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Résumé- Cette revue fait le tour d’horizon de quelques systémes sensoriels dont peuvent se-servir cer
tains urodeles troglophiles et troglobies pour s’orienter de maniére “aveugle” dans leur habitat extréme
souterrain. Récemment, un nouveau sens, qui permet aux animaux de s orienter selon le champs
magnétique terrestre ou de naviguer a partir de ladite référence primordial e magnétique et en coopéra-

tion avec le sens de gravité, a été mis en évidence. De plus, travailler expérimentalement avec des sti-

muli magnétiques permanents permet de découvrir des seuils de tolérance d' intervention en compéti-

tion avec d’ autres systemes sensoriels chez ces animaux. L’ audition sous-aquatique en particulier et

aussi les stimuli visuels et mécaniques ont été étudiés chez le Protée, mais|’ odorat et le sens électrique

qui sont bien dével oppés chez les urodéles n’ ont pas encore été testés avec cette méthode. En général,

toutes les capacités sensorielles non-visuelles pourraient faciliter toutes ou certaines stratégies compor
temental es d' orientation qui compensent I’ orientation visuelle exclue en environnement naturel ou

pendant les expériences. Quelques tests aux allozymes ont démontri&dexdis génétiques signifi

catives entre deux popul ations endémiques pyrénéennes de Calotriton asper, provenant d’ habitats dis-

tincts mais voisins, une des popul ations testée vivant ala surface, I’ autre dans une grotte voisine. Ces
différences génétiques sont renforcées par des différences sensorielles relatives aux systemes élec-
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triques et magnétiques. Ces résultats et des considérations éthol ogiques et écol ogiques nous amenent &

la conclusion que des cavernicoles (et éventuellement des organismes d’ océans profonds) sont plus

aptes aacquérir et utiliser des sens non-visuels facilitant I’ orientation spatiale. En comparaison avec

leurs parents épigés, les animaux colonisant des cavernes et des endroits sombres ont conservé et réac-

tivé d’ anciennes propriétés sensorielles qui leur permettent de survivre avec succes dans des habitats

dépourvus de lumiére. Les dites especes soaurs de surface ne se servent apparemment plus de ces sys-

témes sensoriels trés dével oppés ou les ont perdus seulement depuis peu (Glaciation de Wiurmiil y a

36000 ans). Le Plethodontidé d’ Amérique, Desmognathus ochrophaeugest en partie adapté alavie
souterraine et démontre un sens magnéti que bien développé, tandis que ses cousins D. monticula et D.
guadrimaculaty$sous deux épigés et vivant dans des habitats plutét sombres également n’ exposent

pas de sens magnétigque selon notre méthode expérimentale. L’ axolotl (Ambystoma trigrinium/mexica -

num) provenant de souches de laboratoire, I'ibérigleaindeles waltket Triturus montandories Car

pates, tous temporairement vivant dans I'obscurité montrent des alignements aux champs magnétiques,
maisil était plus difficile de e démontrer expérimentalement dans chaque cas, car ces espéces ont ten-

dance a s' habituer au contexte expérimental et finissent par ne réagir que peu ou trop peu au champs
magnétiques. Ces diverses observations suggerent que le sens magnétique chez les urodéles (développ
de maniére primaire) n’a pas pu étre mis en évidence par notre méthode expérimentale ou n’ est pas
simplement activé ou désactivé en cas de besoin. Dans cette hypothése, ce sens magnétique serait plu-

tét une acquisition phylogénique fixée génétiquement de maniére éparse dans certaines popul ations

vivant soit en surface, soit dans des cavernes.

Mots-clés Sensitivité alalumiére, Yeux rudimentaires/peau, Orientation non-visuelle, Urodéles caver-
nicoles.

Summary - Review and new data on light sensitivity and non-visual orientation iProteus angui-
nus Calotriton asper and Desmognathus ochrophaeus (Hypogean Amphibian; Urodela) A review
is given on several sensory systems that enable troglophile and troglobian urodel e species to non-visu-
ally orient in their extreme hypogean habitat. In particular, recently a new sense was discovered allow-
ing the animals to compass-orient according to the Earth’s magnetic field which could serve asabasic
and, only in correlation with gravy-perception, would be an always available reference for orientation.
Moreoverworking with permanent magnetic field stimuli offers avery sensitive experimental method
to discover the urodeles’ thresholds for light and acoustical stimuli and perhaps other sensesin compe-
tition to the magnetic one. Olfaction as well as electrical and mechanical senses were not studied yet
with this method, but underwater hearing was. In general, all non-visual sensory capabilities may facil
itate certain behavioral strategies which compensate for missing visua orientation. Some genetically
differentiating tests, comparing two populations of the endemic Pyrenean species, Calotriton asper
from separated habitats, surface and cave, as well as ethological and ecological considerations led to
the conclusion that cavernicoles (and eventually deep sea organisms) are more likely to own and regu-
larly use the sensorial opportunities of a magnetic sense for spatial orientation: Compared to their
epigean relatives, cave animals may have retained phylogenetically older sensorial properties, trans-
formed or improved them, or finally acquired new ones which enable them to successfully survivein
dark habitats. Sister species/ populations living at the surface did not necessarily take advantage of
these highly evolved sensory systems and orientation strategies of the troglobian species and may have
lost them. E.g. Desmognathus ochrophaeuss partly adapted to cave life and exhibits good magnetic
sensitivitywhereas, D. monticula and quadrimaculatuse epigean and, although living in rather dark
places at the surface, did not demonstrate magnetic sensitivity with our method used. Axolotl
(Ambystoma tigrinium/mexicanum) from laboratory bred strains and the Spanish newt, Pleundeles
waltl, and Triturus montandoni, frequently living in dark habitats, too, showed alignments to magnetic
fields eventually, but it was more tedious to obtain significant results. These diverse observations sug-
gest that the primarily developed magnetic sense in urodeles is not simply “switched on or off” if nec-



essarybut may be abasic(ally) phylogenetic acquisition, now only loosely fixed genetically in certain
surface/cave populations, or has not shown up by the method used.
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I. INTRODUCTION

D’ un point de vue éco-physiologigue, on accepte I hypothése générale que les animatix
cavernicoles ont du, parmi d autres adaptations ala vie souterraine, développer et améliorer
leurs systémes sensoriels non-visuels pour pouvoir s orienter dans leurs habitats dépourvus
delumiére. Lavie souterraine aurait ainsi amené le Protée, en outre, & spécialiser son oreille
interne de fagon a plut6t garder, voir affiter son audition larvaire, déa adaptée aux condi-
tions acoustiques sous I’ eau, pour toute sa vie aguatique (par exemple Bulog 1989a,
1989b,Bulog et Schlegel 2000). La valeur spécial ement adaptée de son labyrinthe otique est
basée sur un arrangement complexe des cilias de cellules sensorielles auditives de samacula
sacculaire, permettant au systeme nerveux central (CNS) d’ analyser la direction d’ ondes

Figure 1 : Complexe morphologico-fonctionnel des cellules sensorielles de lamacula sacculaire du

Protée, projetée dans un plan. Les fléches indiquent I’ orientation morpho-fonctionnelle des cellules
sensorielles ciliaires dans les 4 subdivisions de |’ organe auditif (dans le sens d'une aiguille d’une

montre) : aire rostrale a gauche, aire dorso-mediale en haut, aire caudale a droite et aire ventro-latérale

a droite en bas. Les pointes des fleches indiquent les directions dans lesquelles les cellules sont les plus
sensibles (= positions de stéréocils des cellules ciliaires, excitatrices) aux ondes sonores (sensibilité

aux déplacements de particules). Barre = 100 pm.

Figure 1: Complex functional-morphological orientation pattern (arrows) of sensory hair-cellsin the
saccular macula ¢froteus anguinusBar = 100 pum.




sonores grace aux déplacements des bottes de cils, qui réagissent ala vitesse/déplacements
des particules/molécules d'eau (voir figs 1 et 2).

Une autre possibilité d’ orientation non visuelle, premiérement décrite par Schlegel
(1996) a été démontrée chez au moins 3 espéeces d’ urodél es hypogés cavernicoles, le Protée
Proteus anguinus, I Euprocte des Pyrénées Calotriton asper (ex Eupioctus asper) et lasala-
mandre sombre de la montagne d’ Allegheny Desmognathus ochrophaeusqui s alignent
spontanément selon les lignes et |a polarité du champ magnétique terrestre et méme a ses
déviations artificielles, ce qui met en évidence un sens magnétique important pour se dépla-
cer dans I’ obscurité (Schlegel, données non publiées ; Schiegel et Renner, données non

Figure 2 : Coupe transversale du labyrinthe dans larégion de la saccule et de lamacula sacculaire. La
transmission d’ ondes sonores est proposée selon les fléches arrivant du plafond de la cavité orale (UV)

a travers du tissu connectif fibrillaire vers la columelle (Co) de la fenétre ovale. La propagation d’ondes
sonores continue a travers la citerne périotique (PC) envers la saccule (S) et jusqu’aux épithéliums sen
soriels individuels. Barre = 500 pum.

Figure 2: Cross section of the otic labyrinth in the region of the sacculus and saccular macula. Proposed
sound waves transmission (arrows) from the ceiling of the oral cavity (UV) through the fibrillar con-

nective tissue (V) to the columella (Co) of the oval windble propagation of the sound waves would
contiune through the periotic cistern (PC) to the sacculus (S) and then proceed to the individual sensory
epithelia. Bar = 500 pum.




publiées). Le mécanisme sensoriel impliqué le plus probable, et les plus souvent suggéré, est
le type “magnétite” (particules de matériaux magnétiques permanents ou para-supra-magné-

tiques), connu pour permettre cette I’ orientation magnétique sans lumiére (Deutschlander et

al. 1999, Diebel et al. 2000, Fleissner et al. 2003, Hanzlik et al. 2000, Winklhofer et al.

2001).

Si les références non-visuelles connues pour s’ orienter sont présentes et disponibles,
elles pourraient, ensembl e, étre suffisantes pour permettre aux animaux cavernicoles de se
déplacer efficacement dans leur habitat souterrain. De plus, lathigmotaxie pratiquée sur le
substrat, bien connue chez les cavernicoles, serajoute aux capacités d orientation générale
pour se repérer dans un espace dépourvu de lumiére (voir par exemple Briegleb 1962, 1963,
1974). L' orientation magnétique reste une possibilité de mécanismes d’ orientation toujours
disponible pour les cavernicoles et elle pourrait ainsi servir de référence pour tous les autres
moyens d’ orientation. Ceci est ainsi bien connu chez de nombreuses espéces d’ oi seaux
migrateurs ou les jeunes qui disposent dés la nai ssance d’ un sens magnétique primordial,
doivent cependant apprendre, petit & petit au cours de leur développement, a se servir de
celui-ci comme référence pour tous les autres mécanismes d’ orientation (Wiltschko et Wilt-
schko 1995Wiltschko etWiltschko 2003).

Lebut de cetravail est de présenter une synthese des travaux réalisés sur la capacité
d’ orientation non-visuelle chez Proteus anguinus, Calotriton asper et Desmognathus ochro -
phaeuseffectués au laboratoire souterrain de Moulis (France).

Il. MA TERIELS ET METHODES

A. Espéces étudiés
Les spécimens deroteus anguinuent été fournis par le Laboratoire de biologie souter

raine du CNRS de Moulis grace a son élevage, entretenu depuis des années 50/60 dans la
grotte “laboratoire”. Certains spécimens proviennent directement de résurgences karstiques

en Slovénie (étude de I’ oreille, I'cdl et I’ ouie au laboratoire de la faculté de Biologie de
I'Université de Ljubljana). Endémique des Pyrén€dotriton aspewit dans des ruisseaux
de surface a moyenne et haute altitude (jusqu a2400 m), maisil y aaussi plusieurs popula-
tions isolées dans certains ruisseaux souterrains karstiques. L es spécimens utilisés provien-



nent des élevages comme celui de la grotte laboratoire de Moulis et de I’ Institut (et du

Muséum) de I’ Université de Hambourg (Allemagne), élevage récemment transféré au “Bio-

centre” del’Université de Munich (Allemagne). L es Pléthodontidés d’ Amérique de Nord

Desmognathus ochrophaeudD. monticula et D. quadrimaculatus sont issus d’ un élevage de

I’ Université de Bremen (Allemagne). D’ autres espéces d' urodéles ont été étudiées occasion-

nellement si une vie semi-souterraine ou partiellement dépourvue de lumiére était vraisem-

blable écologiquement. Désnbystoma mexicanyfritur us montadoniT. alpestris T. vul -
garis T. cristatus, et Pleundeles waitl ont ainsi été testés (dons des collegues Pr. Dr. G.

Roth, Dr U. Dicke, et PrDr. J. Parzefall).

B. Conditions expérimentales

L es expériences ont été effectuées dans la grotte |aboratoire de Moulis, dans un milieu
semi-naturel (température ambiante de 12°), et au laboratoire de I’ Institut de Zoologie de
I’ Université de Munich (Allemagne), dans une cave avec des températures variant de 14 a
18°C.

A I’ exception du seul Protée, les animaux testés ne sont pas aveugles, maisils étaient
tous rendus aveugl es expérimental ement car observés sous lumiére infrarouge (moins de
50 uW de luminosité). Leurs déplacements et alignements dans un cristallier de 30 cm de
diameétre ont été enregistrés sur bande vidéo avec une cameralR ou bien en tempsréel ou en
échantillons de 10 secondes par minute, afin de compter le nombre d’ arréts directionnels de
I’animal et d’ obtenir une estimation de la direction préférée pendant une session de 8 a24
heures. Les arréts d’au moins d’'une seconde ont été attribués lors du dépouillement des enre
gistrements dans les 8 secteurs majeurs (N, NE, E, SE, S, SO, O, NO), en prenant la direction
de la téte (“heading”), quelle que soit la direction du corps. La direction préférée d’'un animal
pendant une session sous une condition magnétique constante est estimée par |la somme des
arréts classés suivant les 8 classes de direction, et représentée par le calcul du vecteur moyel
(Batchelet 1981). La longueur de ce vecteur permet d’estimer la signification statistique de la
direction de déplacement. La moyenne des vecteurs calculés sur plusieurs sessions du méme
animal, enregistré sous des conditions magnétiques identiques a plusieurs reprises (échan-
tillons indépendants) permet d’estimer une grande moyenne par animal. Lorsgu'il existe une
direction magnétique préférée commune pour un ensemble d’ animaux, un vecteur commun
pour tous les animaux testés peut étre calculé comme la grande moyenne par espéce. Les dif



férences entre individus et entre “populations” ont été testées par le test de Wilcoxon
(Concepts & Applications of inferential statistics: http:// faculty.vassaedu/Lowry/¥ssarS
tats.html) et de Watson-Wliams (Batchelet 1981, program “Oriana 2", warrenK @kov-

comp.com).

C. Otohistochimie et immunocytochimie

Pour le marquage immunol ogique sur coupes semi-fines, des coupes frontales atravers
les yeux et des coupes sagittales de la glande pinéale (0,7-1,0 um) ont été faites sur un ultra-
microtome (Reichert-Jung Ultracut). Les coupes individuelles d'une série étaient placées sur
des lames séparées et numérotées consécutivement. Larésine d’inclusion était dissoute avec
du méthoxide de sodium, et les coupes ont été rincées de suite avec du benzéne de méthano
du méthanol et de I’ eau. Des sites de complémentarité non-spécifique ont été bloqués par
incubation des coupes dans 1% de sérum abumine bovin, tamponné au phosphate
(BSA/PBS) pendant 30 minutes. Les anticorps primaires ont été appliqués pour 1-18 heures
alatempérature ambiante, les coupes rincées dans du PBS et exposées aux anticorps secon-
daires biotinylisées, diluées 1:250 avec BSA/PBS (4 pg/ml) pendant 1,5 heures. Aprés avoir
été rincées dans du PBS, des groupes de biotinyl ont été détectés par la solution ABC, diluée
1:50 pour 45 minutes. Le Diamminobenzidine (DBA) était utilisé en chromogene (incuba-
tion 6 minutes a 20°) en présence de 0.002% peroxyde d' hydrogene. Apres ringage dans
I’ eau, les coupes ont été montées dans du glycérol pour la microscopie photonique et photo-
graphiées avec un photomicrocope Zeiss Axiopot 1, équipé du contraste de phase et de |’ in-
terférence différentielle contrastée (optique Nomarsky). Pour comparer laréactivité immu-
nol ogique de la méme cellule réceptrice, des micrographes (lumiére) ont été pris sur des
régionsidentiques, ou des coupes consécutives ont été exposaes aux différents anticorps pri-
maires (Kost al 2001).

lll. RESUL TATS

A. Alignements d’animaux selon le champ magnétique permanent
L es urodéles cavernicoles se dirigeaient spontanément et individuellement vers un but
imprédictible (Schlegel, 1996), ¢’ est-a-dire dans une direction magnétique particuliére sous



le régime du champ magnétique terrestre (n = naturel). Ceci a été vérifié sur le méme spéci-
men avec des champs magnétiques artificiellement imposés, soit renversés (mN = S), soit
déviés de +/- 90° ou 135° (mN = E/SE par exemple) : les animaux choisissaient toujours une
direction géographiquement opposée ou tournée de 90°/135° dans le sens magnétigue sollici
té (fig. 3). Les animaux suivent les lignes du champ tant que les intensités magnétiques verti

cales et horizontales appliguées restent dans I’ ordre du champ magnétique terrestre local
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Figure 3 : Réactions d’ un Protée aux champs magnétiques naturels et inversés et a une source de
lumiére dans la salle d'@ile de la grotte de Moulis (Ariegé).. Distributions des choix d’animal sous
condition magnétiques naturelle (n, avec lumiére supplémentaire et n, sans lumieére supplémentaire,
deux prises de données) et en étant inversée horizontalement sans lumiére supplémentaire (mN = S).
En plus, laréaction positive alalumiére seule, placée au sud, a été enregistrée pendant que le champ
magnétique naturel était compensé (comp.). Lorsque la lumiére était allumée pendant le régime
“mN = S” I"animal réagissait aux deux facteurs d’ une maniére mixte, donc plutdt bimodale (E/O, a
comparer avec lareprésentation en B). Les données originales (symboles) ont été lissées par un algo-
rithme de spline pour mieux montrer les fonctions sinusoidal es adaptées (lignes). B. Somme les résul-
tats de A dans une représentation polaire dont les valeurs du test de Rayleigh étaient pour n;, 9,9 ; n,,
3,32; mN =S, 5,9 mN =S + lumiére, 6,55 bimodales (toutes significatives pour un seuil a 5%).

Figure 3: Reactions ofR anguinugo magnetic field conditions and to a light source at SE (run in the
"salle d’agile” of Moulis cave)A. Distributions of anima$ choices under normal,(@and n, two data
sets) and reversed horizontal field vectors (mN = S). In addition, the reaction to the “light (only)”
source while the horizontal field was compensated (comp.) and the result of an experiment with the
same light on while the magnetic field vector was reversed are shown (mN = S+light, bimod.):
bimodal distribution dueto magnetic and light effects. A one-modal circular treatment of that data set

did not provide a significant favored direction (mN = S + light n.s.). As data are drawn with approxi-
mating spline routine the sinusoidal nature of the functionsis visualized. B. Summarizes the results of

A in apolar plot: n;, Rayleigh-value 9.9; n,, Rayleigh-value, 4.32; mN = S, Rayleigh-value, 5.9;

mN =S + light, bimod, Rayleigh-value 6.55 (all significant at p < 0.05).




(horizontalement 220 mGauss et verticalement 340 mGauss environ aMoulis et a Munich,
ce qui produit desinclinaisons de 56° et 63°). Les choix sont moins nets avec une intensité
horizontale réduite a un demi ou un quart. Les champs augmentés d’ un facteur de 2 a 3 par
rapport &la normale sont pergus par les animaux, mais des combinaisons |ocalement aber-

rantes faussent les résultats ou les rendent impossible (voir ci-dessous).

B. Alignements d’animaux selon le champ magnétiques et/ou aux facteurs sensoriels
non-magnétiques
Si le vecteur horizontal magnétique naturel est compensé par un champ magnétique arti
ficiel opposé (le vecteur magnétique vertical reste stable, mais ne donne pas d'information
magnétique horizontale, inclinaison 90°), les animaux ne sont pas toujours désorientés
comme attendu sous |” hypothése d’ une direction aléatoire, maisils indiquaient souvent une
direction autre que celle due au champ. Les animaux avaient trouvé une autre souree d’orien
tation, comme lalumiére ou des bruits parasites localisés (qui n’interagissaient pas avec le
champ magnétique). Dans quel ques cas particuliers, ces sources s avéraient vraiment effec
tives. Les animaux ne prenaient pas simplement larésultante de I’ information magnétique et
de |’ autre source, maisils se dirigeaient alternativement vers|’une ou vers |’ autre durant
toute la session. Le vecteur moyen calculé traduit cette résultante, et les deux maxima obser
vés dans ladistribution des choix refléte cette orientation alternative (fig. 3A, B: MmN =S+
lumiére; comp. + lumiére et figs 4/6: distraction par bruits).
Dans certains cas, | es spécimens préféraient toujours une direction géographique privi-
| égi ée quelque soit le champ magnétique présent. Cette source était peut-étre plusfacile a
localiser et a suivre que le magnétisme. Sous le régime “comp.”, ces références compétitives
étaient le plus souvent détectables par I’ observateur et ont pu étre éliminées expérimental e-
ment.
Enfin, un animal, aprés avoir testé sous la condition “comp.”, pouvait ensuite dévier de
sa direction magnétique préférée d’ origine et s adaptait ala nouvelle source d’ orientation.
Ce phénomeéne peut étre observé lorsqu’ on introduit un marqueur géographique important
comme un tube pour s'y cacher, ce dernier étant toujours trés attractif pour les animaux
cavernicoles (et de surface). Aprés avoir éliminé la source compétitrice, un animal a de nou-

veau suivi le champ magnétique renversé (fig. 3A, B, mN = S).



Pour éviter les sources sonores génantes (sons aléatoires), nous avenswlibruit de
fond (bande passante < 3 kHz, de type “ cascade”) relativement fort (80- 90 dB SPL), émis
par un haut-parleur accroché au-dessus de la camera vidéo et dirigé vers le container d’obser
vation. Ce bruit supprimait fefctivement les réactions d’animaux dues aux parasites sonores

(fig. 6).
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Figure 4: A. Réaction auditive négative d’'un Protée a une source de bruit isolée venant du NE (fleche :
eal coulante), pendant que le vecteur magnétique horizontal était compenseé artificiellement (comp.).

L es maximums des courbes sous des conditions magnétiques opposées (n = naturelle; mN = S, inver-

sée) tombent bien opposés de 180° aux SO et NE, mais la superposition des deux effets (réactions aux

sons et aux champs magnétiques) ne permet pas de calculer de vecteurs polaires nets et appropriés aux
conditions bi-factorielles (magnétiques et sonores ; voir représentation polBixe en

Figure 4: A. Reactions of a Proteugo a noise source alone (running water pipes, located at NE, arrow)

when the horizontal magnetic vector was compensated (comp.) and to the normal (n) and reversed
magnetic field (mN = S), as labeledAnthe respective peaks lay 180° out of each other superimposed
on phonotaxis. Neither mono- nor bimodal circular statisticsin (B) can reproduce the data of (A) prop-

erly as averaging over bi-factorial distributions

C. Photo et phonotaxie

En fonction de I’ intensité des sources de références compétitives (lumiére ou sons), les
animaux s orientaient envers, positivement ou s’ en tenaient al’ écart, négativement, par rap-
port alasource: ils démontraient de la phonotaxie ou de la phototaxie (voie les exemples
danslesfigs3 et 4). Lalumiére, d'uneintensité de 1 Lux (environs 0,1 yW) provoquait des
réactions positives, tandis que plus de 10 L ux aboutissaient a des phototaxies négatives. Des

-10-



événements sonores attireraient les animaux, ou bien provoquaient leur fuite (Fig. 6). Les

Protées sont trés sensibles aux déclics de relais et aux bruits produits par la table tournante,

utilisée pour supprimer les effets possibles de marques chimiques ou du relief du substrat
(capacités thigmotactiques du Protée). Des sonorités naturelles, typiques pour des grottes et

habitats aquatiques comme des bruits de gouttel ettes ou de ruissellements d’ eau, estimées et
mesurées dans la grotte de Moulis et dans le laboratoire de la cave a Munich de I'ordre de 30-
40 dB SPL (mesurées dans|’air), étaient fort bien détectées par le Protée. Ces excellentes
capacités auditives sous I’ eau ont été démontrées avec une méthode psycho-acoustique en

Slovénie (voir I’ audiogramme de lafig. 5, repris de Bulog et Schlegel 2000; aprées revision,

seuils a étre rapportés a 40-50 dB rel. 1uPa).

40 T T TTTI T T TTTI] T T TTTI] T T TTTI T
0,001 2 3 4560,010 2 3 4560,100 2 3 4561,000 2 3 4510,000 2
frequency (kHz)

Figure 5 : Audiogrammes enregistrés sous |’ eau sur des spécimens de Protée provenant de différentes
localités et popul ations en Slovénie (rectangles, le spécimen blanc avec les meilleurs seuils ; triangles,
valeurs moyennes calculées sur tous les “blancs” ; triangles pleins, spécimens noirs). Les symboles et
lignes au-dessus des courbes mesurées marquent les niveaux de sons maximaux disponibles du haut-
parleur aquatique utilisé (avec une atténuation de 0 dB, mesuré al’ emplacement de I’ animal). Axe des
ordonnées : niveau sonore en dB relatif a 1 pPascal pression prise comme standard conventionnel.

Figure 5: Under water audiogram of specimens of white (squares, white, best specimen, triangles, aver
age over whites) and black (filled triangles) Proteuspopul ations of Slovenia. Approximating lines cal-

culated as splines and drawn on the base of the measured points (Axum 6 graphic program). Lines on

top of the graph indicate the maximal pressure levels available (two calibrations: ordinate given in dB

relative 1 pPascal) from the under water loud speaker at the position of the animal obtained with 0 dB
attenuation; x-axis given in log of frequency (kHz)
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Nous n’ avons certainement pas détecté toutes | es sources non-magnéti ques déroutantes
(sons, lumiére, etc.), maisladirection en devenait apparente par la direction moyenne choi-
sie par I’animal. Le Protée est particuliérement capabl e de se servir des ces moindres infor-
mations. Par exemple, dans|e laboratoire a Munich, des sons trés faibles venaient du NE
(bruits d’ eau courante dans latuyauterie), a peine audibles (fig. 4). Les brouilleurs sonores
efficaces devaient étre suffisamment forts (voir ci-dessus) pour complétement masquer ces
parasites faibles (fig. 6). Ceci démontre encore une fois la trés bonne sensitivité directionnel
le du systéme auditif de cet animal (fig. 1, Bulog 19893, b, Bulog et Schlegel 2000), et met
en évidence combien al’ obscurité, les animaux peuvent trouver opportunistiquement des
références non-visuelles d’ orientation pour remplacer un sens visuel qui est prépondérant

dans un autre environnement.

A B N

300 r

'mN=S
200 F

¢

comp.(n.s.)

009 006 003" 003 006 009

100 | | comp/.(n.s.)

E'S W N E n
geogr.dir.

Figure 6 : Réactions de|’animal de lafigure 4 au champ magnétique naturel (n), inversé (mN = S) et
horizontalement compensé (comp.) lorsque les sons parasites du SE sont masqués par du bruit blanc
(bande passante basse, en dessous de 3 kHz, niveau autour de 80 dB SPL) transmis par un haut-parleur
monté au-dessus de la camera vidéet B méme symboles que les figures précédentes.

Figure 6: A/B, reactions of the same animal asin fig. 4 to the normal (n), (mMN=S), and (comp.) mag-
netic condition when originally disturbing noises at NE were jammed/masked by low frequency con-
tinuous noise from the top (around 80 dB SPL). See text for details.
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D. Stabilité a long terme de préféences magnétiques et fefts de stimulations magné
tiques inhabituelles (vecteurs magnétiques gssieement différents d’habitats
usuels)

Lastabilité du choix magnétique d' un animal a été étudiée en multipliant les mémes
tests magnétiques sur des mois, voir des années. L es mémes préférences, avec des fluctua-
tions, ont été observées. Lorsque les animaux, aprés les tests, ne sont pas remis dans leur
aquarium habituel, il y arisque que I’animal ne change de préférence a cause d’ un nouvel
environnement (I’ animal s adapte a d’ autres marqueurs prépondérants, Schlegel et Renner,
données non publiées).

L e comportement magnétique d’ un Protée a était enregistré sur plusieurs semaines et
méme des situations magnétiques aberrantes et jamais expérimentées par I’ animal ont été
appliquées. Dans de tels cas, les animaux alternent typiquement entre deux directions oppo-

300

mN=8 |E|
—vert.=0°

mN=S+mN up(1+2)
comp. |I|
mN=S+mN up (1)
o2

mN=S+mN up (2)

geogr.dir.

Figure 7 : Succession des réactions au jour le jour du Protée des figs 4-6 aux diverses conditions
magnéti ques, expérimentées naturellement (n, mN = S) et non-expérimentées par I’ animal dans son
environnement habituel (mN =S+ mN up, appliquées pendant deux jours et somme des deux
(mN= S+ mN up.., puis vert. = 0° au dixiéme jour) et suivants (indiqués dans lamarge droite, les
chiffres encadrés se référent aux jours conseécutifs).

Figure 7: Sequence of reactions of the Proteusof figs 4-6 to different magnetic conditions as labeled;
numbers in boxes refer to days after the first experiment (comp. [1]). Kernel (interpolating) spline
smoothing.
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sées apres un certain temps ou produisent des distributions bi-modales, intercalé d'un jour de
“comp.”[1] (figs 7-9). Finalement, I’ animal revenait a son premier choix (SE, fig. 10). Il

S agissait en effet du méme spécimen connu des figs 3/4/6 qui choisissait SE (fig. 7n[3]) et

NO sous la condition mN = S[4] (fig. 7). Il préférait SE de nouveau quand tous les deux vec
teurs magnétiques étaient renversés (fig. 7, MmN =S + mN up (1)[5] et (2)[6]), mais it produi
sit un deuxiéme pic mineur aNO déja (choix |égérement bi-modal comme uni-modal égale-

ment, mN = S+ mN up (1+2)[5+6], les deux sets de données ensemble). L' animal passait au

choix purement bi-modal quand |e vecteur vertical était compenseé (fig. 7, vert. = 0°[7]). I
réagissait de la méme fagon quand I’ intensité totale était exercée horizontalement seule

(fig. 8, vert. = 0° + 430 mGausg[8]). Lorsque le lendemain, la condition (n) était rappliquée

avec le méme vecteur horizontal quelaveille (fig. 8, n2 + 430mGauss[11] et n1 + 2 + 430

150 — —
o vert.=0° (+430mG)
:
100 — o
n,,; (¥430mG)
50 — —

geogr.dir.

Figure 8 : Suite desréactions apréslafig. 7 (routines “ approximating spline” appliquées pour montrer

les fonctions mathématiques sous-jacentes). Méme les renforcements du champ magnétique horizonta
le (&2 430 mG ce qui correspond a l'intensité totale, mais appliquée uniquement dans le plan horizontal
Ni+apa30me) € Naazome) ; N1 N’ étant pas représenté serait |a différence entre ces deux derniéres courbes)

ne changent pas les réactions basales ni rendent possible un choix uni modal si le vecteur vertical n’ est

pas disponible pour I'animal, vert. =03 me)

Figure 8: Reactions following Fig. 7: further magnetic conditions as label ed. Approximating spline
smoothing was chosen to roughly demonstrate basic mathematical functions (single or double sine
waves).
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Figure 9 : Suite de réactions du Protée ayant subi des combinaisons magnétiques non- expérimentées
par I'animal dans son environnement habituel (figs 7-8, n + 430 mG; mN up). Noter le retour gradué du
n(2) en passant n(12) et n(13) au n(14-18).

Figure 9: Further experiments after the series of figs 7-8 showing deviations of n-choices when unnatu
ral magnetic vector combinations were supplied (n+430 mG; mN up) in sequence. Note the gradual

return from n(2) over n (12) and n(13) back to n(14-18); Kernel (interpolating) spline smoothing, see

text for details.

mGauss[10]) I’animal choisissait [égérement bi-modal ement mais encore SE (fig. 8, n1 + 2
[1Q]). Si par contre, le surlendemain, vecteurs naturels, horizontal et vertical, étaient appli-
qués, I'animal préférait clairement NO au lieu de SE comme si le champ horizontal était ren
versé (fig. 8, n3[121]). Quand, lejour suivant, le vecteur vertical était renversé (fig. 8, mN
up [122) I’animal produisit finalement un choix bi-modal, comme |’ avant veille et sous les
deux conditions, vert. = 0° (fig. 7, vert. = 0°[7]) et fig. 8 (vert. = 0° + 430 mGausA[8Ps
tant de changements, la nouvelle référence del’ animal semblait étre devenue le NO au lieu
du SE originalement (fig. 8, n3[121]). En résumé, I’ histoire des conditions magnétiques (en
partie non-naturelles) subie sur 12 journées peut amener |I'animal a changer son choix.
Lorsque lacondition naturelle (n) était ramenée pendant les jours suivants (fig. 9, n[121] et
[13, 14-18]), I'animal revenait graduellement a son choix initial (fig. 9, comp. n[1], en suite

n[121], et finalement n [13, 14-18]), aprés un intermezzo d’ un champ n- renforcé et le vec-
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Figure 10 : Synthése des expériences décrites dans les figures précédentes, en présentation polaire (A)
et en distribution (B). Remarquer la stabilité de |’ axe générale établie SE/NO, mis en évidence par cal-
culs bi modaux. En B, traitements par “interpolating spline”.

Figure 10: Synthesis of the previous experiments, with view as combined polar plot (A) and distribu-
tions (B). Note the stable choices within the SEASX&. In B, Kernel interpolating spline smoothing.

teur vertical, n + 430 mGauss (10, 11) et mN up[122] (soit presque exactement e méme que
deux semaines auparavant).
Des combinai sons magnétiques non-expérimentées par des animaux peuvent atténuer et
méme changer le choix magnétique, mais le méme animal peut aussi conserver sa préférence
trés longtemps. L’ axe primordial reste encore plus stable que la polarité, et letempset la
séguence de conditions magnétiques jouent un réle a moyen, mais non pas atréslong terme
(voir la comparaison entre les courbes nl dans la fig.10 efifig[14]).

E. Compétition entre alignements selon des mgues géographiques, réf@mces
extérieures et magnétiques
Contrairement aux références externes (sons), des informations éventuellement pré-
sentes dans le container d’ expériences (traces olfactives ou gustatives), pouvant provenir de
I’ odeur propre des animaux testés (Briegleb 1962, O. Guillaume et J. Parzefall, communica-
tion personnelle), et trés efficaces pour |’ orientation des animaux cavernicoles (Briegleb
1962, Durand et Parzefall 1987, Durand et al. 1981, 1983, Richard et al. 1983), ne jouaient
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Figure 11 : Reprises des réponses stables et transitoires du méme Protée aux trois conditions magné-
tiques standards (jours sélectionnés comme indiqués par lesindex). Noter les choix transitoires ny4, nys

et nys (Données des figures antérieures 7-1@pproximation “spline smoothing” a été utilisé pour les
résultats stables (mMN = S+tmN up,4, MN = S5, N7, Ny7), €t I’ interpolation de Kernel pour les distribu-
tions transtoires (g 15, 23

Figure 11: Stable and transient preferences of the same animal to the 3 standard magnetic conditions

(days of the experiments as labeled in the index). Note the transient chgiogsand ng (data partly
redrawn from the last Figs 7-10). Approximating spline smoothing was used for the stable results

(MmN = S+mN up,4, MN=S,3, n;7, nNy7), and Kernel (interpolating) smoothing for the transient distribu-

tions (ng, 15,29

pas ou peu derdle dans |e contexte de notre étude : des expériences avec plusieurs modéles
de table tournantes éliminent en principe cést®f
Une activité motrice quasi-permanente est plutét typique pour des animaux cavernicoles
(Culver 1982, Juberthie et Decu 1994, Juberthie-Jupeau 1983), ce qui permet de récolter
beaucoup de données sur un méme animal et dans des laps de temps raisonnables. L es ani-
maLix observés se déplacai ent souvent et beaucoup dans la situation expérimentale (alors
gu'’ils restent normalement plutdt immobiles dans leur abri), traduisant un certain stress ou
excitation dans les conditions expérimentales. Les espéces de dDgsem@nathus morti
cula D. quadrimaculatus, Triturus vulgaris, T. cristatus) montraient moins d’ activités dans
le méme type d’expériences et ne réagissaient pas ou trop peu au champ magnétique. Cepen

-17-



dant, Desmognathus ochrophaeust Triturus alpestris ont démontré des comportements
d’ alignements magnétiques semblables a ceux observés chez Proteus anguinus (Schlegel et

Rennerdonnées non publiées).

F. Expériences sulla sensitivité a la lumiée chez le Potée

1. Anatomie des yeux

Bien que la structure rudimentaire des photorécepteurs du Protée suggére plutét qu'ils
ne soient pas fonctionnels, les yeux étudiés montraient des indices de sensitivité a la
lumiére laprésence de pigments visuel s immuno-positifs a été détectée al’ aide d’ anticorps
anti-Opsin dans des yeux et organes pineaux régressés. Ceci indique lapossibilité d’ une cer-
taine sensitivité alalumiére, méme préservée chez e Protée, cavernicole strict. Pour étudier
les différents stades de dégénérescence, nous avons observé les photorécepteurs de diffé-
rentes populations de Proteus en Slovénie, par analyse ultra-structurelle des cellules photo-
réceptrices (Bulog 1992, Kos et Bulog 1996, kKbal 2001).

L’ analyse immuno-cytochimique des pigments visuels nous a permis d’ aborder lafonc-
tionnalité des ces photorécepteurs. Ceux d’ un adl régresseé d’ un Proteus anguinus anguinus
de la “Grotte de Planina” contenaient des segments extérieurs dégénérés, peu de disques spi
ralés et des bouquets irréguliers de membranes (Kos et al. 2001). La majorité de ces seg-
ments externes démontraient un marquage immunol ogique pour le cone Opsin sensible au
rouge, et ne que peu d’entre eux ont été retrouvés positifs a la rhodopsine. La dégénérescence
était encore plus prononcée dans des photorécepteurs d' animaux provenant dela“Doline
d’ Otovec” qui sont complétement dépourvus de segments externes, et la plupart d' eux ne
possédent méme pas de segment interne.

La prédominance de segments externes positifs pour COS-1 dans la r&tiaedsde
Planinarévéle une forte tendance a changer la proportion de cénes/bétonnets en faveur de
cones sensitifs au rouge. Cette tendance est davantage prononcée dans les organes pineaux
de tous les animaux observés ol le seul pigment visuel était le pigment de cdne positif pour
COS-1 (sensible au rouge), localisé dans des segments externes rudimentaires. COS-1 est ur
anticorps monoclonal de souris détectant la portion C-terminal du rouge/vert Opsin du cone
des amphibiens jusqu’ aux primates (Rohlich et Szél 1993). A I’inverse, des animaux d’ une
autre population (“Doline d’ Otovec™), présentant un niveau de dégénérescence plus avancé
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de larétine, démontraient une réactivité immunitaire dans quel ques perikarya, sans aucune
réaction au COS-1.

Les yeux non-dégénérés Btoteus anguinus parkelp sous-espéce pigmentée, présen
taient toutes les caractéristiques des yeux des vertébrés (Bulog 1992). Le marquage immun-
no-cyto-chimique avec des anticorps variés d’ anti-Opsine nous a permis de classer les diffé-
rents types de photorécepteurs : la majorité des cones était marquée par d’ anticorps Spéci-
fiques pour des pigments visuels sensibles aux longueurs d’ ondes longues. Nous avons trou-
vé, dans la rétine du Protée n¢iy des batonnets principales, marqués d’'anticafpsi'an
ti-Rhodopsine, (ii) des cénes sensibles au rouge, marqués de mAb COS1 et B2 (des anticorps
spécifiques aux pigments visuels de longueur d’ ondes longues dans beaucoup d’ autres
espéces de vertébrés), et (iii) un type de photorécepteur qui devrait représenter un cdne sen-
sible au bleu ou aux UV, marqué d’ anti-Rhodopsine mAb K55-75C (Kos et al. 2001 et voir
fig. 14).

Parmi les amphibiens, deux types de batonnets et trois types de cones spécifiques aux
couleurs ont été décrits (cones sensibles aux rouge, bleu et UV chez le Xénope lisse (Xeno-
pus laevi¥: Rohlichet al 1989, Rohlich et Szél 2000/itkovsky 2000, Zhangt al. 1994, et
chez la Salamandre tigra&rabystoma tigrinuin Sherryet al. 1998).

Finalement, des pigments visuels sont encore exprimés dans des photorécepteurs dégé-
nérés des yeux et de la glande pinéale du Protée aveugle. Mais cela ne peut définitivement
répondre a la question de la sensitivité a la lumiére du Protée, comme confirmé par les études
antérieures physiologiques, morpho-fonctionnelles et comportemental es. Des expériences
électrophysiol ogies avaient révélé que les photorécepteurs de la rétine du Proteus anguinus
sont réactifsalalumiére (Gogala et al. 1965, Zener, 1973). Le nerf optique est toujours pré-
sent (Durand 1971, Hawes, 1946), permettant la transmission des stimuli visuels au systéme
nerveux central.

La découverte que certains pigments visuels sont exprimés méme dans les yeux extré-
mement régressés est en accord avec des résultats d’ études de dével oppement sur I’ adl du
poisson cavernicole Astyanax fasciatus, dont les photorécepteurs ont subi d’ une régression
similaire a celle du ProteusDes expériences d’ hybridation in situ sur la transcription du
gene Opsin ont révélé qu’ un gene structural, nécessaire pour lamorphogenéese de I’ odl, est
toujours exprimé bien que | es structures sous-jacentes, les membranes du segment externe,
soient différenciées normalement (Langecker et al. 1993). Ce résultat confirme |’ hypothése
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que larégression de |’ cal du poisson cavernicole est causée par une mutation des genes de
contr6le du développement plutdt que par une perte de fonctionnement de génes de structure
(Wilkins 1988, Langeckest al, 1993). Ce résultat pourrait aussi s’appliquer au processus de

dégénération des yeux du Protée.

2. Anatomie de la glande pinéale
L'organe pinéal des amphibiens est connu pour contenir des photorécepteurs bien déve-
loppés (\gh etVigh-Teichmann 1999). Un type de batonnegiéaet plus petit ainsi que deux
types de cones, immuno-cyto-chimiquement distincts, ont été décrits par microscopie €l ec-
tronique. Le cdne plus large était COS-1- positif alors que le type de cdne plus mince restait
négatif avec tous les anticorps testés (Vigh et Vigh-Teichmann 1999). En comparant ces
résultats avec la cytologie de la glande pinéale du Protée carvernicole, le seul photorécepteur
rudimentaire relictuel semble celui du cone sensible au rouge. L’ aire de lapeau située au-
dessus de la glande pinéale du Protée est plus pale en comparaison avec d'autres parties de |
peau, ce qui est du al’ absence de mélanophores (observée en appliquant un stimulus de
lumiére avec une source de lumiére afibres optiques). L'illumination de cette aire provoque

un fort comportement photo-phobique (observations non publiées).

3. Sensitivité de la peau a la lumger

Lacolorisation des cellules dans |a couche basale de |’ épithélium de la peau du Protée
blanc avec mAb COS-1 montre la possibilité qu’ un pigment photo-sensible soit impliqué
dans la photosensibilité de la peau. Récemment, une Opsine a été identifiée, une Mélanopsi-
ne dans des cellules dermales mélanophores de Xenopus laevis (Provencio et al. 1998). Sa
conformation est semblable atoutes les Opsines connues et spécialement des Opsinesd’in-
vertébreés. La séquence d’ acides aminés partage 39% de loci uniques avec la Rhodopsine
d’ Octopus et 30% de correspondance avec des Opsines de vertébrés. Malgré son origine
chez les vertébrés, la mélano-Rhodopsine du Protée est plus homologue aux Opsinesd’in-
vertébrés, et spécialement de la Rhodopsine d' Octopus, et moins homologue avec les
Opsines typiques pour les vertébrés. Une analyse phylogénique indique que laMéanopsine
et les Opsines des invertébrés ont évolué d’ un ancétre commun. La Mélanopsine est distri-
buée dans des mélanophores, dans |’iris et dans le cerveau profond, suggérant qu’ elle soit
utilisée par des photorécepteurs non-visuels (Proveneibh1998).
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4. Obsevations du compéement par rappdra la sensitivité a la lumier
Les résultats décrits reprennent et compl étent des expériences plus anciennes sur le Pro-
tée dépourvu d'yeux (Briegleb 1962, 1963 qui lui-méme se référait a I’ étude de Hawes
1946). 1l s agitici de !’ étude de la sensitivité de la peau alalumiére en fonction de salon-
gueur d’onde et de I'étude de la projection au CNS de cette la réaction épidermique: Des spé
cimens de Protée, agés d environ 50 ans, ont été éclairés directement avec des spots de
lumiére pour distinguer |es réactions dues aux yeux dégénérés et, éventuellement, al’ organe
pinéal, et celles lorsqu’ on ne stimule que localement la peau. Les observations étaient réali-
sées sous lumiére infrarouge et rouge faible (moins de 1 Lux), et les stimulations par
d étroits spots de lumiére d’ un diamétre de 0,5 a2 cm projetés sur une patte, lagqueue ou le
corps d’un individu & mi-couvert d’'un abri. Comme précédemment observé par Briegleb
(1962), les animaux déplacaient e membre concerné ou la queue hors du spot de lumiére,
dans la bonne direction et non pas par essais et erreurs, peu de secondes apres avoir été écle
rés. Le Protée ne s’habituait pas a la stimulation ni de la peau ni de la téte (ou trés peu comme
avec lastimulation magnétique). L’ animal finissait par s'en aller en se sauvant sous |’ abri
familier le plus proche dans son bassin habituel (3,5 sur 5,5 m, profondeur d’eau 8 a 75 cm).
Aprés de multiples tests sur plusieurs animaux, nos résultats montrent que, avec 5 verres
de couleur entre 400 et 680 nm de longueurs d' onde, les animaux ne réagissaient plus a des
luminosités < 0,5-1 Lux (de I’ ordre de grandeur aux observations plus anciennes : Briegleb
1962, J. Durand, communication personnelle). Lorsgue latéte seule était illuminée les ani-
maLix réagissaient par leur comportement d’ a erte typique (levé de latéte, morsure en direc-
tion du spot comme décrit par Briegleb 1962). Si lesindividus entiers sont éclairés pendant
guelques secondes, ils ne bougent pas, mais si la lumiére est éteinte ils se sauvent immédiate
ment par une réaction typique de retournement (Hawes 1946).
L es seuilsindiqués ne sont probablement pas | es seuils absolus mais plutét des limites
de tolérance leur laissant assez d’obscurité pour la vie souterraine. Les animaux perdaient de
leur irritation alalumiére lors qu'ils étaient exposés au cycle jour/nuit et 2 500-1000 L ux
(Nusbaum 1907, et observations non publiées).
A I'inverse, des animaux testés dans la Grotte de Moulis (“Salle d' Argil€”) ont révélé
une trés bonne sensitivité a une source particuliére de lumiére. Dans une expérience d' ali-
gnements magnétiques, 4 individus se dirigeaient tous significativement vers le SE quelque
soit la condition magnétique appliquée. |1 s’ est révélé, aprés un certain temps, que ces ani-

-21-



maLix avaient réagi a une ampoule jaune-rouge de 60 Watt chauffante, a une distance de 40-
50 m (fig. 3A, B, mN = S, comp.). La luminosité, a une distance de deux metres de I'ampou
le, mesurée a I'aide d’un optométre donnait des valeurs justes au-dessus du seuil de sensibili
té del’instrument, &0,01L ux (0,001 pW sans lefiltre photométrique). Lalongueur d’ ondes
émises était entre le bleu et 900 nm environ (IR). Que laréaction observée des animaux soit
due aux peu de batonnets et cones dans les yeux et I’ organe pinéal dégradés (mais présents
dans la population de Protée a Moulis provenant de la“ Grotte de Pivka’ trés proche de celle
de Planina) ou bien a la sensitivité de la peau n’est pas encore résolu.

Pendant les expériences avec spots de lumiére, nous n’ étions pas capabl es de tester les
sensibilités éventuellesal’ IR, car nous ne pouvions pas reconnaitre, al’ aide de la Camera
IR, les spots d’ IR produits (830-100 nm), a une profondeur d’' eau de 50-70 cm ou les ani-
maux se trouvaient. IR est trop absorbé par I’ eau méme peu profonde si bien que lesintensi-
tésd' IR disponibles ne pouvaient pas étre contrdl ées. Quand la source génante a été recou-
verte de métal, les animaux ne s orientaient plus vers cette lumiére, mais s alignaient exclu-
sivement selon le champ magnétique donné (fig.3, n, mN = S et comp.).

Nous ne savons toujours pas si |es animaux sont capables de déterminer ladirection de

la lumiére grace a leurs yeux ou adjiane pinéal, mais ils pourraient le faire via la sensitivité
de la peau en comparant, au niveau du CNS, des intensités de lunféeeatdi§ percues sur
différentes portions du corps. La phototaxie négative peut servir a se dissimuler, et le Protée
peut vivre avec succes dans des biotopes épigés a condition qu'il n'y ait pas de prédateurs ni
de parasites (Hawes 1946, Briegleb 1962, Nusbaum 1907, J. Durand et Ch. Juberthie, com-

munication personnelle).

Ill. DISCUSSION

La sensitivité de la peau alalumieére est trés répandue dans le régne animal (Millot
1968, de la Motte 1964, Steven 1963). Chez les animaux cavernicoles, des individus peu-
vent, activement ou passivement, venir au grand jour. Pour le Protée, laréaction classique-
ment décrite est lafuite de lalumiére (Hawes 1946 et références ci-dessus). Cette réaction
observée dans le milieu souterrain serait une réaction de protection contre les prédateurs/ou
parasites préalablement rencontrés dans des ruisseaux et riviéres de surface. Nous proposon
gue la sensibilité élevée pour lalumiére aurait pu étre une caractéristique ancienne d' an-
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cétres épigés du Protée, qui étaient vrai semblablement déja néoténiques (Herre 1939). Le
Protée n’aurait pas été exclusivement aquatique et aurait pu vivre dans des marécages,
comme actuellement Nectuus espéce la plus proche de Proteusen Amérigque du Nord, et
qui est également scotophile (cherchant I'obscurité). Les yeux et les mélanophores de la peau
du Protée disparaissent pendant la vie souterraine. Les deux sous-espéces de Protée (cavern
cole et épigé) disposent des cellules pigmentaires stellates avec des granules dans le derme.
Cependant, |es promoteurs de mélanophores au-dessous de lalamelle basal e sont plus nom-
breux chez les spécimens pigmentés (Kos 1992, Kos et Bulog 1993).
La scotophilie ne prévient cependant pas |a prédation par |es écrevisses et les Salmoni-
dés, comme dans grotte Pivka prés de Postojnaen Slovénie (Briegleb 1962, 1963, 1974).
Danslapartie fluviatile de la grotte de Pivka une popul ation dense d’ écrevisses (Astacup
perd graduellement sa pigmentation noire vers|’aval pour une colorisation rouge et bleu. Le
Proteus n'y a jamais été rencontré bien que I'habitat principal de la population de Protée soit,
par son hydrologie, pleinement connectée avec lariviére souterraine de Pivka (Briegleb
1962, 1963, 1974). Le Protée, al’ origine néoténique, aurait pu récemment (pendant le der-
nier interglaciaire), colonisé les grottes du Karst Dinarien, alors disponibles. |l apu profiter
de proiesinstall ées antérieurement (crustacés Troglocaris, Niphargus, Assellust vers aqua-
tiques Turbellariés), et s'adaptera par évolution régressive (yeux) au milieu entiérement

hypogé.

A. Comportement général du Pptée dans 'obscurité

Un Protée, aprés avoir 1&ché dans un habitat inconnu, se met a marcher le long de la
limite externe du nouvel habitat pendant environ 20 minutes puis explore la partie centrale
du container jusqu’ace qu'’il trouve un abri entre pierres et cailloux. Aprés d’ autres prospec-
tions, un abri définitif est sélectionné et n’est plus abandonné pour des mois, méme des
années. Dans un habitat habituel, le Protée inspecte le substrat, d’ une fagon apparemment
aéatoire, cherchant des proies avec son museau dans le sédiment et |’ argile. Larepérage des
proies et la capture sont réalisées grace aux systémes mécano, chimico et d’électroperceptior
(Schlegel 1997). Les proies sont des crust@icggocaris, Niphaguset Assellusmais aussi
des petits poissons, grenouilles et larves d’'urodéles.

A l'occasion d’'une rencontre entre deux individus, les interactions finissent presque tou
jours par une fuite d'un des participants. Il y a des comportements agonistiques entre les
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males pour établir une hiérarchie (Briegleb 1962). Deux males adultes ensemble dans un
aquarium relativement petit (35 x 20 x 20 cm sous lumiére du jour) finissent par se blesser
sérieusement dans leurs combats qui peut mener a la mort d’'un des rivaux.

Un Protée posé sur del’argile humide hors de |’ eau peut se mettre amarcher sur quatre
pattes, le corps surélevé sans contact avec le sol. Dansle laboratoire de I’ Institut Zoologique
de Munich, un Protée a passé des semaines sur une rampe de ciment sortant de I'eau. Le Pro
tée est capable de se déplacer méme en sortant de I'edljafMic, observations réalisées a
la grotte de Planina).

L’ observation du comportement de phototaxie positive (cf. fig. 3) pour des sources de
faible lumiére provient de la sortie, souvent en grande quantité, de Protée par I'ouvertures de
certaines grottes et siphons en Slovénie, en particulier pendant la pleine lune (documenté sur
une bande vidéo de B. Bulog et J. Parzefall (communication personnelle). Recherche de
proies plus abondantes al’ extérieur ou de partenaires sexuels, laraison du synchronisme de
ce comportement n’est pas élucidée.

B. Caractérisation génétique d’Eupioctes de gottes et de surface

Pendant les expériences dans un champ magnétique, décrites pour le seul Protée et men
tionné pour Desmognathus ochrophaeusprécédemment, nous avons observé que les
Euproctes de populations hypogées se comportaient comme les Protées, contrairement a
ceux des populations de surface. De plus, les individus des populations de grotte présentaient
une sensibilité jusgu’ a 30 dB supérieure a ceux des populations de surface (fig. 12, Schlegel
1997, Schlegel et Bulog 1997). Ce caractére pourrait avoir un contrdle génétique, argumen
tant alors pour une séparation compléte des populations. Nous avons analysé la variabilité de
I’ ADN mitochondrial (région de contréle) et de 22 loci nucléaires codant pour des protéines
(le détail des méthodes utilisées est décrit dans Steirfaat22000 et Steinfartat al 2002)
chez desindividus provenant de (i) I' élevage de la grotte de Siech prés de Saurat ramenée
danslagrotte de Maulis, (ii) I’ élevage d’ une autre colonie entretenue a Moulis qui venait de
surface (ruisseau d’Aulus les Bains, a une distance de 20 km a vol d'oiseau, mais géographi
guement et hydrologiquement bien séparé de la grotte de Siech), et (iii) des échantillons pré-
servés d'une population plus distante du ravin de Castelmouly prés du Col Tourmalet, a
150km aouest des autres localités (Euprocte décrit comme E. a. castelmouliensis par Wol-
terstorff 1925). A partir du séquencage d’ un fragment de 597 paires de bases, un caractére
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Figure 12: Sensibilités cheZalotriton (Euppctus) aspedes Pyrénées Proteus anguinude Slové

nie aux stimulus électriques sinusoidaux en fonction de lafréguence (axe des abscisses, Hz, échelle
logarithmique). lordonnée est donnée pour les seuils d’intensité nécessaires pour une réaction liminai
re de I'animal en dB relatif (atténuation : 0 dB att. = 1V/cm ; - 80 dB att. = 0,1 mV/cm, comme indiqué
sur la mage de droite).

Figure 12: Sensitivity of Calotriton (Euproctus) asper (Pyrénées) and Proteus anguinus (Slovenia) to
sinusoidal electrical stimuli as afunction of frequency (abscissa, Hz, log.-scale). Ordinate, threshold
amplitudes for just noticeable behavioral reactionsinrel. dB (attenuation; O db att. = 1V/cm; -80 dB
att= 0.1 mV/cm, as indicated at the right jiaj.

diagnostique a pu étre assigné aux animaux de la grotte de Siech (fipuk3kes loci (pro
téines), al’ exception du locus Albumin étaient identiques pour les individus de la grotte de
Siech et du ruisseau d’Aulus. La faibleféifenciation pour les marqueurs mitochondriaux et
nucléaires suggere une séparation récente des populations grotte de Siech et ruisseau d' Au-
lus (par exemple depuislafin delaglaciation du Wirm dans les Pyrénées). Bien que des
caractéres morphol ogiques externes ne se soient pas encore différentes entre populations
hypogée et épigée, | es caractéristiques comportemental es observées (alignement par rapport
au champ magnétique) apparaissent différentes : la capacité as'aligner sur des parameétres
magnétiques serait une adaptation de I’ Euprocte cavernicole. La sensibilité magnétique n’'a
rien avoir avec lasensibilité du systéme électrosensoriel de laligne latérale (Schlegel 1996,
1997). Latendance ala décroissante parall €l es des seuils de sensibilité dans ces deux sys-

témes sensoriels pourrait ne pas étre une simple coincidence, mais pourrait démontrer des
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Figure 13 : Distances génétiques chez des Calotriton (Euproctus) asper de diverses localités. a) Varia
bilité de larégion de contréle del’ ADN mitochondrial (597 paires de bases) chez desindividus d' une
popul ation souterraine de la grotte de Siech (Saurat, Ariége) et deux populations de surface (Aulusles
Bains et de Ravin de Castelmouly), afaturus marmoratusomme groupe externe. Le site diagnos
tique pourC. asperde la grotte de Siech est marqué par une flechbibg consensus (bootstraps-cal
culés pour 1000 répliquas) pour C. asper (T. marmoratus comme groupe externe). Les chiffres sur les
dichotomies donnent les pourcentages de support pour cette dichotomie et |es taxa terminales corres-
pondantes.

Figurel3: Genetic distancesin Calotriton (Euproctus) asper from diverses localities. 8) DNAmt vari-
ability (D-loop, 597 bp) in individuals from one cave (Grotte de Siech) and two surface populations
(Aulus and Ravin de Castelmouly), withiturus marmoratugas outgroupThe only diagnostic site for

C. asper from the “Grotte de Siech” is marked by an afovBootstrap consensus tree based on 1000
bootstraps replicates for C. asper (Triturus marmor atus as outgroup). Numbers above nodes indicate
percentage support for this node and its corresponding terminal taxa.

modifications des systémes sensoriels des individus migrant entre des habitats épigés et
hypogés ou vice versa (cf. fig. 12).

Lacapacité as orienter dans le champ magnétique terrestre, observée chez I’ Euprocte
cavernicole est perdue lorsque lesindividus sont élevés un an hors de leur milieu d’ origine.
D’ autre part, les Euproctes élevés dansla grotte de Moulis et capturés aAulusil y aplus de
10 ans, ainsi que leur descendants nés dans la grotte, ne deviennent pas sensibles au champ
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Figure 14 : Marquage immunol ogi que de coupes semi-fines adjacentes
delarétine chez Proteus anguinus ssp. parkeljX580 (modifiée d’ apres
Kos, Bulog, Szél & Réhlich 2001). MAb OS2 colore toutes cellules
photoréceptrices, mAb B2 colore des cones sensibles au rouge. L'anti
corps anti-Rhodopsin AO marque les segments rod externes (photos
microscopiques du haut en bas).

Figure 14: Imunolabelling of adjacent semithin sections of theretinain
theProteusangiuinus parkelX580 (modified from Kos, Bulog, Szél &
Réhlich 2001). mAb OS2 stains all photoreceptor cells, mAb B2 stains
red-sensitive cones. Anti-rhodopsin antibody AO labels rod outer seg-
ments (photographs from up to down)

magnétique, malgré une vie complétement cavernicole. La capacité d’alignement sur le
champ magnétique serait absente de cette popul ation, et ne pourrait &tre récupérée ou réacti-
vée au besoin ou de novo sous des conditions d’obscurité.

V. CONCLUSION

Toutes |es observations sur I’ orientation magnétique des urodel es ont montré que des
animaux en milieu souterrain se servent de tous leurs systémes sensoriels, incluant-la sensibi
lité alalumiére des yeux (méme réduits), de laglande pinéale et de lapeau. L’ odorat et le
godt, certainement tres important, n’ont pas été traitéici (voir Briegleb 1962, 1963, Durand
et al 1981 1982 1983, Papi et loale 1988, Richard et al. 1983, O. Guillaume et J. Parzefall,
communication personnelle), tout comme les sens mécaniques (Durand et Parzefall 1987).

Les aptitudes décrites, probablement améliorées jusqu’a un certain degré pendant I'évolution
récente ont permis aux populations (pré-adaptées) de coloniser les grottes comme nouvel

habitat permanent. L’ orientation et la navigation dans |’ environnement (Fisher et al. 2001,

Phillips et al. 1995) est toujours basée sur une combinaison des informations sensorielles
disponibles, et incluant la mémoire topographique pour son propre habitat proche.

Ladiscussion sur la date de colonisation de |” habitat hypogé par |e Proteuset la perte
secondaire de la fonctionnalité des yeux reste d’ actualité. A |a découverte de |a sous-espéce
Proteus anguinus parkediécrite par Sket étrntzen (1994), et a partir des études génétiques
sur les populations de morphe noir et blanc, la perte delavision et |a séparation des popula-
tions de cette région apparaissent avoir eu lieu plutdt récemment, pendant la glaciation de
Wirm, qui s est terminait a- 15000 ans en Slovénie (avec de fort effets de gouleau d’ étran-
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glement évolutif). Les différences remarquables de structure et d'immunocytochimie obser-
vées entre les populations de Planina et d’ Otovec en Slovenie devraient étre fixées généti-
guement : ces animaux appartiennent a deux groupes de populations distinctes, commel’a
montré |’ analyse d allozymes (Sket & Arntzen 1994). La dégénérescence des yeux dans
d’ autres populations de morphe blanc de Protée apparait également fixée génétiquement
mais argumenterait plutét pour une perte de lavision datant de la glaciation de Mindel et de
Riss il y a plus de 31000 ans.
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