, in
particular, is also important as they are expected to provide the first evidence of the impacts
of global change on the species’ suitability through colonization and extirpation when the
environment shifts towards favorable and unfavorable conditions, respectively (J. LENOIR et
SVENNING 2015). Moreover, there is a general belief that some C. asper populations (notably
those living in mountain lakes colonized and their inlet and outlet creeks) may have suffered
from the direct predation by introduced trout, but this has — up to our knowledge — rarely if
ever been quantified (MONTORI 1997). Actual information on the potential predation of C.
asper by brown trout is therefore required to determine whether this can be a factor having
contributed (or not) to the decrease in population size of some populations and if yes to set
management actions taking into account these interactions between S. trutta and C. asper.
Thus, conservation management of C. asper would greatly benefit from eDNA approaches,
both for improving knowledge on the spatial distribution of C. asper and its vulnerability to

introduced predators.

In this study, we developed and tested the suitability of a specific genetic barcode for
the detection of C. asper in biological tissues and its environment. We first assessed the
specificity and sensitivity of the genetic barcode to detect C. asper. We then used this new
genetic resource to (i) prospect C. asper in sites in which it is likely to occur (although its
presence has never been confirmed) through detection of its DNA in water samples (eDNA)
and compared observations to the outputs of an existing species distribution model (SDM)
that assesses the habitat suitability for C. asper, and (ii) evaluate whether S. trutta predates
on C. asper in sympatric sites through the detection of C. asper’'s DNA in the fresh feces of
trout (fDNA). In this second experiment, we predicted a higher predation rate on newt larvae
than on adults, so we, therefore, performed one sampling session on trout’s feces before and
one after the reproduction period of C. asper. We foresaw detecting newt DNA more in feces

from the post-reproduction sampling than from the pre-reproduction sampling.
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3.3 Material and methods

3.3.1 C. asper’s dectection using water eDNA
Design of C. asper’s primers

Species-specific primers and a probe were designed for the amplification of a short DNA
fragment of 80 bp of the 12S MtDNA region. For the design, the 12S sequence for all the french
(native and non-native) metropolitan amphibians species were retrieved from GenBank®). The
PrimerQuest program (IDT, Coralville, USA) was used to design the primers and probes (Table
3.1).

TABLE 3.1 — Nucleic acid sequences of C. asper's primers and probes used in our study.
Forward primer 5'-3' CCCTCTAAGGGCCCAAC

Reverse primer 5'-3' AGCTTTTCCGTGTTTTCTAGGT
Probe 5°-3° FAM-TCAGGTCAAGGTGTAGCAAATAAGATGGGA-BHQ-1

Test in silico of C. asper’s primers

Primer specificity was tested in silico using the ecoPCR program (BELLEMAIN et al. 2010;
FICcETOLA, COISSAC et al. 2010) on the EMBL-ENA release 127, allowing three mismatches
per primer. Then, the primers were validated using real-time qPCR on two DNA samples from
Calotriton asper The real-time qPCR was carried out using a final volume of 25 pL, containing
3 pL of template DNA, 12.5 pL of TagMan Environmental Master Mix 2.0 (Life Technologies),
6.5 pL of ddH20, 1 pL of forward primer (10 pM), 1 pL of reverse primer (10 pM), and 1 pL
of probe (2.5 pM) using thermal cycling at 50 °C for 5 min and 95 °C for 10 min, followed by
50 cycles at 95 °C for 30 s and 55 °C for 1 min. To test the sensitivity of primer and probes,
the limit of detection (LOD, i.e., the minimum amount of target DNA sequence that can be
detected in the sample) and the limit of quantification (LOQ), i.e., the lowest amount of target
DNA that yields an acceptable level of precision and accuracy) were calculated by running a
dilution series of a known amount of DNA extracted from a tissues sample, ranging from 0.1
ng/uL to 10-10 ng/pL with 12 qPCR replicates per concentration below 10-3 ng/uL. LOD
and LOQ were calculated using the method proposed in KLyMUS et al. 2020.

We made sure of the specificity of primers to detect the presence of C. asper only by
Polymerase Chain Reaction (hereafter PCR) with tissue extracted DNA from two other urodel
species present in the Pyrenees : the fire salamander (Salamandra salamandra) and the palmate

newt (Lissotriton helveticus).
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FI1GURE 3.1 — Localization of eDNA control sites, eDNA sampling sites, and fDNA sampling
sites within the IUCN distribution of C. asper. The sites considered at the margin of the [IUCN
area are those located less than 10km from the edge : Ruisseau de Trébussan, Ruisseau de
Houillassat, Ruisseau de Hourclat, Rau de Ganac, Lasset, and Saint Bertrand.

In situ control test

In order to test the ability of the developed primers to detect C. asper, we conducted an
eDNA survey on three control sites for which the occurrence and abundance of C. asper were
estimated by expert-driven knowledge (Figure 3.1, Table 3.2). The water was pumped using a
peristaltic pump (Vampir sampler, Burkle®), Germany) for 30 min with a flow rate of about
1 L/min through disposable sterile tubing and directly filtered through a cross-flow filtration
capsule (VigiDNA 0.45 pm, SPYGEN). At the end of each filtration, the water in the capsule
was drained, and the capsule was refilled with 80 mL of conservation buffer CL1 (SPYGEN)
to prevent eDNA degradation and the filter was stored at room temperature before the DNA

extraction.

The DNA extraction was performed following the protocol described in PONT et al. 2018.
The real-time amplification was carried out following the protocol described in the in silico
section with 12 qPCR replicates per sample. To detect potential contamination, one DNA

extraction control and a qPCR negative control (with 12 replicates) were performed in parallel.
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A dilution series of DNA ranging from 0.1 ng/pL to 10-4 ng/pL was used as the gPCR standard.
Samples were run on a BIO-RAD CFX96 Touch real-time PCR detection system in a room
dedicated to amplified DNA analysis with negative air pressure and physically separated from

the DNA extraction room.

Prospection sites

We then conducted an eDNA survey by targeting further sites for which the occurrence
of C. asper was unknown. For this survey, we used a filtration protocol similar to the one
described above except that we did two filtrations instead of three and used a thinner capsule
(0.2 pm) to optimize yields (PONT et al. 2018). We focused on 13 independent streams
within the French Pyrenees during the summers of 2018 and 2019 (Figure 3.1, Table 3.2).
These sites were chosen because of (i) the absence of information on the presence of C. asper
while environmental conditions appeared suitable for the species and (ii) their difficulty of

access for a good prospecting and detection of the species along the stream.

Comparison of habitat suitability

As eDNA sampling was conducted on prospective sites where C. asper is expected to occur
but without any confirmation of the species’ presence from experts, we decided to confront
the eDNA results to the outputs of an existing species distribution model (hereafter SDM)
for C. asper that assessed habitat suitability (Pottier et al. 2021). We assumed that the SDM
computes higher habitat suitability in sites where C. asper has been detected by eDNA because
it takes into account only climatic variables but not other variables that can induce the absence

of C. asper (dispersal barrier, biotic interaction, etc).

A generalized linear model (GLM; GUISAN, EDWARDS JR. et HASTIE 2002) with bino-
mial likelihoods were used to model the climatic dependence of the presence/absence of C.
asper. We fitted the SDM as follows : g(Presence/Absence) = o+ B1Trosnow + B2 Trosnow
+ B3 Tamprosow + BaTamprosow > + BsProsnow + BsProsnow 2 + €, where g is the logistic link
function, aand Bthe fitted parameters of the model, are the residuals, T,osnow, TaMProsow
and P,,,sn0 are the mean annual temperatures, the annual amplitude of temperatures and the
annual accumulated rainfall, respectively, over the period without snow cover. The model was
calibrated using a set of 1668 presence and absence extracted from the Global Biodiversity
Information Facility (GBIF) and the French Herpetology Society databases. Temperatures and
precipitation were extracted from the CHELSA data over the 1979-2013 period (KARGER
et al. 2017), and the snow duration was derived from the MODIS sensor (GASCOIN et al.
2015). Climate explained 53.2% of the distribution of C.asper in the SDM. We tested its pre-
dictive performance by computing AUC-ROC through a cross-validation approach. AUC-ROC
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TABLE 3.2 — Characteristics of the 3 control sites and 13 prospection sites where eDNA water
samples were collected.

Sites’ L itude
Site’s type n;z:e Streams ;’;31834 ¢ Latitude WGS84  Date of sampling
Ker de
Arac 1.33690 42 89627 June 02, 2017
Massat
i Rui d
Control sites Aulus tsseatl de 1.34367 42.79425 June 22,2017
Ribaut
Salau Pouil 1.158638 42.738080 July 11, 2017
Col de Jau Aliguette 2.20689 42.68280 June 18, 2019
Ruisseau de
Roquefort 2.18145 42.74090 June 18, 2019
Roquefort
Estrado Estrado 2.20752 42.73270 June 18, 2019
St Bertrand  Saint Bertrand 2.26022 42.85000 June 13, 2019
Faussivre Faussivre 2.30284 42.77780 June 12, 2019
RNR
. Lasset 1.79120 42.83781 July 11, 2019
Montségur
Ruisseau de
Rau de Ganac 1.55568 42.93997 July 12, 2019
Ganac
Prospection Bois Rau de Laval 1.68948 42.75146 Tuly 17, 2019
sites d'Albies d'Albies ' -l bl
Vallée de .
. Rau du Najar 1.79767 42.70740 July 18,2019
Savignac
Vallée de .
Rau de Labail 1.74352 42.73522 July 18, 2019
Luzenac
Valléedu  Ruisseau de 0.00690 43.00961 August 14, 2018
Neez Trébussan ' ’ ugust 15, 2
Vallée de Ruisseau de 0.28533 42.96863 A t 30, 2018
Campan Houillassat ' - ugust 3%, <
Vallée de Ruisseau de
0.27347 42.97393 August 30, 2018
Campan Hourclat

values range from 0.5 when the model predictions are random, to 1 when the model perfectly
disentangles species presence and absence in predictions. With an AUC value equal to 0.93,

the SDM is considered an excellent model.

3.3.2 C. asper’s detection using fDNA from S. trutta
Design of S. trutta’s primers

In order to validate our protocol, we included trout primers in ddPCR. We used the nucleic

acid sequences of primers and probes used in CAPO et al. 2020 described in Table 3.3.
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TABLE 3.3 — Nucleic acid sequences of primers and probes used in CAPO et al. 2020

Forward primer 5°-3° Reverse primer 5°-3° Probe 537 bp

HEX
cytB_StIF 155
TCCCAGCACCATCTAACATCTCA  ATCTCGGCAAATGTGGCAAACA  AGGCTTATGTCTAGCCACCCAAATTCTT-
AR/pb
BHQ2

TABLE 3.4 — Characteristics of the 5 fishing sites where fDNA trout samples were collected.

L itude Latitud Number of
Fishing sites Streams onsttuce atrtude Date of sampling umbero
(WGS84) (WGS84) feces
June 24, 2019 40
Pibeste Génie Longue -0.16029 43.08635
September 13, 2019 25
August 03, 2020 28
Pont de Ravi Lis 0.59865 42.74621
September 01, 2020 22
July 21, 2020 23
Orlu Oriége 1.96508 42.66018
September 29, 2020 28
July 22, 2019 47
Aspe Bélonce -0.60702 42.86822
September 19, 2019 35
Port 23/07/2020 30
Marcadau -0.20388 42.81998
Marcadau 16/09/2020 30

Studied sites and trout feces sampling

We selected five independent streams within the French Pyrenees (Figure 3.1) according to
the following criteria : (i) sites should present a sufficient abundance of both species living in
sympatry and (ii) be accessible for electrofishing. Using a portable electrofishing device (Smith
& Root®), USA), we sampled a minimum of twenty sub-adult (1+ and 2+) and adult (~3+
and above) trouts (mean fork length 4+ sd : 156 + 31 mm) per site twice (before and after
the reproduction period of C. asper) during the summers of 2019 or 2020 (depending on the
site; Table 3.4).

We anesthetized each trout using a bath of clove oil (eugenol), according to the protocol
recommended in CHANSEAU et al. 2002. We measured each of them to the nearest mm (fork
length), and their feces were collected by gently pressing the abdomen from the pelvic fin to
the cloaca and gathering the feces using sterile tweezers. Feces were stored individually in 1.5
mL Eppendorf® tubes filled with 70% ethanol. Trouts were released alive at the site where
they were caught.
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fDNA samples analysis

The DNA from each feces was extracted using the DNeasy PowerSoil Kit and following
manufacturer protocol (Qiagen®), USA). The droplet digital PCR (hereafter ddPCR) assays
were performed using primers and probes of both species (probe HEX for S. trutta and probe
FAM for C. asper). Each ddPCR reaction mixture contained 2,4 pL of fDNA extracted samples,
1,9 plL of each primer (10 pM), 0,5 pL of each probe (10 pM), and 11 pL of Bio-Rad Supermix
for Probes (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) for a total volume of 22 pL. ddPCR reactions were
performed in sealed 96-well plates including an initial denaturation at 95 °C for 10 min followed
by 40 cycles of 30 s at 94 °C, and 60 s of annealing and extension at 60 °C. The amplicons
were then subjected to a final 10-min extension at 98 °C and maintained at 4 °C for 30 min.
Negative (i.e. pure water instead of DNA template) and positive (i.e. C. asper’s buccal swab
extracted DNA) were included in each ddPCR assay. The results were then analyzed using
Bio-Rad's QuantaSoft™Analysis Pro version 1.0.596.

3.4 Results

3.4.1 Detection of C. asper through eDNA
In situ control tests

In our in silico test of primers and probe, we confirmed the amplification of C. asper's DNA.
It also amplifies the following species Echinotriton chinhaiensis, Tylototriton asperrimus, and
Tylototriton vietnamensis but none of these three species are present in France. The LOQ in
this study was 4e-5 ng/pL, and the LOD was 9.5e-06 ng/pL. The threshold cycles observed
in the water sample were below the LOQ, and thus it was not possible to quantify the DNA
retrieved. For this reason, we used the number of replicates amplified in a sample for relative
quantification, rather than reporting the amount of eDNA detected quantitatively, as suggested
in BIGGS et al. 2015.

The DNA of C. asper was detected in three out of the three water samples taken from Salau
and Aulus Rivers, and in one out of the three water samples taken from the Ker de Massat
River (Table 3.5, Figure 3.2). When looking closer at the number of positive replicates, we
found that it was logically associated with the densities of C. asper estimated by expert-driven
knowledge : 100% (36/36) of the PCR duplicates were positive in the Salau River (the site
with the highest known abundance), 31% (11/36) of the PCR duplicates were positive in the
Aulus River (the site with a medium known density), and 3% (1/36) of the PCR duplicates

were positive in the Ker de Massat River (the site with the lowest known density).
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TABLE 3.5 — Number of positive duplicates for each filtration of each eDNA prospection site.
The positive detections of C. asper's DNA are displayed in bold (N > 1/12). The climate

suitability is predicted by SDM.

Number of

Percentage of

stiv i ,
Site’s type Site’s name Streams Pns,l e pns: e C.]Im?t.e
: duplicates duplicates suitability
per filter per site
012
Eer de Massat Arac 012 3%
1/12
212
Control sites Aulus Ruisseau de 6/12 31%
Fibaut
3Nz
1212
Salan Pouil 1212 100%
1212
Colde] Ai 11z 1%4 0938
K tt 21%% a3
ol de Jau guette T 3
i 012
Ruissean de Roquefort 0% 0.968
Eoquefort 012
T2 ~
Estrado Estrado 46% 0973
412
) 1/12
5t Bertrand Saint Bertrand 112 2% 0801
1/12
Fauzzivre Fauszivre 4% 0913
012
012
EINE Montségur Lasset 012 0% 0.947
: i 012
Prospection Fuizzeau de Rande G 4% 0,758
sites Ganac 1/12
. .. F.au de Laval 012
Bois d'Alba 0% 0.927
o8 = d'Albiés 012
Tallé T2
Vallee de Rau du Najar 63% 0.952
Savignac 812
Tallé anz
Vallée de Rau de Labail 21% 0.96
Luzenac 2/12
i 1/12
Vallée du Neez Ruisseau de 25% 0.963
Trébussan %12
Tallé i 012
WVallée de Ruiss.eau de 0% 0.953
Campan Houillassat 012
Vallée d Eui d 012
allée de nizzean de 0% 0.956
Campan Hourclat 0’12
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FIGURE 3.2 — Total number of positive duplicates for each eDNA prospection site (x/24).

eDNA in prospection sites and probability of occurrence

The DNA of C. asper was detected in two out of the two water samples taken from six
sites; in one out of the two water samples taken from two sites; and in zero out of the two
water samples taken from the last five sites (Table 3.5, Figure 3.2). When looking closer, we
found between 8% (2/24) and 63% (15/24) of positive PCR duplicates for the six sites with

DNA detection in all water samples.

The probability of occurrence of C. asper is predicted to be high on every prospection site,
from 0.758 in Ruisseau de Ganac to 0.975 in Estrado, attesting to the climate suitability of the
sites for C. asper (Table 3.5). We found no significant relationship between the probability of
occurrence predicted by the SDM and the percentage of positive duplicates per site, despite a
positive trend (LM : F = 0.906; slope = 0.09161; P = 0.361).

3.4.2 Detection of trout predation on C. asper through fDNA

DNA of C. asper was detected in four samples (Table 3.6) among three sites confirming
the predation of S. trutta on C. asper. The concentration of newt DNA varied from 0.123 to
2.75 copies/pL depending on the amount of DNA (newt's size or number) or the integrity of
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DNA (already degraded or preserved) ingested. Among these four positive samples, three were

collected after the reproduction period of C. asper i.e. after the emergence of newts larvae.

TABLE 3.6 — Number of positive feces for each site. The positive detections of C. asper's
DNA are displayed in bold.

Sites lenolber of Conc?utration Period of fishing Fork length
positive feces (copies / nL) (mm)
Pibeste 0/53
Pont de Ravi 0/74
Orlu 1/51 0.174 Post-reproduction 210
Aspe 1/70 2.03 Post-reproduction 150
0.168 Pre-reproduction 175
Marcadau 2/60 0.267 Post-reproduction 160

3.5 Discussion

In this study, the development and use of specific primers and ddPCR protocol for the
Pyrenean brook newt permitted applications in two major conservation challenges : the cha-
racterization of its spatial distribution and the trophic interactions with an introduced predator.
This innovative and minimally invasive method has been proven to be effective and opens the
way to a wide field of applications (FICETOLA, MANENTI et TABERLET 2019). This vali-
dated method is now made available for the conservation managers in order to precise the
knowledge and monitoring of C. asper and allows decision support about the preservation of

its vulnerable and endemic species.

We first used C. asper’s primers to precise the distribution area by the localization of
remote populations. C. asper's DNA was not detected in every site and when it was, the
percentage of positive duplicates differed. This variation can suggest different densities of
populations between prospection sites, as for the control sites. In fact, the percentage of
positive duplicates increased with the density population assessed by experts in control sites,
demonstrating the high sensitivity of eDNA. According to the SDM’s results, all our prospection
sites presented a high probability of occurrence of the species, attesting to a favorable climatic
niche. Nevertheless, there was no significant relationship between the climatic suitability and
the percentage of detection of C. asper's DNA. This result is consistent with how SDM is
constructed whose aim is to include favorable climatic factors to the presence of the species and
not its absence. Our sites are thus included in the climatic niche of C. asper that overestimates
the real distribution of the species which is dependent on other biotic or abiotic factors and
threats limiting the presence of C. asper (DALIBARD et al. 2020), as the presence of a

competitor or predator species for instance.
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We then used C. asper’s primers to confirm the predation of newts by S. trutta. C. asper's
DNA was detected in four among the 308 trout feces sampled, with three after the emergence
of newt larvae. Although it is hard to conclude anything with such a low level of positive
detection, it seems that the most likely prey is the larvae and not the adults. It can be
explained by the size of larvae, easier to eat than adults, and/or the capacity of the newt
to escape the trout which must be harder for larvae at the early stages given their limited
locomotion skills. Although the 4/308 proportion of predation may appear to be low, it is
not negligible when taking into account different parameters. The first factor to consider is
the digestion time of trouts estimated at 24 hours (BRUCE, MOFFITT et DENNIS 2009).
Besides, we realized only two fishings per site. It means that four trouts ate newts in two days.
Some populations are known to have a high density of individuals (i.e > 20 individuals on
a transect of 200 m) such as our control eDNA site Salau, which presented a percentage of
positive duplicates of 100%. But most populations of C. asper have a low to critical density
of individuals (POTTIER et al. 2021). A predation of this magnitude on these vulnerable
populations could lead to their collapse and must therefore be taken into account for the
conservation management of the species and the Pyrenean rivers, especially under a context
of multiple potential environmental stresses such as global change (DALIBARD et al. 2020;
POTTIER et al. 2021 ; DELUEN, BLANCHET et al. 2022).

Monitoring endangered species for their conservation can include different objectives and
different methodologies. From the assessment of the species’ presence in its distribution area
and at its margin to the highlighting of its trophic interactions, the use of degraded DNA is a
non-invasive and efficient method. It can constitute a support tool for conservation managers in
the decision-making for the establishment of the protection status of an area or the regulation
of species introduction. In an environment submitted to global change, the ease of sampling
of degraded DNA, in particular eDNA, can constitute an advantage to quickly adjust our

knowledge and conservation decisions for the sustainability of species.
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4.1 Introduction

The Anthropocene is defined by the major influence of human activities and impacts en-
vironment and biodiversity on a global scale (STEFFEN et al. 2011). These global changes
are mostly listed as the consequences of agriculture, hunting, forest industry, pollution, spe-
cies introduction, and climate change (IPBES 2019). Although it is important to evaluate
the impacts of each threat alone on different taxa and factors (behavior, phenology, life his-
tory, physiology, demography, etc), it is crucial to investigate the combined impacts of several
components of global change on biodiversity (GJONI, BASSET et GLAZIER 2020 ; CARRIER-
BELLEAU et al. 2021). Indeed, it is rare that organisms encounter only one threat in their
environments and they may interact with each other (BEEBEE et GRIFFITHS 2005 ; BELLARD
et al. 2014 ; HARFOOT et al. 2021). Nevertheless, studying combined effects can be complex
because of the different responses they can cause (CARRIER-BELLEAU et al. 2021). Multiple
stressors can thus be additive : their combined effect corresponds to the sum of each stressor.
But more complex interactions can occur with a higher combined effect than the additive (i.e.
synergistic effect) or a lower combined effect than the additive (i.e. antagonistic effect) (FoLT
et al. 1999). In the context of global change, identifying multiple stressors interactions is par-
ticularly important to help in management decisions because of their impact on ecosystem

responses.

As ectotherms, most physiological functions of amphibians are directly influenced by am-
bient temperatures (ANGILLETTA 2009). The actual global warming can have negative direct
impacts on their body condition, growth rate, immunity, and fitness leading to an important loss
of amphibians diversity and distribution shifts (STUART et al. 2004; ALFORD, BRADFIELD
et RICHARDS 2007 ; READING 2007 ; Jonathan LENOIR et al. 2020; WEERATHUNGA et
RAJAPAKSA 2020). Furthermore, the introduction of species has been well documented for

its multiple potential impacts on amphibians populations by direct (i.e. predation and/or com-
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petition) and indirect (i.e. behavioral alteration, habitat use shift) interactions (reviewed in
BEEBEE et GRIFFITHS 2005). A major concern worldwide is the introduction of fish in aquatic
environments for sport fishing. Several studies have documented the correlation between the
presence of fish and the absence of amphibians (OR1ZAOLA et BRANA 2006 ; HARTEL et al.
2007 ; MIRO, SABAS et VENTURA 2018 ; MILOCH et al. 2020), and even the recovery of
amphibians populations after the eradication of fish (TIBERTI, BOGLIANI et al. 2018 ; MIRO,
O’BRIEN et al. 2020).

Some studies were interested in climate change effects on predator-prey interactions. Warm
temperatures can thus raise the predation rate in ectothermic predators or affect the beha-
vioral response to predation risk in ectothermic prey (GRIGALTCHIK, WARD et SEEBACHER
2012; ALLAN et al. 2015 ; LAWS 2017). Some ectothermic prey can also benefit from warmer
temperatures in the case of gape-limited predators with a higher growth rate : the preys are
thus bigger earlier, limiting the predation (ANDERSON et al. 2001). All these morphological
and behavioral traits studied are dependent on the physiologic capacities of organisms. A re-
levant trait to quantify the physiological impact of stressors on organisms is the « Standard
Metabolic Rate » (SMR). It is defined as the minimum energy cost necessary to sustain life
(CAREAU, KILLEN et METCALFE 2014) and can be quantified as the O2 consumption of res-
ting and unfed individuals, at a completed growth stage and during a non-reproductive period
(HULBERT et ELSE 2004). It is subject to trade-offs and influences the energy available for
locomotion (i.e., escape, foraging behavior), growth, or reproduction (CLARKE 1993). It also
can vary according to several biotic characteristics such as size, age, sex, or ecological niches
(J. H. BROWN et al. 2004). To our knowledge, few studies have investigated the combined
impact of temperature and predator presence on prey’'s SMR but only on shellfish and none
on amphibian. GJONI, BASSET et GLAZIER 2020 showed that temperature interferes signifi-
cantly with predator cues to modify metabolic scaling of amphipods prey. Felipe A BRICENO
et al. 2020 observed a « freezing » response of lobster to the presence of a predator with a
decrease of their metabolic rate. But, at a higher temperature, this anti-predator response was
not observed anymore. A global warming could thus strongly affect prey behavior and increase

predation risk.

In this study, we aimed to estimate the combined impact of temperature and Salmo trutta's
presence on SMR of four populations of Calotrion asper : two populations sampled in sympatric
sites, two in allopatric. The brown trout S. trutta is a predatory fish naturally present in
European rivers but has been massively introduced in many aquatic systems, impacting the
ecosystems and more particularly the population dynamics of native amphibians (RAHEL
2007 ; McInTosH, McHUGH et P. BuDy 2011 ; MIRO et VENTURA 2013 ; Phaedra BUuDY
et GAETA 2017). The Pyrenean brook newt C. asper is an endemic urodel of the Pyrenean
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mountains (France, Andorra, Spain). It is dependent on fresh and well-oxygenated water and
has been identified as threatened by multiple factors including climate change (DALIBARD
et al. 2020 ; POTTIER et al. 2021) and brown trout S. trutta's introduction (MIRO, SABAS et
VENTURA 2018 ; MIRO et VENTURA 2020 ; DELUEN, AUBRET et al. p. d.). We measured
the individual oxygen consumption of C. asper at three different temperatures in the presence
and absence of S. trutta. We expected to (i) confirm the thermal relation of newt's SMR
highlighted in precedent work (DELUEN, BLANCHET et al. 2022), (ii) observe an effect of
the presence of S. trutta on C. asper's SMR, and (iii) a combined effect of this effect in warm
conditions due to a stress accumulation of these two perturbations. We also expected a lower
reaction of S. trutta presence in allopatric newt populations because of the unknown risk of

predation.

4.2 Material and methods

4.2.1 Source populations and husbandry

During summer 2020, we sampled four riverine populations from four independent streams
within the French Pyrenees where the populations of C. asper live in sympatry or allopatry
with S. trutta. We sampled twenty adults per site by hand found by a visual survey. A total of
80 individuals were sampled with a near-balanced sex ratio (38 females and 42 males; Table
4.1). Non-gravid females were selected to avoid any influence of the reproductive state on
respirometry measurements (FINKLER 2006). Individuals were then housed at the laboratory
(436 m a.s.l., Moulis, Ariege, France). All individuals were PIT-Tagged for further identifica-
tion (BIOLOG-ID, France; accreditation of animal experimentation n°A09-1), following the
protocol described in LE CHEVALIER et al. 2017. Newts from each population were all housed
in a single aquarium of 80 x 35 x 40 cm, at a water temperature of 15°C + 1°C (SILVESTRE
2011) and exposed to an artificial light provided by a halogen lamp (12 :12 day :night cycle).
Newts were fed ad libitum with Tubifex sp. live worms throughout the captivity. However, be-
cause digestion may influence physiology in ectotherms (R. B. HUEY 1982 ; GvozDIK 2003),
feeding was halted 48 h before testing bouts. Each animal was weighed with a digital balance
(£ 0.1 g) before each experiment (Table 4.1). All newts were released at their respective

capture sites after all experiments (i.e. total mean time of captivity = SD : 18 + 2.5 weeks).

4.2.2 Physiological response

We measured C. asper’s individual oxygen consumption rate as a proxy for SMR depending
on two predator treatments : absence and presence of trout. We also crossed with three

water temperatures (11°C, 15°C, and 19°C) already used in a precedent study (DELUEN,
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TABLE 4.1 — Characteristics of the four studied streams where Pyrenean brook newts were
captured.

. Coordinates ) Number Mean Number Mean
Sampling Date of Co-occurrence mass mass
; i WGS84 of of
site capture (latitude/longitude) trout-newt status females females males males
£ (g)=sd (@)=sd
42°53'0,17" N
Belesta 02 June 2020 Allopatry 10 7.0+0.9 10 8.0=x09
1°56'13,16" E
42°52'9,05" N
Fougax 23 June 2020 Sympatry 10 64=x1.1 10 8.7=1.7
1°5325,30"E
42°39'48,21" N
Orlu 30 June 2020 Sympatry 9 6712 11 8.8=09
1°58'2,10" E
42°44'19,86" N
Gavarnie 08 Tuly 2020 Allopatry 9 4.1=+07 11 5.7+0.7
0°1'51,85" O

BLANCHET et al. 2022), and that correspond to trout’s thermal tolerances (WEHRLY, WANG
et MITRO 2007) and developmental optimum for C. asper (15°C CLERGUE GAZEAU 1983).
To limit potential confounding effects between thermal-predator treatments per se and the
order (timing) of tests, we alternated order for all populations between temperatures and
contact with trouts. We also let newts rest for at least one day (mean &+ SD : 2.3 + 1.4 days)

between tests.

Trouts were individually placed in an 80 L black plastic pool filled with dechlorinated
water at 15°C + 1°C and left to soak for 24h (FERRARI, MESSIER et Douglas P CHIVERS
2008). Newts were isolated in a 0.55 L airtight plastic transparent respirometric chamber and
installed by a group of four in the plastic pool (Figure 4.1). To avoid a thermal shock, we gently
acclimatized the animals by increasing or decreasing the captivity water temperature (15°C) to
the test water temperature (11°C or 19°C) over a 1-h period. After this 1-h acclimatization, the
water oxygen concentration was measured in the newt's respirometric chambers every minute
for 2 h using FireSting fiber-optical oxygen meters (PyroScience GmbH, Aachen, Germany).
An individual measure of oxygen consumption during these 2 h (hereafter SMR in ppm)
corresponding to the individual loss in oxygen concentration was calculated by subtracting
water oxygen concentration at the end of the experiment to water oxygen concentration at
the beginning of the experiment. All tests were performed during the day at fixed and constant
hours (9 :00 and 14 :00).

4.2.3 Statistical analyses

To test if SMR (response variable) varied with water temperature, predator treatment, co-

occurrence status (explanatory variables), as well as their interactions, we built a linear mixed-
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FIGURE 4.1 — Experimental set up in which each individual of C. asper was tested by groups
of four in every six conditions in a randomised order (thermal treatment : 11 °C, 15 °C, and
19 °C; predator treatment : « absence » on the left side and « presence » on the right side).
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effects model (LMM considering a Gaussian distribution in residuals) with sites of capture,
individuals identity, and dates of tests as random intercept terms. The water temperature
variable was analyzed as a factor. The variable corresponding to the co-occurrence status
of trout and newt in source population was merged into two classes, with two populations
(Fougax and Orlu) assigned to a “sympatry class”, and the two other populations (Belesta

and Gavarnie) assigned to an “allopatry class”.

We selected the fixed effect structure based on the Akaike Information Criterion with
a correction for a small sample size (delta AlCc < 4), while the structure of the random
intercept terms was considered constant. We fitted all candidate LMMs using the restricted
maximum likelihood parameter estimate (BATES, MACHLER et al. 2014). The best model was
determined from the variables selected at least once in the set of selected models. We fitted
a final LMM based on the fixed structure selected using the restricted maximum likelihood
parameter estimate to ensure a robust estimate of coefficients (BATES, MACHLER et al. 2014).
We finally calculated the mean effect of each fixed variable and their respective 95% confidence
intervals through a bootstrap approach (N = 5000 iterations). The significance of each variable
was determined from the bootstrap distributions for the two alternative hypotheses of a mean
coefficient estimate being higher or lower than zero (i.e. the null hypothesis). To assess the
goodness-of-fit of the models, we also computed the mean AlCc, the mean marginal (i.e.
variance explained by the fixed effects), and mean conditional (i.e. variance explained by both
the fixed and random effects) R? values, as well as their respective 95% confidence interval
from the set of bootstrap iteration. All statistical analyzes were performed under R (version
3.6.2; TEAM 2019). We used the Ime4 (BATES, MACHLER et al. 2014) and optimx packages
(NASH et VARADHAN 2011) to fit LMM and to conduct bootstraps, as well as the MuMiIn
package (BARTON 2019) to compute marginal and conditional R2.

4.3 Results

Mass, temperature, predator treatments, and co-occurrence status were retained in the best
model (Table 4.2). Marginal and conditional R? were equal to 0.427 [0.345; 0.501] and 0.551
[0.472; 0.675], respectively (mean [CI95 %]). In other words, individuals, sites of capture, and
dates of tests (i.e. the random terms) explained a lower proportion of variance in SMR (0.124)
than did the direct effect of the mass of individuals, the temperature of the tests, predator

treatments, and co-occurrence status.

The SMR increased with mass (mean [95% Cl] : 4+ 0.149 ppm [0.107; 0.190]) and tem-
perature (mean [95% Cl] : + 0.169 ppm [0.069; 0.272] at 15°C; + 0.316 ppm [0.217; 0.418]

at 19°C; Table 4.2). No effect of the presence of trout in the experimental design was obser-
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TABLE 4.2 — The effects of mass, temperature, predator treatment, and co-occurrence status
on C. asper's SMR estimated through bootstrapped mixed-effects linear models (n = 5000).
Intercept captured the effect of temperature treatment equal to 11°C, absence of trout in
predator treatment, and allopatric status in situ on SMR.

Variable Mean estimate CI93 % P-value
Intercept -0.052 [-0.325 - 0.229] >0.05
Mass 0.14% [0.107 ; 0.190] = 0.001
Temperature (13°C) 0.169 [0.069 ;0.272] = 0.001
Temperature (19°C) 0.316 [0.217 - 0.418] <0.001
Predator treatment (presence) 0.059 [-0.056 ; 0.175] =005
Co-occurrence staFus in sifu 0.608 [0.207 - 1.00] <0.01
(svmpatry)

Pdeaf)nIP; iﬁ;‘gaﬂ;ce} -0.086 [-0.225 - 0.055] > 0.05
Pﬁiﬁﬁ iﬁ;}?pﬁigﬂcc} 0136 [-0.275 - 0.006] <0.05
Co-occurrence status in sifu 0.054 [-0.110 - 0.001] <0.05

(sympatry) * Mass
Co-occurrence status i sifu
(sympatry) * Predator -0.039 [-0.153; 0.073] =0.05
ireatment (presence)
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FIGURE 4.2 — Temperature dependence of SMR depending on predator treatment : « absence
» in orange, « presence » in purple. Points and boxes are observations.

ved but a signicant effect of the presence of trout in situ was observed with a higher SMR
measured in newts living in sympatry with S. trutta than those living in allopatry (mean [95%
Cl] : + 0.608 ppm [0.207; 1.00] ; Table 4.2).

Although the predator treatment in the experimental design alone did not affect C. asper's
SMR, we can observe a significant decrease in the SMR at 19°C in the presence of trout (mean
[95% Cl] : -0.136 ppm [-0.275; 0.006] ; Table 4.2, Figure 4.2). Moreover, the mass-dependence
of SMR varied in function of the co-occurrence status in situ, with a less steep relationship in
individuals sampled in sympatric populations (mean [95% Cl] : - 0.054 ppm [-0.110; 0.001];
Table 4.2, Figure 4.3).

4.4 Discussion

In this study, we investigated the combined impact of temperature and an introduced

predatory fish on the physiology of C. asper. Using four newt populations living in sympatry
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FI1GURE 4.3 — Mass-dependence of SMR depending on co-occurrence status in situ : "allopa-
try" in yellow and "sympatry" in brown. The points and lines are observations. The shadow
area corresponds to a confidence interval of 95%.
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and allopatry with S. trutta in an experimental design, we measured the SMR in a thermal
and predator pooled treatment. We highlighted that the basal metabolic rate of the Pyrenean
brook newt depended on temperatures (as already demonstrated in DELUEN, BLANCHET

et al. 2022) and the presence of trout in the source population and during the experiment.

Our results first showed an effect of the presence of trouts in situ. Indeed, newts from
sympatric sites exhibited a higher SMR than newts from allopatric sites. To our knowledge,
no study had focused on SMR variation between prey living in sympatry and allopatry with
a predator. However, YUAN et al. 2021 showed that populations of lizards living in sympatry
with their snake predator had higher body temperature and hind leg length, as an evolutionary
advantage to sprint and escaping predation. Based on these results, we can hypothesize that
having a higher SMR could also be an advantage for C. asper to escape predation by S. trutta.
Indeed, a higher SMR reflects a higher metabolic activity (J. H. BROWN et al. 2004) that can
permit a faster and/or longer physical activity as an escaping effort. Moreover, the impact of
trout presence in situ varied depending on the mass of individuals with a higher difference in
SMR between sympatric and allopatric populations for small individuals. We can assume that
it is a direct consequence of the limited gape of S. trutta which, depending on the overall
size of the fish, does not allow predation on large animals. If a high SMR is an adaptive
response to help them escape predation (as assumed above), big newts do not need to develop
this response which constitutes a high energetic cost that could affect energetic allocation to
other aspects of life history as growth, reproductive, or immune functions (WEERATHUNGA et
RAJAPAKSA 2020). Nevertheless, further investigations are needed to clarify this relationship
in order to understand the ecological impact of introduced predators on prey's physiology in
the long term.

Then, our result did not show any direct effect of the presence of trout in the experimental
design. The absence of direct response of prey facing a predator is poorly documented. In
previous work, CAMPBELL 2017 observed the same response in Gambusia sp. with no changes
in oxygen consumption in presence of predatory cues. While the cause is not clear, some prey
species respond more or even only to predators fed with their kind (GELOWITZ, MATHIS et
SMITH 1993 ; D. P. CHIVERS et MIRZA 2001). In our case, the results could also be explained
by the fact that adult newts would correspond less to trout’s diet than larvae (MONTORI 1997 ;
KATS et FERRER 2003). It would be then interesting to test if newts larvae respond to the
trout presence in further studies. Also, our design was intended to avoid a surprise effect by
making sudden contact between trouts and newts. The hour of thermal acclimation allowing
a regulation from the captivity temperature (15°C) to the test temperatures (11°C or 19°C)
served as acclimation to the fish's chemical cues. Our hypothesis assumed that there would

still be an effect of the presence of trout, but the lack of SMR variation may be a consequence



64 CHAPITRE 4. IMPACT COMBINE POISSON - TEMPERATURE

of this acclimation or an absence of impact of the presence of fish. To answer this question, it
is necessary to conduct the same experiment with sudden contact between animals. In case of
acclimation, the SMR would vary and then go back to normal. In case of an absence of effect,
the SMR would not vary.

While we did not observe any effect of the presence of trout alone, our results showed
a combined antagonistic effect with temperature. Indeed, in warm conditions (i.e. at 19°C),
adult newts presented a lower SMR in “trout” treatment than in “control” treatment. It seems
that C. asper reacts by a “freezing” behavior to these two stressors, decreasing the SMR. This
freezing behavior is a widespread answer generally put in place by prey to limit predation risk
(FRAKER et al. 2009; STYNOSKI et NOBLE 2012). Although we found some references to
thermal perturbations on the predator-risk responses of prey (Felipe A. BRICENO et al. 2018;
GJONI, BASSET et GLAZIER 2020), we did not find any results that show the onset of a
response after a thermal threshold, as we observed here. We can thus only hypothesize. The
freezing behavior could be put in place when the stress suffered is too important, as it could
be in the case of a cumulative presence of warm and predator conditions. We can also ask
ourselves if C. asper did not detect stress cues from trout. Indeed, 19°C is near the top of S.
trutta's thermal range (WEHRLY, WANG et MITRO 2007). In this condition, we can assume
that fish are submitted to important stress, releasing some chemical cues (ELVIDGE et al.
2017 ; FEUGERE et al. 2021). The interspecific detection of chemical cues is generally studied
under the spectrum of trophic interaction (prey or predation-risk detection) but stressors cues
can also be transmitted between species (KAMIO, YAMBE et FUSETANI 2022). In our case,
if the only presence of trout does not affect C. asper (and is not an acclimation response as
suggested above), the effect observed at 19°C could be a response to the stress of S. trutta.
Finally, if the lack of SMR variation to the only presence of trout corresponds to an acclimation
response as suggested above, we can assume that the effect observed at 19°C could be the
result of an increase in sensory detection due to the thermal metabolic boost that increases
most biological functions in ectotherms (ANGILLETTA 2009).

Whatever the explanatory interpretations can be of our different results, it is clear that
temperature and predator presence alone and combined can have a deep impact on the phy-
siology of C. asper. A modification in the SMR can represent an adaptive response to different
stressors in the short term (ZAGAR et al. 2015). In the long term, a prolonged modification
of SMR can have negative impacts. Indeed a modified SMR can decrease the energy available
for vital functions (in case of a lower SMR) or non-maintenance functions (in case of a higher
SMR) (Koo1sMAN 2000). In both cases, different physiological or behavioral traits involved in
growth, immune system, or reproduction can be affected (CLARKE 1993 ; WEERATHUNGA et
RAJAPAKSA 2020). If the reproductive functions are impacted and the fitness reduced, it can
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lower the dynamic of populations and their persistence. The multiple threats that constitute
the global change are thus of primary interest to elucidate its impact on biodiversity, especially

given the complexity of combined effects.
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Les changements globaux de |I'Anthropocene exposent les organismes a des stress biotiques
et abiotiques croissants. Si le réchauffement climatique constitue une menace pour la biodi-
versité, 'introduction d’espéces peut aussi perturber le fonctionnement des écosystémes. Ces
deux composantes du changement global constituent des enjeux majeurs au sein des territoires
montagnards et peuvent entrainer des modifications sur la répartition et la pérennité des es-
peces locales. Dans ce contexte, I'étude de |'écologie du Calotriton de Pyrénées, encore mal
connue, est cruciale pour une gestion adaptée a I'espéce et au territoire. Ses traits d’histoire
de vie sont bien documentés grace a un panel de travaux scientifiques différents (détaillés
dans POTTIER et al. 2021). Néanmoins, peu d'études se sont concentrées sur I'impact des
changements globaux sur son écophysiologie, pourtant déterminant pour la compréhension des
mécanismes de survie des populations. Cette thése s'inscrit donc dans I'objectif de compléter
les connaissances déja acquises sur |'espéce en étudiant I'impact des températures et de la
présence de Salmonidés introduits sur C. asper, a partir d’expérimentations en laboratoire et

de suivi in situ.

5.1 Effets de la température sur les individus de C. asper

Les études qui se sont intéressées a |'écologie thermique du Calotriton sont limitées. Les
travaux réalisés au sein du projet INTERREG POCTEFA ECTOPYR (2016-2020) en font parti
et ont permis de décrire les préférences thermiques de 8 populations de C. asper le long du
gradient altitudinal (TROCHET, DUPOUE et al. 2018). Une relation particuliére a ainsi été
observée entre le milieu de vie des animaux et leur comportement thermique (Figure 5.1),
mettant en évidence deux types de variations phénotypiques le long du gradient altitudinal.
Les individus échantillonnés dans la premiere moitié du gradient (< 1300 m a.s.l.) semblent
choisir des températures qui correspondent a ce qu'ils ont I'habitude de rencontrer dans leur
milieu (i.e. des températures chaudes a basse altitude et des températures plus fraiches a
moyenne altitude, co-gradient hypothesis). Au contraire, les individus issus de la partie haute
de I'aire de répartition (> 1300 m a.s.l.) semblent avoir choisi des températures de ma-
niére plus opportuniste (i.e. des températures fraiches a moyenne altitude et des températures
chaudes a haute altitude, counter-gradient hypothesis). En effet, a haute altitude, la fenétre
de températures favorables a la reproduction de C. asper est courte (i.e. 15°C, en Juillet-Aout,
CLERGUE GAZEAU 1983). Les animaux semblent donc saisir I'opportunité de maximiser leur
métabolisme et I'ensemble de leurs fonctions biologiques en thermorégulant dans des zones
plus favorables (ANGILLETTA 2009).

Les variations de phénotypes au sein de différents milieux peuvent fournir des informa-
tions importantes pour comprendre la répartition actuelle des espéces et prédire leur capacité

d’'adaptation aux changements environnementaux futurs (GIENAPP et al. 2008). Dans ce but,
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FIGURE 5.1 — Variation quadratique de la température corporelle moyenne préférée (Tpref)
le long d'un gradient altitudinal chez Calotriton asper. La ligne noire représente les résultats
du modele a effets mixtes et la zone grise I'intervalle de confiance 95%. Pour plus de détail,

voir TROCHET, DUPOUE et al. 2018
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cette étude comportementale a constitué une premiére approche pour explorer |'écologie ther-
mique de C. asper. Pour aller plus loin, j'ai étudié dans cette thése I'impact des températures
sur la physiologie du Calotriton tout en m'appuyant sur ces travaux. En effet, le taux métabo-
lique standard (« standard metabolic rate », SMR) mesuré dans les chapitres 2 et 4 détermine
I'énergie minimum disponible pour I'ensemble des fonctions biologiques de base d'un organisme
(CAREAU, KILLEN et METCALFE 2014), dont les comportements de thermorégulation étu-
diés dans TROCHET, DUPOUE et al. 2018. Dans le chapitre 2, j'ai aussi mis en évidence un
effet de I'altitude d'origine des populations. Les individus de haute altitude (> 1300 m a.s.l.)
étaient caractérisés par un taux métabolique supérieur aux individus de basse altitude (< 1300
m a.s.l.). Ces résultats corroborent ceux présentés dans TROCHET, DUPOUE et al. 2018 et
leurs interprétations. Ainsi, en plus de volontairement chercher des températures plus chaudes
pour augmenter leur activité métabolique, les individus de haute altitude (i.e. de milieu froid)
ont un métabolisme plus élevé leur permettant d'étre actifs a des températures inférieures et
ainsi maintenir I'ensemble de leurs fonctions vitales au sein de ce milieu thermiquement peu
favorable (KREIMAN et al. 2019). Mes travaux ont également confirmé chez le Calotriton des
Pyrénées le phénomene physiologique largement répandu d'augmentation du taux métabolique
avec les températures (CLARKE et FRASER 2004). Ces résultats ont eux aussi montré une
variation en fonction de I'altitude avec une une réaction a la température plus importante chez

les individus de haute que chez ceux de basse altitude.

Les conséquences écologiques d'une telle réponse physiologique a la température peuvent
s'étudier a I'échelle individuelle et populationnelle, a court et long terme. Une activité phy-
siologique plus élevée permet une meilleure efficacité métabolique sur le court terme, favo-
risant |'allocation d'énergie pour différentes fonctions chez les individus (i.e. développement,
croissance, reproduction, etc, ZAGAR et al. 2015, Figure 5.2A). En revanche, une exposition
prolongée a un stress physiologique peut mener a une baisse de performances générales im-
pactant la locomotion, la recherche de nourriture ou les comportements de thermorégulation
(ZAGAR et al. 2015) pourtant primordiaux chez de nombreuses espéces d'ectothermes, dont
le Calotriton comme présenté plus haut. Ces considérations concernent néanmoins un taux
métabolique global. Il faut noter que I'augmentation du taux métabolique standard chez un
individu, comme mesuré ici, implique des conséquences plus particulieres. En effet, le SMR
est une mesure de I'énergie minimum requise pour mener a bien les fonctions de base d'un
organisme. Il se mesure donc sur des individus au repos, a jeun, adulte et en dehors de toute
activité de reproduction (HULBERT et ELSE 2004 ; CAREAU, GIFFORD et BIRO 2014). A
I'inverse, lors d'un effort physique important, un individu va exprimer un taux métabolique
maximum (« maximum metabolic rate », MMR) correspondant au plus haut taux métabolique
possible (CAREAU, GIFFORD et BIRO 2014). La différence entre ces deux valeurs (SMR :

minimum vital; MMR : maximum) peut donc varier suivant les conditions environnementales
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Elévation des températures

FIGURE 5.2 — Représentation schématique des taux métaboliques standard (SMR) et maxi-
mum (MMR) (A) de deux individus aux taux métaboliques différents et (B) d'un méme individu
avant et apres une élévation des températures. Plus le SMR est proche du MMR, plus I'éner-
gie allouée a d'autres fonctions que celles de maintenance de I'organisme est faible. D'aprés
CLARKE et FRASER 2004.

et déterminer |'énergie disponible pour des fonctions de routine. Une augmentation du SMR
par une élévation de la température peut donc induire un état « de survie » des individus
empéchant toute autre fonction (Figure 5.2B) comme la locomotion, la croissance, la diges-
tion ou la reproduction. La baisse de fitness induite chez plusieurs individus peut alors avoir
des impacts a I'échelle populationnelle avec une diminution de la dynamique de population,
une augmentation du risque de consanguinité voire une extinction locale (F J JANZEN 1994 ;
Nicola J MITCHELL et al. 2008; N. J. MITCHELL et F. J. JANZEN 2010).

La caractérisation de la relation entre SMR et température chez C. asper n'avait encore
jamais été établie. Pourtant, cette donnée écophysiologique détermine |'énergie disponible a
I'’ensemble des fonctions biologiques clés de |'animal et nous donne un indice de I'impact que
peut avoir la température du milieu sur la vie du Calotriton. De plus, j'ai mis en évidence une
différence de réaction a la température entre les populations. La plus grande sensibilité des po-
pulations de haute altitude a une élévation des températures suggérée par ces résultats (Figure
5.3) constitue une préoccupation importante dans un contexte de réchauffement climatique.
Elles doivent donc recevoir une attention particuliere dans les décisions de conservation du

Calotriton des Pyrénées.
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FIGURE 5.3 — SMR des individus de C. asper de basse (bleu) et haute (rouge) altitude en
fonction de la température. Pour plus de détail voir DELUEN, BLANCHET et al. 2022, Chapitre
2.

Néanmoins, ces résultats n'apportent pas toutes les réponses aux questions concernant
I'écologie thermique de C. asper. Méme s'ils illustrent bien I'impact court et long terme d'une
exposition a des températures chaudes, aucune information n'a été mise en évidence sur les
tolérances thermiques de |'espece. Ainsi nous ne connaissons pas la température optimum
(Topt) de fonctionnement permettant aux individus de maximiser leurs performances méta-
boliques ou la température critique maximum (CTmax) a laquelle I'organisme ne peut plus
fonctionner. Ces données faciliteraient les prédictions d'impact du réchauffement climatique
sur les populations de Calotriton en précisant la vitesse a laquelle les performances chuteront
passé la Topt ou la capacité des animaux a se remettre d'un stress thermique. Une méthode
largement répandue pour établir les courbes de performances thermiques d'un organisme est
de mesurer un effort physique a différentes températures. GVOzZDIK et VAN DAMME 2006 ;
GvozDIK et VAN DAMME 2008 ont notamment mesuré les vitesses de nage et de course a
différentes températures chez plusieurs especes du genre Triturus. C'était I'objectif premier de
cette these : reprendre le protocole développé par GVOzDIK et VAN DAMME 2008 et I'ap-
pliquer au Calotriton. Malheureusement, I'espéce n'a pas réagit comme escompté : alors que
GvozDIK et VAN DAMME 2006 n'ont eu que 15% de leurs essais inexploitables, cette pro-
portion a représenté plus de 95% avec C. asper. En effet, lorsque I'animal est incité a avancer
par la stimulation du bout de sa queue par un pinceau, le Calotriton des Pyrénées est carac-
térisé par un comportement de « freezing » quasi immédiat et s'aplatit pour ne plus bouger.
Plusieurs modifications du protocole d'origine ont été faites mais aucune n'ayant fonctionné,
je me suis concentrée sur la mesure du SMR. Il serait néanmoins intéressant de se pencher a

nouveau sur cette problématique et adapter un protocole au comportement de C. asper.

[l faut également noter que ces travaux de thése se sont concentrés sur I'impact d’une
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température fixe. Le Calotriton est certes un ectotherme dont les réponses physiologiques a
une température donnée sont importantes a étudier dans une problématique de changement
climatique et d'élévation globale des températures. Mais le changement climatique se caracté-
risant aussi par des variations de températures plus brutales et extrémes que la normale (IPCC
2022), il est intéressant d'étudier les réponses physiologiques et comportementales face a des
variations de températures. En effet, cela permettrait d'estimer les capacités de thermorégu-
lation de C. asper et de quantifier I'impact des changements thermiques sur ce sténotherme.
Contrairement aux Anoures qui peuvent directement s'exposer au soleil (LILLYWHITE 1970),
C. asper a plutdét tendance a fuir ce rayonnement avec des comportements de cache tres
prononcés (DESPAX 1923). Les variations de températures de I'eau au sein de son habitat
semblent donc étre son mode principal de thermorégulation. On peut ainsi facilement obser-
ver ce comportement chez |'espéce sur le terrain ou en conditions expérimentales. Je pense
notamment au site d'Orlu (1313 m d'altitude, petits courts d'eau a faible débit en milieu
ouvert alimentant I'Oriége, court d'eau principal) ot on peut observer des Calotritons sous
une pierre avec un treés faible niveau d'eau ou la température en plein soleil atteint les 20°C et
a moins d'1m des congénéres abrités dans une résurgence d'eau souterraine a 10°C. En condi-
tions expérimentales, cette activité de thermorégulation s'est aussi constatée lors des tests de
preferendum thermiques réalisés en 2018 (TROCHET, DUPOUE et al. 2018) ou les individus
pouvaient librement circuler au sein d'une aréne divisée en 5 zones régulées a différentes tem-
pératures. Une donnée que nous n'avons pas exploitée dans cet article est le nombre de fois ol
les animaux ont changé de zone, soit dans un but d'exploration de |'aréne (comportement tres
développé aussi chez Calotriton) soit dans un but de thermorégulation. En 30min d’expéri-
mentation, I'ensemble des individus testés ont changé de zone 24 fois en moyenne (+ 22 fois).
Au-dela de la forte variabilité inter-individuelle constatée (comme souvent chez Calotriton), on
remarque que les changements de zones thermiques sont nombreux. On peut donc s'interroger
sur la pertinence biologique de maintenir en élevage ses animaux a une température constante
sans gradient thermique et de se limiter a |I'étude de ses réponses en conditions de tempéra-
ture fixe. Dans un travail futur, il serait intéressant de renouveler I'expérience exposée dans le
Chapitre 2 de maniére prolongée (e.g 7 jours), tout en faisant varier les températures sur un
cycle nycthéméral d'abord pour reproduire les variations de températures jour-nuit, puis d'un
jour a I'autre pour mimer les variations thermiques que peuvent subir les écosystemes sur une

semaine.

Pour aller plus loin, il faut également rappeler la présence de C. asper sur les deux versants
pyrénéens. Les travaux présentés ici se sont concentrés sur des populations francaises pour
des raisons logistiques. Néanmoins je reste convaincue de la nécessité de mener a bien des
études conjointes entre France, Andorre et Espagne pour caractériser les populations les plus

a risques et mettre en place des protocoles de conservation durables a I'échelle de I'espece. Le
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projet INTERREG POCTEFA ECTOPYR a fait ses preuves en terme d'étude transfrontaliére et
pourrait étre réitéré. Comme des différences d'écologie thermique ont été observées entre basse
et haute altitude, il serait important d'enquéter sur la possibilité de réactions différentes entre
versant nord et sud. Le versant espagnol étant plus exposé avec des températures moyennes
plus importantes que sur le versant francais, on peut supposer que ces populations seront les
premieres a patir du réchauffement climatique et a subir des stress thermiques forts de plus

en plus répétés.

5.2 Effets de la présence de S. trutta sur les individus de

C. asper

Le Calotriton des Pyrénées occupe principalement des milieux naturellement dépourvus de
Salmonidés. En effet, les populations de moyenne et haute altitude exploitent des zones en
amont d'obstacles majeurs pour les poissons (cascades, pentes, etc) qui ne peuvent pas re-
monter les cours d'eau (MIRO et VENTURA 2020). Mais I'empoissonnement depuis le début
du XXeéme des milieux aquatiques pyrénéens (lentiques et lotiques) favorise la rencontre entre
poissons et Amphibiens (GALOP 2020; MIRO et VENTURA 2020). La plupart des études
qui se sont intéressées a l'impact des Salmonidés sur les Amphibiens en général ont mon-
tré des impacts directs de prédation (KNAPP 2005; ORIZAOLA et BRANA 2006 ; TIBERTI,
BRIGHENTI et al. 2016) ou compétition (FINLAY et VREDENBURG 2007). Pour le Calo-
triton, des études ont montré une corrélation entre présence de poissons et absence de C.
asper (MIRO, SABAS et VENTURA 2018 ; MIRO et VENTURA 2020) en faisant |'hypothése
que ce facteur d'exclusion était une conséquence d'une prédation et/ou compétition. A ma
connaissance, seule I'étude de MONTORI 1997 a déja référencé la prédation de la truite fario
S. trutta sur C. asper en attestant de la présence de fragments d'adultes et de larves dans le

contenu stomacal des poissons.

Néanmoins ces connaissances sont insuffisantes pour mesurer |'impact individuel et popu-
lationnel de la présence de poissons. Dans ces travaux de thése, j'ai pu faire une premiére
estimation de la prédation de la Truite fario sur le Calotriton (Chapitre 3) et mesurer |'impact
physiologique d'une telle sympatrie (Chapitre 4). Sur un total de cinqg sites échantillonnés sur
seulement deux jours chacun, 4/308 feces de Truites contenaient de I'’ADN de Calotriton. Ce
chiffre a priori faible met en évidence une prédation potentiellement bien plus importante une
fois extrapolé a la totalité de la période d'activité du Calotriton (entre deux et quatre mois).
Etant donné la faible densité estimée pour beaucoup de populations (POTTIER et al. 2021),
cette mortalité induite par la présence de prédateurs introduits peut &tre délétére pour des

populations déja fragilisées. D'autant plus si I'on considére I'impact physiologique de vivre en
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sympatrie avec un prédateur. J'ai effectivement montré que les Calotritons issus de populations
sympatriques présentaient un taux métabolique (SMR) plus important que leurs congéneéres
issus de populations allopatriques. Cette activité métabolique plus importante pourrait repré-
senter un avantage adaptatif a la présence de prédateurs, permettant a la proie d'allouer plus
d'énergie a la fuite. Cette hypothése est corroborée par |'observation d'un effet physiologique
de la sympatrie plus important chez les petits individus, plus susceptibles d'étre prédatés.
D’ailleurs, bien que les résultats positifs d'’ADN soient peu nombreux, un nombre plus impor-
tant d'individus prédatés a été observé en période post-reproduction (3/4), alors que les larves
sont présentes dans le cours d'eau. L'ensemble de ces donnés pourraient donc suggérer que la
prédation est plus forte sur les larves (MIRO et VENTURA 2020; POTTIER et al. 2021) et
que les impacts de la présence de S. trutta sur C. asper sont plus importants sur ces stades

précoces.

Les outils biomoléculaires développés il y a quelques années permettent des applications
diverses, notamment a des fins conservatoires (FICETOLA, MIAUD et al. 2008). Le dévelop-
pement d'amorces génétiques spécifiques a la détection d’ADN dégradé représente un intérét
majeur pour faire un état des lieux des populations. Pour une espéce protégée, |'intérét est
multiple car cette technique permet a la fois d'établir I'état sanitaire des individus (BYRNE
et al. 2017 ; DUVAL et al. 2021), d'identifier ses proies et ses prédateurs (BIFFI et al. 2017 ;
MONTERROSO et al. 2019) ou d'attester de sa présence dans le milieu (FICETOLA, MIAUD
et al. 2008 ; SECONDI et al. 2016). Ce dernier point facilite aussi un état des lieux des éco-
systemes dans le cas d'espéces bioindicatrices comme le Calotriton. A |'origine du chapitre 3,
des amorces spécifiques ont été développées en amont de ce projet de thése pour prospecter
des sites favorables (i.e. conditions climatiques, topographie) a la présence du Calotriton au
sein de son aire de répartition ou a sa marge. J'ai repris ces résultats en les intégrant dans une
démarche plus large dans |'application de cette technique biomoléculaire avec la détection de
I’ADN de Calotriton dans les féces de Truite fario — espece native des cours d’eau pyrénéens
massivement introduite pour la péche récréative (McINTOSH, MCHUGH et P. Bupny 2011;
Phaedra BuDY et GAETA 2017 ; LOBON-CERVIA et SANZ 2018). Cette technique compléte
ainsi les observations faites par MONTORI 1997 et permet une estimation de I'impact de la ges-
tion de péche actuelle dans les Pyrénées. A ma connaissance, aucune autre étude quantitative
n'a été réalisée sur les interactions proies-prédateurs d'autres espéces d'amphibiens-poissons.

Il est donc difficile de mettre en regard ce résultat a d'autres modeles que Truite-Calotriton.

[l semblerait également que I'effet de vivre en sympatrie ait déja été étudié sur plusieurs
traits dépendants de la physiologie comme la croissance, le comportement ou différentes me-
sures morphologiques (e.g. HERMANN et THALER 2014 ; B. T. WALTERS et al. 2017 ; DONG

et al. 2018; YUAN et al. 2021) mais qu'aucun travail n'ait déja recherché |'existence de cet
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effet sur le taux métabolique spécifiquement. Or, comme discuté précédemment, la physiolo-
gie et notamment le taux métabolique constitue une variable de premier intérét pour estimer

I'impact d'un stress environnemental sur un individu et par extension sur une population.

Néanmoins, il est important de noter que les analyses de féces présentées ici ne permettent
qu'une estimation de la prédation. En effet, avec seulement deux échantillonnages par site et
en tenant compte du temps de digestion d'environ 24h de S. trutta (BRUCE, MOFFITT et
DENNISs 2009), les résultats ne sont révélateurs de la prédation effective que sur deux journées.
Un moyen de palier ce probleme serait de reproduire |'échantillonnage, sur les mémes sites,
avec au minimum une péche par semaine pour avoir un continuum sur |'entiereté de la période
d'activité de C. asper. Cela pourrait ainsi représenter entre 8 et 16 passages par site suivant
I'altitude et la durée d’activité correspondante ( 2 mois a haute altitude et 4 a basse altitude)
et peut-étre mettre en évidence de facon plus rigoureuse une prédation préférentielle sur les

larves.

5.3 Effets combinés de la température et de la présence

de S. trutta sur les individus de C. asper

Comme démontré jusqu'ici, les impacts des températures d'une part et de la présence de
poissons d'autre part sur le Calotriton des Pyrénées ne sont pas négligeables. Dans le Chapitre
4, je me suis intéressée a leur effet combiné et mes résultats ont mis en évidence un effet
antagoniste de la présence de prédateur en condition chaude. La diminution du SMR dans
ces conditions semble correspondre a un comportement de « freezing » dont le Calotriton est
familier. En milieu naturel comme en conditions expérimentales, |'espéce est caractérisée par
deux comportements principaux : I'exploration et |'utilisation de caches. Dans le cas de cette
expérimentation, aucun échappatoire n'était offert aux individus, empéchant I'exploration vers
d’autres conditions plus favorables ou des caches. L'option restante serait donc de s'immobiliser
et réduir ainsi son activité physique et métabolique. En condition naturelle, une augmentation
des comportements de cache va limiter le temps alloué a I'ensemble des autres activités comme
la dispersion, la recherche de nourriture ou la reproduction. Dans un contexte de réchauffement
climatique et en tenant compte des faibles capacités de dispersion de C. asper, une forte
densité de poissons peut donc provoquer un dérangement majeur sur les activités vitales des

Amphibiens.

Qu'’elles soient biotiques ou abiotiques, les variables environnementales peuvent interagir
entre elles et avoir des effets combinés sur le milieu et les especes (détaillé au Chapitre 1).
De plus en plus d'études s'intéressent a ces impacts, notamment dans un contexte de chan-

gement global ol plusieurs perturbations environnementales et menaces peuvent s'influencer
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(GJONI, BASSET et GLAZIER 2020 ; CARRIER-BELLEAU et al. 2021). Néanmoins, la plu-
part des travaux réalisés sur l'impact des températures sur les relations trophiques se sont
concentrés sur |'étude de traits morphologiques ou comportementaux (e.g. ANDERSON et al.
2001; GRIGALTCHIK, WARD et SEEBACHER 2012; LAws 2017). La physiologie des or-
ganismes, qui influence directement ces traits, a été moins étudiée mais semble tout autant
étre modifiée par cet effet combiné (Felipe A BRICENO et al. 2020; GJONI, BASSET et
GLAZIER 2020). Les travaux réalisés ici permettent une meilleure estimation de I'impact des

changements globaux dans leur ensemble.

Néanmoins, comme exposé en introduction, plusieurs menaces pésent sur le Calotriton des
Pyrénées. Celles étudiées ici ont été estimées par les scientifiques parmi les plus importantes
(DALIBARD et al. 2020). Mais, aucune considération n'a été faite pour un quelconque impact
combiné avec d'autres menaces identifiées. Une variable notamment peu étudiée est la qualité
de I'eau alors que de nombreux cours d’eau Pyrénéens sont soumis a une pollution chimique
et que les amphibiens sont connus pour y &tre particulierement sensibles (DALIBARD et al.
2020). En effet, en présence de polluants chimiques, il a été estimé une diminution de la
survie et de la masse des individus et une augmentation forte de la fréquence d'apparition de
malformations (EGEA-SERRANO et al. 2012). De plus, la baisse des débits dans les rivieres
due au déreglement climatique a tendance a concentrer les polluants dans I'eau et augmenter
la sensibilité des Amphibiens aux polluants (BELLOS et SAWIDIS 2005; NOYES et LEMA
2015). Cette interaction est réciproque puisque les polluants ont été identifiés comme altérant
la capacité des organismes a faire face au changement climatique (NOYES et LEMA 2015).
Il a également été observé qu'une exposition a des polluants chimiques, méme en trés faible
quantité, altére la réponse a la présence de prédateurs (POLO-CAvia, BURRACO et GOMEZ-
MESTRE 2016). Toutes ces connaissances regroupent une bibliographie intéressante pour
étudier I'impact combiné des 3 composantes les plus problématiques des changements globaux :
changement climatique, introduction d'especes prédatrices et pollution chimique. Le protocole
de respirométrie utilisé dans cette thése pourrait tout a fait étre réutilisé en faisant varier ces 3
paramétres (Table 5.1). Une étude préliminaire devrait étre mise en place pour estimer quel(s)
polluant(s) utiliser et en quelle quantité, notamment grace a des prélévements sur différents
sites pour voir ce que les Calotritons ont |'habitude de rencontrer ou non. Afin de mettre en
évidence d'éventuelles différences entre les sites comme durant cette thése, les populations
d'études peuvent étre choisies suivant leur sensibilité thermique (i.e. basse/haute altitude, voir
Chapitre 2), leur cohabitation avec les Salmonidés (i.e. sympatrie/allopatrie, voir Chapitre 4)

et I'intensité de pollution de leur environnement.
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TABLE 5.1 — Suggestion de protocole expérimental pour I'étude de I'effet combiné des pol-
luants chimiques, présence de prédateurs introduits et températures sur le taux métabolique
standard de C. asper

Polluant Salmonidés Températures
11°C 15°C 19°C
Absence
Absence
Présence
Mesure du SMR
Absence
Présence
Présence

5.4 Remise en contexte général

Les réponses aux changements globaux du Calotriton des Pyrénées identifiées dans ce
travail de these sont caractérisées par une forte variabilité en fonction des caractéristiques du

milieu de vie des animaux :

— I'altitude — et I'environnement thermique qui correspond — détermine de maniére directe
la réaction des individus a la température, suggérant une plus grande sensibilité chez
les populations de haute altitude;

— le contact in situ avec Salmo trutta — Salmonidé largement introduit pour la péche de

loisir — influence le métabolisme basal de C. asper.

Cela compléte tous les autres travaux déja réalisés ou I'histoire des études menées sur le
Calotriton des Pyrénées montre des spécificités pour chaque population. Tout commence avec
le descriptif de I'espéce (voir Chapitre 1) : les nombreux débats taxonomiques et la diversité
morphologie décrite (résumé dans POTTIER et al. 2021). Puis les travaux de Clergue-Gazeau
qui constituent une avancée majeure dans la description biologique de |'espece ou I'on constate
des différences importantes dans les traits d'histoire de vie de I'espece qui dépendent com-
pletement de I'altitude (et donc des conditions thermiques des milieux). On observe ainsi des
périodes d’activité réduite de presque 50% et un age de maturité sexuelle doublé chez les po-
pulations de haute altitude par rapport a celles de basse altitude (CLERGUE GAZEAU 1983).
Comme décrit plus haut, on peut également noter des différences comportementales liées aux
différences climatiques le long du gradient altitudinal avec des préférences thermiques qui
varient suivant I'étage montagnard (TROCHET, DUPOUE et al. 2018). Ces caractéristiques
découlent évidemment du caractére ectotherme de |'animal dont les périodes d'activité, la
croissance, les comportements thermiques et les caractéristiques physiologiques dépendent de
la température (ANGILLETTA 2009). Mais ces différences ne se bornent pas qu'a une dif-
férenciation climatique des milieux de vie en fonction de I'altitude. Une forte structuration

génétique a ainsi été montrée par LUCATI, MIRO et VENTURA 2020 avec cinqg lignées diffé-
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rentes aux évolutions distinctes. Dans ses travaux de these, CAMARASA 2021 a observé des
caractéristiques démographiques variables entre les populations (structure d'age et longévité)

qui ne dépendraient pas des particularités de |'habitat.

Les conditions biotiques et abiotiques des milieux et/ou la structuration génétique induisent
donc des différences phénotypiques entre les populations de Calotriton a tous les niveaux
(physiologiques, morphologiques, comportementales, écologiques). Il est ainsi évident que pour
toute future étude, qu'elle soit a visée conservatoire ou de recherche fondamentale, il faut

considérer plusieurs populations pour tenir compte de leurs particularités.

Pour de futures études, il faudrait également aller plus loin que I'étude physiologique du
SMR. Bien qu'étant un indice intéressant et rigoureux pour l'estimation de |'impact d'une
variable biotique ou abiotique sur I'organisme, il reste une conséquence directe et « imposée
» par les variations environnementales (CLARKE et FRASER 2004). Il n'indique pas quelle
réponse est mise en place par I'organisme entre une tentative de fuite vers un environnement
plus favorable ou un maintien dans le milieu par des mécanismes adaptatifs (ROSENZWEIG
et al. 2007).

Pour identifier la volonté/capacité de fuite du milieu, une possibilité serait de coupler ces
résultats écophysiologiques a des expérimentations comportementales. Un protocole pourrait
étre mis en place au sein d'une aréne présentant une (ou plusieurs, voir Chapitre 4) conditions
stressantes et offrant aux Calotritons des possibilités de cache et de fuite vers des environne-
ments plus favorables. Le fait que I'animal reste ou non dans |'aréne permettra déja d'avoir
une estimation du comportement de C. asper face a un stress, indépendamment de sa phy-
siologie. Les passages de I'aréne vers les environnements favorables pourront également varier
entre couloir d'eau et couloir terrestre. Effectivement, I'ensemble des études s'intéressant au
Calotriton des Pyrénées s'effectuent pendant sa phase aquatique et profite de la capacité de
C. asper a pouvoir rester entierement dans |'eau sans acces terrestre. Ainsi le choix préfé-
rentiel entre passage terrestre et passage aquatique pourrait étre intéressant pour estimer les
capacités de dispersion en phase terrestre de I'animal, estimées a un niveau trés faible jusqu'a
maintenant (MILA et al. 2009). C'est déja dans ce but qu’avait été réalisée une premiére
expérience de locomotion il y a quelques années. Comme précisé plus haut au sujet de I'étude
du MMR de Calotriton, I'expérience n'a malheureusement pas aboutie, puisque la stimulation
nécessaire a la marche des individus sur le chemin terrestre expérimental a constitué un stress
trop important, induisant un comportant de « freezing » instantané. Dans le protocole d'arene
proposé ici, I'animal ne subirait aucune stimulation et effectuerait son choix seul, lors d’une
expérience filmée de plusieurs heures. Toujours dans le méme objectif d'estimation des capaci-
tés de dispersion, il est important d'enfin se pencher sur un des plus gros questionnements des

spécialistes sur le Calotriton : sa phase terrestre. Les commentaires personnels des différents
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experts mentionnent des hivernations dans le cours d'eau enfouis dans le creux des berges
ou dans la végétation (souche, mousses, etc) a proximité de I'eau. Depuis plusieurs années, il
est discuté entre divers spécialistes d'un projet de télémétrie sur C. asper afin d'identifier son
occupation de I'habitat pendant I'hiver. CUCHEROUSSET et al. 2008 ont mené une premiére
étude dans ce sens mais le dispositif ne permet une détection qu'a une trentaine de centimétre.
L’idéal serait de reproduire les travaux effectués sur le Triton marbré par LE CHEVALIER et al.
2017 avec des transmetteurs pour du radio-tracking. Néanmoins, cette technique reste haute-
ment invasive et C. asper reste une espéce plus petite que le Triton marbré. La technologie
ne permet pas encore a ma connaissance d'implanter des transmetteurs de taille raisonnable

dans leur cavité abdominale.

Aussi, savoir a quels mécanismes adaptatifs sont soumis les différences physiologiques ob-
servées en fonction de I'altitude (voir Chapitre 2) ou de la présence de truite in situ (voir
Chapitre 4) est tout aussi important puisqu'ils vont déterminer la capacité d'adaptation et
donc de survie de I'espéce face a cet environnement changeant (STEARNS 1989). Ces ré-
ponses phénotypiques peuvent étre influencées par des facteurs génétiques, environnementaux
ou une interaction entre les deux. Un moyen de connaitre quel facteur influence le plus un trait
phénotypique est de réaliser une expérimentation en jardin commun (common garden, M1IAUD
et MERILA 2000). En mettant dans un méme environnement des individus qui expriment
des phénotypes différents dans leur milieu naturel, on peut ainsi estimer si la part génétique
(i.e. les différences sont maintenus) ou la part environnementale (i.e. les individus expriment
le méme phénotype) est plus forte dans I'expression du trait observé (MIAUD et MERILA
2000). C'est ce qui a été réalisé dans cette these ou il semblerait que les différentes réponses
physiologiques exprimées par les Calotritons dépendent d'un facteur génétique. Néanmoins,
cela n'indique pas quel mécanismes adaptatifs sont impliqués. En effet, |'expression d'un trait
phénotypique peut étre gouvernée par plusieurs mécanismes adaptatifs tels que I'adaptation
locale et la plasticité phénotypique (OROMI, SANUY et SINSCH 2012). L'adaptation géné-
tique locale peut étre définie comme le résultat de mécanismes de sélection divergents entre
plusieurs environnements locaux. Avec un flux de génes réduit, ces mécanismes de sélection
peuvent conduire a une évolution différente des populations en réponse a des conditions éco-
logiques et spécifiques (OROMI, SANUY et SINSCH 2012). L'adaptation génétique locale est
possible si les populations ont des variations génétiques élevées et si la sélection divergente
entre les différents environnements est forte par rapport au flux génétique (KELLER et al.
2013). D’autre part, la plasticité phénotypique est un facteur évolutif capable de favoriser
ou de retarder un changement génétique (OROMI, SANUY et SINSCH 2012). Elle peut étre
définie comme la capacité d'un organisme a produire divers phénotypes relativement différents
en réponse a de multiples environnements (DEWITT, SiH et D. S. WILSON 1998). Ces mé-

canismes peuvent étre complexes a identifier. Pour s'affranchir d'un effet du a une plasticité
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intragénérationnelle ou développementale (WEST-EBERHARD 2003), il est ainsi nécessaire
de reproduire les expériences menées sur plusieurs générations élevées dans des conditions ex-
périmentales communes (a basse altitude, 15°C, en I'absence de S. trutta) : si les générations
suivantes maintiennent les phénotypes observés chez leurs parents, I'influence d'une adapta-
tion locale pourra étre suggérée. A noter qu'il a déja été identifié une certaine plasticité du
taux métabolique chez C. asper en réponse a des conditions souterraines (GUILLAUME et al.
2020). Ainsi, aprés 8 années passées dans des conditions cavernicoles, |'activité métabolique
d'individus issus de populations épigées a significativement été réduite pour correspondre au
taux exprimé par des individus issus de populations hypogées. On peut supposer un méme
processus pour les paramétres présentés dans ces travaux, avec une modification des réponses

physiologiques passé un temps long.

Les perspectives de recherche sont donc larges mais qu'en est-il des perspectives de conser-
vation 7 L'identification de tendances sur les facteurs de stress seuls ou en interaction et la
réponse des organismes peut mieux informer les gestionnaires dans leurs décisions de conserva-
tion et les élus dans leur législation. A condition de concevoir des expériences écologiquement
réalistes qui tiennent compte de I'impact des facteurs de stress locaux (e.g. I'introduction de
Salmonidés) dans le contexte de facteurs de stress globaux (e.g. le changement climatique).
Les facteurs de stress globaux ne peuvent pas étre stoppés par des actions locales alors que
les facteurs de stress locaux peuvent facilement étre modulés directement par des décisions de
gestion adaptées au territoire. Une réduction des facteurs de stress locaux pourrait notamment
améliorer la résilience des organismes face aux facteurs de stress globaux (C. J. BROWN et al.
2013). La mesure conservatoire principale identifiée par la littérature sur différents change-
ments globaux peut se résumer a une préservation des milieux en partenariat avec tous les
acteurs du territoire. Ainsi, tandis que (HELLER et ZAVALETA 2009) mettent en évidence
une forte nécessité de maintenir voire restaurer les corridors écologiques pour favoriser la dis-
persion des organismes face au changement climatique, (COWX, ARLINGHAUS et COOKE
2010) insistent sur I'importance que les communautés de péche (individus et fédérations)
soient activement incluses dans les projets de recherche et de conservation pour permettre

leur implication volontaire dans la préservation des écosystemes aquatiques.
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RESUME

Les changements globaux de I’Anthropocéne exposent les organismes a des stress biotiques
et abiotiques croissants. Si le réchauffement climatique constitue une menace pour la biodiver-
sité, I'introduction d'especes peut aussi modifier le fonctionnement des écosystemes. Ces deux
composantes du changement global constituent des enjeux majeurs au sein des territoires mon-
tagnards et peuvent entrainer des modifications sur la répartition et la pérennité des especes
locales. Urodele endémique vulnérable, le Calotriton des Pyrénées ( Calotriton asper; Duges,
1852) est présent sur tout le massif montagneux sur un gradient altitudinal large. Comme tout
amphibien, cette espéce est menacée par les changements globaux et constitue un bioindica-
teur de la santé des écosystemes aquatiques montagnards. L'étude de son écologie est cruciale
pour une gestion adaptée a I'espece et au territoire. Bien que ses traits d’histoire de vie soient
documentés, peu d'études se sont concentrées sur I'impact des changements globaux sur son
écophysiologie, pourtant déterminant pour la compréhension des mécanismes de survie des po-
pulations. Cette these s'inscrit donc dans cet objectif en étudiant |'impact des températures et
de la présence de Salmonidés introduits sur C. asper a partir d’expérimentations en laboratoire

et de suivi in situ.

J'ai d'abord mesurer |'impact de la température sur la physiologie de C. asper le long
d'un gradient altitudinal. La mesure du taux métabolique standard par respirométrie sur un
gradient thermique large a montré une réaction physiologique aux températures élevées plus
importante chez les Calotritons de haute altitude que ceux de basse altitude. Ces résultats
suggerent une sensibilité plus grande a I'élévation des températures chez les populations en
marge haute de |'aire de répartition et questionnent leur pérennité face au réchauffement cli-
matique. Ensuite, j'ai démontré I'intérét des outils moléculaires pour la gestion de C. asper.
La présence de I'espece a pu étre confirmée ou infirmée via I'analyse d’ADN environnemental

sur des sites favorables difficiles a prospecter. Ensuite, I'analyse de I'ADN fécal a permis d'es-
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timer la prédation du Calotriton par une espéce de Salmonidé : la truite fario (Salmo trutta
L. 1758). Ces résultats démontrent la pertinence des outils moléculaires pour le suivi d'une
espéce discrete et suggerent une pression de prédation qui pourrait nuire aux petites popula-
tions de Calotritons. Enfin, j'ai étudié simultanément ces deux composantes du changement
global afin d'estimer leurs effets combinés sur la physiologie de C. asper. Le taux métabolique
standard a été mesuré par respirométrie en présence et en absence de S. trutta, a différentes
températures. Bien que la présence de truites n’a induit aucun effet direct, elle a entrainé
une diminution de I'activité métabolique en condition chaude, montrant une perturbation de
la réponse physiologique normale a la température. De plus, les populations de Calotriton en
sympatrie avec S. trutta ont présenté un taux métabolique plus important que les populations
allopatriques. Ces résultats suggerent un impact physiologique délétére sur le long terme pour

les populations sympatriques.

Ce travail met a disposition des gestionnaires une méthode génétique non invasive de suivi
in situ, et montre que les salmonidés introduits agissent directement par prédation sur la dy-
namique du Calotriton, et indirectement avec le réchauffement climatique en perturbant la
physiologie de I'espece. Ces composantes du changement global semblent avoir des impacts
différents suivant I'écosysteme des populations. Cela confirme les différences biologiques his-
toriquement observées au sein de I'espece et traduit probablement la variabilité de I'héritage
évolutif de C. asper. La mise en place de mesures de gestion adaptées localement intégrant les
activités de péche et ses acteurs est indispensable pour tenir compte des spécificités propres a

chaque population.



ABSTRACT

Global change of Anthropocene exposes organisms to increasing biotic and abiotic stresses.
While global warming is a threat to biodiversity, the introduction of species can also modify
the functioning of ecosystems. These two components of global change are major issues in
mountain areas and can lead to changes in the distribution and sustainability of local spe-
cies. A vulnerable endemic urodele, the Pyrenean brook newt (Calotriton asper ; Duges, 1852)
is present throughout the mountainous massif over a wide altitudinal gradient. Like all am-
phibians, this species is threatened by global change and is a bioindicator of the health of
mountain aquatic ecosystems. The study of its ecology is crucial for management adapted to
the species and the territory. Although its life-history traits have been documented, few stu-
dies have focused on the impact of global change on its ecophysiology, which is a determining
factor in understanding the mechanisms of population survival. This thesis is in line with this
objective by studying the impact of temperature and the presence of introduced Salmonidae

on C. asper from laboratory experiments and in situ monitoring.

| first measured the impact of temperature on the physiology of C. asper along an al-
titudinal gradient. Measurement of standard metabolic rate by respirometry across a broad
thermal gradient showed a greater physiological response to elevated temperatures in high
altitude individuals than in low altitude ones. These results suggest greater sensitivity to rising
temperatures in populations at the high range margin and question their sustainability in the
face of global warming. Second, | demonstrated the value of molecular tools for the manage-
ment of C. asper. The presence of the species could be confirmed or denied via environmental
DNA analysis on favorable sites that are difficult to survey. Then, the analysis of fecal DNA
made it possible to estimate the predation of C. asper by a Salmonid species : the brown
trout (Salmo trutta L. 1758). These results demonstrate the relevance of molecular tools for

monitoring a discrete species and suggest predation pressure that may be affecting small C.
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asper populations. Finally, | studied these two components of global change simultaneously to
estimate their combined effects on C. asper physiology. Standard metabolic rate was measured
by respirometry in the presence and absence of S. trutta at different temperatures. Although
the presence of trout induced no direct effect, it did result in a decrease in metabolic activity
under warm conditions, showing disruption of the normal physiological response to tempera-
ture. In addition, C. asper populations in sympatry with S. trutta showed a higher metabolic
rate than allopatric populations. These results suggest a long-term deleterious physiological

impact on sympatric populations.

This work provides managers a non-invasive genetic method of monitoring in situ and shows
that introduced salmonids act directly by predation on the dynamics of C. asper, and indirectly
with global warming by disrupting the physiology of the species. These components of global
change seem to have different impacts depending on the ecosystem of the populations. This
confirms the biological differences historically observed within the species and likely reflects
the variability of the evolutionary legacy of C. asper. The implementation of locally adapted
management measures integrating the fishing activities and their actors is essential to take

into account the specificities of each population.



