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Resum

Diversos estudis sobre Calotriton arnoldi han requerit experimentacié amb exemplars al laboratori, fora
de Pambient natural, i s’han fet a les instal-lacions del Centre de Fauna de Torreferrussa, amb exemplars
seus. Els estudis duts a terme fins ara han estat: «Estudi del termopreferendum de C. arnoldi»; «Compa-
raci6 interespecifica i intraespecifica de la norma de reacci6 de la taxa metabolica a la temperatura»; «De-
terminacid de les causes de les anomalies Ossies observades»; «Analisi de la qualitat espermatica»; «Des-
envolupament técnic dels aquaris naturalitzats» i «Estudi de l'efecte de grup, substrat i dieta sobre el
creixement». Es presenten de manera breu alguns dels resultats obtinguts els quals tenen importancia per
millorar efectivitat del centre de cria de C. arnoldiiper incorporar a les decisions de les diferents comis-
sions de decisi6 del programa de conservacid de I'especie.
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Resumen

Investigacion ex situ sobre Calotriton arnoldi

Varios estudios sobre Calotriton arnoldi requieren experimentacion en el laboratorio, fuera del ambiente
natural, y se han llevado a cabo con ejemplares del Centro de Fauna de Torreferrussa y en sus instalaciones.
Los estudios hechos hasta ahora han sido: «Estudio del termopreferendum de C. arnoldi»; «Comparacion
interespecifica e intraespecifica de la norma de reaccién de la tasa metabolica a la temperatura»; «Determi-
nacion de las causas de las anomalias dseas observades»; «Andlisis de la calidad espermatica»; «Desarrollo
técnico de los acuarios naturalizados» y «Estudio del efecto de grupo, sustrato y dieta sobre el crecimiento».
Se presentan de forma breve algunos de los resultados obtenidos que tienen importancia para mejorar la
efectividad del centro de cria de C. arnoldi y para incorporar a las decisiones de las diferentes comisiones
de decision del programa de conservacion de la especie.

Palabras clave
Calotriton arnoldi, termopreferendum, crecimiento, calidad espermatica

Abstract

Ex Situ Research on Calotriton arnoldi

Several studies on Calotriton arnoldi call for laboratory experiments away from the natural environment
which have been conducted with specimens from the Torreferrussa Fauna Centre at its facilities. The stud-
ies carried out so far are: “Study of the thermopreference of C. arnoldi”; “Interspecific and intraspecific
comparison of the norm of metabolic rate response to temperature”; “Determination of the causes of ob-
served bone abnormalities”; “Analysis of sperm quality”; “Technical development of naturalised aquari-
ums” and “Study of the effect of group, substrate and diet on growth”. Some of the results are briefly pre-
sented which are significant for enhancing the effectiveness of the C. arnoldi breeding centre and
informing the decisions of the decision-making committees in the conservation programme for the spe-
cies.
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Introduccio

El trit6 del Montseny (Calotriton arnoldi) és endémic del massis del Montseny,
PN-RB Montseny, i concretament de la part alta de la conca hidrografica de la Tor-
dera. Només s’ha trobat en set torrents i esta distribuit en dos nuclis poblacionals
separats per uns quants quilometres en linia recta perd que es mantenen aillats a
causa de 'existencia d’un habitat desfavorable que actua com a barrera geografica.
Habita una area de menys de 25 km?, sumant els trams de torrents habitats per no
més de 4 km, i les poblacions ocupen un rang altitudinal de 600-1.200 m. Es troba
en aigua freda, neta i oxigenada en ambients poc humanitzats. Sestima que, en els
darrers deu anys, la poblacié que té ha minvat un 15 %, per la qual cosa ha estat
catalogat com en perill critic (CR) a la llista vermella de la Uni6 Internacional per
a la Conservacio de la Natura (CARRANZA; MARTINEZ-SOLANO, 2009).

La superviveéncia d’aquesta espécie depen fonamentalment de la conservacio
dels medis aquatics reofils, pero també de les masses forestals que els envolten.
L'assecament dels rierols és la principal amenagca per a 'espécie. La gestié dels re-
cursos hidrics del Massis han estat sempre la font del problema, bé sigui per 'ex-
traccié d’'aigua per embotellar, bé sigui per una gestié inadequada i no sostenible
dels recursos per la poblacid resident. La conseqiiencia és que el Montseny sesta
assecant i, per tant, hi ha el pitjor escenari possible per a la supervivencia del tritd
del Montseny.

A més, a causa de l'escalfament climatic, la temperatura mitjana del massis del
Montseny ha augmentat més d’un grau en I'ultim segle. Aquest increment de la
temperatura ha incrementat 'evaporacio i 'evapotranspiracio, fet que ha provocat
que els boscos de faig, els quals conformen la coberta vegetal dOptima per al trit6
del Montseny, s’hagin desplagat de mitjana uns 70 metres cap a altituds superiors
des del 1945 i que hagin estat substituits per alzinars (PENUELAS; BoADA, 2003).

En aquests efectes de I'escalfament climatic en el moment actual, hi hem d’afe-
gir les previsions que prediuen a finals de segle una reducci6 de gairebé un 25 %
de la pluja, un increment de 3,4 °C de la temperatura mitjana i una reduccié d’un
14,5 % de l'aigua al sol. Si aix0 no fos prou preocupant, es preveu també un incre-
ment de la demanda d’aigua i de la freqlientacié humana i un augment del risc
d’aparici6 de les malalties emergents (BORRAS et al., 2016).

Tot aquest context obliga a actuar de manera immediata, ja que la superviven-
cia d’aquesta espécie endemica del Montseny esta en risc. Amb la finalitat de re-
vertir les amenaces que actualment es detecten s’ha executat el projecte «Life Tri-
té Montseny» (LIFE15 NAT/ES000757). Ja se sap que cal un bon coneixement de
la biologia i I'ecologia de I'espéecie per poder gestionar correctament el problema,
detectar d’'una manera més acurada les amenaces reals i dur a terme una gesti6
integral molt més efectiva de les poblacions que encara hi sobreviuen.

Manquen encara moltes dades sobre la biologia i 'ecologia d’aquesta especie.
Algunes es poden investigar al camp amb la recerca i el seguiment de les pobla-
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cions salvatges. Ara bé, altres parametres biologics i ecologics no es poden estu-
diar al camp ila recerca s’ha de fer ex situ, i aprofitar els exemplars estabulats que
hi ha al Centre de Fauna de Torreferrussa com a part del programa de reproduc-
ci6 en captivitat de Calotriton arnoldi de la Generalitat de Catalunya.

En aquest treball es presenten breument alguns dels treballs fets com a mostra
de la diversitat d’estudis i resultats que es poden obtenir amb tritons del Progra-
ma de Reproduccié en Captivitat i que no es podrien obtenir amb exemplars de
les poblacions naturals atés l'estat critic de les poblacions.

Metodologia

La metodologia és molt diversa en funcié del tipus d’estudi practicat. Per aquest
motiu, es descriura en l'apartat de cadascun dels estudis. Els treballs que es des-
criuran son els segiients:

« Estudi del termopreferéndum i temperatura critica de Calotriton arnoldi.

+ Comparacio interespecifica i intraespecifica de la norma de reacci6 de la taxa
metabolica a la temperatura.

» Determinaci6 de les anomalies 0ssies observades.

+ Analisi de la qualitat espermatica.

+ Desenvolupament teécnic dels aquaris naturalitzats.

 Analisi de l'efecte de la temperatura i els raigs UVB en la reproduccio.

« Analisi de 'efecte de grup, substrat i i dieta sobre el creixement.

Resultats

Estudi del termopreferéndum i temperatura critica de Calotriton
arnoldi

Aquest estudi va ser el projecte de final de master del Master en Biodiversitat de
la UB de Jenifer Contreras (CONTRERAS, 2019) i es va estimar la temperatura cri-
tica maxima, la tolerancia al fred i el termopreferéendum del trit6 del Montseny.

Lestudi de la TCmax i TCmin es va dur a terme en grups de sis individus en un
tanc d’acer ple d’aigua dels aquaris on viuen els tritons, i I'aigua es va escalfar o
refredar amb una unitat termostatica d’immersi6 (figura 1). El punt final de l'ex-
periment de TC Max es va determinar quan els tritons presentaven espasmes con-
tinus i perdua de la locomocio6 (AT 1 °C/3’).

Per al termopreferendum (Tp) es va dissenyar un canal d’aigua amb un gradient
de temperatura des de 3,5 °C fins a 28 °C. Els exemplars eren dipositats al centre
del canal i esperavem 40 minuts per veure la temperatura de l'aigua seleccionada.
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Figura 1. Cubeta térmica on es practicaven les analisis de TCmax i TCmin

Tots els experiments es van elaborar per als dos nuclis poblacionals (oriental i
occidental) per separat i tot mantenint les normes de bioseguretat (FERNANDEZ-
GUIBERTEAU et al., 2020).

En l'analisi de les dues poblacions en conjunt, es va determinar que la TCMax
dels mascles (N = 12) és de 31,7 (+ 0,04); en femelles (N = 12) és de 31,42 (+ 0,05);
en els juvenils (N = 12) és de 31,53 (+ 0,15); en les larves del 2017 (N = 12) és de
32,51 (+ 0,32); i en les larves del 2018 (N = 12) és de 31,69 (+ 0,19).

En l'analisi en conjunt de les dues poblacions, els mascles (N = 12) tenien una
t de 14,89 °C (+ 0,92) que anava des d’'un rang d’11,7 a 19,48 °C. Les femelles (N = 12)
van presentar una ¢ de 17,51 °C (+ 0,67) que anava des d’'un rang de 15,22 a 20,88 °C.
Finalment, els juvenils (N = 12) van presentar una t mitjana de 18,24 °C (+ 0,87)
que anava des d’un rang de 13,79 a 21,5 °C.

Comparacié6 interespecifica i intraespecifica de la norma de reaccié
de la taxa metabolica a la temperatura

Aquest estudi també correspon a un treball de final de grau de Biologia de la UB,
en aquest cas, de Marti Pifiero (PINERO, 2021). Aquest estudi utilitza dades me-
taboliques com la «taxa metabolica en repos» per estudiar les diferéncies fisiolo-
giques entre les dues espécies de trité del genere Calotriton (C. asper i C. arnoldi)
i entre les dues subpoblacions de Calotriton arnoldi. En aquest cas no exposarem
la metodologia ni donarem resultats perqué sén objecte d’'un article separat en
aquest volum.
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Analisi de la qualitat espermatica

Amb T'objectiu de determinar les causes de la fecunditat baixa, observada en les
parelles que inclouen mascles nascuts en captivitat, l'esperma ha estat estudiat a
fons mitjangant diferents tecniques. També s’ha fet un seguiment del comporta-
ment reproductiu per detectar possibles conductes anomales.

Per al'avaluacio de la qualitat de l'esperma, es va utilitzar el trit6 del Montseny
en captivitat (fundadors i nascuts en captivitat). Es van analitzar mostres d’esper-
matofors de 17 mascles adults que conformen el programa de cria. La qualitat dels
espermatozoides dels diferents grups es considera pel que fa a la mobilitat, el nom-
bre d’espermatozoides i les anomalies morfologiques observades.

Figura 2. Imatge de microscopia Scanning de I’espermatozoide de Calotriton arnoldi que
en mostra el cap, el flagel i la membrana ondulant

.
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- Undulating membrana

La técnica d'observacié d’espermatozoides amb microscopi electronic d’esca-
neig (SEM) es va desenvolupar amb la col-laboracié de Xavier Calomarde (Servei
Electronic de Microscopia de la UdL). A la figura 2 es pot veure un espermato-
zoide de Calotriton arnoldi. Podem observar que els espermatozoides son filifor-
mes, amb un flagel amb membrana ondulant. La longitud mitjana total és de
0,191 mm (cap de 0,057 mm, peca central i cua de 0,133 mm). Pel que fa a la lon-
gitud dels espermatozoides, no hi ha diferéncies significatives entre les dues po-
blacions (F: 3,491, valor P: 0,0715).

Lany 2019 es van registrar 344 amplexus que pertanyen a totes dues poblacions.
Les mostres de dades del 2020 han estat inferiors al que sesperava a causa de les
restriccions de la pandémia. De totes les parelles establertes el 2019 (49 occidentals
i43 orientals) es va observar com a minim un amplexus en 40 de I'occidental i 28
deloriental (taula 1). De fet, el 55 % de les parelles ponedores d’ous eclosionen amb
exit i donen lloc a larves viables (65 % occidental, 35 % oriental). No s’ha trobat cap
motiu que expliqui les diferéncies d’éxit reproductor entre les dues subpoblacions.
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Sembla, pero, que aquest fet també es deu donar a la natura, ja que les poblacions
orientals presenten efectius menors que les occidentals.

Taula 1. Resultats reproductors de les parelles controlades ’any 2019

Parelles Parelles Parelles
amb amb posta reproductores Ous Larves
Poblaci6 Parelles amplexus d’ous efectives totals eclosionades
Oriental 43 28 17 6 291 38
2019 Occidental 49 40 36 23 1247 272
Total 92 68 53 29 1538 310

Desenvolupament técnic dels aquaris naturalitzats

Lobjectiu d’aquesta acci6 és investigar com els canvis en les condicions ambien-
tals poden afectar la cria en captivitat i les implicacions que tindra per al futur de
les poblacions silvestres de I'especie. Amb la informaci6 dels sensors instal-lats als
rierols s"han obtingut valors de referencia per a les condicions reals del camp. El
control i la configuraci6 dels parametres de I'aquari s’ha fet manualment. Mal-
grat els reptes, shan pogut aconseguir resultats significatius.

Figura 3. Aquari naturalitzat d’estudi. En la imatge s’observa una de les cameres aéries
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S’han enjardinat quatre aquaris amb dissenys que recreen les rieres habitades
per l'especie (figura 3). Sha instal-lat un sistema de videovigilancia amb quatre ca-
meres submarines per controlar el comportament dels exemplars dins dels aqua-
ris. El sistema proporciona una gravacié per a un estudi posterior, aixi com la
transmissio en directe al YouTube. Aquest canal de YouTube esta obert al public
en general i es pot visitar a través del web del projecte.

Aquests seguiments han confirmat I'ts per part dels tritons d’espais fora de la
massa d’aigua. Aquests llocs eren sempre forats amb abundant vegetacié (molsa)
i un cabal d’aigua lleuger. Aquests espais es podrien assimilar a salts d’aigua amb
diferents nivells d’estratificacié de blocs rocosos presents en alguns trams de rie-
ro] habitat. Aix0 reforgaria 'argument que aquestes cascades de bloc sén molt im-
portants per determinar la idoneitat dels habitats potencials.

Analisi de efecte de la temperatura i els raigs UVB en la reproduccio

Lobjectiu d’aquest experiment era intentar determinar com un augment de la tem-
peratura o els canvis en la radiacié UVB poden afectar la reproduccié de I'espeécie.
Durant els anys 2019 i 2020 s’han allotjat setze parelles de cada poblacio en dife-
rents entorns. La meitat de les parelles es van mantenir a una temperatura sem-
blant a la que es troba als rierols habitats. L'altra meitat es van exposar a una tem-
peratura 2-3 graus més elevada. Per a cadascun d’aquests grups, la meitat va rebre
una illuminacié addicional mitjan¢ant una lampada UVB i l'altra meitat només
va rebre llum natural segons el fotoperiode.

Per a la poblacié oriental, el nombre de parelles ponedores d’'ous va ser massa
baix per obtenir resultats. Només es van poder analitzar estadisticament per a la
poblacié occidental. Contrariament al que s’esperava, un augment de la tempe-
ratura d’aquesta magnitud ha tingut efectes positius en I’éxit de la cria. El nom-
bre d’ous mostra un augment lleuger a temperatures més altes, tot i que aixd no
és estadisticament significatiu.

S'observa un augment estadisticament significatiu de la fertilitat dels ous a
temperatura més elevada. Sembla que 'augment de la temperatura ha afavorit
lactivitat o la fecunditat masculina. Aixo s'observa lleugerament el primer any,
pero no és estadisticament significatiu, i és clarament més pronunciat i significa-
tiu el segon any (F = 13,7; DF: 12; P: 0,003). No s’ha detectat cap influéncia de la
radiacié UVB, potser pel fet que es tracta d’'una espéecie basicament aquatica, amb
un fototropisme negatiu i que habita un medi on hi ha una taxa baixa de pene-
tracio dels raigs UVB a l'aigua.

Analisi de ’efecte de grup, substrat i dieta sobre el creixement
Lobjectiu d’aquest estudi és determinar l'efecte de diferents factors ambientals en

el creixement o mida dels tritons d’ambdues subpoblacions. Els factors ambien-
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tals considerats han estat: el tipus d’aliment (viu o mort) utilitzat, el tipus de subs-
trat (vidre o pedres) i l'origen de la poblacié (oriental i occidental).

En primer lloc, hi ha grans diferencies entre poblacions. Aixi els tritons de
l'oest son més grans que els orientals. El model ha mostrat diferencies significa-
tives en el pes (estadistica F = 22,85; p < 0,001) entre poblacions (occidental i ori-
ental). Independentment de la poblacio, vam observar efectes del tipus d’aliment
i dels diferents substrats. De la mateixa manera, pel que fa al pes, el model ha
mostrat diferéncies significatives (estadistica F = 10,01; p < 0,001) entre la longi-
tud dels individus i els factors ambientals. Com en el cas anterior, hi ha diferen-
cies significatives entre poblacions (occidentals i orientals). Independentment
de la poblacid, vam observar efectes de diversos factors ambientals. De fet, el mo-
del ha suggerit un efecte del tipus d’aliment i dels diferents substrats, de manera
que la mida i el pes sén més grans amb aliment viu i substrat rocallds (grafic 1).
El tipus d’aliment és clarament significatiu (grafic 1 a dalt) mentre que el tipus
de substrat, tot i no ser significatiu (grafic 1 a baix) si que s'observa una tendén-
cia a tenir dimensions més grans en aquells individus amb substrat rocallés.

Siavaluem per separat les diferéncies de pes i longitud dins d’una mateixa po-
blacié obtenim els resultats segiients. Tenint en compte la poblacié occidental, el
model va suggerir diferéncies significatives (F = 0,94, p < 0,001) pel tipus d’ali-
ment i substrat. El model demostra un efecte positiu del pes en individus alimen-
tats amb aliments vius en comparacié amb els animals alimentats amb aliments
normals/estandards. També vam observar un efecte positiu del pes en individus
collocats en substrats rocosos en comparacié amb els que estan situats en subs-
trats plastics o de vidre, Tanmateix, la poblacid oriental no té cap efecte signifi-
cativament diferent en referéncia a cap factor ambiental analitzat.

Per observar l'efecte de grup sobre el creixement, es van analitzar dues mesures
de longitud de 87 individus (56 occidentals i 31 orientals): la longitud del musell al
vent (SVL) i la longitud de la cua. Les mesures les vam prendre en dos moments di-
ferents, separats entre tres mesos cadascun (juny i setembre). Hem treballat amb
SVLi cua, i el creixement d’aquests tres mesos com a variable que cal estudiar.

Els ANOVA d’una via, tant en la poblaci6 oriental com en l'occidental, mostren
que hi ha un creixement significativament més gran (SVL i cua) quan les larves es
troben a les instal-lacions sense compartir aigua. En el grafic 2 es pot observar gra-
ficament aquest efecte per a les dues poblacions i la longitud del cos (SVL).

Pel que fa al nombre d’individus compartint aigua (grafic 3) podem observar
com la longitud del cos és menor a mesura que hi ha més tritons en un mateix
aquari (grafic 3 a dalt), fet que confirmaria 'efecte de grup. Pero, a més, si ana-
litzem la longitud del cos quan els tritons comparteixen aigua a través del circuit
d’aigua pero no sén al mateix aquari (grafic 3 a baix), podem observar que quan
el nombre d’individus va augmentant, la mida és més petita, amb tota seguretat
a causa d’'un creixement menor per efecte de grup. En el cas extrem de compartir
aigua molts individus (18, grafic 3 a baix), la longitud del cos és significativament
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menor. Aquest resultat ens indica que hi ha un reconeixement quimic entre els
individus, tot i que no sén al mateix aquari, i per tant es confirma l'efecte de grup.

Grafic 1. Efecte del tipus de dieta (a dalt) i els substrats (a baix) sobre el creixement de
Calotriton arnoldi. Els resultats corresponen a uns tres mesos de creixement
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Grafic 2. Creixement estimat i interval de confianca del 95% del creixement larvari de juny
a setembre en funcié de si els individus estaven sols o compartien aigua. A dalt: poblacié
occidental. A baix: poblacié oriental. En tots dos casos les diferéncies sén significatives
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Grafic 3. Creixement de juny a setembre dels individus larvaris en funcié del nombre

d’individus que compartien aigua, ja sigui en el mateix aquari o perqué compartien I’aigua pel
circuit entre aquaris. A dalt: Creixement segons el nombre d’individus en un mateix aquari. A
baix: Creixement segons el nombre d’individus que compartien aigua pel circuit entre aquaris
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Determinacio de les anomalies ossies observades

Per tal de determinar la possible afectacio de la dieta i el substrat en el desen-
volupament ossi i per descartar que poguessin ser la causa d’algunes malfor-
macions observades en alguns exemplars, tots els exemplars procedents dels di-
ferents grups de 'experiment «Analisi de 'efecte de grup, substrat i i dieta sobre
el creixement» han estat analitzats amb la col-laboracié del doctor Xavier Valls,
veterinari d’exotics.

Figura 4. Exemplar larvari de Calotriton arnoldi amb una malformacié a la columna

Els resultats de I'analisi d'osteologia indiquen que el teixit ossi és optim en tots
els individus, independentment de la dieta i el substrat. Alguns exemplars presen-
taven callositats Ossies, fractures antigues, que poden ser atribuibles a la manipu-
lacié a 'aquari. Unes altres presenten desviacions a la columna que poden ser con-
genites (figura 4). Totes les anomalies detectades representen el 10 % del total i no
afecten 'animal ni la seva supervivencia.
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