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« La seiche a le parfum exquis, I'ambre gris, guentrouve dans
la baleine que comme résidu des seiches en nomfiné qu’elle
absorbe. [...] Toutes les nuances de I'iris la plasée se succédent
et se fondent sur sa peau transparente selon kejéa lumiére, le
mouvement de la respiration. Mourante, elle vogame encore de
son ceil d’azur et trahit les dernieres émotiondadeie par des
lueurs fugitives qui montent du fond a la surfaaeparaissent par
moment pour disparaitre aussitt. »

(Jules MicheletLa met Lausanne, L’Age d’Homme,
1980 [1861], p. 119).

Les Nootka (Amérindiens de la cOte occidentale du
Canada) racontent :

« Jadis, les quadrupédes et les poissons renditg au Vent du

sud. lls le trouverent endormi et voulurent I'ejfea. La Seiche se
cacha sous le lit, le Flet et la Raie s’allongeanpied, et la Souris
mordit le nez du dormeur. Celui-ci s'éveilla en saurt; en se
levant, il glissa sur les deux poissons plats @ibi. La Seiche noua
ses tentacules autour des jambes du Vent. Renadwifuil se mit &

souffler avec une telle violence qu’il transpira, les gouttes

ruisselant de son front formeérent la pluie. Il uenfin & chasser
ses ennemis, mais, par rancune, il revint de teangemps sur terre
pour les tourmenter, car les quadrupédes souffteattempétes de
pluie et, quand la mer est grosse, elle rejetteplassons sur les
greves ou ils périssent nombreux. »

(Claude Lévi-StraussMythologiques 4. L’homme nu
Paris, Plon, 1971, pp. 487-488).
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INTRODUCTION

Outre que les Céphalopodes ont inspiré des lamdigles artistes, comme en
témoignent les amphores, pieces de monnaie, canamjignosaiques et autres vestiges de
cette époque, le philosophe Aristote (330 avanten@te) avait pointé les facultés
extraordinaires de ces animaux. Les Céphalopodesussi toujours été synonymes de
terreur. Aristote prétendait que, prise avec umeige dans un méme filet, la langouste
pouvait mourir de frayeur. Les croyances populammsrarement donné le « beau réle » a
ces animaux. En Grece, on affirmait que les pieuyp@uvaient aller sur les terres pour
voler de la nourriture aux habitants. Des rencentie pécheurs avec le calmar géant ont
notamment inspiré le mythe du terrifiant Krakenlaenythologie scandinave. Malgré la
crainte gqu'’ils inspiraient, les Céphalopodes omfjdors montré une intelligence hors du
commun parmi les animaux aquatiques, que ce so# [@g contes et les |Iégendes ou dans
les croyances populaires.

La classe des Céphalopodes et leur attachememMallsques n'ont été établis qu’a
la fin du 18™ siécle. Mais au F8°siécle, ils se sont trouvés au centre d’une cuatse
scientifique entre Etienne Geoffroy de Saint-Héafi772-1844) et George Cuvier (1769-
1832) sur la similitude de leur anatomie avec legt&brés (Le Guyader, 1998). D'un c6té,
Geoffroy de Saint-Hilaire, naturaliste, soutenaiteqces deux groupes présentaient le

méme plan structural de base et que tous les aripatageaient une organisation unique.
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Il s'opposait alors au zoologiste George Cuvier6@1832) qui proposait un classement
dans lequel il distinguait quatre plans d’organgat celui des Vertébrés, celui des

Mollusques, celui des « animaux articulés » etinerkelui des « animaux rayonneés ». Le
désaccord entre les zoologistes s’étendait a Igwwl des especes a laquelle croyait
fermement Saint-Hilaire, tandis que Cuvier, luifetélait la théorie fixiste. Des cette

épogue, les Céphalopodes sont apparus comme upeget®) dont la ressemblance avérée
avec les Vertébrés a servi d’argument, aujourdihaladroit, pour défendre I'hypothese

d’'un ancétre commun a toutes les especes.

Les Céphalopodes ont souvent été comparés auxssgnai » téléostéens par leurs
multiples ressemblances dues a leur milieu de gietique. Packard (1972) observait
notamment que les Téléostéens et les Céphalopantgsaient des adaptations similaires a
la nage rapide. Les deux groupes présentent des fuselés permettant une meilleure
pénétration dans l'eau, des nageoires et la ptissiloie se déplacer par propulsion.
Cependant, le mode de déplacement par propulsiontrés minoritaire chez les
Téléostéens, a la difference des Céphalopodedisent la musculature puissante de leur
manteau et entonnoir afin de chasser brusquemeat laccumulée dans la cavité du
manteau, et ainsi, se déplacer rapidement a coatrant. Quant aux nageoires, elles
semblent indispensables aux Téléostéens pour ggrdat se déplacer, combinées aux
ondulations du corps. Chez les Céphalopodes,sstithe en particulier, les nageoires leur
permettent de se déplacer lentement ou de se maint@ns la colonne deau.
Exclusivement carnivores, les Céphalopodes sonpdtateurs actifs, capables de mettre
en ceuvre des stratégies diverses pour chassemncoueepour s’accoupler (Agin et al.,
2006 ; Palmer et al., 2006).

Au cours de I'évolution, la pression sélective dilien aquatique a conduit a des
adaptations semblables parmi différents groupessdiirque les structures similaires entre
Vertébrés et Céphalopodes sont le fruit de convee® autrement dit, de I'acquisition de
structures ou d’aptitudes similaires dans des égrévolutives différentes.

La majorité des convergences entre lgsh@lépodes et les Vertébrés constituent
eégalement des synapomorphies, des caracteres sigaviages par les Céphalopodes au
sein des Mollusques. C’est le cas, notamment, desye nerveux centralisé en un
cerveau (Nixon and Young, 2003), a l'origine de pomements complexes, souvent

rapprochés de ceux des Vertébrés (Hochner etQfl3)2lls possedent ainsi des capacités
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d’apprentissage et de mémorisation remarquableleues capacités de résolution de
problémes sont étonnantes (Bradley and Young, 1975)

Cependant les Céphalopodes partagent avec les adbkusques de nombreuses
caractéristiques lls ont pour groupe frére les Bpstes (Lecointre et Leguyader, 2001).
Chez les deux organismes, on observe une courbwréulte digestif au cours du
développement. Le tube digestif prend la forme diwb » chez l'individu adulte (la
bouche est adjacente a I'anus). Ce phénomeéne agpfflebéon endogastrique » a lieu chez
la larve trochophore pour les Gastropodes et dineeht chez I'embryon pour les
Céphalopodes. En effet, les Céphalopodes ne peddgrdas de stade larvaire mais ont un
développement direct, une synapomorphie majeureapaort aux autres Mollusques. Les
juvéniles sont identiques a l'adulte. Les systéemaseux central et périphérique sont mis
en place avant éclosion. lls subissent ensuitendedifications liees au milieu de vie
(Boletzky, 1988a).

Si leur appartenance aux Mollusques est un fae@éc les Céphalopodes montrent
des modifications frappantes concernant trois ¢@ratiques du groupe des Mollusques :
la coquille, le manteau et le pied. Il s’agit deacderes dérivés ou synapomorphies (fig.
1). En effet, la coquille a été internalisée (exiepfaite pour le nautile) et le manteau
recruté pour de nouvelles fonctions, respiratoiteloeomotrice ; I'unique pied des
Mollusques a, quant a lui, été modifié en plusiduas préhensiles et en un entonnoir
(Naef, 1923) participant a la fonction de locomotid.a locomotion est une des
principales fonctions adaptées précisément au rdedee. Celle-ci implique le complexe
neuro-musculaire dans sa globali@ette fonction, utile dans la fuite et I'attaquaisént
intervenir les muscles du manteau et de I'enton(iiydrostat), est sous le contrdle du
systeme nerveux. Suivant le mode de déplacemanpdme lié au milieu de vie, et la
nécessité d’échapper a des prédateurs, diverspsaddas du systeme nerveux se sont
produites au cours de I'évolution. Si ces adaptationt pu converger en partie comme
chez les Céphalopodes et les Téléostéens, la carmpardes mécanismes moléculaires
sous-jacents est indispensable a la compréhensiten ise en place de ce systeme d’un
point de vue évolutif. Ces mécanismes sont bienna®nchez les Vertébrés et les
Ecdysozoaires mais trés peu, voire pas du toug s Lophotrochozoaires. Parmi ces
derniers, le groupe des Céphalopodes montre desatians morphologiques au niveau
du systeme nerveux qui en font un groupe crucitudier dans une optique évolutive et

comparee.
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vue latérale

Dorsal

Postérieur Antérieur

bras
Ventral

nageoire manteau entonnoir

vue ventrale

3 / oeil

tentacules

>
>

poche tube

Figure 1: a. : Sepia officinalisvue latérale, principales structures visibleswsuindividu
adulte.b. : Schéma représentant une vue ventral8.d#ficinalis L’'entonnoir se compose
de la poche et du tube.
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Au niveau du systéme nerveux périphéida diversité d’organisation entre les
groupes de Céphalopodes est fonction des diffésetieenode de vie, et liée, entre autres,
au mode locomoteur (fig.2). Les contraintes du euilont entrainé des adaptations qui
portent sur les structures musculaires et nervedsesi, la fuite par propulsion a réaction
ou le camouflage via les chromatophores sont lesx degrincipaux moyens des
Céphalopodes pour échapper aux prédateurs. Sugquantl'organisme est benthique,
pélagique ou necto-benthique, les especes vontrerami développement plus accentué
d’'un systéme ou de l'autre. Chez le calmar, espétagique, la fusion de fibres géantes
en axones géants permet une propulsion potengalmdisque l'information passe plus
rapidement (un seul contact synaptique). La fusteators le mode de défense privilégié.
A l'opposé, les Octopodes (pieuvres), Céphalopdoesthiques pour la plupart, ne
possedent pas de fibres nerveuses géantes eiseittipas la propulsion par réaction,
mais ils peuvent se mouvoir par reptation sur lduas et ventouses. De plus, ils
possédent un systeme extrémement développé de atommores, organes neuro-
musculaires, qui leur confere leur principal modedéfense, le camouflagearmi tous
les Céphalopodes, la seict&epia officinaliy montre des caractéres « intermédiaires » en
relation avec son mode de vie, a I'interface du @iom benthique (proche du fond) et du
domaine pélagique (en pleine eau), et pourrait d&ne a l'interface du point de vue
évolutif et adaptatif. La seiche se positionne doomme un nouveau modeéle de choix
pour une étude Evo/Dévo. Elle possede non seuledesnadaptations a la nage en pleine
eau avec des fibres géantes innervant les musgl@sadteau, mais aussi, un pattern de
chromatophores trés développé qui lui permet deas®ufler sur le fond. Le choix de la
stratégie adoptée se fait par une analyse cognitietant en ceuvre des structures
sensorielles reliees au systeme nerveux centrakt@endant le développement que se
mettent en place les différentes structures adapsatLes mécanismes moléculaires sous-
jacents sont les points clés a élucider pour contpeede quelle fagon ces différentes
structures sont apparues au cours de [|'évolutiorestCdonc par une approche
développementale que seront abordés ici les méuoasisyant contribué a I'adaptation

des Céphalopodes au milieu aquatique.
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d. nerf
palléal

nerf
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axone
géant Il

b. nerf

nerf
stellaire

fibre
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épistellaire

Figure 2: Comparaison de la structure nerveuse du gangiiettlaire en fonction de
I'espece et de son milieu de vie aquatique, cleezalmar ;b. seichec. pieuvre. D’apres
Mangold, 1989.
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Si les fonctions physiologiques du cervésysteme nerveux central) et de I'axone
géant (systeme nerveux périphérique) sont de plydes étudiées chez l'individu adulte,
les voies moléculaires a la base de leur développemestent inconnues. Le systeme
neuro-musculaire des Céphalopodes est particul@rerdérivé par rapport aux autres
Mollusques. De ce fait, I'étude des mécanismes cutdéres contrélant la mise en place de
ces particularités au cours du développement pedfasseoir des hypothéses évolutives
sur I'émergence de ces structures et fonctions, ms@ulement au sein des
Lophotrochozoaires mais également au sein des bkitas.

La présente étude vise donc a caractériser cedaitgs mécanismes moléculaires a
I'origine de la fonction de locomotion durant 'embgénése d’'un Céphalopodeepia

officinalis, dans une optique évolutive et comparée.
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1. La seiche : un nouveau modele Evo-Dévo

1.1. Classification

Les Céphalopodes appartiennent a I'embranchement Midlusques, lui-méme
appartenant au groupe de Lophotrochozoaires danvigion des Protostomiens. Les
Céphalopodes sont divisés en deux taxa : les Idalgd et les Coleoidea. Les Nautiloidae
ne comprennent que les Nautiles tandis que leso@igle englobent les Decabrachia, qui
possédent 10 bras dont la quatriéme différenciderdacules et les Octobrachia a 8 bras.

Parmi les Decabrachia, on compte les Spirulida Skegiolidae, les Sepiidae, dont
fait partie la seiche et les Teuthidae (calmarsynf les Octobrachia, on distingue les

Vampyromorpha, les Cirroctopodidae et les Octopgdeseivres)

1.2. Cycle de vie

S. officinalisoccupe les cétes atlantiques européennes, les coést africaine et la
Méditerranée (Young et al., 1998). Les plus graspiscimens mesurent jusqu’a 50 cm
sans les tentaculeS. officinalisvit dans les eaux cétieres et sur la plague centale a
des profondeurs de 150 m maximum. Il s’agit d’'unreh necto-benthique, vivant dans la
colonne d’eau, prés du fon8. officinalisest une espéce d’intérét économique majeur (de
2000 a 10000 tonnes par an péchées dans la Maasiee)un cycle de vie court : environ
18 mois (fig. 3). Elle peut se reproduire et ponelnecaptivité, ce qui permet de suivre le
développement d’embryons en laboratoire.

Chez les Céphalopodes, les sexes sont séparégohades d&. officinalisrestent
indifférenciées jusqu’a la fin du développement grabnaire. La distinction histologique
des ovaires et testis n'est possible qu’au momenedlosion. Cependant, les gonoductes
pour les deux sexes et glandes nidamentaires desllés sont visibles avant éclosion
(Lemaire et Richard, 1970). La maturité sexuelleaggjuise a un an environ. Le nombre
total d’'eceufs pondus par une femelle peut varier5@ a 1000 selon les tailles des
femelles (Mangold —Wirz, 1963).
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Lors de la période de reproduction, le méle pamenodifiant son pattern de
couleur. L'accouplement se fait « téte a téte »fécandation est interne. Le male utilise
son bras ventral gauche, I'hectocotyle, qu’il idimd dans sa propre cavité de manteau
pour prendre les spermatophores extrudés par sars.pkes spermatophores sont
transférés dans une poche spéciale, sous la massald de la femelle. La ponte
commence aussitot aprés la copulation (Nixon ansisileger, 1977).

Les ceufs sont déposés a intervalles réguliers de32minutes pendant plusieurs
heures. L'ovaire, entouré du chorion, recoit d’abane enveloppe gélatineuse secrétéee
par la glande de I'oviducte. Puis il est encor@eré par d’autres enveloppes gélatineuses
sécrétées par les glandes nidamentaires. Ces ppeslsont noires du fait de la mélanine
contenue dans la poche a encre, caractéristiqueCdiEpidea. Les ceufs sont ensuite
conduits dans le tube de I'entonnoir. Les sperntaties sont relachés de la poche
copulatoire sous la bouche, et pénétrent les diftés enveloppes. Enfin, les ceufs sont
fixés sur des supports tels que des stipes d’alguedes feuilles de zostéres, en faible
profondeur dans la zone intertidale sur les cotimnfiques (Boletzky, 2006). La période
de ponte s’étend de mars a septembre. Aprés ladeéde ponte, les individus s’étant
accouplés ne se nourrissent plus et meurent equpsekemaines par cohortes. La durée
de vie deS. officinalisvarie de 18 & 24 mois.

Par rapport aux autres Mollusques, les Céphalopamatesn développement direct, il
n'y a pas de stade larvaire, ce qui permet unereagen continue de la morphogenése
sans modifications dues a la métamorphose. Leggea@dos sont identiques a I'adulte et
adoptent immédiatement le mode de vie (necto-bgmide I'adulte. En milieu naturel,
les juvéniles éclosent apres environ deux moigjeusnent en général a proximité de leur
lieu de naissance, dans les herbiers, avant deegdgrplus grandes profondeurs au début
de l'automne afin d’éviter des températures tropsba. lls entrent alors en phase de

croissance.
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éclosion

maturité
sexuelle
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Figure 3: Cycle de vie d&. officinalis
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La seiche se nourrit de divers petits crustac&véttes, petits crabes, amphipodes) et
poissons selon son age et, donc, sa taille. Elsseha I'aff(t, tapie dans le sable, a moitié
enterrée et fortement mimétigue grace a ses chophates, des structures neuro-
musculaires spécifiques aux Céphalopodes. A I'agpral’une proie, elle peut projeter ses
deux tentacules afin de ramener la proie a la bmyohis elle la déchiquéte a I'aide de son
bec corné et de sa radula (Blanc et al., 1998).deexg organes chitineux font partie du
bulbe buccal. Si la radula est un organe caratitgres des Mollusques, le bec corné ou

mandibules, est, lui, une synapomorphie des Cépbdés. Il est souvent utilisé comme

critere de détermination des espéces ou genres.
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1.3. Embryogenese

Les caracteres deéveloppementaux des Céphalopodes monordiaux pour
comprendre I'évolution de leurs structures. Les ladgpodes ont de nombreuses
particularités développementales qui influent, emutres, sur les structures sensorielles.
Les ceufs de Céphalopode présentent notamment gmestation discoidale avec un ceuf
télolécithe, tandis que la plupart des Mollusquesiment une segmentation spirale. Une
des principales caractéristiques est le fait ggialgisse d’'un développement direct. A la
différence des autres Mollusques, il n'y a pas agspge par un stade larvaire trochophore
et le juvénile sortant de I'ceuf est semblable dulte. Une étude evo-dévo sur un modéle a
développement direct permet d’échapper aux remamtsm morphologiques, donc,
moléculaires, profonds dus a la métamorphose.

Chez les Lophotrochozoaires dont le développemesit iedirect, la larve
trochophore est en contact direct avec le milielle Bosséde des structures qui lui
permettent de se déplacer, telle que la couronierei(Nielsen, 2005). L’embryon de
Céphalopode est protégé dans I'ceuf a [lintérieuquel un individu en tout
pointsidentique a l'adulte se développe. Des direst en liaison avec ce mode de
développement sont présentes chez I'embryon, coliumgane de Hoyle qui permet au
juvénile de déchirer les membranes de I'ceuf a éxld8oletzky, 2006).

Chez S. officinalis les ceufs montrent des membranes noires meélaniskess
membranes bloquent le passage de la lumiére, fertermariable dans les zones
intertidales ou les ceufs sont pondus. Chez d'aaspsces de seiches, comme la seiche
géanteSepia apamales membranes des ceufs ne sont pas mélaniskssceufs restent
blancs et transparents. Cette espéce vit a plse lpasfondeur qu8. officinalis pouvant
descendre jusqu’a plus de 500m (Aitken et al., 2085 I'intensité de lumiere varie
beaucoup moins gu’'a 200m (la profondeur maximakirde parS. officinalis,(Sherrard,
2000). De pluss. apamaaccroche ses ceufs dans des grottes, aux recakiers. Ainsi,
les ceufs ne sont pas, ou trés peu, exposes a lerdurha mélanisation des ceufs 8e

officinalis pourrait donc bien étre en relation avec un gffetecteur face a la lumiéere.

L’abaque utilisé pour définir les stades de I'entggnese de&. officinalisa été

établi a partir de celui de Lemaire (1970). Il asanmoins adapté a ce qui a pu étre
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observé sur les pontes concernées par la préesenie €e développement embryonnaire
de la seiche est divisé en trois grandes phases :

- La segmentation : stades 1 a 9 (fig. 4). L'ceufs niéhe en vitellus est du genre
télolécithe : la segmentation est inégale et dialei (type méroblastique) a la différence
de la majorité des Mollusques pour lesquels la segation de I'ceuf est en spirale. Au
stade 5, le blastoderme présente deux zones: ame gentrale constituée par deux
cellules bien délimitées : les blastoméres et wme périphérique constituée par quatorze
éléments dépourvus de limite périphérique : lestbt@nes. Ce sont eux qui vont former

le syncytium vitellin.

- La gastrulation : stades 10 a 15 (fig. 4). Elle Wtébpar la mise en place de
'entomésoderme. Comme chez les autres organistiest, aussi a ce stade que va se
former un tube digestif primitif. La gastrulatiorsteachevée lorsque I'épibolie est
terminée, c’est-a-dire quand le vitellus est tatedat recouvert par le syncytium vitellin et

I'ectoderme extra-embryonnaire.

- 'organogeneése : stades 15 a 30. Cette phase d’'dteta fermeture du sac vitellin
au pole végetatif a la résorption plus ou moins mlete du sac vitellin externe. Cette
période se termine a I'éclosion. les stades précdal® a 19 (fig. 5), correspondent aux
stades ou I'embryon est sous forme de disque surpdke animal de ['ceuf.
Progressivement, 'embryon se redresse dans le a#B@so-postérieur du stade 20 a 22
(fig. 6). A partir du stade 23, 'embryon présentge conformation similaire a I'adulte

avec le manteau au niveau postérieur et la tdgecgturonne brachiale du coté du vitellus
(fig. 7).
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Segmentation : stades 1 a 9

pole animal

blastoc6ne blastomeére

Gastrulation : stades 10 a 14

anneau A _
entomésodermique pole animal

épibolie en
cours

pole
vegeétatif

fermeture du sac vitellin
au pole végétatif

Figure 4: Stades correspondant aux phases de segmentdtigastrulation ches.
officinalis.
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Organogenese

Phase « disque » : stades 15 a 19

Figure 5 : Stades correspondant aux phases précoces darltmyenése dg. officinalis.
Echelle 500um.

Légende: I, II, ll, IV et V, bras ; b, branchie; bo, boe ; m, manteau ; o, ceil ; pe,
poche de I'entonnoir ; s, statocyste ; sc, sac itlegu; te, tube de I'entonnoir ; A,
antérieur ; D, dorsal ; Dr, droite ; G, gauche p&stérieur ; V, ventral
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Organogenese

Phase de redressement : stades 20 a 22

Figure 6 : Stades correspondant aux phases de redresskmsede I'organogenéese &
officinalis. Echelle 500um.

Légende: I, Il, lll, IV et V, bras ; b, branchie; bo, bole ; go, ganglion optique ; m,
manteau ; o, ceil ; te, tube de I'entonnoir ; Agaieur ; D, dorsal ; Dr, droite ; G, gauche ;
P, postérieur ; V, ventral.
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Organogenese

Phase de conformation adulte : stades 23 a éclosion

Figure 7 : Stades correspondant aux phases tardives datiogenese de. officinalis.
Echelle 500um.

Légende: I, I, 1ll, IV et V, bras ; e, entonnoir ; goagglion optique ; m, manteau ; o,
ceil ; A, antérieur ; D, dorsal ; Dr, droite ; Gugae ; P, postérieur ; V, ventral.
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L’orientation du corps ne répond pas aarventions classiques chez la seiche et
chez les Céphalopodes de facon plus générale. leisembryon est encore sous forme
de disque (stades 15 a 20), le stomodeum comprémdauche est alors dorsal, le péle
antérieur du futur adulte comprenant les bras mtiatelles se situe a la périphérie du
disque, alors que le pble postérieur (manteau,chias et entonnoir) est au centre. A
partir du stade 21, I'embryon se redresse et lag,\}@ bouche et la couronne brachiale se
retrouvent du coté du vitellus, tandis que la masseerale et le manteau sont a I'opposé.
Les mécanismes de mise en place des régions gustéreur et dorso-ventral pourraient
donc étre différents de ce qui est connu jusqu&semt. L'absence de chaine nerveuse
ventrale ou dorsale, structure organisatrice qaua haute importance dans de nombreux
autres groupes (Coolen et al., 2009 ; Holland, 2002 fait que renforcer I'intérét majeur
de connaitre les mécanismes moléculaires particg@da formation d’'un tel organisme.
La mise en place des axes du corps a des consé@guemuortantes sur I'organisation du
systéme nerveux, particulierement complexe et détas Céphalopodes.
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2. La locomotion, fonction essentielle dépendanteidysteme neuro-

musculaire

2.1. Lalocomotion

Le systeme locomoteur et les muscles associés ne s sous les mémes
contraintes sélectives en milieu aquatique et dreunterrestre. En ce qui concerne les
Céphalopodes actuels, Sehautilus présente une coquille externe divisée en plusieurs
chambres (phragmocones) divisées a leur tour eesloges loges sont percées en leur
milieu par un siphon (Nixon and Messenger, 197@)nhutile nage par propulsion comme
les Céphalopodes a coquille interne. Il ajuste imsa flottabilité avec du gaz pompé dans
les chambres de sa coquille via le siphon. Le mmeave de propulsion du nautile ne va
dépendre que d'un petit volume d'eau, d'une fgbéssion dans la cavité du manteau,
d'une vitesse de propulsion réduite et d'une mamseulaire peu importante par rapport
aux Céphalopodes a coquille interne (Grassé, 198@ki, sa poussée n'est que d'un
huitieme de celle d'un calmar de méme taille, afprs sa vitesse de propulsion n'est que
d'un dixieme (Chamberlain, 1990). La survie Nigutilus suppose un mode de vie lent a
mouvements verticaux et l'animal doit chercher sarmture dans les habitats ou la
compétition avec des nageurs rapides et agilaniegnale. Les Céphalopodes fossiles ont
eu a faire face a des contraintes de configuratemblables qui ont probablement
contribué a leur déclin. Chez les autres Céphalegpdd régression de la coquille a eu des
conséquences considérables sur le systeme locant®dianimal en milieu aquatique et
implique des adaptations morphologiques anatomiqagsures telles que la modification
du manteau et la présence d'un entonnoir et de, lW@svés de l'unique pied des
Mollusques. L'évolution de ces structures a été&agsement un évenement clé pour
'adaptation des Céphalopodes dans les océans mele@&ambrien tardif, il y a 500
millions d’années (Holland, 1987 ; Saunders anddbaan, 1987 ; Young et al., 1998). Le
manteau, les bras et I'entonnoir composent I'hyidtpsndispensable pour la propulsion
par réaction. Ces structures musculaires constituerappareil locomoteur tres puissant.
Les muscles circulaires du manteau se contractegtaisent alors le volume de la cavité

palléale, chassant ainsi I'eau par I'entonnoiregtiettant un mouvement par propulsion.
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Le surcroit d’énergie nécessaire a de tels mouvensst fourni grace, notamment, a
un appareil circulatoire clos qui permet une meikedistribution de I'oxygéne (Mangold
and Bidder, 1989).

La seiche peut également se déplacer lentemerdgian de ses nageoires afin de
réaliser de petits mouvements ou de changer detidine Elle s’en sert, par exemple, pour
se surélever légerement par rapport au fond. Qildmdest nécessaire de se déplacer plus
rapidement, elle utilise son entonnoir pour se pisgr en arriere. Elle est capable de faire
du surplace ou de bouger verticalement dans lannelad’eau en faisant onduler ses
nageoires ou en modifiant la flottabilité de saldbe,

L'os de seiche, structure aragonitique, est le prefacteur utile a la seiche dans ses
déplacements. Il lui sert de flotteur grace a uoesistance tres poreuse jouant sur des
equilibres liquide/gaz, limitant I'effort nécessaipour se maintenir entre deux eaux. La
coquille est produite par I'épithélium du sac cdigari qui s’étend du c6té dorsal de
I'embryon. Baratte et al. (2007) ont montré uneliogtion de la protéine Engrailed dans
la formation de ce sac. Rien n’est su, cependamigernant le contréle moléculaire des
muscles du manteau associés au sac coquillier.

La fonction respiratoire du manteau s’accomplitneeau antérieur, tandis que la
région postérieure est dédiée a la fonction denhmtmn. La contraction des muscles
circulaires produit une expulsion d'eau hors deckvité du manteau. Les fibres
longitudinales dans les muscles rétracteurs détéaet de I'entonnoir tirent ces structures
vers la cavité du manteau et, avec les musclesathieau, augmente la force d’expulsion
de l'eau. Les fibres musculaires sont contrélées Ipasysteme de fibres géantes qui
permet une conduction tres rapide et assure urteaction globale et simultanée de toutes
les fibres musculaires du manteau pour déclenctenbuvements de fuite rapides grace
a I'expulsion de jets d’eau par le manteau, a tsal/entonnoir. Les structures participant
a la fonction de locomotion sont mises en place téé durant 'embryogenese &
officinalis. L’'embryon de seiche bouge déja dans I'ceuf a thetes 24/25 et réagit a des
stimuli mécaniques. Aux stades suivants, on obsdege mouvements de propulsion a
I'intérieur du chorion alors completement désolisi&arde I'embryon. Les structures,
identiques a I'adulte, participant a la locomoti@aossi bien musculaires que nerveuses,

sont donc mises en place bien avant éclosion.
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2.2. Le systeme nerveux

2.2.1. Le développement du systeme nerveux

Pendant la phase en disque, ou tous les organemement a se former, le
stomodeum est dorsal, le pble oral (antérieur)uurfadulte est situé a la périphérie de
'embryon (couronne brachiale et stomodeum), algue le futur pdle aboral (ou
postérieur pour l'adulte) est central (manteau,ntinges, entonnoir). Les territoires
présomptifs des ganglions cérébroides sont sitaehaque coété de la future bouche et se
développent ensuite vers les ye(ftg. 8a) Au stade 20, ils forment une unité
morphologique avec les futurs ganglions optique®wrant les vésicules optiques. Les
lobes olfactifs présomptifs se situent sous le loptque, ventralement. Au stade 16, les
ganglions viscéraux commencent leur développemerdeex territoires de chaque cote
du manteau, en bas des tubes de I'entonnoir. jbggreent ensuite les ganglions optiques
au stade 20.

Apres la phase en disque, 'embryon commence adresser (stades 21 a 23) (fig.
8b). Les yeux, la bouche et la couronne brachialg situés au céphalopodium (cote
vitellus) et le viscéropallium (masse viscéral,ittapalléale et le manteau) au c6té opposé
(Baratte et al., 2007). Les appendices se difféeahcen huit bras et deux tentacules,
fonctionnellement différents chez I'adulte. Les glaons se différencient en plusieurs
lobes, chacun ayant un réle précis, moteur ou shsbhes ganglions commencent a se
condenser au stade 23 pour former un complexe ldadse de 'embryon (fig. 8c). lIs se
différencient en lobes, peu avant éclosion. Le esuvest établi avant éclosion mais des
changements ont lieu pendant la phase de transitiojuvénile a I'adulte, principalement
en ce qui concerne les proportions relatives dé&reintes parties du cerveau.

Le cerveau entoure |'cesophage, formant une panfeaset sous-cesophagienne,
chacune d’elles étant subdivisée en plusieurs ldtepartie dorsale, supra-cesophagienne,
ayant pour origine les ganglions dits « cérébrordesomprend les lobes verticaux,
frontaux, optiques, olfactifs et buccaux, impliquéleans I'analyse des afférences
sensorielles. La partie ventrale, sous-cesophagiezstecomposée de centres moteurs
comme les lobes palléoviscéraux et pédieux.

Quant au systeme nerveux périphérique, les deuxgligas stellaires, structures

caractéristiques des Céphalopodes, commencentésetoppement sur les cotés droit et
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gauche du manteau, dés le stade 19 sur les borscdroquillier présomptif (Baratte and
Bonnaud, 2009) et les ganglions brachiaux se ditioem le long de la couronne brachiale

et se développent a cbté des bras.

Les différents lobes composant le cerveau entairantdéveloppement sous forme
de domaines pairs disposés de part et d’autre digne imaginaire coupant le futur
manteau en deux, constituant 'axe de symétrietelgauche de I'embryon. Les lobes
optiques et les ganglions stellaires restent séparé@leux paires de part et d’autre de I'axe
de symétrie droite/gauche de I'embryon.

Chez l'individu adulte, la masse cérébrale estséwien deux lobes droit et gauche
parfaitement symétriques. Les nerfs cérébraux pad& chaque coté ne se croisent pas et
innervent donc les territoires se trouvant du mémaes. Toutefois, des commissures
nerveuses permettent la communication entre legligas et, ainsi, la coordination de la
réponse entre c6té droit et cdté gauche (Grass#9).l%es processus moléculaires
d’établissement de la bilatéralité neurale resemtore totalement inconnus chez ces
especes dépourvues d’axe nerveux central. CheZelgébrés, on sait que la bilatéralité
du systéme nerveux se met en place autour de ¢ cwmurale (Levin, 1997 ; Coolen et
al., 2009). Or, les Céphalopodes ne possédant pasodie neurale ou de structure
équivalente, I'un de nos objectifs a été de metre évidence les mécanismes

moléculaires, qui contrélent la bilatéralité pendardéveloppement des Céphalopodes.
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Stade 18(vue apicale) Stade 21(vue apicale) Stade 24(vue ventrale)

B ganglions brachiaux w ganglionsviscéraux

0 ganglions optiques Bl ganglions stellaires
 ganglions cérébroides

Figure 8 : Territoires neuraux embryonnaires pendant leeldgppement dé&. officinalis.
Echelle 500um.

Légende: I, II, Ill, IV et V, bras ; b, branchie ; bo, bohe ; m, manteau ; o, ceil; pe,
poche de I'entonnoir ; te, tube de I'entonnoir statocyste ; vi, vitellus.
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2.2.2. Le systéme nerveux central

Tous les Céphalopodes actuels ont un systéme nerven développé et un
véritable cerveau, ce qui constitue une differemeajeure par rapport aux autres
Mollusques et une convergence importante avec lestébrés. Le cerveau des
Céphalopodes est complexe et se compose de nombobas, fonctionnellement
hiérarchisés. Vingt-cing lobes majeurs ont étéatarses dans le cerveau des Coléoidés
et des sous-divisions ont permis de définir quaréosties en tout.

Le phénomeéne de céphalisation, une concentratisystéme nerveux dans la téte,
observé chez les Céphalopodes est également nataseles Gastropodes (fig. 9). On
distingue chez les Gastropodes des ganglions @idé&lsrsupra-cesophagiens et une masse
nerveuse sous-cesophagienne comprenant des ganggtidiesix, a I'avant, et viscéraux, a
I'arriere. Ces ganglions sont reliés par des catifisenerveux et forment un triangle
caractéristique (Lecointre et Leguyader, 2001). ©ewminologies identiques se justifient
par le fait que les ganglions des Céphalopodes@x des Gastropodes partagent des
fonctions similaires. En effet, les ganglions diéébroides recoivent, dans les deux cas,
les afférences des organes sensoriels, yeux, ysédgcet tentacules, par exemple, tandis
gue les ganglions pédieux sont en liaison avecidel pu les bras et les ganglions
viscéraux contrélent les muscles viscéraux. Cesictstres, bien qu'ayant une
dénomination similaire entre Gastropodes et Céploales, présentent des différences
importantes qui questionnent leur possible homeloge cerveau des Céphalopode est
entouré par une capsule cartilagineuse, a la diffé&r des Gastropodes. De plus, il existe
une véritable cérébralisation chez les Céphalopoles lesquels il y a coalescence entre
les ganglions pédieux et viscéraux. Enfin les degeecomplexité fonctionnels sont tout a
fait différents puisque les Gastropodes ne présemgenviron neuf ganglions selon les
espéeces contre vingt-cinq lobes majeurs pour lesh&lépodes Coléoides (Packard,
1972). Chez les Gastropodes, il N’y a pas de difféiation des ganglions en lobes et donc
pas de sous-fonctionnalisation. Il convient dor&tré’ prudent sur les comparaisons entre

ces deux organismes.
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Figure 9: Comparaison entre le systeme nerveux d’'un Gasti® et celui d&.
officinalis.
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2.2.2.1. Le cerveau

En termes physiologiques, le systeme nerveux denttggre et traite des
informations sensorielles provenant de la périghétiinitie une réponse de I'organisme
via des neurosécrétions dans le liquide sanguinneustimulation directe de muscles. Au
niveau anatomique, le SNC, tissu nerveux délima@émprend des agglomérations
distinctes de neurones spécialisés fonctionnelleroennectés entre eux par des axones
(neuropile) ; il peut prendre différentes formesedir des degrés de complexité variables
au sein des différents phyla.

Chez les Céphalopodes, le SNC est enfermé dansapselle cartilagineuse. Il est
constitué initialement par des ganglions typiquesvibllusques mais qui se différencient
en plusieurs lobes avec des fonctions spécifigéeshlissant une hiérarchie dans le
traitement de [linformation (fig. 10). La masse msaipesophagienne recoit des
informations sensorielles et la masse sous-cesagitagiest rattachée aux fonctions
motrices (fig. 11). Au niveau péri-cesophagien sevent les lobes magnocellulaires.

Les différents lobes du cerveau présentent la ng&reture médullaire : un cortex
constitué des corps cellulaires des neurones entleuneuropile, une zone fibrillaire
(Mangold, 1989). Cette zone est composée d’'un eéttement des neurites (axones et
dendrites) de ces mémes neurones et de cellulsghssurant 'homéostasie du milieu
neuronal (astrocytes) et la myélinisation des agqoégodendrocytes). Les neurones du
cerveau font entre 5 et 10 um mais les plus graedsones moteurs peuvent atteindre
jusqu’a 100 um. L'épaisseur des fibres nerveuseégadement variable, elle va de 1 um
jusqu’a 1 mm. Les fibres les plus épaisses sorfidess géantes.

En 1961, Boycott apporte de nouvelles connaissacoesernant l'organisation
fonctionnelle du cerveau d®. officinalisgrace a des expériences d’électrostimulation et
permet de déterminer de nouvelles subdivisionsedau des différents lobes suivant les
effets des stimuli électriques. Les lobes sous-begppns sont alors classés en centres
moteurs « moyen » ou « inférieur » en fonctionyphetde réponses apres stimulation et de
leurs connexions périphériques. Au niveau des Ishesa- cesophagiens, sont décrits des
centres moteurs « supérieurs » ainsi que des zdites “silencieuses”. D’autres
expériences, toujours par stimulations électrigoas permis d’affiner ces subdivisions et
de déterminer plus précisément les rbéles et coonexau niveau du cerveau &
officinalis (Chichery and Chanelet, 1976, 1978).
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Figure 1C: a. vue dorsale d’'une seiche adulte, représentatib@énsatique du systéme
nerveux.b. représentation du cerveau d’'une seiche adulteuenlatérale. Les noms des
lobes sont indiqués sur le dessin dans les positionrespondantes. MSA, masse sous-
oesopgagienne anterieure ; MSM, masse sous-oesephagnoyenne ; MSP, masse sous-
oesophagienne postérieure ; MSuP, masse suprakzegepne.
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La masse supra-cesophagienne se compose dorsaleesefdbes vertical, frontal
supérieur et frontal inférieur et ventralement,lale basal (fig. 10). Sous le lobe vertical
se trouve le lobe subvertical puis le lobe préceara. Le lobe frontal contrdle les
mouvements des bras et de la masse buccale (cap#ar@roies), tandis que le lobe
vertical est impliqué dans la mémoire et I'appresdge. Le reste de la masse supra-
cesophagienne se compose du lobe basal. Le lobecbagarend les lobes sub-pédonculés
et pédonculés et les lobes olfactifs. Les lobesaulpasseraient impliqués dans le
mouvement de la téte, des yeux, de la masse butrake tentacules et nageoires et dans
le contrble de la respiration, de la locomotion]Jaleage et des chromatophores (Chichery
and Chanelet, 1978).

La masse sous-cesophagienne est divisée en massageua®, moyenne et
postérieure (fig. 10). Chacune de ces masses st four divisée en plusieurs lobes. La
masse sous-cesophagienne antérieure se composeedordehial associé a dix nerfs, un
pour chaque bras et tentacule. La masse sous-ogseqiamédiane est divisée en quatre
parties : les lobes pédieux antérieurs, postéri@irdatéraux et le lobe latéral des
chromatophores. Les lobes pédieux antérieurs etempesrs sont impliqués dans les
mouvements des bras, des tentacules et des musthasteurs de la téte et contrélent les
nerfs de I'entonnoir. Les lobes pédieux latéraurtiemnent les centres oculomoteurs et
les 6 nerfs allant vers les muscles optiques. Efdimasse sous-cesophagienne postérieure
est constituée des lobes palléoviscéraux centrausles deux lobes postérieurs des
chromatophores. Le lobe palléoviscéral central s iddes dans la communication, la
respiration et diverses fonctions des visceresontréle également la poche a encre. A
I'arriere du lobe palléoviscéral, se situent lebel® vasomoteurs dorsal et ventral. Sur
chaque c6té du lobe palléoviscéral et entre lesslomsomoteurs, se trouve la partie
postérieure du lobe magnocellulaire. Devant le lamgnocellulaire, impliqué dans la
respiration et dans le contrble des statocystes, filwes géantes forment le lobe
magnocellulaire ventral. Enfin, dorsalement, leelaimagnocellulaire passe devant les
lobes basaux latéraux et rejoint le lobe basalad@woung, 1939).

Il semblerait donc que le SNC des Céphalopodesndpbien a la définition d’'un
cerveau, aussi bien morphologiquement qu’anatormene Ce terme, cependant, ne
signifie pas que cette structure, présente dansodgreux phyla, dérive d’'une méme
structure présente chez un ancétre commun. En kffe€éphalopodes sont le seul groupe

parmi les Mollusques a posséder un tel niveau dealesation du systeme nerveux.
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De plus, le fait gu’ils soient dépourvies @brdon nerveux central, structure clé dans
la formation du cerveau des Vertébres, suggerdeg8&lC des Céphalopodes se forme de
facon totalement différente pendant 'embryogén€ncernant le contréle moléculaire
de la mise en place du SNC des Céphalopodes, strilesétudes se sont intéressées au
géne Paxg§ géne « maitre » dans la formation des organesogémsoriels chez de
nombreux groupes (Gehring et al., 2008px6 est exprimé dans les ganglions viscéraux
et optiques pendant le développement d’'un calbmdigo pealii(Tomarev et al., 1997) et
d’'une sépioleEuprymna scolopefHartmann et al., 2003). Malgré l'intérét évidelet la
mise en place du SNC chez les Céphalopodes d'um geivue évolutif, les mécanismes

moléculaires restent encore a établir.

2.2.2.2. Les lobes optiques et tissus associés

Comparés aux autres Mollusques, les Céphalopodds uon mode de vie
particulierement actif. L’information visuelle prenant des yeux est considérable. Chaque
lobe optique est presque aussi grand que le resterdeau et se compose d’environ 100
millions de cellules chez l'adulte. Les lobes opég se situent de part et d’autre du
cerveau et sont rattachés a la masse supra-cesepmagiar les tractus optiques. Ces
tractus passent par les lobes pédonculaires, ibdfattia glande optique.

Autour du lobe optique, se situe le corps blancorgane lymphoide positionné de
chaque co6té, dans le sinus sanguin de l'orbite ({fij. Cette structure a une fonction
globuligéne ; les cellules sanguines, les amoelesay leucocytes, y sont formés (Grasseé,
1989 ; Nixon and Young, 2003).

Le tissu subpédonculé est issu de lagasgntrale du lobe optique et constitue la
principale zone neuroendocrinienne. Il s’agit d'systéme de nerfs qui forment un
neuropile sous I'épithélium de la veine cave, vajoecollecte le sang des bras, de la téte
et de la partie antérieure de la masse viscérale sbmas des neurones qui composent ce
tissu sont situés dans des «troncs ganglionnajrelans le lobe palléoviscéral. Le
neuropile s’étend jusqu’a la veine cave et danyé#ses adjacentes (Nixon and Young,
2003).
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Figure 11 : Schéma représentatif du SNC 8e officinalis et des différents lobes le
composant avec les principales connexions versinsrsystemes effecteurs. Ce schéma
n'est bien entendu pas exhaustif concernant lesrmions inter-lobes. MSA, masse sous-
oesopgagienne antérieure ; MSM, masse sous-oesephagnoyenne ; MSP, masse sous-
oesophagienne postérieure.
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2.2.2.3. Rapport des différents lobes juvéniles/attas

En 1971, Messenger a mis en place un protocole pester la capacité
d’apprentissage de seiches adultes. Des proiesngdde dans un tube en verre étaient
présentées aux seiches. Les seiches ont d’aboté denprojeter leurs tentacules afin
d’attraper les proies mais se sont heurtées au dabeerre. Pendant les 20 minutes de
I'exercice, le nombre de tentatives de captureissbaDans la deuxieme expérience, les
seiches recevaient un petit choc électrique a ahtantative de capture. Cette expérience a
montré que la baisse du nombre de tentatives dareagtait directement liée a la quantité
de chocs regus lors des essais. Cela suggérait @ler I'inhibition de la projection des
tentacules était reliée a la douleur ressentie whdgis que les tentacules touchaient le
tube de verre. Apres 24 heures, les proies étaiapuveau présentées aux seiches dans un
tube de verre. Les animaux n’ont pas tenté de tarojeurs tentacules, démontrant ainsi
gu’elles avaient en quelque sorte « retenu la legon

Des déficiences dans les processus d’acquisitibrét@nobservées chez des seiches
juvéniles comparées aux adultes. (Agin et al., 1988ez les juvéniles, les capacités de
mémorisation augmentent pendant le développemesttgoobryonnaire précoce et tardif
(Dickel et al., 1997, 1998). Ces changements d@pelmentaux sont liés a une maturation
tardive des structures cérébrales associées adafigsage visuel et a la mémoire. Il s’agit
principalement du complexe du lobe vertical (Megeen 1973). Le systeme du lobe
vertical forme 6% du volume total du cerveau alsmwon, tandis qu’il forme prés de 12%
chez les seiches juvéniles (Frosch, 1971). Desigdiintenses d’apprentissage pendant
les 4 premiers mois de vie hors de l'ceuf des pet#teiches vont de pair avec un
développement important de ce lobe (Messenger,)1973

Il a également été montré que cl@&zfficinalis les lobes basaux formaient 39% du
volume total du cerveau a éclosion et seulement 868z un adulte (Frosch, 1971ps
lobes sont impliqués dans diverses activités domialge, la locomotion par propulsion et
les mouvements de la téte, des bras, des tentaetleles nageoires. Les jeunes a
I'éclosion sont tres actifs. lls nagent pour se nmtaiir dans la colonne deau et
commencent a chasser immédiatement. Le volume tanodu lobe basal dans cette
période clé du développement pourrait étre en nagpec I'activité intense nécessaire des
éclosion (Nixon and Mangold, 1998).
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Contrairement @ctopus vulgarisqui a un mode de vie planctonique a I'éclosion
puis passe a un mode de vie benthique au stadécathd juvéniles dé&. officinalis
montrent les mémes comportements que l'adulte ‘@etosion (Boletzky, 1987). Les
fondements de leur processus d’apprentissage sgoontles mémes a tous les stades du
développement post-embryonnaire. A I'éclosion,deel brachial est réduit, comparé au
volume total du cerveau et ch&z officinaliset chezO. vulgaris Il augmente ensuite en
proportion au cours du développement post-embryoan@®n note cependant une
augmentation plus importante de ce volume pOurvulgaris concomitamment a une
croissance considérable des bras et une augmentadissive du nombre de ventouses a la
période du recrutement benthique. Les bras et usatont des réles plus complexes chez
O. vulgariscomparé &. officinalislorsqu’ils passent en mode de vie benthique. Ainsi
cette phase de recrutement impose des modificatmmmphologiques auxquelles échappe
S. officinalisdont le développement est, de ce fait, plus a&#idier, puisque affranchi de
ce biais. Toute la masse sous-cesophagienne estdegpaléja disposée a éclosion des
juvéniles deS. officinalis Les structures nerveuses motrices sont déjaaae. pC’est un
facteur crucial pour rendre la locomotion possid#s éclosion.

Il semble donc que chez les Céphalopodes, les timmslipost-embryonnaires jouent
un réle clé dans les processus de maturation gereatissage et de la mémoire, tout
comme il 'a été maintes fois observé chez les Médames et les Oiseaux (pour revue :
Rosenzweig and Bennett, 1996). Par conséquent, olavecgence anatomique et
morphologique du cerveau des Céphalopodes avec deki Vertébrés pourrait étre
associée a une convergence au niveau des mécamierdéseloppement de cet organe en

relation avec I'environnement.

2.2.3. Le systéeme nerveux périphérique

Le systeme nerveux périphérique (SNP) constitugr@m®0% du systemeerveux
(Budelmann, 1995) ; il est concentré sur le systaargeux brachial (sensoriel et moteur),
c’est-a-dire un ensemble de cordons neuraux assaok nerfs sensoriels des ventouses.
Le systeme nerveux périphérigue montre d'autresicpdarités telles que des fibres
géantes (ou axones géants) et des ganglions el constituent un passage pour les

nerfs des chromatophores. Les axones qui formemdgs périphériques sont pourvus de
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gaines composées d’'un nombre variable de couckss;dllules de Schwann (Young,
1967) qui assurent la myélinisation des axones.

Concernant le SNC, les différents lobes qui le oosept fusionnent
progressivement pendant le développement pour folereerveau. Or, pour ce qui est du
systéme nerveux périphérique, on observe plutbéttendance a l'individualisation des
ganglions, notamment, des deux ganglions stellases les cotés droit et gauche du

manteau, mais également des ganglions brachiaux.

2.2.3.1. Le systéme nerveux brachial

Les bras comportent un axe nerveux central situés da musculature. Cet axe
nerveux se compose de ganglions trés rapprochpesdis en un cortex faisant chacun
face a une ventouse. Le ganglion est constitué daumopile et de cellules périphériques.
A la base de chaque ventouse, se situe en pluangilign dit « acétabulaire » composé de
quelques centaines de neurones. Ces ganglionsiesntentres de réflexe périphériques
pour les muscles de la ventouse (Graziadei, 19udilp@rmettent une certaine autonomie
du systéme brachial. De nombreux nerfs partenthdgue ganglion central. Il y a d’'une
part, les nerfs connectifs reliant I'axe centrak dibres nerveuses périphériques, au
nombre de 6, et au ganglion acétabulaire et, dguart, on distingue un groupe de nerfs
contenant des fibres motrices, allant vers les tessdes chromatophores et diverses
structures sensorielles, qui apportent des infdonatdes récepteurs périphériques. Le
réseau complexe de nerfs et de ganglions au sementun unique bras, laissant
supposer une autonomie de ce systeme, est powt@hdmment connecté au SNC.
Effectivement, du c6té opposé aux ventouses, lesepaexternes et internes du cordon
nerveux axial consistent en deux troncs composéfibdes efférentes et afférentes qui
relient le cerveau et les bras. Il s'agit des tracérébrobrachiaux.

2.2.3.2. Les ganglions stellaires et le systemefitges géantes

Les ganglions stellaires sont au nombre de deuxpaie et d’autre de I'axe de

symétrie droite/gauche de I'animal (fig. 10). Ilen positionnés sur la partie interne du
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manteau. Chaque ganglion se compose d’environ Q@G6llules nerveuses (Nixon and
Young, 2003) et forme le plus important carrefosrveux du systéme nerveux
périphérique.

Le contréle des muscles du manteau se fait payd&me nerveux central via un
systéme de fibres géantes faisant relais dansategligns stellaireDes fibres de % ordre
partent du lobe magnocellulaire et font contactapyigue avec des fibres dé™2ordre
dans le lobe palléoviscéral. Ces fibres 88 @rdre, appelées nerfs palléaux, font relais a
leur tour dans les ganglions stellaires avec desdide " ordre, appelées nerf stellaire,
qui innervent les muscles du manteau (fig. 10). heds stellaires contiennent ausss |
fibres innervant les chromatophores. Ces fibreseguaspar les ganglions stellaires mais
sans y établir de contact synaptique. Les zonesrvBes par les nerfs stellaires se
recouvrent en partie (Boyle and Froesch, 1979).e@éant, aucun nerf du cété droit
n'innerve une zone du c6té gauche et inversementy la pas de croisement de nerfs.
Chaque nerf stellaire posséde une racine ventsaliistvement efférente et une racine
dorsale composée a la fois de fibres efférenteke dibres afférentes (Young, 1971
systeme de fibres géantes permet une conductisnrapde et assure une contraction
globale et simultanée de toutes les fibres museslalu manteau pour rendre possibles
des mouvements de fuite rapides.

Il a été montré une expression de gddes au niveau des ganglions stellaires a des
stades 20/22 chdzuprymna scoloped_ee et al., 2003). Des génes de la méme famille o
eégalement montré des expressions au niveau dediagengnter-brachiaux dans la
couronne brachiale (Lee et al., 2003). Ce sont p@unoment les seuls génes a avoir

montré une expression dans les ganglions stelldivesCéphalopode.

2.2.3.3. Les statocystes

Les deux statocystes apparaissent sous la fornmaewabe structures circulaires de
chaque c6té du manteau au niveau de la naissasaedr parties du tube de I'entonnoir,
c6té ventral. Ces structures se transforment eicués et migrent sous la peau pour se
positionner chez l'adulte en dessous du cerveas.damaux de Kollinker, vestiges de
I'invagination de la vésicule, persistent en fordeecul-de-sac. La paire de statocystes est

intégrée au cartilage cranien. Chaque statocysteet des systémes de récepteurs pour



- 65 -

la détection de la gravité ; il s'agit du systemacuoia/statolithe et, pour la détection de

I'accélération angulaire, du systeme crista/cugBladelmann, 1994). Il existe 3 maculae

par statocyste. Il s'agit de zones condensantdisles sensorielles. Elles sont en contact
avec le statolithe. Le statolithe est une petitecttire argonitique tres dure qui se situe
dans la cavité remplie de fluide. Le statolithd fabins de 2 mm de long et présente des
protubérances sur différents plans qui permettémsticher la croissance et I'dge de

I'individu (Clarke, 1998).

2.2.3.4. Autres structures notables appartenant ausystéeme nerveux

périphérique

L’organe olfactif
L’'organe olfactif est logé dans la peau, derriegs {eux ; il est recouvert de
microvillosités et de cils. L'épithélium pluristia€ de cet organe se compose d’un type de

cellules épithéliales et de deux types de cellségsorielles.

La ligne latérale

Il existe 8 lignes de cellules dermiques cilié¢séss sur la téte d& officinalis 4 de
chaque coté, continuant le long des bras. De chafue, deux lignes continuent
dorsalement et deux autres ventralement (une auslet une sous les yeux). Ces lignes
sont formées de cellules ciliées dont les axonesliggent dans le systeme nerveux
central. Le nombre de cils peut varier de quelguesa plus de 100 par cellule. Chaque
cil est polarisé morphologiquement vers une diogctiLa sensibilité de ces cellules
permet a la seiche de détecter le mouvement d’'uss@o d'un métre de long a une
distance de 30 metres (Budelmann et al., 1991).

Les Téléostéens ainsi que certains amphibiens gességalement des lignes
latérales. Elles se présenteuius la forme d'une ligne, continue ou non, padaules
flancs de I'animal. Cette structure permet la geroe des vibrations de l'eau, et ainsi,
entre autres, du son. Les récepteurs sur la ligtérale sont appelés des neuromastes.
Chacun de ces récepteurs présente une touffe slerdiburés d’'une cupule gélatineuse
(Popper and Platt, 1993). Chez la seiche et le aralmlliguncula des expériences

d’électrophysiologie ont permis l'identification dms lignes épidermiques comme des
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analogues aux lignes latérales mécanoréceptivegaiesons. Cela constitue une nouvelle
convergence entre les Céphalopodes et le systenmsorad des Vertébréaquatiques

(Budelmann and Bleckmann, 1988).

2.2.3.5. Les chromatophores

Les chromatophores sont des organes neuro-musslldisposés sur la peau des
Céphalopodes. lIs leur permettent de modifier uleur et ainsi de se camoufler dans
leur environnement. Chaque cellule contenant lenpi est entourée d’'une couronne de
fibres musculaires radiaires. Lorsque les musatesantractent, chaque cellule s’étire.
Apres la contraction des muscles et la dilatatieradcellule pigmentée, le sac a pigments
élastique effectue un retour passif au repos. hesncatophores sont reliés entre eux par
un fin réseau horizontal de fibres radiaires. Cat $&s lobes des chromatophores de la
masse sous-cesophagienne du cerveau qui commardeamiuscles des chromatophores
via les nerfs stellaires passant par les ganglisteiaires. Les lobes moteurs des
chromatophores sont reliés par le lobe basal agan@s des sens, en particulier aux yeux,
et a des récepteurs tactiles.

Le systeme de chromatophore est trés développélehdactopodes, tandis que les
Teuthidae (calmarspossedent un nombre de chromatophores moins iamioit a été
montré que les Céphalopodes pouvaient contrélers I@atterns droit et gauche de
chromatophores indépendammaevitiynard, 196Y. Leur systéme nerveux périphérique est
latéralisé et présente une symétrie droite/gauchideidte avec un axe bien défini
morphologiquement.

Les chromatophores sont des structures neuro-naisesilet constituent donc une
particularité majeure non seulement au niveau dtesye nerveux des Céphalopodes mais
également au niveau de leur systéme musculaire. effet, si les innovations
morphologiques des Céphalopodes sont nombreusesceaiui est du systeme nerveux,

elles le sont tout autant en ce qui concerne @y effecteur, le systéme musculaire.
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2.3.Le systeme musculaire

La masse musculaire est tres importante chez lpsal#podes. Elle est composée en
grande partie du manteau, du systéme brachial gemk®nnoir, auxquels s’ajoutent les
muscles viscéraux et cardiaques. Le systeme muscudas Céphalopodes montre de
nombreuses particularités, au niveau locomoteur ntenau niveau cardiaque. Les
Céphalopodes possedent trois cceurs. Les deux dmmamshiaux, situés a la base de
chacune des branchies, pompent le sang du corpslegibranchies ou il est oxygéné.
Entre les coeurs branchiaux, le coeur systémique @tergang oxygéné des branchies vers
le reste du corps. Les Céphalopodes montrent darsgscirculatoire clos, ce qui constitue
une convergence importante avec les Vertébrés ggctib87 ; Wells and Smith, 1987).
Ce systeme circulatoire est mis en place trésuédrd le développement & officinalis
(Boletzky, 1987). En début d’organogenése, lesmedis du coeur systémique sont déja
distincts morphologiquement dans la masse mésodeeniDes que la fusion des
rudiments a lieu, une cavité apparait au sein dur fargane. En paralléle, des cavités
apparaissent aussi dans la masse mésodermiquéasdade chaque branchie. Cest le
début de la différenciation des coeurs branchiaugs Ilcoeurs branchiaux, encore
rudimentaires, commencent a pulser trés vite al@ef®rmation des cavités. Le caeur
systémique s’active un peu plus tard, apres sestigms avec les cceurs branchiaux
(Boletzky, 1987). La mise en place trés précoceydiéme circulatoire va permettre une
oxygénation optimale des muscles locomoteurs @tgsandant le développement.

Difféerents types histologiques de muscles ont ékéritk chez les Mollusques
(Millman, 1967). lls possedent non seulement desahes lisses et striés transversalement
comme les Vertébrés, mais ils présentent en plssrdescles a striation oblique. Dans ce
dernier type de muscles, les structures soutemanfilaments d’actine, (les « filaments
fins » dans le muscle squelettique des Vertéebrespnt pas liées a des disques Z (matériel
protéique auquel sont attachés les filaments aiacthez les Vertébrés) continues (fig.
12). En outre, I'appareil contractile est orgareséstructures rappelant des sarcomeéres de
muscles striés transversalement mais ces « saresm@re sont pas alignés latéralement.
En effet, les disques Z sont alignés obliguememtrppport a I'axe longitudinal de la
cellule (Gonzalez-Santander and Socastro GarciaeBlal972). Les muscles a striation
obligue ne sont présents que dans quelques grolgpletazoaires comme les Nématodes
(Reger, 1964 ; Rosenbluth, 1965) ou les Annélid@svaguti and Ikemoto, 1957). Ce type
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cellulaire est cependant connu depuis longtempg t® Mollusques (Céphalopodes :
Ballowitz, 1892 ;Ostrea: Marceau, 1904).

Chez les Céphalopodes, presque la totalité deslesusst striée obliquement. La
présence de ce type de muscles dans le cceur syseeneste néanmoins encore discutée
(Schipp and Schéafer, 1969 ; Budelmann, 1997 ; Kind Schipp, 1987). Les tentacules
seraient une des seules structures composées ddemasstriation transversale (Kier,
1985, 1991 ; Kier and Schachat, 2008). La mise lemepdes muscles striés dans le
tentacule chekoligo pealii se fait tardivement, 4 a 5 semaines apres écld¢Kien 1996).
Ceci suggére que la striation transversale sedadl{tivement) secondaire par rapport a
I'oblique chez les Céphalopodes, voire une « simpleonvergence morphologique
(Boletzky, 1993). Le manteau est composé par descles circulaires, radiaires et
longitudinaux et constitue environ 30% du poidsltate 'animal adulte (Trueman and
Packard, 1968).

Les tentacules et les bras n’ont pas la méme eit@scontraction, ce qui a été relié a
la différence de composition en muscles (Kier, 2982un point de vue biochimique, les
molécules impliqguées seraient identiques, méme siokur de paramyosine semble étre
plus important dans les muscles des bras que dartertacules (Kier, 1992). La rapidité
de contraction est associée au raccourcissemdatsiricture contractile (longueur totale
des sarcomeres, longueur des filaments épais)lites &triees (Kier, 1991).

Le contrdle moléculaire du développement musculziez les Céphalopodes n’a pas
éte exploré, tandis que chez les Vertébrés, ongsaitle développement des muscles
squelettiques a striation transversale dépend deEsMMyogenesis Regulating Factors).
Les MRFs sont des protéines bHLH (basic Helix-Lotgdix) qui activent la transcription
de genes spécifigues aux muscles a striation teassie (Buckingham and al., 2003 ;
Tapscott, 2005). Grimaldi et al. (2004a ; 2004b} orontré par immunomarquage la
présence de Myf5 et MyoD-like au niveau de cellutegsculaires dans les bras et
tentacules d’embryons d& officinalisdu stade 26 a éclosion (grace a des anticorps anti
MRF de Vertébres).
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fibre musculaire

— disque Z
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"
OO fibre musculaire
SR

Figure 12 : a.: photos en microscopie €léctronique a transmisd@sections transversales
de muscles deoligo paelii SR, réticulum sarcoplasmique, échelle 1jpm.bas : schéma

illustrant les différences entre les muscles stiddiquement et les muscles striés
transversaux. Les bandes A correspondent aux filtsvépais de myosine et les bandes |

aux filaments fins d’actine. D’apres Kier, 1985.
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Le développement des muscles cardiaquesiépend pas des MRFs mais de
différents facteurs de transcription (Bruneau, 20B2and, 2003 ; Buckingham et al., 2005
; Olson, 2006). Parmi eux, se trouM&4. Il a été montré une expression de ce gene au
niveau du coeur systémique et de la poche a enamestade 26 chdzoligo pealii (Elliott
et al., 2006). En revanche, son pattern d’exprassians les stades précoces du
développement embryonnaire des Céphalopodes rs atpatabli.

Bien des spécificités des Céphalopodes, commeésepce d’'un systéme nerveux
centralisé et hiérarchisé, constituent des conversge majeures avec les Vertébrés. Nous
cherchons les limites de ces similitudes, & sawbites mécanismes moléculaires sous-
jacents sont identiques ou, au contraire, totalénwifiérents de ce qui est connu
actuellement chez les modeles Vertébrés et Ecdggeso

La coordination des mouvements locomoteurs va daipedu positionnement des
muscles, lequel positionnement dépend a son tola deyogenese répondant a I'action
commune de nombreux genes et cascades moléculanedant le développement
embryonnaire. Le cerveau, en liaison étroite awscrhuscles locomoteurs, va étre le
centre controle de la coordination musculaire. Ramprendre de quelle facon se met en
place le systeme locomoteur, il faut cibler non lsment des geénes intervenant
potentiellement dans la mise en place musculais rih est également indispensable
d’étudier la maniere dont le systéme nerveux vagsiniser et se positionner en liaison
avec la fonction de locomotion.

Pour répondre a ces problématiques, une démarcésbj® consiste a cibler des
génes connus dans d’autres groupes pour interdams la mise en place du systeme
neuro-musculaire. Il s’agit principalement de géaesoméodomaines, codant pour des
facteurs de transcription essentiels lors de laemis place du plan d’organisation. Ces
genes interviennent pour certains dans la \amaic Hedgehoget appartiennent aux

familles des gendsdK etPax
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3. Génes d'intérét

Deux familles de génes sont étudiées pour leuradieu dans d’autres groupes de
Métazoaires dans la mise en place des territoieegenx et musculaires : les génes du
clusterNK et les genes de la familRax

Les genesPax codent des facteurs de transcription « spécialisas cours de
I'organogenése. La familleax comprend neuf protéines divisées en quatre grosieks
structure de leurs domaines (paired-domain, honréad® et octapeptide). Chez les
Vertébres, les gendBax2 Pax5 Paxg et Pax8interviennent dans la mise en place du
SNC (Matsunaga et al., 2000 ; Lang et al., 20@8,déne$ax3 et Pax7 dans celle des
muscles squelettiques (Buckingham et al., 2005).

Les génes du clustddK sont des genes a homéoboite codant des facteurs de
transcription. Six classes de genes organisés wastecl ont été deéfinies chez les
Mammiferes et la drosophile. Parmi ces gemés4 a un rble dans la mise en place de
tissus d’origine mésodermique chez la drosophildest Vertébrés (Garcia-Fernandez,
2005) ; il participe, entre autres, a la formati@s tissus vasculaires et du coeur (Holland
et al., 2003 ; Ryaret al., 2007).NK2 et NK6 sont impliqués dans des mécanismes de
différenciation de neurones, dans la corde spimaéés aussi dans le SNC chez les
Vertébrés. Le genshh (sonic hedgehggest impliqué en amont de NK2 (Briscoe et al.,
1999 ; Cordes, 2005). Pour comprendre la mise anepkt I'évolution des structures
impliquées dans la locomotion chez les Céphalopodess avons choisi d’étudier ces

genes « clés » chez la seiche.

3.1. La voiesonic hedgehog

La famille des protéines Hedgehog (Hh) est largendistribuée au sein des
métazoaires. Un unique gehbk a été découvert ch&rosophila melanogasteNisslein-
Volhard and Wieschaus, 1980), chez laquelle uneatiout sur ce géne conduisait a un
embryon couvert de petits denticules (d’ou le noheggehog » qui signifie « hérisson »).
Chez les Vertébrés, des duplications ont donné&aie a plusieurs gend. Trois ont
été caractérisés chez les mammifesemic hedgehodshh, indian hedgehoglhh) et
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desert hedgehofhh) (Marigo et al., 1995 ; Katoh et Katoh, 2006). iRaces geneshh
est le ligand le plus étudié de la voie de sigatiti; hedgehogll joue des réles clés dans
I'organogeneése et I'organisation du cerveau cheX/brtébrés (Traiffort et al., 2010).

Il s’agit d’'un morphogene, une molécule qui diffysaur former un gradient qui aura
différents effets suivant sa concentration. Chaz\Mertébrés, il possede un rble majeur
« ventralisant » dans la mise en place de I'axeat@udes stades trés précoces (McMahon
et al., 2003). Au niveau de la corde neurale, Spitdduit au niveau ventral, régule les
différents domaines d’expression de facteurs destr@ption. Un gradient important de
SHH active I'expression de genes dits de clasderit fait partieNK2, et inhibe celle de
classe I, qui inclutPax6 tandis qu'un gradient faible permet I'expressioa Rax6
(Ericson et al., 1997a). SHH définit différents dones « NK2 positifs » au niveau ventral
et « PAX6 positif » au niveau dorsal, et détermaiasi les sous-types neuronaux,
motoneurones et interneurones, dans chaque zonergiWat al., 1999 ; Jacob and
Briscoe, 2003) (fig. 13).

SHH présente également un réle chimioattractant fegl axones en croissance,
notamment au niveau du tube neural (Charron e2@0D3). Pendant le développement des
Vertébrés, les membres de la famille de Shh sqmiregs dans une large variété de tissus
qui inclut la notochorde, le plancher neural etdéeveau antérieur ventral (Camus et al.,
2000 ; Barth and Wilson, 1995 ; Echelard et al93)9 Chez les Ecdysozoaires tel que
Drosophila hedgehogest nécessaire pour l'initiation de la prolifévatides neuroblastes
dans le cerveau larvaire (Park et al., 2003). GhezématodeCaenorhabditis elegans
aucun gene homologue adgehogn’a pu étre caractérisé (Burglin and Kuwabara,6200
Chez les Lophotrochozoaireshh a montré une expression dans des cellules nerwveuse
(Kang et al., 2003), corroborant en partie ce cgii abservé chez les Vertébrés et la
drosophile. En effet, chez la sangstelobdella robustal’homologue deshh Hro-hh, est
exprimé dans un petit groupe de neurones gangli@mdans I'embryon, mais également
au niveau des parois du corps, du systeme digastérieur et postérieur et dans les
organes reproducteurs (Kang et al., 2003). Quant Blollusques, dans la larve
trochophore de la patellPatella vulgata hedgehogest exprimé le long de la ligne
médiane ventrale (Nederbragt et al., 2002) et ¢Remélide Capitellasp., 'homologue
du génehh (Capl-hh est exprimé dans divers tissus dont un sous-groepneurones de
la chaine nerveuse ventrale (Seaver and Kanestigé). Les Céphalopodes ne possédant

pas de cordon nerveux ventral mais une cérébialisgioussée, les mécanismes de
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différenciation cellulaire et de polarisation, et #6le deshh dont peu de données
d’expression sont disponibles chez d’autres Mollesg doivent étre explorés. Le signal
“hhlike” observé dans une population spécifique delgstes chez des stades avancés
de S. officinalis(Grimaldi et al., 2008) ne permettent pas d’inféxgr son rdle au niveau
du SNC et sur la similitude (ou non) des expressienmécanismes observés chez les
autres Lophotrochozoaires étudiés, ou encore, lelseZertébrés.
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Corde spinale d'un  types neuronaux génes exprimeés
a. Vertébré, induits
coupe transversale

VO «——— Dbx1, Dbx2

— \y]1] «—— Dbx2, Pax6

— V2

<+«—— Pax6, Nkx6.1
MN

V3 <+«— Nkx6.1, Nkx2.2

plancher neural

Dbx2 /\ Classe |
Shh Tl

Classe 1

Nkx6.1
T

Figure 13: a.: schéma représentant une section transversale derda spinale d'un
Vertébré, des sous-types neuronaux résultent deaides) progéniteurs définis par
I'expression de génes spécifiqubs: le gradient de concentration de SHH a partir dé cot
ventral régule I'expression d'une série de factedes transcription. SHH inhibe
I'expression de génes de classe | et active cdbeslasse Il. Des boucles de régulations
négatives permettent le maintien des domaines tBsspn. MN, motoneurones ; N,
notochorde ; VO-V3, interneurones ventraux @>apres Jacob et Briscoe, 2003.
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3.2. Les genesIK

Les géned\K forment un cluster, c'est-a-dwe groupe de plusieurs genes situés sur
un méme chromosome, proches les uns des autresuaggar duplication. lls ont d’abord
été caractérisés chez la drosophile (Nirenbergkamd 1989). lls auraient pour origine le
meégacluster ANTP, pour « Antennapedia », de méne lgsi genesdox et ParaHox
(Garcia-Fernandez, 2005). Des duplications (egombinaisons) au cours de I'évolution
des Métazoaires auraient conduit a différents é@atslusterisation et de dispersion des
géenes dans les différentes lignées ; certains slgé@mes acquérant de nouvelles fonctions.
On trouve des homologues chez tous les Métazodirasété montré que le clustBiK
était formé d’au moins 5 genes chez le derniertamc®mmun des Spongiaires, Cnidaires
et Bilateria (Larroux et al., 2007). Le nombre dmes par cluster varie selon les taxa.
Chez la drosophile, les genbkk1, Nk2 Nk3 et Nk4 nommés respectiveme®59 vnd
(ventral nervous system defectivbap (bagpipe)tinman,ainsi que le genkadybird, ont
été identifiés.

Les genes\K sont des genes a homéodomaine de 60 acides afGieBeng et al.,
1994) qui montrent un domaine EH1, répresseur @ssg@our I'interaction avec un co-
répresseur transcriptionnel TLE/Groucho (Bae ¢t28l04). Ces genes ont un role crucial
dans le développement. lls informent les cellules leur disposition au cours de
I'embryogenése et précisent leur positionnemerninit&fdans I'embryon au cours de la
formation des organes par rapport aux axes antst@peur et dorso-ventral. Certains
d’entre eux gouvernent le développement du systeemeeux, I'organisation du futur
cerveau et de la corde spinale chez les Vertél@@st le cas pouNkl, Nk2 Nk6 et
ladybird qui ont montré des rbles dans la mise en placsydteme nerveux chez la
drosophile et les Vertébrés. Chez les Céphalopam@sété recensés uniquemdnk4,
ladybird, NK1 et NK2 (Elliott et al, 2006). Il s’agissait pour nous de déterminer les
patterns d’expression de ces génes essentielslaanse en place et I'organisation du

systeme nerveux chez toutes les espéces étudsgpsgprésent.
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3.2.1. NK2 et NK6

Chez les Vertébredyk2 et Nk6 ont tous deux des rbles dans la neurogeris@.
aurait pour fonction ancestrale de promouvoir levetlippement des motoneurones
(Cheesman et al., 2004). Chez les Vertébrés, ce @gerun rble critique dans la
spécification des motoneurones dans la corde spinads protéines Nkx6 guident la
croissance des axones et contrélent l'identité msgones oculomoteurs au niveau du
cerveau moyen de la souris (Muller et al., 2003).

Chez la drosophilé\K2.¥/Scarecrowest exprimé dans le pharynx en développement
(Zaffran et al., 2000). Chez les Vertébrés, Nkx&stLimpliqué dans le développement de
la thyroide et des poumons, deux structures déridéetube digestif (Minoo et al., 1999)
et chez le Lophotrochozoaire Annélitkatynereis le gene est exprimé dans le bulbe
buccal (Tessmar-Raible et al., 2007). En ce quceore NK2.2, son implication dans la
mise en place du systéme nerveux central estrirgsritante au sein du régne animal. En
effet, Chez la drosophile, le systéeme nerveux aks& développe a partir de trois colonnes
longitudinales de cellules ventrales qui exprimentgenevnd, homologue deNkx2.2
(Weiss et al.,, 1998). Chez le Lophotrochozodtatynereis Denes et al. (2007) ont
montré une expression au niveau du neuroectodeengal complémentaire a celle de
Paxa

Les genedNK2 et NK6 sont également impliqués dans une voie de sig@lis
permettant la détermination des zones dopaminezgigt s€rotoninergiques du cerveau
moyen des Vertébrés (Prakash and Wurst, 2006). i@ésanismes sont sous la
dépendance d’'une cascade transcriptionnelle imgatiune activation de NK6 par NK2
(voie sérotoninergique) ou une inhibition des geN&R et NK6 (voie dopaminergique)
(Prakash and Wurst, 2006). Il a été montré cRé&tynereisque la premiere paire
bilatérale de neurones sérotoninergiques dans d&reg nerveux central émerge d’un
précurseulNK2 (Denes et al., 2007). Les voies semblent donclames a celles des
Vertébrés ou de multiples populations de neuroBest@inergiques se différencient du
domaine neuronal du cerveau moyen exprimBk Ils envoient des projections
ascendantes dans le cerveau antérieur et destipnfedescendantes dans la corde spinale
pour moduler I'activité locomotrice spontanée. Xiste donc différents réles pour des

genes homologues et ce, a différents stades dioggesnent.
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Chez les Céphalopodes comme chez les Vertébrésyseames sérotoninergiques
et dopaminergiques auraient un réle clé dans laulatidn des comportements et les
fonctions cognitives (pour la sérotonine) et dansdntréle des mouvements volontaires,
donc, de la locomotion (pour la dopamine) (Williammsand Chrachri, 2007En plus d’'un
réle chez I'adulte, ces systemes sont identifi@ssdas embryons ou larves de tous les
groupes animaux, montrant leur réle putatif dansdarogenese du SNC. L’étude de ces
systéemes permet ainsi d’apporter des élémentspamsés sur les mécanismes de la mise

en place de la territorialité fonctionnelle du SNC.

3.2.2. NK4

Contrairement aux genddK2 et NK6 intervenant principalement dans des tissus
d’origine ectodermique, le gengK4, issu probablement d’'une duplication N2, a
montré un réle au niveau des tissus mésodermiguetamment dans le développement
cardiaque chez de nombreuses especes (Elliott,204l6 ; Harvey, 1996). De plus, la
fonction de ce gene semble étre bien conservékdfithiit un contexte « cardiaque » pour
les processus transcriptionnels intervenant dargéleloppement cardiague (Mann and
Carroll, 2002). L’homologue dblK4 chez les Vertébré$ykx2-5(Lints et al., 1993), est
impliqué dans le développement cardiaque (Akazamdch Komuro, 2005 ; Cripps and
Olson, 2002).Tinman,’lhomologue chez la drosophile (Kim and Nirenbet§389), est
impliqué dans la régionalisation du mésoderme etsda développement cardiaque
(Bodmer, 1993 ; Bodmer et al., 1990). Cheaenorhabditis elegand’homologue de
tinman ceh-22 est impliqgué dans le développement du muscleyphén (Okkema and
Fire, 1994 ; Okkema et al., 1997) ; ce muscle egpansable des contractions rythmiques
intrinseques du pharynx et sont de ce fait conéglécomme les homologues
physiologiques des muscles cardiaux des Vertélirédsn(and Morck, 2005). Chez le
calmarLoligo pealii, le géne homologue d¢K4 s’exprime au niveau du coeur systémique
et dans le sac d’encre chez un stade tardif d’eombdgLoligo pealii (Elliott et al., 2006).
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3.3. Les genePax

Les géne$ax forment une grande famille de facteurs de trapgon qui jouent des
réles clés au niveau du développement embryonrdiez tous les Métazoaires. La
caractéristique principale de cette famille espriésence d'une « paired-box » de 384 pb
qui code pour un domaine de liaison a I'ADN de Hdes aminés (Noll, 1993). Les
genesPax sont divisés en groupes fondés sur I'absence ocurdaence d’'un domaine
paired, d'un homéodomaine et d'un octapeptide. iribhodomaine constitue un autre
domaine de liaison a I'ADN, tandis que l'octapeptidst un domaine de liaison a des
molécules inhibitrices de la transcription, tellgge groucho (Lang et al., 2007). On
distingue 4 groupes : le groupe |, compreraax1 et Pax9 présente un domaine paired,
un octapeptide mais pas d’homéoboite ; le grougeak2 Pax5 et Pax8 contient les 3
domaines, avec un homéodomaine tronqué ; le grdUpePax3 et Pax7, présente
€galement les trois domaines mais 'hnoméodomaiestpas tronquée ; enfin, les groupes
IV, Paxl et Pax4 montre un domaine « paired » et un homéodomaimags mas
d’octopeptide(Walther and Gruss, 1991Ces différents groupes sont en fait le reflet des
génes d’origine qui se seraient ensuite dupliqhéz tes Vertébrés. Les Vertébrés sont le
premier groupe chez lequel ces génes ont été idsntDe ce fait, la terminologie
(numérotation des genes) ne suit pas les groupEsstaaux. La majorité de ces groupes
sont conservés chez les Protostomiens, chez lesquelretrouve les géndax2/5/8
(Arthropode : Czerny et al., 1997 ; Gastropode Bri@n and Degnan, 2003Rax3/7
(Arthropode : Gutjahr et al., 1993 ; Annélide : Bsret al., 2007) é?ax4/6(Arthropode :
Quiring et al., 1994 ; Mollusque : Hartmann et 2003). Le groupe | comprenaRax1/9
n'a été caractérisé que chez les Ecdysozoairesdpinde : Bopp et al., 1989). Chez les
Vertébrés, ils sont donc 9 genes, Riex1 a Pax9 tous exprimés au niveau du SNC, a
I'exception dePaxl et Pax9 exprimés principalement au niveau du squelettPaat4
exprimé dans le tube digestif (Lang et al., 200Mpus nous intéresserons donc
principalement aPax6 et Pax2/5/8, mais également &®ax3/7 pour leurs expressions

putatives dans les structures nerveuses et musesitables.
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3.3.1. Pax6

Le genePax6 joue un role développemental comme le « géene enaiidans la
régulation de la mise en place des organes phdiitdes chez divers métazoaires
(Gehring and Ikeo, 2008). Chez les VertébFésx6 est exprimé dans le systeme nerveux
central en développement dans plusieurs structptgues (souris : Walther and Gruss,
1991 ; poisson-zebre : Krauss et al., 1991 ; pouleet al., 1994). Chebrosophilg le
gene homologuee Pax6 eyelessest exprimé pendant le développement des yedx et
systéme nerveux central, plus particulierementsdes neuroblastes de la chaine nerveuse
ventrale (Quiring et al., 1994). Le geRax6 fait partie des genes dits de « classe Il »
inhibés par de fortes concentrations du morphog8hk ; il participe ainsi a la
différenciation de classes de neurones spécifiguesveau dorsal dans la corde nerveuse
des Vertébrés (Jacob and Briscoe, 2003).

Pax6 a également été identifié chez les Annélides st Nllusques, dont les
Céphalopodes, et pourrait avoir un role dans legtsires sensorielles périphériques et
certaines parties du cerveau tel que les lobestitfaet optiques L(oligo opalescens
Tomarev et al., 1997Euprymna scolopesHartmann et al., 2003).

Pax6 et shhjouent des rbles cruciaux dans I'établissemensydtiéme nerveux et la
complémentarité dorso-ventrale de leurs expressiopg montrée chez des Vertébrés,

mais pas encore chez des Lophotrochozoaires.

3.3.2. Pax2/5/8

Le géenePax2/5/8 est associé avec le développement mécanosenshegl les
Mammiferes (Torres et al.,, 1996), les Téléostedtfeffer et al.,, 1998), la drosophile
(Czerny et al., 1997) et les Gastropodes (O’'Brieth Regnan, 2003), tandis que chez les
Cnidaires, I'nomologue dé*ax2/5/8 est associé avec la différenciation des cellules
nerveuses et sensorielles (Groger et al., 2000).

Les gene®ax2/5/8se sont dupliqués de facon indépendante dansedities lignées
de Chordés. Au sein des Vertébrés, les Tétrapodés3 omembres pour la famille
Pax2/5/8. Pax2 Pax5 et Pax8 Les Téléostéens ont en plus des géPees2 dupliqués
(Pfeffer et al., 1998). Contrairement aux Vertépt&snphioxus possede un seul géne

Pax2/5/8présentant le méme pourcentage d’homologie pgora@aPax2,Pax5 et Pax8
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(Kozmic et al., 1999) et les Urochordés ont deuxeg®ax2/5/8, Pax2/5/8at Pax2/5/8b
(Wada et al., 2003).

Chez les VertebrésPax2 Pax5 et Pax8 sont exprimés au niveau du cerveau
postérieur. Ces génes sont connus pour avoir un adl niveau de la limite cerveau
moyen-cerveau postérieur (Rowitch and McMahon, 1988 participent en effet a la
régionalisation cérébrale. Les geneax2/5/8 sont également exprimés dans la corde
spinale ainsi que dans diverses structures sefissridgax2 par exemple, est exprimé au
niveau des yeux et des placodes otiques (Torrals, 4996 ; Favor et al., 1996) tandis que
Pax5 a un réle au niveau de la mise en place du systénmeunitaire, dans la
lymphopoiese des cellules B (Nutt et al., 1997)aiQ@aPax8 le géne présente eégalement
une expression au niveau de la thyroide (Truela&,e2005). La diversité des rbles de ces
génes ayant pour origine un méme géne ancesthgterdkes phénoménes de sous-
fonctionnalisation qui ont pu avoir lieu apres dcgtion.

Chez la drosophile, une expression de 'hnomologruPak2/5/8a été détectée chez
des embryons a des stades tres précoces sous dierrmpatterns réguliers au niveau de
chaque hémisegment. Le gene s’exprime égalemerg des structures sensorielles
variées comme dans les organes sensoriels anteseaiabiaux (Czerny et al., 1997).

En ce qui concerne les Mollusques, les patternspdéssion ddPax2/5/8n’ont été
établis que chez une espéce de Gastrpode (avemaorpteose)Haliotis asininachez
lequel il a été montré une expression au hiveausti®cystes et d'autres structures
chimiosensorielles et mécanosensorielles pendantiéleloppement du Gastropode.
Pax2/5/8pourrait avoir un role conservé dans la formatienstructures responsables de

I’équilibre et de la géotaxie chez les Eumétazsai@Brien and Degnan, 2003).

3.3.3. Pax3/7

Les genedax3et Pax7 qui forment le groupe lll de la famille des géemasx sont
associés au développement mésodermique chez deaeuseb especes. lIs sont également
exprimés au niveau des tissus nerveux chez legiMés. En effet, ils sont impliqués dans
la spécification des crétes neurales (Goulding Baduette, 1994) mais sont aussi
exprimés dans les somites, lors du développemeahlatyons Vertébrés ou ils sont

impliqués dans la myogenese (Goulding et al., 19949 facteurs de transcriptiGax3et



-85 -

Pax7 seraient des régulateurs importants de I'exprassi® facteurs de transcription
spécifiques aux muscleglyfs etMyoD (Relaix et al., 2005).

Chez la drosophile, les genes homologusuéB/7sont au nombre de troipaired
(prd) (Kilchherr et al., 1986)gooseberrygsbh etgooseberry-neurggsbr (Gutjahr et al.,
1993). Le genegrd serait indispensable au bon établissement de Eeméropostérieur
dans I'embryon de Drosophile (Kilchherr et al., @R8Il a été montré que le gene
gooseberryétait strictement exprimé dans les couches getesnactodermiques, en
bandes caractéristiques de polarisation des segmlens de la gastrulation. Son
expression s'étend ensuite aux tissus mésodermiguggahr et al., 1993)Gooseberry
serait impliqué dans le maintien de I'expression gkne wingless et serait donc
indispensable au déterminisme et a la polarisat@lulaires lors du développement (Li
and Noll, 1993).

Chez les Lophotrochozoaires, des homologues oritlétdifiés chez des Annélides
uniquement. Chez la sangsdelobdellg deux genes ont été caractérisému-Pax3/7A
et Hau-Pax3/7B Hau-Pax3/7A serait un marqueur moléculaire précoce du feuillet
mésodermique de 'embryon de sangsue (Woodruff.eP@07). Denes et al. (2007) ont
décrit I'expression dé?ax3/7 dans le neuroectoderme latéral Blatynereis dumerilii
L’expression déPax3/7et celle dePax6 se superposent comme cela a été montré dans le
tube neural des Vertébrés (Pattyn et al., 2003)g&mePax3/7 n'a jusqu’ici jamais été

caractérisé chez un autre Mollusque.

3.4.Nodal

Le geneNodalfait partie de la super famille d&&F beta Comme tous les membres
de cette famille, il est impliqué dans la différieion cellulaire. Chez I'embryon de
poulet, il a été montré que SHH induisait I'expressdu géneNodal du c6té gauche de
I'embryon au niveau du nceud de Hensen (Levin etl@B5). Chez la souris, Nodal est
essentiel a la formation du mésoderme ; il estiopgl dans I'organisation de I'axe de
symétrie droite/gauche pendant le développementry@mbaire précoce. Des souris
invalidées pour ce gene meurent trés vite apreémsarulation (Reissmann et al., 2001).
L’axe de symétrie droite/gauche des Vertébrés tatiépar un processus impliquant les

genesNodal et Lefty. Nodal est exprimé dans la partie gauche de I'organidtaen@da et
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al., 2002).Nodal est le premier gene a étre exprimé de facon asigméf tout d’abord
dans le nceud embryonnaire, ensuite dans le mésedgannche. Chez I'oursimjodal
régule également l'asymeétrie droite/gauche mais fagon inversée, comparé aux
Vertébres. En effet, les signaux sont émis pabté droit de la larve (Duboc et al., 2005).
Un orthologue du gene a été caractérisé chez ulusdple Gastropodépttia gigantea et

a montré un rdle dans I'établissement de I'asymdtroite/gauche également (Grande and
Patel, 2009). Ce gene pourrait étre un des actiams la mise en place de la bilatéralité

chez les Céphalopodes.

Au cours du développement, les fenétres d’actioleoutaires sont tres courtes quel
que soit I'organisme concerné. Les familles de ge@emultiples fonctions telles que
celles citées plus haut, sont donc de premiere ritapce. Mais de quelle(s) facon(s) ces
génes vont-ils intervenir au cours du développenttmt CéphalopodeS. officinalis
présentant tant de synapomorphies au sein des $dokis et de nombreuses convergences
avec les Vertébrés ? La majorité de ces génestatnment, le systemehhPaxGNK2,
sont exprimés au sein de la corde nerveuse degbrést Chez les Céphalopodes, les
mécanismes de mise en place du systéeme nerveugpixtiaa ce systeme clé en I'absence
de cordon nerveux central. Une autre structureletpu la remplacer dans ce rble ? La
présence d'une telle structure est-elle une nééeBsiComment ces mécanismes
moléculaires ont-ils été impliqués dans le procesbadaptation a de nouveaux modes de
vie, dont la locomotion est une des fonctions profiedes ?

La fonction de locomotion fait intervenir les muelsous le contrdle du systeme
nerveux central. Deux processus majeurs du dévetoppt seront donc considéres :
d’'une part, la spécification et détermination neate ; d’autre part, la myogenese et le

lien neuro-musculaire.
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Matériel et méthodes

Pour appréhender la maniere dont le complexe newsculaire se met en place, la
démarche consiste a étudier des genes candidatsicalans d’autres groupes pour
intervenir lors du développement des systemes oenat musculaires. L'étape de
caractérisation de génes candidats s’effectue pamapproche classique de PCR, RT PCR.
Cette étape a été nettement facilitée par l'obdentiécente d’'une banque d’ESTs
(Expressed Sequences Tags) réalisée a partir doindfembryons de différents stades de
Sepia officinalis dans le cadre d'un projet Génoscope/CEA. L'étude mhttern
d’expression au cours du développement par hylioitain situ (HIS) permet ensuite de
cerner les roles de ces géenes. Enfin, les étudeyimentales par balnéation en présence
d’inhibiteurs de voies moléculaires spécifiques imjections permettent de mieux
comprendre les fonctions de certains de ces g&aws ce chapitre, seront donc décrits de

facon plus précise les différents protocoles @dikrs de mes recherches.

1. Matériel biologique

Pendant le printemps et 'automne (d’avril a sefiites)) les ceufs sont pondus par des
femellesSepia officinaliggardéeglans les stations biologiques de Luc-sur-mer (Usite
de Caen), Banyuls-sur-mer et Roscoff (UPMC). Le¢sosant maintenus en eau de mer
avec des bulleurs, a une température d’environ 1RéQéveloppement a lieu a l'intérieur
du chorion, une membrane produite par I'ceuf eteqioure celui-ci. Dans ces conditions,
le développement est normal, comme vérifié painténg et I'aspect morphologique des

embryons. Les ceufs sont détachés individuellemiel@seembryons sont retirés de leurs
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membranes a I'aide de pinces plongées dans dedeamer. Le stade de chaque embryon
est défini d’aprés le systeme de Lemaire (1970) @rpia officinalis Le chorion est
conservé pour les stades précoces, 15 a 22. Utie das embryons est fixés en RNA
later® en vue des extractions d’ARN. Une autre ipagst traitée pour étre utilisée en
hybridationsin situ (HIS) in toto. Le focus étant porté sur I'organogenése, des yambr
des stades 15 a 30 sont fixés. Les embryons sa¥d fine nuit avec leur chorion dans du
paraformaldehyde (PFA) 3,7% en tampon phosphatsn $8BS). lls sont ensuite
déchorionnés et une deuxiéme opération de fixaginpratiquée (PFA 3,7%, 4°C, 24h).
Apres 3 ringages en PBS 1x, les embryons utilisgés fes HISNK4, Shhet Pax6 sont
déshydratés dans des concentrations croissantaesttianol (25% a 100%). Les embryons
utilisés pour les HIax258ont été fixés en PBS1x/glycérol 20%. Tous sonseores a -
20°C.

2. Extraction d’ADN

Les extractions d’ADN sont réalisées a partir diemv 30 mg de tissus de
Céphalopodes adultes avec le Kit DNeasy Tikale QIAgen. Le tissu est broyé dans un
tampon de lyse, auquel est ajoutée la protéinasefiik de « libérer » I'TADN. Une
incubation a 55°C toute la nuit permet une digesttompléte du tissu. L’ADN est
récupéré sur colonne et une précipitation est eféeca I'éthanol absolu. La réussite des
extractions est vérifiée par amplification de I’ADNitochondrial 16S via une PCR avec

les amorces correspondantes. Le protocole est g¢écisement en annexe 3.

3. Extraction d’ARN

L’extraction d’ARN est fondée sur la solubilité feéifentielle des molécules (acides
nucléiques / contaminant) entre deux phases nocibtgs. Les extractions d’ARN se font
au Tri Reageﬁ@t, du trizol, une solution phénolique, a partir diomorceau de tissu. Cette
solution sert a débarrasser les acides nucléig@ss pilotéines, le phénol étant un
déprotéinisant puissant. Suit une extraction awrofdrme, qui compléte toujours

I'extraction précédente pour éliminer toutes tratmphénol. Une centrifugation permet la
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séparation de 'ARN et du phénol chloroforme. Lagd agueuse contient ’ARN qui est
précipité et repris dans de I'eau traitée. Unefiz@tion de I'état de pureté des ARN se fait
par lecture de la densité optique (DO) a 260 nroa&tul du rapport de DO 260/280. Le

protocole en intégralité se trouve en annexe 4.

4. Amplification des acides nucléiques
4.1. Transcription inverse

La transcription est la réaction de synthése d'’A®Mc comme matrice un brin
d'’ADN. Cette réaction est catalysée par I'ARN pdyase ADN-dépendante (ou
transcriptase). La transcription inverse est lattgse d'un brin d'’ADN a partir d'une
matrice ARN grace a I'ADN polymérase ARN-dépendanteeverse transcriptase. Deux
procédures ont été testées.

Dans la premiére, la transcription inverse estiséaldu c6té 3’ ou du cbté 5’ grace
au kit Gene Racgrd’lnvitrogen et avec la reverse transcriptase tﬂtﬂmniscrip@ de
QIAgen. De courtes séquences nucléotidiqgues consomes rajoutées en 3’ ou 5. Les
amorces correspondantes sont fournies avec ¢ péawyent étre utilisées dans le cadre des
PCR.

Le Kit Marathon cDNA Amplificatiof? de Clontech est également utilisé. La
transcription inverse se fait a partir d’ARNs megsa uniquement, récupérés avec le kit
mRNA batcl? d’'Oligotex. Comme avec le kit précédent, de caurgequences

nucléotidiques sont rajoutées en 3’ et 5’ et lesraes correspondantes sont fournies.

4.2. PCR (Polymerase Chain reaction)

Les PCR sont effectuées a partir dADN génomique dADNc obtenus par
transcription inverse. La RT-PCHR¢verse Transcriptase PLRst une technique qui
associe une RT suivie d'une PCR.

La réaction de polymérisation en chaine permet pldier sélectivement une
séquencen vitro, a condition de disposer d’informations sur legusices qui I'entourent.

Des oligonucléotides amorces s’hybrident de pad'aitre de la séquence cible. L’ADN



-90 -

portant la séquence a amplifier, une polymérasenbstable, ici la Taq Invitroge%, les 4
désoxynucléotides triphosphates (Eurogentec) etatesrces, sont soumis a différents

cycles de température dans un thermocycleur clasi&iometrg) ou un thermocycleur a

gradient de températures (Bio-ls)ad

Chaque cycle de PCR se compose de 3 étapes. L'é@mmenaturation permet
de déshybrider les ADN double brin, de cassertiegtsires secondaires, d’homogénéiser
le milieu réactionnel par agitation thermique etdiiver les polymérases. L’étape
d’hybridation permet aux amorces sens et anti-dershybrider aux ADNs matrices grace
a une température qui leur est thermodynamiquer@smtrable. La phase d’élongation
permet aux polymérases de synthétiser le brin c&mmghtaire de leur ADN matrice a
partir des dNTPs libres présents dans le miliegti@anel a une température qui leur est
optimale. La séquence cible aura donc été dupligu&dilisation d’'une polymérase
thermostable permet de répéter immédiatement lée cgénaturation - hybridation -
élongation : au bout de n cycles, on aura amg@ffi@is la cible.

Pour le gené’ax258 les amorces Pax3/7F1 (5-GGMGGCGTKAATCAAYTKGG-
3’) et Pax3/7R1 (5-GTNGTTCGNACSCGKATHGTGGAZ3') orté construites a partir
de régions conservées dans la séquencladd/7a d’'Helobdellasp (n° d’accession
EMBL : DQ858213). Elles sont utilisées avec le eyslivant : 5 min a 92°C puis 35x (1
min a 95°C, 1 min a 55°C, 1 min a 72°C) et 4 min2&C pour amplifier un fragment de
715 pb.

Les genesShhet Pax6 ont également été caractérisés a l'aide d’amatégénérées.
En ce qui concern8hh les amorces HH-F2 (5-GCTGTMATGAAYGAATGGCCTGG-
3’) et HH-R3 (5-GGTCAGCRTAKRTAGCTTCG-3’) ont étéoastruites a partir de
régions conservees de la séquencéeabigehogd’ Octopusbimaculoides(n® d’accession
EMBL : DQ120051). Elles ont permis I'amplificatiadiun fragment de 513 pb ch&
officinalis (n° d’accession EMBL : AM939640). QuantRaxg I'amorce Pax6-F1 (5'-
CTCCAACGGCTGCGTTAGCTAAG-3') a été realisée conforment a la description de
Tomarev et al. (1997), tandis que I'amorce Pax6R4SCTTCTATTTGTGCTGCAGT-
3’) a été construite selon Hartmann et al. (2083partir de ces amorces, un fragment de
354 pb a été obtenu ch8zofficinalis(n® d’accession EMBL : AM422131).

Les positions des amorces sont indiquées sur lemeabents de séquences

nucléotidiques pour chaque gene en annexe 2. Blpségdisions concernant les conditions
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d’obtention des genedhhet Pax6deS. officinalissont apportées dans l'articleSkhand
Pax6 have unconventional expression patterns in emicyamrphogenesis irBepia

officinalis (Cephalopoda) ».

Le géneNK4 deS. officinalis(n® d’accession EMBL : AY298768), nous a été fourn
par le DR. R.P. Harvey de l'unité de Biologie Dé@mdementale du centre de recherche

cardiaque Victor Chang (Sydney, Australie).

4.3. Banque d’ESTs

Le séquencage d’ESTs (projet Génoscope) permetmeikeure accessibilité des
genes cibles. Les ESTs sont de courtes séquenabsotiques (200 a 700pb) qui
correspondent a un fragment d’ADN complémentairBN&), lui-méme fabriqué a partir
d’ARN messager (ARNm). La banque a été obtenuertér péun pool d’embryons d&.
officinalis, des stades 15 a 30 (correspondant a la phasgadmgenése). Cette étape a été
effectuée par le Genoscope, le centre nationaégeencage.

L’ARN total a dabord été extrait a l'aide de TrizdInvitrogen). L’ADN
complémentaire a été synthétisé et amplifié vikiteCreator SMART cDNA library
construction® (Clontech) puis normalisé via un Kitmmer-direct® (Evrogen NKO002).
L’ADNCc a ensuite été ligué dans un plasmide pDNB-fdurni avec le kit. 50000 ESTs
ont ainsi pu étre obtenues.

La clusterisation des fragments d’ADNc obtenuséaréalisée par Thomas Bekel du
centre CeBiTec a I'Université de Bielefeld en Alizgme. Cette étape permet I'obtention
de séquences plus longues a partir desquellesnistraotion d’amorces spécifiques est

possible. Ces amorces sont ensuite utilisées paliser des PCRs.

C'est le cas pour le gendK2, qui a pu étre caractérisé grace a des amorces
spécifiques, synthétisées a partir des domainegeatesi\NK les mieux conservés entre les
especes, EH1 et [I'homéodomaine. |l s’agit des aesrc NK2F1
(AGTCCTATTGAGGAAACGTAC) et NK2R2 (GGGGGTCAAATTGATCAGCT)
(positions en annexe 2). Le cycle d’amplificatiat ke suivant : 5 min a 95°C puis 40x (1
min a 95°C, 1 min a 55°C, 1 min a 72°C) et 4 mif2&C. Nous avons obtenu un fragment
de 570 pb.
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5. Clonage et séquencage

Les produits PCR sont nettoyés via le kit QIAq%dRCR purification de QIAgen.
Le produit PCR est ligué dans un plasmide artifipi@R 4-TOPO (carte du plasmide en
annexe 5) a température ambiante (Kit Invitrog€r®.plasmide contient le géne codant
pour la B-galactosidase précédé par son promoteur et denesgéde résistance a
I'ampicilline et a la streptomycine (annexe 3). transfert d’ADN dans des bactéries
compétentes est réalisé lors d’'un choc thermiqd2°& 30 secondes. Les bactéries sont
étalées sur des boites de milieu LB (Luria-Bertaopplémenté en ampicilline (5 mg/ml)
et X-gal, substrat de [&xgalactosidase.

Les bactéries recombinantes sont sélectionnées grésr résistance a I'ampicilline.
Seules les bactéries ayant intégré le plasmideampioe géne de résistance a cet
antibiotique peuvent se développer en sa présddeeplus, les colonies portant des
plasmides ayant intégré le produit PCR sont blasictien effet, le gene de If-
galactosidase ne peut pas s’exprimer du fait dediition de la séquence PCR aprés son
promoteur. Un test PCR avec les amorces M13 for{sliBF) et M13 reverse (M13R)
fournies dans le kit suivi d’'une migration sur gehgarose est réalisé sur les clones
sélectionnés, permettant de vérifier la présenc@edbande de taille correspondante au
produit PCR. Une culture bactérienne est effeckréenilieu LB liquide supplémenté en
ampicilline (5mg/ml) et les plasmides sont récupééé I'aide du kit QlAprep Spin
Miniprep® (QlAgen). Ce test permet d’extraire 'ADN plasmidépar lyse alcaline. La
construction est vérifiée par digestion par I'eneyrBcoR1 puis migration sur gel
d’agarose. Les clones sont séquenceés sous fornMirdiereps par I'entreprise Genome
Express (Grenoble, France) ou GATC (Konstanz, Adigne). La technique de séquencage
utilisée est adaptée de celle de Saeget (1977).
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6. Synthese d’'une sonde

La sonde est un oligonucléotide de synthese maxdaéligoxigénine couplée a une
enzyme, la phosphatase alcaline. Ces éléments penmnettre la révélation de
I’hybridation.

La sonde est réalisée a partir d'un plasmide liséaavec le kit Sp6 T7et la
polymérase T3 de Roche. Sp6, T7 et T3 corresporiddas sites présents sur le plasmide
et encadrant la séquence d’intérét (protocole eexan6). Le mix de synthése se compose
d’'uracile couplé a des molécules de digoxigénims, lbhses adénine, guanine et cytosine,
d’un inhibiteur de ribonucléases (RNases) et d’ARN polymérase Sp6, T7 ou T3. La
sonde est réalisée dans les deux sens: une satiekers et une sonde sens visant a

vérifier 'absence de bruit de fond di au plasmats de I'hybridationin situ.

7. Hybridation in situ

Les embryons sont fixés dans du PFA a 3,7% une auwdt leur chorion et une
seconde nuit sans leur chorion. Apres trois lavages du PBS1X (tampon phosphate)
pour éliminer le PFA, une déshydratation progressist opérée dans des bains contenant
une part de méthanol de plus en plus important@5de100%.

Le principe de I'hybridatiom situ (HIS) consiste a hybrider sur un organisme entier
une séquence complémentaire d'acide nucléiqgue #afgande) avec sa séquence
spécifique pour réaliser une molécule double btabls. Les compositions des tampons
utilisés dans I'HIS sont en annexe 7 et le pro®ewl son intégralité se trouve en annexe 8.
L’'HIS a été réalisée avec une sonde du gek2sur des stades 15, 16, 17, 18, 19 et 20
d’embryons deSepia officinalis Il s’agit de stades précoces durant lesquelséseute
'organogenése. Les différentes structures caratitgres de I'espece modele sont donc
déja bien visibles.

Une réhydratation et un lavage des organismes effettués par des immersions
successives (5 min, température ambiante) dansalngon de PTW/méthanol (PBS 1X,
Tween20 0,1%, méthanol de 60% a 0%). Les tissuspasmeabilisés grace a I'ajout de la

protéinase K (10 pg/ml). Le temps d’incubation eéspnce de I'enzyme varie de 20 a 40
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minutes en fonction des stades des embryons. Lesyens sont ensuite fixés une heure
dans un bain de PFA 3,7%.

Un bain de pré-hybridation dans une solution SHrnfomide 50%, SSC5X,
Tween20 0,1%, SDS 1%) additionnée d’héparine (25n))get de tRNA (100 pg/ml)
permet l'imprégnation progressive des tissus. Latem contient du formamide qui
dénature la sonde afin qu'elle puisse s'hybridelefaent a sa cible en rompant les liaisons
hydrogenes. Les embryons sont baignés dans lamoldthybridation (SH, héparine 33
pnag/ml, tRNA 400 pg/ml) a laquelle la sonde (300mmigy/a été additionnée pendant toute la
nuit a 65°C. La sonde sens est ajoutée aux embouareerviront de témoins négatifs a la
fin de la manipulation. L’excés de sonde est élérpar 5 rincages dans une solution SH
(30 min, 65°C). Le SSC 20X, un tampon citrate, ugrnaenter la force ionique et faciliter
ainsi les hybridations. Comme le formamide, il waymenter la stringence du milieu et
favorise I'hybridation. Un bain d’lh dans une solut contenant des ribonucléases
(RNases A, 100 pg/ml) permet la suppression desdesoqui ne se sont pas hybridées.

Les embryons sont ensuite pré-imprégnés dans Ipoarde la solution de blocage
(BS : acide maléiqgue 100mM, NaCl 150mM, pH 7,5, én0 0,1%). Des passages dans
la solution de blocage (BS, BB 4% Roche, FBS 158p,RIT) supplémentée en FBS 15%
et Blocking Reagent® 4% (Roche) permettent de eaties sites de fixation libre avant
que le tissu ne soit incubé en présence d’'anticampisdigoxygénine (Roche, 3,3:10/ul)
couplés a la phosphatase alcaline sur la nuit ae#°€olution de blocage (BS, BB 2,4%,
FBS 20%). Plusieurs lavages dans une solution desd@f nécessaires pour éliminer
I'exces d’anticorps qui ne s’est pas fixé. La rétiéh des hybridations se fait a I'ajout du
substrat de la phosphatase alcaline : le NBT-BBG®IP 0,19 mg/ml, NBT 0,37 mg/ml),
ceci apres imprégnation par le tissu du tampon ARogphatase alcaline). Les
phosphatases endogenes sont inhibées en préseneeadesol 500 uM. Le temps de
révélation peut varier de 3 a 24h jusqu’'a ce qussigmal cesse de s'intensifier. La
coloration est enfin relancée sur 48h aprés prisphibto des embryons qui doivent étre
sectionnés. La réaction est stoppée avec un laamadeTW et une ultime fixation dans du
PFA 3,7 % (de 24 & 60 h).
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8. Coupes

Apres fixation, Les embryons utilisés pour les I9I8) NK2, Pax6et Pax258ont été
inclus en solution gélatine/saccharose (tamponpitais 0,12M, saccharose 12%, gélatine
7,5%), puis refroidis rapidement dans de l'isopanthliquide a -80°C. Les blocs sont
ensuite coupés en sections de 20 um sur un crydatedm Cryo-StaﬁF§> HM 560 MV. Les

coupes sont enfin montées dans du moviol. Les wvasens ont été réalisées sur un
microscope Leica M16 2F.

Les embryons ayant servi pour les HNMK4 ont été déshydratés dans un bain
d’éthanol absolu pendant une nuit, puis inclus désblocs de paraffine. Ces blocs ont

ensuite éteé taillés au microtome en coupes histplieg de 1um d’épaisseur.

Si les HIS permettent de déterminer les patteragpitession des genes et d’avancer
des hypotheses quant a leurs rdles, des approohetohnelles restent indispensables
pour veérifier ces inférences. Des balnéations digons deSepia officinalisont donc été
réalisées. Les embryons ont poursuivi leur dévedopmt en présence d’inhibiteurs. Un
protocole d’injections a été egalement mis en pjdeebut est d’injecter des Morpholinos

et des ARNSs entiers pour surexprimer des genes.

9. Approches fonctionnelles

Les approches fonctionnelles ont consisté a eféeaas « soakings » ou balnéations
des embryons de seiche a divers stades. Il s’agiidser se développer les embryons en
présence de différents inhibiteurs. Une mise ercepld’'un protocole d’injection a
également été engagée en vue d’injecter des ManaisolCe type de manipulation n’avait
encore jamais été tenté sur des embryons de C§uiuias.

Les ceufs utilisés pour les manipulations de balm@atous ont été gracieusement
procurés de la station de Luc-sur-Mer par Joél iH€dniversité de Caen), de Concarneau
par Morgane Nedelec (Institut Agrocampus Ouest)lad8tation Biologique de Roscoff
par Sébastien Henry, de I'Aquarium La Rochelle parre Moriniere, et de Sete par

Nicolas Bierne (Institut des Sciences de I'EvolatiMontpellier).
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9.1 Traitements a la cyclopamine

La cyclopamine est un tératogéne isolé/deatrum californicumC’est un inhibiteur
reconnu de la voie deedgehoghez des Vertébrés et non-Vertébrés (Cooper,et398 ;
Incardona et al., 1998, 2000 ; Kang et al., 20C&Xte molécule agit en se liant a Smo et
en entrant ainsi en compétition avec SHH. En effietprésence de cyclopamine, Smo reste
inactivé par Ptc méme en présence de SHH (fig. 30).

La cyclopamine (Fermentek Ltd.) est diluée a ungcentration finale de 10 uM en
0.1 % éthanol dans de I'eau de mer stérile. Les n@nes d’embryons stade 16 sont
retirées, seul le chorion est laissé. Les embrysasdéveloppent en présence de
cyclopamine pendant 8 a 10 jours (jusqu’aux sté&tB224). Les embryons contrbles se

développent dans de I'eau de mer stérile additiemt®é0.1 % d’éthanol.

9.2 Traitement au SB 431542

Le SB 431542 est un inhibiteur de la voie de Nodalsuperfamille des T@HFnclut

un grand nombre de ligands. Le SB 431542 interfigefacon spécifique avec les
récepteurs de type I. De ce fait, seules les &&tivde Nodal et de I'activine sont bloquées
par I'inhibiteur. Aucune trace de l'activine n’aéérouvée dans la banque d’ESTs réalisée
a partir d'embryons d8. officinalis ce qui suggére que '’ARNmM correspondant est dbsen
et donc que la protéine n’est pas produite pentlamibryogenese. Par ailleurs, aucune
séquence proche de l'activine n'a été décrite jusgchez les Céphalopodes. Il est fort
probable que le SB431542 appliqué durant le dépelm@nt d’embryons de seiche n’ait
pu inhiber que Nodal.

Le SB 431542 (Sigma) est dilué a une concentrdiimele de 10 uM en 0,1 %
DMSO en eau de mer stérile. Les membranes d’embrgtate 16 sont retirées, seule la
membrane chorionique est laissée. Les embryonséselappent en présence de SB
431542 pendant 8 a 10 jours (jusqu’aux stades 2342ds embryons contrbles se

développent dans de I'eau de mer stérile 0.1 % DMSO
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Pour les deux traitements, les
embryons poursuivent leur
développement dans des tubes
individuels, contenant environ 3ml de
solution. La solution est remplacée
tous les jours, & une température
constante de 18°C. Les tubes sont

entourés de papier aluminium afin

d’imiter I'obscurité provoquée par les

RaR H

Etuve contenant les portoirs qui portent les tubestenant membranes gélatineuses noires. Les
les embryons en développen
embryons sont ensuite fixés en PFA
3,7% pendant 4h a 4°C. Aprés 5 rincages en PBSild)Xont conservés en PBS1X/

glycérol 20% jusqu’a utilisation en HIS.

9.3. Mise en place d’'un protocole d’injection

Le but ultime est de parvenir a mettre en plgce

un protocole d’injection sur embryons de seic
ceci dans la perspective de pouvoir utiliser c
morpholinos afin d’inactiver des géenes ou enc
d’injecter des ARN entier de facon a surexprimerg

gene. Il a été montré chez la Drosophile *.&°
Caenorhabditis elegansque le simple ajout de
morpholinos dans la nourriture permettait
passage de ceux-ci dans [|'organisme
I'inactivation des ARNs cibles Drosophila: *

Huvenne et Smagghe, 200€ ., elegans Kamath et :
al., 2001 ; Ohkumo et al., 2008). Les injections ¢

donc été réalisées dans le vitellus des embryon; Dispositif dinjections dans les embryons de

seicht
seiche, le plus précocement possible.
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Une premiere série de tests de survie a la piquitd affectuée avec un injecteur
Drummond « Nanoject Il ». Les embryons, affranales membranes noires, mais encore
entourés de leur chorion, sont piqués sans injextéodifférents stades, du 8 au 19, puis
distribués dans plusieurs récipients contenantedel [de mer filtrée (filtre 0,22 um) ainsi
gu’'un bulleur par récipient. Les embryons sont nemins a température ambiante,
oscillant entre 18 et 22°C. Les récipients danguels ils poursuivent leur développement
sont préalablement stérilisés et entourés d’alummnpour recréer I'obscurité générée par

les membranes noires des oeufs.

On définit comme «taux de survie partielle » leungentage d’embryons ayant
atteint au minimum le stade suivant le début ditetm@ent. Le taux de survie partielle
global est faible, 11,18%. Un maximum a été attpmir les ceufs piqués au stade 15, soit
au début de I'organogénese, avec 38,8% d’embrygpast gooursuivi leur développement
jusqu’'au stade 22. Il est possible que la proxingitére les ceufs ait conduit a une
surmortalité. Un ceuf dégradé pourrait avoir unkierfce sur les autres.

C’est pourquoi, une deuxieme série de tests deesdes embryons a la piqure a été
effectuée en mettant les ceufs, toujours entouré&hadrion, en tubes individuels avec 3 ml
d'eau de mer stérilisée (filtrée sur filtre 0,22 ppuois autoclavée). Les tubes sont
également entourés d’aluminium et la températurenaintenue a 17°C. Les stades testés
sont les 15, 17, 20 et 25. A chacun de ces statlague ceuf subit une injection de 2,3 nl
d’eau de mer stérile. Aucun embryon n’a continué développement jusqu’au stade 30.
En ce qui concerne le taux de survie partiellerdssitats suivants ont été obtenus :

- survie partielle traités stade 17 : 40% (ayaitiait le stade 20) ;

- survie partielle traités stade 20 : 37% (ayatdtiait le stade 21+) ;

- survie partielle traités stade 21+ : 51% (aydigtiat le stade 22).

D’'une facon générale, les embryons traités pluditament survivent mieux au
traitement. La deuxiéme série de tests montre ux de survie global bien supérieur a la
premiere série. Le fait de laisser les embryonsubas individuels se révele déterminant.
Cet élément sera a prendre en compte pour lesefutoranipulations utilisant des

injections.
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I. Contrdle moléculaire de la mise en place du contgxe
neuro-musculaire chez les Céphalopodes. Implicatisrévolutives sur
la fonction de locomaotion.

Deux types de systemes locomoteurs sont utiliséz ks Céphalopodes actuels. Les
Coléoides, dont la coquille est interne, se déplapar propulsion a réaction, en rejetant
I'eau contenue dans la cavité palléale du mantealgntonnoir. Les Nautilidés utilisent
aussi la propulsion mais différents mécanismes sogten ceuvre. En effet, le manteau,
collé contre la coquille ne joue aucun réle dansd¢amotion. La force motrice est fournie
par I'entonnoir et les ailes, organes musculaitgsygont attachés. La coquille externe du
nautile est composée de plusieurs loges qui congquant entre elles par un siphon, la
derniere loge étant occupée par le corps de I'dnib@aproportion gaz/liquide dans les
autres loges permet de contrbler la flottabilité l@mimal et, ainsi, de maintenir un
équilibre hydrostatique. Alors qu’au début de I'Gvitien (-500 millions d’années), les
Nautilidés étaient répandus dans toutes les meggathe, ils se trouvent aujourd’hui dans
une seule région de I'océan Pacifique et vivenb@utle 400 metres de profondeur. Ce
biotope bien particulier lui permet de survivre @& une compétition limitée dans cette
niche écologique. Tous les autres Céphalopodelachmsseédent une coquille interne,
régressee comme ch8z officinaliset les calmars ou tres régressée, voire absdree,les

Octopodes.
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La régression de la coquille chez les Céphalopoglesu des conséquences
morphologiques et anatomiques majeures, notamnaentce qui concerne le systeme
locomoteur de I'animal. Le manteau, dédié presqueusivement a la sécrétion de la
coquille chez les autres Mollusques, a gagné erclesichez les Céphalopodes. Ces
muscles sont assez puissants pour assurer une dooanpar propulsion en milieu
aquatique. La présence de I'hydrostat (manteau nébnmoir) confere un avantage
considérable aux Céphalopodes et plus particuliénéraux Coléoides : une locomotion
rapide par propulsion a réaction permettant un ntedprédation efficace et la possibilité
de fuir tres vite. Le manteau et I'entonnoir sosgaiés aux bras permettant chez certaines
especes la progression sur le substrat (brachjatigrvolution de ces structures a été sans
aucun doute un évéenement clé pour I'adaptatiorCegdhalopodes dans les océans pendant
le Cambrien tardif, il y a 500 millions d’annéesodhg et al., 1998).

1. Les structures musculaires chez la seiche, inrations morphologiques

et particularités histologiques

Chez les Céphalopodes, le pied caractéristiquéviddisisques est modifié en 8 a 10
appendices préhensiles (bras et tentacules) eh emtonnoir (fig. 14). L’entonnoir et le
manteau sont impliqués dans la locomotion par psigny les bras permettant chez
certaines especes la brachiation. La musculatige€dphalopodes présente en tres grande
majorité une striation oblique, due a la dispositioinclinée » des sarcomeres (Gonzalez-
Santander and Garcia-Blanco, 1972), ceci a lardifige des Vertébrés dont les muscles
squelettiqgues sont & striation transversale (Hgn$®n3). Pendant le développement, la
morphogenése des bras commence par la formatiore douronne brachiale au stade 15
qui a la forme d’un bourrelet circulaire en limda disque embryonnaire. C’est a partir de
cette couronne que prennent forme les bourgeomhague bras. Pour une raison encore
inconnue, ces bourgeons passent par une phase sanil bilobés, ceci aux alentours des
stades 18 et 19, cette phase étant variable se®rembryons. La musculature des
Céphalopodes est donc spécifique du point de vmeseolement morphologique, mais
aussi, histologique.

De méme, alors que l'une des caractéristiques dahiddues est la présence d’'une

coquille externe sécrétée par le manteau, les CHpddes Coléoides présentent une
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coquille interne, formée dans le sac coquillier.n®des stades précoces, le manteau
embryonnaire s’invagine et délimite un sac coaiilirculaire interne (Boletzky, 2006).
Cette cavité croit pendant les stades 17 a 19istaguo@ I'ouverture a la surface du manteau
décroit et se ferme au stade 20. L'épiderme inlisdu sac coquillier sécrete la matrice
organique de la coquille puis un periostracum ades1. La minéralisation aragonitique
commence au stade 24 (fig. 14).
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stade 17 (vue apicale) stade 20 (vue apicale) stade 24 (vue ventrale)

Figure 14 : Représentations schématiques d’embryons Sde officinalis pendant
I'organogenése, des stades 16 a 24. Les figurémudureprésentent des vues externes des
embryons ; les figures du bas montrent des secti@rsversales dans la région du
manteau (tirets dans les figures du haut). Les hdrd manteau et de I'entonnoir sont
surlignés en rouge tandis que la coquille estgugl en orange.

Légende: |, II, lll, IV et V, bras ; b, branchie; bo, bole ; m, manteau ; n, nageoire ; o,
il ; pe, poche de I'entonnoir ; s, statocyste sac coquillier ; te, tube de I'entonnoir ; vi,
vitellus ; A, antérieur ; D, dorsal ; Dr, droit€&; gauche ; P, postérieur ; V, ventral.
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2. Contexte de I'étude de la myogenese chez les G&ppodes

Chez les Vertébrés, la myogenése des muscles #apeds, donc a fonction
essentiellement locomotrice, est controlée surtpat des facteurs de régulation
myogéniques (MRFs) a structure « hélice-boucleché¥, et, en particulier, la famille de
MyoD incluant les génellyoD, Myogenine Myf5 et MRF4 (Emerson, 1993 ; Weintraub,
1993). Ces facteurs sont essentiels a la difféatinoi musculaire et leur inactivation
entraine des déficiences majeures au niveau deydgenése (Nabeshima et al., 1993).
Chez les non-Vertébrés, il ne semble exister ggeul MRF dans toutes les espéces qui
ont été étudiéesnautiluschezD. melanogaste(Paterson et al., 1991 ; Wei et al., 2007),
hih-1chezC. elegas (Krause et al., 19908um-1chez I'oursin (Venuti et al., 1991).

En 2004, Grimaldi et al. affirment avoir identifdeux MRFs cheZA. officinalis
Myf5-like et MyoD-like. Il s’avere que la détectiode ces geénes s’est faite par
immunomarquage a l'aide d’anticorps ciblant les egMlyoD et Myf5 de souris. Les
chercheurs ont alors observé des marquages awnisatentacules d’'un embryon 8e
officinalis stade 26, soit tardivement dans I'organogenése @& muscles dits « smooth-
like » pour Myf5 et dans des fibres striées transversales ptyoD. Or, d'aprés Kier
(1996), la mise en place des muscles striés tresmwe dans le tentacule chenligo
pealii se fait tardivement, 4 & 5 semaines apres éclofli@st donc assez surprenant de
constater I'existence de tels muscles aussi préoecedans le développement d’'un autre
Céphalopode. Par ailleurs, nous avons tenté dseéales hybridationm situ in totosur
des stades tardifs d& officinalisen utilisant des sondes ARN correspondant auxsgene
MyoD et Myf5 de souris. Or, aucun marquage n’a pu étre obsenfén, aucun MRFs n’a
été retrouvé dans la banque d’ESTs p8urnfficinalis Cette absence notable de génes
appartenant a cette famille, tels que MyoD ou Myff&sents dans un grand nombre de
phyla est étonnante. Si les MRFs ne sont pas imgdigdans la myogenese ch&z
officinalis, d’autres genes doivent y participer. Nous nousmses donc focalisés sur des
génes appartenant aux famills& et Pax des genes « multifonctions » et de premiére
importance dans la régulation des processus déeogntaux chez de nombreuses
especes (Wotton et al., 2009 ; Noll, 1993).
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3. NK4, un recrutement dans les muscles locomoteurs

NK4 est I'un des nombreux facteurs de transcriptiapliqués dans la myogenése
chez les Vertébrés (myogenése squelettique : Riaadi, 2005 ; cardiomyogenése : Olson,
2006). Nous avons déterminé son pattern d’expnegsao HIS lors de I'embryogenése de
S. officinalis,pendant toute la phase d’'organogenese, du stadecdlsion (fig. 15 a 18).
Cette étude a fait I'objet d'une publication en 20@Somatic muscles developement in
Sepia officinalis(Cephalopoda) : a new role fdiK4». NK4 s’exprime de facon trés
précoce, au stade 15, avant que les structuresoieet svisibles, dans les territoires
présomptifs du manteau (fig. 15a). Des coupes dakles précoces montrent que
I'expression deNK4 est exclusivement meésodermique (fig. 16d, 16e,).1&ptte
expression dans le manteau se maintient jusquade s22 a partir duquel le marquage
diminue en intensité (fig. 17d). A partir du stdfe la couche mésodermique dorsale du
manteau est réduite a une fine membrane recoulaacbdquille, tandis que la couche
ventrale est constituée d’'une épaisse couche rmaiszuNk4 est cependant exprimé de la
méme facon sur les faces dorsale et ventrale dueanarffig. 18b, 18e, 18f). A partir du
stade 28, NK4 n’est plus exprimé dans cette zokel e semble donc pas étre impliqué
dans la réorganisation musculaire tardive mais tfférenciation musculaire précoce
dans la région du manteau.

NK4 est également exprimé au niveau des bourgeonkrdegie fagcon séquentielle.
En effet, dans les stades précoces, 14/15, toegegdnes prospectives des bras sont
marquées, a I'exception des bras Il qui se déysopau stade suivant et ne sont visibles
morphologiquement qu’au stade 17 (fig. 15a). Lequage du bras Il s’accompagne d’une
extension antérieure de marquage qui suggeéere ugeation cellulaire du fait de la
disparition de cette trainée au stade suivant {figl). A un stade 15 avancé, c’est le bras |
qui montre une extension semblable (fig. 15e). Aipdu stade 17, tous les bourgeons des
bras sont visibles et marqués (fig. 16a), y comfass bras Il qui montrent aussi une
extension du marquage (fig. 16b). Au stade 18,axmeession éparse K4 a également
été détectée au niveau du tube de I'entonnoir {fd). L'expression dé&lK4 dans les bras
se maintient jusqu’au stade 20, stade a partir elugucoloration s’atténue (fig. 17b). Le
marquage semble suivre la mise en place des loasne suggéré par le marquage des
bras Ill qui apparait en méme temps que sa miggaee anatomique (fig. 16b). Baratte et
al. (2007) ont également montré une expressioneseiglie de la protéine Engrailed dans
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cette méme phase de I'embryogenésé defficinalis au niveau des bras. L'expression de
NK4 au niveau des bras est restreinte aux coOtés estdifature partie dorsale) des
bourgeons (fig. 16b). Lorsque les bourgeons des dwat bilobés (stades 18/20), seuls les
lobes externes restent marqués (fig. 16f). Ce phéne est visible également sur les
coupes (fig. 16d et 18).



- 108 -



- 109 -

Figure 1E: Expressions deNK4 pendant I'organogenése précoce $e officinalis.
Hybridationin situ in toto Echelles noires 500um, échelles rouges, 250uras picales.

a, stade 15 précoceb; stade 15 tardif ¢, stade 16 ¢, agrandissement de la zone du bras
Il de la photo a g, agrandissement de la zone du bras | de la phptpdgrandissement de
la zone du manteau de la photo c.

Légende: |, II, lll, IV et V, bras ; b, branchie; bo, bole ; m, manteau ; o, ceil.
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Figure 1€ : Expressions dbdlK4 pendant I'organogenése 8e officinalis.Hybridationsin

situ in tota Echelles noires 250um, échelles rouges, 25pmarEntémoina, b, ¢ : vues
apicales @, stade 17 b, stade 18 ¢, e, g : sections au cryostat d’une épaisseur de 20 um
(niveaux de sections indiqués en pointillés rouges)un stade 18d, coupe au niveau des
bras V ;e coupe au niveau du mantedy.agrandissement de la zone du tube de
I'entonnoir d’'un stade 18g, coupe au niveau du bord du manteau.

Légende: I, II, Ill, IV et V, bras ; b, branchie; bo, bole ; d, derme ; ep, épiderme ; m,
manteau ; me, mésoderme ; o, ceil ; pe, poche déofiroir ; s, statocyste ; sc, sac
coquillier ; te, tube de I'entonnoir.
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Figure 17 : Expressions dBlK4 pendant I'organogenése 8e officinalis.Hybridationsin
situ in tota Echelles noires 250um. Encarts : témoad, ¢, d, vues apicales g, stade
20 ; b, stade 21 d, stade 22 g, section au cryostat d’'une épaisseur de 20 um (nidea
section indiqué en pointillés rouges).

Légende: I, Il, Ill, IV et V, bras ; b, branchie; bo, bole ; go, ganglion optique ; m,
manteau ; o, ceil ; pe, poche de I'entonnoir ; &osyste ; sc, sac coquillier ; te, tube de
I'entonnoir ; vi, vitellus.
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Figure 1&: Expressions deNK4 pendant I'organogenese tardive & officinalis.
Hybridationsin situ in toto Echelle 1mma, témoin stade 24h, ¢ : stade 24 d, témoin
stade 26 g, f, stade 26.

Légende: |, 11, lll, IV et V, bras ; e, entonnoir ; m, meeau ; o, ceil.
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bY

NK4 est principalement exprimé dans des structuresarsgmant a I'’hydrostat,
manteau, bras et entonnoir, impliquées dans lartlotion. Pourtant, chez d’autres especes,
NK4 a été principalement lié aux muscles cardiauxsqot de nature différente, puisque ce
sont des muscles lisses. En effet, chez les Védeélbhomologue dé&NK4, NKx2.5 est
exprimé au niveau du muscle cardiaque (Olson, 2008 géne participerait a la
morphogenése du cceur (Lyons et al., 1995). Chdrokophile,Tinman I’homologue de
NK4, serait impliqué plus précocement dans le déveogmt, dans la détermination des
cellules cardiaques (Bodmer, 1993). Enfin, ch€aenorhabditis elegansceh-22
homologue de NK4, a montré une expression resgraimt muscles pharyngiens (Okkema
et al.,, 1997). Ces muscles sont assimilés au cesuVértébrés par leurs contractions
rythmiques caractéristiqgues. Que ce soit de fagéogoe, dans la détermination cellulaire,
chez la drosophile, ou bien plus tardivement, darsrdiogenése chez la souris, NK4 était
jusque-la indéniablement lié aux muscles cardiauxptus généralement, aux muscles a
contractions rythmigues, concernaf. elegans Pendant I'embryogénése chex
officinalis, des expressions déK4 ont été détectées au niveau de la base des beanchi
zone correspondant aux futurs cceurs brachiaux atage 16. Aucune coloration n'a
cependant été observée au niveau du cceur systéra@gei ne laisse pas envisalyit4
comme un gene « maitre » dans la formation desstisardiaux che8. officinalis ChezS.
officinalis, NK4 s’exprime principalement dans les muscles locoareie manteau,
entonnoir et bras alors que chez les Vertébréssoog¢ les MRFs qui participent a la
myogeneése des muscles locomoteurs (Nabeshima £99RB).

Les muscles composant ces structures sont striedagen oblique chez les
Céphalopodes. Ces muscles peuvent étre assimiénscles squelettiques des Vertébrés
par leur fonction locomotrice. Or ils n'exprimerdgNK4. Les muscles squelettiques des
Vertébrés sont des muscles a striation transversaldis que les structures locomotrices
des Céphalopodes sont composées de muscles @stoatique. L'expression dblK4
dans ce type musculaire pourrait suggérer un réecel géene spécifique a ce type

musculaire.

NK4 seraient donc impliqués dans la formation du naantbras et entonnoir ch&
officinalis. Ces structures musculaires appartiennent a ldsgdt et sont des caractéeres
dérivés parmi les MollusquedlK4 a pu étre secondairement recruté dans la lignée de

Céphalopodes pour le développement de ces streatareomitamment a l'internalisation
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de la coquille (Navet et al., 2010). La coquilletezre protectrice, progressivement
devenue une « contrainte », a été contre-séleéensa réduction et le développement
ultérieur du manteau se présentant alors comme siraé€gie évolutive « gagnant-
gagnant ». En effet, en I'absence d’'une coquil®qmtrice, la présence de ces caractéres
permet une locomotion efficace pour échapper aéxlgieurs, tout en contribuant a une

meilleure activité prédatrice.

4. Pax2/5/8 des rbles conservés et étendus a la mise en plaeetissus

mésodermiques

Des résultats récents ont été obtenus a propo®keiRax2/5/8 Ces résultats, qui
feront I'objet d’'une publication, apportent desnééts clés pour la compréhension des
mécanismes ayant conduit & I'émergence des stasctanusculaires dérivées des
Céphalopodes. Des HIS réalisées pendant 'embrgsgedeS. officinalisont montré que
le génePax2/5/8 comme le gend\K4, s’exprime de facon trés précoce durant le
développement dé&. officinalis (fig. 19). Une expression dPax2/5/8 au niveau des
branchies peut étre notée dés les stades prédmreda, 19b, 19¢). Elle se maintient dans
l'intégralité de ces structures jusqu'au stade £§. 20b). Des expressions dans les
branchies ont déja été relevées chez I'Uroch@i#tépleura dioica(Bassham et al., 2008)
et 'amphioxius (Kozmik et al., 1999). De plus, P2)ouerait un réle dans la perforation
des branchies chegenopugHeller and Brandli, 1999). Cela pourrait reflébere fonction
du géne dans la perforation des branchiesSdefficinalis Une autre expression trés
précoce, aux stades 16 et 17, est celle détectéeles vésicules des statocystes (fig. 19a
et 19b). Jusqu’ici, seul un Mollusque, le Gastrapbthliotis asining a fait I'objet de
I'élaboration d’'un pattern d’expression Bax2/5/8 O'Brien et Degnan (2003) ont mis en
évidence un marquage dans les statocystes du @Gaedéosuggérant ainsi un rble conservé
de PAX2/5/8 au niveau des organes sensoriels giptas. Chez la seiche, deux zones
symétriques au niveau de la masse supra-cesophagipnmentPax2/5/8au stade 23
(fig. 20c et 20e). Ces zones correspondent auxXugaoptiques gauche et droit de
I'embryon (fig. 20d, fleches). Ce lien entre lesige de la famill€ax2/5/8et la formation
des yeux et des structures attachées a déja étéémBhez 'amphioxus, un Céphalocordé,

Pax2/5/8 s’exprime dans les cellules de soutien des yeux ardurleur
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développement (Kozmik et al., 1999). Chez les \Ieés®, Pax2 est exprimé de facgon
concomitante #ax6 dans les vésicules optiques (Baumer et al., 20088z le poisson-
zébre, une expression deax8 a également été observée dans les mémes domaines
optiques qudlax2(Pfeffer et al., 1998Enfin, au sein des Mollusques, principalement les
Gastropodes, une expression Rx2/5/8est détectée au niveau de la zone optique des
larves véligéres et persiste aprés métamorphosg ldanyeux des adultes (O’Brien and
Degnan, 2000, 2003). Ainsi un lien entre PAX2/5{8aeformation d’organes sensoriels
existe bel et bien chez de nombreuses espéecesndzepesi ce lien semble étre conservé
chezS. officinalis de fagon surprenante, I'expression de ce gersiige majoritairement
dans des structures constituant des synapomorptkéss Céphalopodes, dorigine

mésodermique.

En effet, au stade 17, tous les bras sont marg@uksxception du bras Il encore a
peine visible (fig. 19b). L'intensité de marquage la plus forte pour les bras Fax2/5/8
s’exprime au niveau des bourgeons des bras, sucdé@ interne (fig. 19a), a la différence
de NK4 qui, au méme stade, montre une expression suwbtés externes (fig. 16b). Une
expression transitoire au niveau des territoiressgmptifs des ganglions pédieux peut
aussi étre observée au stade 17 (fig. 19b). Le enargst également marqué des le stade
16, et de facon plus prononcée sur les bords{flg). Ce marquage se maintient au stade
suivant en s’'accentuant sur l'intégralité du mamt¢fg. 19b). A partir du stade 17,
s’ajoute un marquage intense au niveau des tubksngennoir (fig. 19b), qui se maintient
aux stades suivants (fig. 19c et 20b) comme visshleles coupes (fig. 20f et 20g). Au
stade 20, les marquages au niveau des bras seienaértt, tandis que I'expression de
Pax2/5/8dans le manteau, dont le sac coquillier est maamtefermé, est toujours trés
intense (fig. 20a). Le marquage dans le manteacerdaue au stade 21 a I'opposé de celui
des bras qui s'atténue (fig. 20b). L'intensité giession deshh au niveau du manteau,
bras et entonnoir atteint ensuite un maximum adesg® (fig. 21b, 21c, 21d), tandis qu’un
marquage particulierement prononcé peut étre moiauitour du sac coquillier (fig. 22a a
22d). Les coupes a ce stade indiquent clairemesmtcgusont les couches musculaires qui
expriment le géne. L'expression Bax2/5/8au niveau des bras ne semble pas restreinte a
une couche musculaire spécifigue. Cependant, orerebsque le marquage est

particulierement intense du c6té des ventouses Zfig et 22f). Les ventouses, pourtant
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trés musculeuses, restent dénuées de marquagmatgsages musculaires décroissent en
intensité au stade 26 jusqu’a disparaitre complétému stade suivant.
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Figure 19 : Expressions d®ax2/5/8 pendant I'organogenese précoce Sieofficinalis.
Hybridationsin situ in toto Echelle 250um. Vues apicales.stade 16 b, stade 17 r,
stade 19.

Légende: I, I, Ill, IV et V, bras ; b, branchie; bo, bolie ; m, manteau ; o, ceil ; pe, poche
de I'entonnoir ; s, statocyste ; sc, sac coquillieer, tube de I'entonnoir.
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Figure 2C: Expressions dePax2/5/8 pendant l'organogenése d8. officinalis.
Hybridationsin situ intoto. Echelle 500um. Encarts : témoiasstade 20 b, stade 21 ¢,
stade 23 g, agrandissement de la zone de la téte en vueldatsd’embryon photo cd,

f, g, sections au cryostat d'une épaisseur de 20 punedok de sections indiqués en
pointillés rouges).

Légende: I, Il, lll, IV et V, bras ; b, branchie; bo, bolie ; go, ganglion optique ; m,
manteau ; o, ceil ; sc, sac coquillier ; te, tub&atdgonnoir ; vi, vitellus.
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Figure 21 : Expressions déax2/5/8 pendant I'organogenese tardive 8e officinalis.
Hybridationsin situ in toto Echelle 1mma, stade 24, vue ventraleb; stade 25, vue
ventrale ic, stade 25, vue apicatk stade 25, vue latérale ; encart : témoin.

Légende: I, II, 1ll, IV et V, bras ; e, entonnoir ; goagglion optique ; m, manteau ; o, ceil.
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orientation
G é% Dr descoupes
\%
Postérieur

Antérieur

Figure 22 : Expressions d®ax2/5/8pendant I'organogenese e officinalis. a a d, au
niveau du sac coquillier, dans le sens antériepostérieur ;e f, au niveau des bras.
Hybridationsin situ in totosuivie par des sections transversales de 20 pnyastat, d'un
embryon stade 25. Echelle 100um. Les niveaux diosecsont indiqués en pointillés
rouges sur un schéma d’embryon en vue ventrale.

Légende: m, manteau ; sc, sac coquillier ; A, antérieDr dorsal ; Dr, droite ; G, gauche ;
P, postérieur ; V, ventral.
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L'implication majeure de PAX2/5/8 dans des strueturmusculaires ches.
officinalis est surprenante. En effet, c’'est la premiére fpi® ce géne montre une
expression principalement mésodermique pendaréveldppement d’'une espece. Le gene
Pax2/5/8a été déja caractérisé dans trois autres Lophuiroaires :Haliotis asinina
(O’'Brien and Degnan, 2000), le polychaBlatynereis dumeriljiet la sangsueelobdella
(Shankland et al., comm. pers., 2010). $éul Mollusque a fait I'objet de I'élaboration
d’'un pattern d’expression deax2/5/8 Il s’agit du Gastropodéialiotis asining chez
lequel un marquage au niveau des statocystes @eésde, ainsi qu’une expression dans
une zone latéropostérieure du pied, les musclds dequille et dans la cavité palléale
(O’'Brien and Degnan, 2003). Nous avons donc uneesspn dePax2/5/8au niveau de
structures musculaires chez deux Mollusques. Cags icite a penser que ce gene a pu
étre recruté dans la branche des Mollusques pauisa en place du pied ou de structures
dérivées du pied, bras et tube de I'entonnoir @urfficinalis De méme, I'expression de
Pax2/5/8au niveau du sac coquillier ch& officinalisd’une part, et au niveau de la
chambre palléale H. asininad’autre part, suggere un réle commun dans la dafiion
de la cavité palléale pour ce gene. Chez le Lophbbtzoaire Annélidelielobdella sp
Pax2/5/8s’exprime de facon tardive pendant le développérdans la chaine nerveuse
ventrale (Shankland et al., comm. pers., 2010)e@éant, une expression mésodermique,
principalement dans la néphridie, a été égalemétgctée, et ce, de fagcon beaucoup plus
précoce. Jusqu’ici, seule une expression tres eiatdr au niveau du mésoderme
intermédiaire a été montrée chez un Vertébré, iespo-zebrdéanio rerio, pour les genes
Pax2 et Pax8 qui s’y co-expriment (Drummond, 2003). Cependaocg feuillet
mésodermique est a l'origine du rein et des urstéce qui exclut une quelconque
intervention dans des muscles a destinée locomotramtrement dit, les muscles
squelettiques chez les Vertébrés. Le geéar2/5/8aurait donc été recruté dans la branche
des Lophotrochozoaires pour la mise en place desugis mésodermiques
(Helobdella: Shankland et al., comm. pers., 2010). Au seiMellusques, ce géne aurait
VU Son expression au niveau mésodermique s’élargas structures musculaires majeures
comme le pied mais, de facon restreinte, a ceganaesHKaliotis : O’Brien and Degnan,
2003). Dans la lignée des Céphalopodes, ce roltalonc été conservé et étendu dans
toutes les structures dérivées du pied, tube deobfmoir et bras. Cette extension de
I'expression dePax2/5/8 dans les structures musculaires du pied s’esgiélaa des

territoires nerveux, a savoir les ganglions pédidxlien entre ce géne et le pied n’est pas
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seulement histologique, mais concerne l'intégratiééla structure, tissus musculaires et
nerveux. De plus, alors que I'expression REx2/5/8ne concerne que certains muscles
attachés a la coquille chétaliotis, elle concerne l'intégralité de la couche muscalaiu
manteau ches. officinalis La encore, on constate une extension de |'exiomesst,
probablement, du réle deax2/5/8dans cette structure homologue dans la ligné&.de
officinalis.

5. Pax2/5/8 et NK4, une complémentarité dans la mise en place de

structures a destinée locomotrice

5.1. La mise en place des bras, une collaboratiom ghlusieurs genes

On peut noter la complémentarité des expressiorizadd/5/8et deNK4 au niveau
des bras (fig. 23). En effet, a des stades précdées 18 NK4 s’exprime sur les faces
« externes » des bourgeons (fig. 16a, 16b, et flahe) tandis quéax2/5/8s’exprime
dans les faces «internes» (fig. 19a). Tous deiexpsment dans les tissus
mésodermiquedA priori, aucune différence de type musculaire n'a étérabseentre ces
deux cotés et aucune explication n'a été proposesuget de l'existence des stades
« bilobés » pour les bourgeons des bras a desssf@éeoces. Un éventuel réle dans
I'orientation de ces structures musculaires n'ext p exclure pour NK4 et PAX2/5/8.
Entre les stades 21 et 24, I'intensité du marqUNi§é est progressivement réduite et reste
restreinte aux c6tés dorsaux des bourgeons bragchiamme visible sur les coupes. A
partir du stade 24\K4 ne s’exprime plus dans les bras, tandis qu’avesgijPax2/5/8
s’exprime de facon particulierement intense du od#& ventouses, comme on peut
I'observer sur les coupes (fig. 22e et 22f). Ontpauettre I’hypothese que les cotés dits
« ventraux » des bourgeons des bras aux stadescpsepourraient étre les territoires
présomptifs de la future zone adjacente aux vee®us

Un troisieme géne a montré une expression au niwesl bras pendant le
développement d8&. officinalis Il s’agit du géneShh qui s’exprime dans les bourgeons
des bras du stade 16 au stade 21 (Navet et aD).20a été montré quie genehedgehog

(hh) stimulait la myogenése chez les téleostéens pictes (Feng et al., 2000 ; Pirskanen
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et al., 2000; Martin et al., 2007). L’expressiorezls. officinalispourrait étre attribuée a
un réle analogue dé&hh Les tentacules et bras des Céphalopodes sontos@sp
respectivement de muscles a striation transveedatilique (Kier and Schachat, 2008).
Cependant, Grimaldi et al. (2008) ont reporté u@ession d’un homologue &hhdans
une population spécifigue de myoblastes qui sewdiffcient en fibres radiaires dans les
tentacules dé&. officinalis,ce qui conforte I'hypothése d’'une implication 8bhdans la
formation de muscles striés chez la seiche. Toistebmcune différence d’expression de
Shhn’a été observée entre les bras IV, futurs teteacet les autres bras alors que leurs
types musculaires sont différents. De ce fait,réssltats ne confirment pas une expression
de Shhspécifique aux myoblastes des muscles des teetacul

D’aprés Boleztky (1993), tous les bras sont homaésget suivent un développement
identique. Les bras IV se spécifient en tentacales stade relativement tardif, au stade
26. A ce stade, le nombre de ventouses devient ipipsrtant a la base de ces bras.
Aucune différence d’expression des genes étudi@t® notée entre les bras IV, futurs
tentacules, et les autres bras pendant le dévetogmedeS. officinalis suggérant que la
spécification de ces bras modifiés ne dépend paeslgénes et a lieu effectivement de
fagcon plus tardive. Les tentacules étant déja rdifféiés a éclosion, le processus de
différenciation a lieu avant. On peut distinguerfdamation d’'une structure en massue,
caractéristique des tentacules, au niveau des Ibrades le stade 25. D’autres genes
interviendraient donc dans la mise en place destrastures, en paralléle d’'une expression
de NK4 et Pax2/5/8qui concernent tous les bras sans distinctionnhé@ms, il n’est pas
impossible que le fondement moléculaire soit le m@mur tous les bras pendant une tres
grande partie de I'embryogenes8. officinalis est un Coléoide Decabrachia. Les
Decabrachia sont en fait les seuls Céphalopodessegder cette quatrieme paire de bras
différenciée en tentacules. Cette spécificatioms tisecondaire dans la lignée des
Céphalopodes, n'a peut étre pas nécessité de wmidifis moléculaires fondamentales,
notamment durant I'embryogenese précoce. Les nm&oasi moléculaires a l'origine de
cette spécification des bras IV en tentacules clesz Decabrachia interviendraient
probablement dans les stades précédant cetteedifi@tion, a savoir entre les stades 20 et
25.
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S. Officinalis
stade 18

B Nka

[ Pax2/s/8

Figure 23 : Schéma d’'un stade 18 de 'embryogenéss8.dwficinalis zones d’expressions
deNK4 et Pax2/5/8

Légende: |, 11, lll, IV et V, bras ; b, branchie; bo, bole ; m, manteau ; o, ceil ; pe, poche
de I'entonnoir ; s, statocyste ; sc, sac coquillier, tube de I'entonnoir.
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5.2. Le manteau et le sac coquillier

NK4 et Pax2/5/8sont exprimés au niveau du manteau a des stadsscpgg soit 16 a
19 (fig. 15, 16, 19). L'intensité de marquage espendant plus forte pouiK4 dont
I'expression couvre de fagon égale toute cette £figel5 et 16). Ceci a la différence de
Pax2/5/8qui accuse une plus forte intensité au niveaulseds du manteau et du sac
coquillier (fig. 19a et 20a)NK4 se maintient de fagcon importante dans le mantesgqujau
stade 27, alors que I'expression i@x2/5/8dans cette structure, tres importante au stade
25 (fig. 21b), baisse trés rapidement d’'intensié la suite. Son expression se restreint
ensuite au sac coquillier comme visible sur lepesufig. 22a a 22d). Le réle potentiel de
NK4 dans la myogenése du manteau semble plus iengogue celui de PAX2/5/8 qui
pourrait avoir un role plus localisé dans le sagudber.

D’autres génes sont connus pour intervenir darferlaation de structures en lien
avec la coquille ou dans celle de la coquille eliéme. C’est le cas du génageailed, qui
s’exprime a la marge de la future coquille chegyrand nombre de Mollusques (Jacobs et
al., 2000 ; Moshel et al., 1998). En 2007, Barattal. ont observé par immunodétection la
présence d’Engrailed dans le manteau et dans tautene du sac coquillier dés leur
apparition, au stade 16. Le role d’Engrailed damscoquille externe des Mollusques
semble donc avoir été conservé chez les Céphalspadalgré I'internalisation de la
coquille. Engrailed ne présentait plus d'expressiams le sac coquillier, alors que la
formation de la coquille débutait. Cette protéieeag donc impliquée uniquement dans la
délimitation du compartiment coquillier.

Ainsi, la formation du sac coquillier entourantclaquille interne chez les Coléoides
et ici chezS. officinalis dépend de génes qui montrent des réles danstdesuges
similaires, formation du sac coquillier et de césitplus généralement, chez d'autres
groupes. Les fonctions de PAX2/5/8 et Engrailedident donc avoir été conservées au

sein des Mollusques.
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5.3. L’entonnoir, quand les génes appuient les défences d’origine entre les
poche et tube(fig. 1)

Contrairement &K4, Pax2/5/8s’exprime de fagon trés précoce, des le stadddlig
les structures qui donneront le tube de l'entonrihg. 19b). NK4 ne montre qu’'une
expression faible au stade 18 (fig. 16f), et totgadans les zones (territoire présomptif) du
tube de I'entonnoir, jusqu’au stade 20 (fig. 1T2@ns les deux cas, I'expression des genes
ne concerne donc que le tube et non la poche dwtiaoir, a la difféerence du marquage
montré par immunodétection de la protéine Engraitizshs les tubes mais aussi dans les
poches de I'entonnoir du stade 16 au 18 (Barat#,e2007). Le tube de I'entonnoir a pour
origine le Céphalopodium, tandis que la poche a angine palléoviscérale (Boleztky,
1988b). La poche de I'entonnoir nécessiterait diintervention d’autres genes pour sa
formation, appuyant la différence d’origine aveceutifférence au niveau du contréle
moléculaire du développement de ces deux structfoestionnellement liées, mais
distinctes morphologiquement lors du développemedtoce. | semblerait qu’il y ait une
forte composante entre I'origine du tissu (tracdosmnnaire) et 'expression génique. Ce
n’est cependant pas le cas au niveau des brascanedifférence d’expression n'a pu étre
observée entre les bras et les tentacules (bras V)

Les expressions d¢K4 et Pax2/5/8au niveau des bras et dans le tube de I'entonnoir
confirment aussi une implication de ces génes diassstructures dériveées du pied des
Mollusques. Une autre hypothese a été proposéetart |'origine des bras et entonnoir
des Céphalopodes. En se fondant sur les schénmami/ation et les traces musculaires
sur la coquille, Yochelson et al. (1973) suggerpr les bras seraient dérivés de la téte et
de la zone antérieure du pied des Mollusques, saua¢ I'entonnoir serait dérivé du seul
pied. Dés 1928, Naef avait, quant a lui, proposguement le pied comme origine des
bras et de I'entonnoir des Céphalopodes. Cette thgpe a été, depuis, reprise par
Boletzky (1988a, 2003). Les résultats obtenus deeprésente étude sur le pattern
d’expression ddPax2/5/8 appuient fortement cette seconde hypothese. Lpsegsions
majeures de ce gene dans le tube de I'entonntés diras pendant le développementde
officinalis, confrontées a I'expression détectée dans le ghiellollusqueHaliotis asinina
(O'Brien and Degnan, 2003) laissent penser quebtas et entonnoir seraient dérivés
uniquement du pied. La poche n’étant pas marquéd@e2/5/8,son origine ancestrale

peut étre remise en cause comme différente de dell@ibe. CheNautilug I'entonnoir
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semble se former de fagon similaire aux Coléoibésnmoins, en 2008, Shigeno et al. ne
distinguent pas de poche et de tube dans soneattaitant de I'origine du complexe de la
téte des Céphalopodes. Les photos d’un embrydyiadélus pompiliusnontrent pourtant
le futur entonnoir dans la méme disposition quadéme structure chez la seiche a un stade
équivalent. On peut y observer des structures pdieechaque coté du manteau fusionnées
avec deux autres structures se situant en desssusranchies. Cela laisse penser que la
poche d’un coté et le tube de l'autre étaient prissavant la divergence des Coléoides.
L’entonnoir est un assemblage ultérieur de dewcsires qui se mettent en place de
facon différente. Au cours de I'évolution, si I'gpie pied des Mollusques s’est modifié en
plusieurs bras et en un entonnoir, cette modificati’a peut-étre concerné que le tube,
tandis que la poche serait apparue postérieurerGatte structure pourrait ne pas étre

dérivée du pied mais aurait été annexée ensuiigb@upour former I'entonnoir.

Si les expressions deéK4 et Pax2/5/8concernent les mémes structures musculaires,
a savoir le manteau, les bras et I'entonnoir (88), elles ne sont pas identiques pour
autant. En effet,Pax2/5/8 semble particulierement important dans la fornmatibe
I'entonnoir, tandis que I'expression d¢K4 se maintient de facon trés intense dans
I'intégralité de la zone du manteau du début juada’fin du développement, excepté dans
les tout derniers stades avant éclosion. Dans fas, lbeurs expressions respectives se
completent du point de vue spatial, en particulear, début du développement, mais
également du point de vue temporel, avec I'absdecmarquage concernadk4 a partir
du stade 24 et une expression importante Bax2/5/8au stade 25. NK4 et PAX2/5/8
pourraient donc se compléter pour la mise en pli@seprincipales structures musculaires
intervenant dans la locomotion. Ces deux genegomnarticiper au développement des
muscles locomoteurs parallelement a la régressmriadcoquille protectrice et ainsi
participer aux mécanismes moléculaires qui ont erme adaptation optimale au milieu

aquatique (fig. 24).
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Pax2/5/8
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Figure 24 : Scénario possible de linternalisation de la dbguen paralléle au

”

Systéme nerveux ?
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développement musculaire ch@zofficinalisau cours de I'Evolution.
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6. Pax3/7, un troisieme gene impligué dans les structures rsgulaires ?

Chez les Vertébreés, ce sont les gép@s3et Pax7 qui participent principalement a la
mise en place des tissus mésodermiques. En effetssnt exprimés dans le systeme
nerveux central, ils le sont aussi dans les musdeslettiques (Buckingham and Relaix,
2007). Pendant la myogeneBax3et Pax7 sont exprimés exclusivement dans les cellules
a destinée musculaire squelettique (Kassar-Duclietsal., 2005). Ces genes ont des roles
importants dans la régulation des MRFs et, notanhngenMyoD (Relaix et al., 2005). En
effet, I'inhibition des génes PAX3/7 entraine uréidence sélective de MyoD et Myf5
(Bhagavati et al., 2007). Ces gerfeax seraient les régulateurs les plus précoces de la
myogénése chez les Vertébrés, mais également awad aphotrochozoaires. Chez la
sangsueHelobdella Hau-PAX3/7A est un marqueur précoce du mésodermé est
impliqué en particulier dans le développement dgshridies ainsi que dans la formation
de la cavité palléale (Woodruff et al., 2007). Nawsns trouvé tres recemment un cluster
d’ESTs correspondant au géneogeberry ’lhomologue dePax3/7chez la drosophile. Par
conséguent, ce géene pourrait également particifeemése en place des muscles pendant le
développement deS. officinalis. Il sera donc indispensable de décrire son pattern
d’expression.

Chez S. officinalis Pax2/5/8 s’exprime de facon majoritaire dans les structures
musculaires a destinée locomotrice : bras, margeantonnoir. Ces structures, constituées
principalement de muscles a striation oblique, petivétre considérées comme des
analogues fonctionnels des muscles squelettiques/deébrés, composés de muscles a
striation transversale. La présencePaex3/7dans la banque ESTs suggere un role possible
de ce géne dans la mise en place de structureglerésques. Cependant, étant donné les
expressions trés larges b4 et Pax2/5/8au niveau des structures musculaires majeures
de S. officinalis,il ne serait pas étonnant d’observer une expresgstreinte dd>ax3/7
dans ces zones. L'expansion des rolePae?/5/8et NK4 a pu provoquer en paralléle une
restriction des rbles d’autres genes connus chaatrd's espéces pour intervenir dans la
myogenése, tel quéax3/7 Seule une description de son expression au cdurs

développement d8. officinalispourra trancher cette question.
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7.Paxp, grand absent chez les Céphalopodes ?

En 2009, Schmerer et al. caractérisent des genggelés Paxs, chez le
Lophotrochozoaire Helobdella. Cette famille de génes est restreinte aux
Lophotrochozoaires et des homologues ont pu éamtifies chez I’AnnélideCapitella sp.

I, les MollusquesAplysia californicaet Lottia gigantea le plathelmintheSchmidtea
mediterranea et caractérisés par PCR pour le némeZerebratulus lacteuset le
brachiopodeTerebratula transversaCe géneserait apparu par duplication des genes
Pax2/5/8d’aprés la grande conservation d’'introns communssda domaine paired. Il
aurait ensuite fortement diverge.

Les deux genes caractérisésau-Paxsl et Hau-Pay2, présentent des patterns
d’expression similaires durant le développementadsangsue. Leur expression est tres
précoce, principalement, dans toutes les couchesdaémiques de I'embryon puis dans de
larges zones du systeme nerveux central (gangko@bcal). Pak montre donc un role
important au niveau mésodermique. Pendant le dgpefoent de la sangsue Helobdella,
plusieurs génes de la famillPax sont impliqués dans la formation de structures
mésodermiques. Il s'agit donc &ax3 (Schmerer et al., 2009Rax3/7 (Woodruff et al.,
2007) etPax2/5/8(Shankland et al., comm. pers., 2010). Les exprssieHau-Pay1 et
Hau-Pay32 se superposent partiellement au plan temporgbatas avec des expressions
de Hau-Pax3/7a En effet, Hau-Pay$1l et Pax3/7a sont tous deux exprimés lors du
développement précoce dans des cellules primaiésodermiques eHau-Pay2 et
Pax3/7asont exprimés au cours de la gastrulation danssttestures mésodermiques
(Woodruff et al., 2007). De méme, Bax2/5/8 et Hau-Pax3/7Asont impliqués dans la
formation des néphridies (Shankland et al., comens.p2010 ; Woodruf et al., 2007), ce
qui pourrait suggérer une interchangeabilité pdssintre les deux génddau-Paxl et
Hau-Pay2 seraient, quant a eux, plutét impliqués dans lan&tion du proboscis
(Schemerer et al., 2010).

Aucun homologue d®axs n'a pu étre identifié dans la banque d’ESTs réeligdé
partir d’embryon deS. officinalis Si Pax$ a une implication essentielle dans le
développement des Lophotrochozoaires, ce gene aifapas pu disparaitre chez les
Céphalopodes sans qu’un autre géne ne puisse |gdaesm ou compenser sa perte La
possible absence de ce géne dans ce groupe p@tredite a une extension des fonctions
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de Pax2/5/8a la myogenése. De cette fagon, des mutationsodifioations ont alors pu
avoir eu lieu dans la séquenceRBeg, au point que celui-ci perde son rble sans que cet
perte ait entravé le bon développement des Cépbddep Cette extension des roles de
PAX2/5/8 a pu survenir dans I'évolution a un momainies muscles se sont massivement
développés. Alors que la musculature des Céphabspsd développe, permettant une
locomotion adaptée au milieu aquatique, il y a pldément eu concomitamment un
recrutement massif de genes pour 'émergence detstes clés dans la locomotion,
manteau, entonnoir et bras. Ce sont la, précisénesittrois structures principales qui
exprimentPax2/5/8 mais eégalemeniK4. A ce moment, d’autres genes ont di avoir des
réles importants en collaboration avec ces dewegieoomme, par exemplBax3/7 et
Paxs. Cependant, des redondances dans les fonctionesdgenes ont pu permettre des
modifications dans les séquences de certains sansaja n’affecte la myogenése. Cela
pourrait étre le cas pofaxs, non détectable dates banque ESTs d&. officinalis.

Schmerer et al. avancent I'hypothése que la didtdb phylétique de P@xrestreinte
a des Lophotrochozoaires peut étre liee a des téasimues de ces derniers et,
notamment, au clivage spiral lors de leur dévelopg®. Les auteurs cités ont réalisé des
études fonctionnelles (non publiées) qui tendemtoatrer un réle délau-Pay$l dans le
programme de clivage spiral’Helobdella. Cependant, cette équipe de recherche a
également caractérisé un geRexs chez un brachiopodelerebratula transversaa
segmentation radiaire, mais elle n’est pas parvenle caractériser chez le trématode
Schistosoma mansomjui, lui, présente une segmentation spirale corfanglupart des
Lophotrochozoaires. Ce lien ne peut donc pas @mnéirmé. ChezS. officinalis dont les
ceufs, télolécithes, montrent un clivage discoidabun homologue dBaxs n’a pu étre
retrouvé dans la banque d’ESTs. La banque EST4 ay@mronstruite a partir d’'embryons
des stades 15 a éclosion, on ne peut écarter fbpité que ce gene soit exprimé avant
I'organogenése, soit des stades 1 a 15.

La diversité dans les modes de développement @sekdphotrochozoaires ne fait
gu'augmenter I'hétérogénéité de ce groupe englobastformes tres variées d’animaux.
Les modifications dans les expressions et les immgtpotentielles des gen@ax2/5/8
Pax3/7 ou Paxs ainsi que leur perte ou apparition dans une ligméatre la plasticité
importante de cette famille de génes qui a santedmntribué a la diversité phénotypique

observée chez les Lophotrochozoaires.
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L’absence d’ARN de geénes tels que ERFs ou Pay} dans la banque ESTs
construite & partir d’embryons & officinalissuggere que ces génes n’interviendraient
pas pendant le développementSleofficinalis qu’ils aient perdu leur fonction ou qu’ils
soient absents chez cet organisme. Leurs exprasgamnraient aussi étre tres réduites, ne
permettant pas leur détection dans la banque,ues ®les plus transitoires. Ces genes
étant des génes maitres dans la formation de wtescmusculaires chez de nombreux
autres organismes, il parait évident que d’'autezseg possedent des roles dans la mise en
place de tissus mésodermiques. Il semblerait qusoitele cas pour les gendi4 et
Pax2/5/8chezS. officinalis C’est la premiere fois que des expressions agsirtantes
et, ainsi, un role potentiel dans la mise en pléenuscles a fonction locomotrice sont
montrés pour NK4. Les expressions RBlax2/5/8dans les bras et le tube de I'entonnoir
suggerent un réle conservé au sein des MollusqDestole aurait été étendu chez les
Céphalopodes dans les structures dérivées du piedseulement au niveau musculaire,
mais aussi, dans des structures nerveuses commealggions pédieux. Le géne
Pax3/7Gooseberryserait exprimé au cours de I'embryogenese chae mebdele, comme
le montre sa détection dans la banque d’ESTs. Restvoir dans quel(s) tissu(s) et son
importance relative par rapport NK4 et Pax2/5/8 Dans la lignée des Céphalopodes,
fortement divergente par rapport aux autres Mollesg des recrutements de genes et
réarrangements ont di se produire, permettant Bapparition de structures clés dans
I'adaptation a la locomotion en milieu aquatiquep€éndant, il y a eu aussi conservation
des fonctions de certains genes, tel Bag2/5/8dont le rdle dans la mise en place du pied
des Mollusque a été conservé pour les structuregédé du pied che3. officinalis Le
recrutement pour la différenciation de tissus djimé mésodermique se serait fait dées la
lignée des Lophotrochozoaires.

La locomotion et la prédation dépendent du systéraeseux, particulierement
complexe chez les Céphalopodes. Ces fonctions réesdlifchez les Céphalopodes par
rapport aux Mollusques ne se seraient pas dévedsppans un systeme nerveux déja
organisé et efficace permettant une meilleure jpticoe de I'environnement et, ainsi, des

réactions rapides et efficaces en réponse auxsigrercus.
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[I. Systeme contréle de la locomotion, comment seanen place le
systeme nerveux ?

La fonction de locomotion est indissociable du é&yst nerveux. Les mouvements
musculaires dépendent du contréle nerveux initi@pparition de structures musculaires
dérivées est sans doute liée a des modificationsydteme nerveux afférerthez les
Céphalopodes, les fonctions motrices sont assysgesipalement par la masse sous-
oesophagienne du cerveau. Elle va mettre en cewtsemment les lobes brachiaux,
associés a 10 nerfs, un pour chaque bras et téntatles lobes pédiewimpliqués dans
les mouvements des bras, des tentacules et des awrfentonnoir. La masse supra-
oesophagienne recoit principalement des afféreseesorielles. On sait cependant que les
lobes basaux seraient impliqués dans le mouvenenbias, tentacules et nageoires ainsi
gue dans le contréle de la respiration et de lae r@hichery and Chanelet, 1978). Ces
lobes, fonctionnellement hiérarchisés, ne consiitugu’'une petite partie du cerveau
complexe des Céphalopodes. Si la mise en placettk structure, convergence majeure
avec les Vertébrés, a déja été bien décrite auscdur développement, I'étude des
mécanismes moléculaires sous-jacents en est eacar@rémices. Il s’agit pourtant de
phénomenes fondamentaux qui restent a élucider poorprendre I'émergence des

structures clés de la locomotion au cours de lidéianh.
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1. Pax6 et Shh, des génes impligués dans la formation du systeme
nerveux central et périphérique

Nous avons établi les patterns d’expression deeggehh et Pax6 pendant le
développement d§. officinalis et plus précisément, pendant la phase d’orgarsgenes
stades 15 a éclosion (Lemaire, 1970). Cette étddi Bobjet d’une publication en 2009 :
« ShhandPax6 have unconventional expression patterns in emlcymorphogenesis in

Sepia officinaliCephalopoda) ».

1.1. La mise en place des ganglions, une coopératientre Pax6 et shh

Pendant 'embryogénese ch®zofficinalis I'expression dd’ax6 est visible dans les
territoires présomptifs de plusieurs ganglionspkamier lieu, les ganglions optiques a des
stades tres précoces, dés le stade 15, au déblibrdanogenese (fig. 25b), puis
I'expression s’étend, a partir du stade 19, auxitbéres présomptifs des ganglions
cérébroides et palleoviscéraux (fig. 25h) qui fawnele cerveau, et se maintient jusqu’au
stade 21 (fig. 26b). Ces expressions ganglionnairésdéja été observées chez d’autres
CéphalopodesEuprymna scolope@diartmann et al., 2003) kbligo opalescen§Tomarev
et al., 1997). Cela suggére gaax6est tres fortement lié a la formation du SNC, dent
cerveau chez les Céphalopodes. Cette implicatidRao® dans I'organisation cérébrale a
déja été montrée dans d’autres groupes, parmidéstps Vertébrés. Chez la souRsx6
a montré un role dans le patterning du cervealeften, Pax6 est exprimé au niveau de la
frontiére entre le cerveau antérieur et le ceryamierieur (Matsunaga et al., 2000). Un tel
réle de délimitation de territoires nerveux est gilole au niveau du cerveau @&
officinalis ; Pax6 pourrait avoir une fonction dans I'organisatiors diéférents ganglions.

Shhmontre, quant a lui, des expressions plus resé®ipt plus transitoires. Des
stades 18 a 20hh s’exprime en bordure de toute la zone optiquegdant les cotes
externes des poches de I'entonnoir et entre les gela couronne brachiale, en s’étendant
vers le coté ventral (fig. 25d et 25¢g, pointesldeHes).
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Shh Pax6

Figure 25: Expressions d&hhet Pax6 pendant I'organogenese précoceSdefficinalis.
Hybridationsin situ in toto.Colonne de droite : schémas d’embryons stades q@éco
zones d’expressions dax6et shhEchelle 500um. Vues apicales.b, ¢, stade 16 d, e,

f, stade 18 g, h, i, stade 19 ; encart sur photo a, témoin.

Légende: I, II, lll, IV et V, bras ; b, branchie; bo, bole ; gc, ganglion cérébroide; go,
ganglion optique ; m, manteau ; o, ceil ; pe, paddd’entonnoir ; s, statocyste ; sc, sac
coquillier ; te, tube de I'entonnoir.
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Si 'on compare les expressions dbh et Paxg on constate qu’elles ne se
superposent pas (fig. 25c, 25f, 2% stade 23Pax6est exprimé au niveau des ganglions
supra-cesophagiens (fig. 26e, fleche courte), zone@e se superpose pas a la coloration
Shh(fig. 26d, fleche courte) qui concernerait les sadérsaux et ventraux de I'cesophage
(fig. 28a, fleches fines). De facon similaire, pegssion dePax6 couvre les ganglions
optiques et cérébroides du stade 16 au 25 (fig28529), tandis qushh montre une
expression en bordure des tubes de I'entonnointe¢ édes yeux et la couronne brachiale,
s’étendant vers la face ventrale de I'embryon @fed et 259, pointes de flecheBax6fait
partie des genes dits de classe |, inhibés par &héa les Vertébrés (Jacobs et Briscoe,
2003). De plus, il a été montré chez la sourishezaun Lophotrochozoair®@latynereis
quePax6ne s’exprimait pas dans les zones d’expressiddKIg activé en amont par Shh
(souris : Ericson et al., 1997Platynereis:. Denes et al., 2007Cela concorde avec le fait
que chez Sofficinalis, Shhne montre pas d’expression dans les ganglions expsime
Pax@ CommeShhencercle les ganglions optiques et cérébroidegee pourrait avoir un
réle dans la délimitation des ganglions pendant éemdensation et différenciation pour

constituer le futur cerveau & officinalis.

Il a été montré que PAX6 régulait I'expression dex®2 au niveau de la corde
neurale de la souris, établissant ainsi lidentk& populations distinctes de futurs
motoneurones et interneurones (Ericson et al., P9 semblerait qu’il existe une
inhibition réciproque des deux génes dont les esgines s’excluent. Le gradient de
concentration de SHH qui s’établit a partir dedae ventrale de la corde spinale régule les
différents domaines d’expression de facteurs destrgption. SHH active I'expression de
genes dits de classe |, dont fait paiti€2, et inhibe celle des genes de classe Il, dont
Pax§ suivant ses concentrations. Ces différents gemé&fissent leurs domaines
d’expression via des régulations négatives en bsatf; I'un inhibant I'autre etice versa
C’est le cas pour les genbiK2 et PaxG En effet, NK2 inhibe I'expression d@ax6 qui
inhibe NK2 en retour, définissant ainsi des frontieres pescentre leurs zones respectives
d’expression (Jacob and Briscoe, 2003). Il y a dibewex étapes concernant I'organisation
de la corde neurale chez les Vertébrés. En prdisieta diffusion de SHH a partir de la
zone ventrale permet I'expression MK2 et inhibe en parallele celle dRaxé Au niveau
intracellulaire, les cellules les plus éloignéesgiadient de SHH vont produire PAX6,

tandis que celles en contact avec une forte do§Hdétevont produire NK2 qui, & son tour,
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inhibe la production de PAX6, permettant ainsi lsenen place d’'une frontiere précise
entre les domaines NK2 positifs au niveau ventrédedomaines PAX6 positifs au niveau

dorsal.
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Figure 2€: Expressions deShh et Pax6 pendant I'organogenése dg&. officinalis.
Hybridationsin situ in toto Echelle 500uma, expression dehh stade 20, vue apicale ;
b, expression dPax6stade 21, vue dorsale, expression dPax6stade 21, vue ventrale ;
d, expression dshh stade 23, vue dorsale,;expression d@axg stade 23, vue dorsale ;
f, schéma d'un stade 23 et superposition des maeausjth et Pax6 ; encarts :
agrandissements des photos d et e.

Légende: |, II, 1ll, IV et V, bras ; b, branchie; bo, bolee ; gc, ganglion cérébroide; go,
ganglion optique ; m, manteau ; o, ceil ; pe, pathéentonnoir ; s, statocyste ; te, tube de
I'entonnoir.
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D’apres Anton Dohrn (1875), I'ancétre des Vertébaésubi une inversion dorso-
ventrale de son corps. Des formes de transitiomjsessiles, auraient changé d’orientation
vis-a-vis de leur substrat. Lorsque ces especeteMés auraient quitté leur substrat et
adopté alors un mode de vie vagile, leur nouveilentation auraient été fixée, avec un SN
dorsal. Cette théorie soutenant une homologie émtBNC ventral des non-Vertébrés et le
SNC dorsal des Vertébrés est appuyée par Arendiiibler-Jung (1994). L'équipe
d’Arendt a montré que le neuroectoderme Riatynereis est subdivisé en différents
domaines par des zones d'expression de geKest Pax, NK2 et Paxg en particulier qui
se superposent partiellement (fig. 27). Ces domsagoerespondent a des zones du tube
neural des Vertébrés exprimant des genes homoldbeess et al., 2007).

I semble peu probable que cette cascade moléeulaians ce méme ordre
d’intervention des genes, ait évolué plusieurs @asfacon indépendante. Cependant, on
peut se poser la question de la nécessité que amss cuient été cooptés. Si le lien
moléculaire, au sein d’'une méme cascade, ne peuhig, ils ont également des fonctions
respectivesa priori indépendantes des autres genes dans diversetursudEn effet,
PAX6, par exemple, a des fonctions majeures dafsraation de I'ceil, aussi bien chez
les Vertébrés et les Ecdysozoaires, que chez lesalipodes.
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Drosophila Platynereis souris
chaine nerveuse, chaine nerveuse, vue tube neurale,
vue ventrale ventrale vue dorsale

] Msh/Msx [ Nk2.2
[] Pax6 [ ] Nk6

Pax3/7/gooseberry

Figure 27 : Comparaison des colonnes neurogéniques médalatée Drosophila
melanogaster (Ecdysozoaire, Arthropode)Platynereis dumerilii (Lophotrochozoaire,
Annélide) etMus musculugVertébré, Mammifere). Zones d’expression Meh/Msx
Paxg Nk2.2 Nk6 et Pax3/7/gooseberryTous les patterns d’expression sont symeétriques
mais sont représentés ici sur un seul coté poarpltis compréhensibles. D’aprés Arendt
et al., 2008.
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1.2.Shh et Pax6 participent tous les deux a I'organogenése des lga

Shhest exprimé au niveau des nerfs brachiaux et, piésisément, dans la couche
ganglionnaire du cordon nerveux, du stade 21 ales3a (fig. 26d, 28, fleche courte, 29a a
29c). Cela concorde avec un signidh-like” détecté dans la corde nerveuse brachiale dan
la méme espéce aux stades 26 et 29 (Grimaldi eR@08). De plus, dans les stades
précoces, un marquage est observé dans les boargesnbras, sur le c6té externe au
disque embryonnaire (fig. 25a et 25d). Les bras sonsidérés comme dérivés du pied de
I'ancétre putatif des Mollusques (Naef, 1923 ; Britg, 1988a). Aucune expression sieh
n'a été montrée dans le pied d’'un Mollusque aumara\De ce fait, tout comme le géne
engrailed (Baratte et al., 2007)shh a pu étre recruté pendant I'’émergence de cette
synapomorphie des Céphalopodes.

L’expression deshh dans les bourgeons des bras est concomitante @vec
expression déaxa En effet,Pax6 est exprimé dans les bras du stade 16 a 26. Rans |
stades précoces, 15 a 20, la coloration couvrbédesgeons avec une plus forte intensité
sur les bords (fig. 25b, 25e, 25h, 26b). Puis, desistades plus tardifs, 24 a 27, alors que
les bras prennent du volume, l'intensité deviemspimportante au niveau ventral, autour
des ventouses (fig. 29f), une zone riche en nesrohiio et mécanosensoriels.

Shh et Pax6 semblent avoir des rbles complémentaires dansrfaation des bras
pendant I'embryogenese d®. officinalis. Shhpourrait participer a la formation de
différentes structures dans les bras, comme suggérges deux expressions dans les bras,
d’abord entourant les bourgeons pendant I'embryegemprécoce, puis dans les nerfs
brachiaux aux stades tardifs. QuanPax6g il pourrait intervenir au niveau de la partie
sensorielle des bras, notamment les ventousegjudédes sont discernables, c’'est-a-dire

au stade 24.
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1.3.Shhet Pax6sont impliqués dans la formation d’organes sensagls

ChezsS. officinalis I'expression déPax6 dans les yeux commence des le début de
I'organogenese, au stade 15 (fig. 25b). A ce stedegntour de la vésicule optique ainsi
que les territoires présomptifs des ganglions opsgsont marqués. Cette expression
persiste jusqu’aux stades tardifs (fig. 29e). Cadacorde avec I'expression deax6
observée dans la région au stade 14 oleggo opalescengTomarev et al., 1997) et au
méme stade cheEuprymna scolopegHartmann et al., 2003). Dans tous les cas,
I'expression dePax6 précede la différenciation de I'eeil, ce qui sugggue chez les
Céphalopodes, PAX6 pourrait étre a l'origine decdacade moléculaire conduisant a la
prolifération et a la différenciation des cellulgsmordiales des yeux. Le rble dRax6
dans les organes photosensibles a été largemeli¢ €hez les Métazoaires (pour revue :
Callaerts et al., 1997). La fonction Bax6dans la formation des organes photosensibles,

quel qu’en soit le degré de complexité, sembleiétiabitablement conservé.

Deux structures sensorielles spécifiques des Cépbdés exprimerghhpendant le
développement chel. officinalis Du stade 16 au stade 18, les statocystes, desusts
mécanoréceptives, sont colorés en arc de cercléestité dorsal (fig. 25d et 25g). Ce
marquage se maintient jusqu’au stade 23 commeleisiy les coupes (28b et 28c, pointe
de fleche). Du stade 18 a 20, une coloration esembble entre les deux poches de
I'entonnoir (fig. 25d et 25g, fleches). Elle se ntant jusqu’a des stades avancés (fig. 26a
et 26d). Cette expression serait située au nivaderdtoire présomptif de I'organe nuchal,
une structure mécanoréceptive composée de celiliéss, impliquées dans le controle
des mouvements de la téte par rapport au corpag®end Budelmann, 1995).

Cette relation entre des structures sensorielleexression du genshh a été
rapportée chez des Vertébrés. En effet, chez lsspoizebre, la voidhedgehogest
nécessaire pour un bon développement des neuresegadglions dorsaux, des structures
sensorielles indispensables a la transmissionatimdtions somatosensorielles (Ungos et
al., 2003). CheZapitella sp., un Lophotrochozoaire Annélide, une expressiorgene
homologue deshh Capl-hh a été montrée dans des cellules sensoriellesvaaunde la
téte chez des stades larvaires tardifs (SeaveKandshige, 2006). Cette expression d’'un
geneHH-like chezCapitella est transitoire et réduite, tandis que cBepfficinalis,dont le

développement est directhh s’exprime dans des structures sensorielles denfagas
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large au double plan temporel et structurel. Le lentre les génebedgehoget les
structures sensorielles semble avoir été conservésein des Lophotrochozoaire.
Cependant, dans la lignée des Céphaloposigls,a probablement été recruté pour la
formation d’organes sensoriels spécifiques a cepgpnécessaires tout au long du cycle

de vie de I'animal a I'organisation particuliererheaomplexe.

Pax6 est exprimé dans des structures analogues a cdteyvertébrés, a savoir le
systeme nerveux central et les yeux. Quashl aucune expression dans le systeme
nerveux central n'a été observée au cours du dgpetnent dé&. officinalis En revanche,
ses expressions en limite des ganglions marquédaeb suggerent un réle dans la
délimitation de ces territoires nerveux. Ce réledia régionalisation du systéme nerveux
pourrait étre complété d’'une implication dans lsenen place de la bilatéralité ch®z
officinalis. Chez les Vertébrés, SHH est connu pour conttélgeneNK2.2qui intervient
dans la différenciation des neurones (Ericson t1897b). Or Shigeno a montré une
expression dé&lK2.2 dans la masse supra-cesophagienne du cerv@atogus vulgarisa
des stades tardifs du développement (comm. p€&r$0)2Ce géene n’a pas été trouvé dans
la banque d’ESTs réalisée a partir d'embryons #mdifts stades d&. officinalis
Cependant, sa présence chez un autre Céphalopggérsudortement qu'il doit bien étre
présent et exprimé pendant I'embryogeneseSdeofficinalis Il est possible que son
expression soit trés faible, 'ARN ne serait alpes détectable dans la banque. Seul le
geneNK2.1 a été caractérisé. Ce gene n’intervient pas darferination de structures
nerveuses chez les Métazoaires étudiés mais mlatéd des structures dérivant du tube
digestif (Vertébrés : Minoo et al., 1999 ; drosdphiZaffran et al., 2000 Platynereis :
Tessmar-Raible et al., 2007). Les expressions nparposables dehh d’une part, et de
Pax§ d’autre part, suggéerent que le lien d’inhibitide PAX6 via SHH est conservé chez
S. officinalis La caractérisation du genNK2.2 et la description de son pattern
d’expression le long du développement de ce Cépbdkseraient nécessaires a une étude
plus compléte des liens entre ces genes dans diggi®@gomparative avec les Vertébres,
notamment, chez lesquels cette cascade est biemedkricson et al., 1997b ; Jacob and
Briscoe, 2003).
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250um

Figure 28 : Expressions d&hhpendant I'organogenése &e officinalis.Hybridationsin
situ in totq suivies de sections de 20uan cryostat d’un embryon stade 23. Les niveaux
de sections sont indiqués sur le schéma en péutill

Légende: |, Il, Ill, IV et V, bras ; e, entonnoir ; go,agglion optique ; k, canal de
Kdllinker ; m, manteau ; o, ceil ; oe, cesophagestapcyste ; vi, vitellus ; D, dorsal ; Dr,
droite ; G, gauche ; V, ventral..
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Shh Pax6

Figure 2¢: Expressions d8hhet Pax6 pendant I'organogenése tardive Sleofficinalis.
Hybridationsin situ in toto Echelles noires 1mm, échelles rouges 100ara, stade 25
vues dorsaledy, focus sur la zone brachiale d’'un stade 25 maayeé la sondshh; f,
focus sur la zone brachiale d’'un stade 25 margeé Bvsonddax6; c, g, stade 26 vues
ventrales ;d, focus sur la zone de I'entonnoir d’'un embryordet26 marqué avec la

sondeshh encarts : témoins.

Légende: I, I, 1ll, IV et V, bras ; go, ganglion optiguem, manteau ; o, ceil ; te, tube de
I'entonnoir.
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2. Les plans du corps, quelle(s) implication(s) pouPax6etshh ?

La mise en place de la régionalisation dorso-véntrantéro-postérieure et
droite/gauche pendant le développement est undémnakique particulierement délicate
chez les Céphalopodes. L'orientation des plansede torps se modifie au cours du
développement rendant nécessaire la définitionedomentation embryologique et d’'une
orientation physiologique. Lorsque I'embryon estae sous forme de disque (stades 15 a
20), le stomodeum comprenant la bouche est ddesghble antérieur du futur adulte
comprenant les bras et tentacules se situe a Iphpée du disque, alors que le péle
postérieur (manteau, branchies et entonnoir) eseatre. A partir du stade 21, 'embryon
se redresse et sa conformation se rapproche agedmellindividu adulte : la bouche et la
couronne brachiale se retrouvent du c6té du védindis que la masse viscérale et le
manteau sont a I'opposé. La correspondance des plaigro-postérieur et dorso-ventral
n'est pas évidente dans ce contexte.

En second lieu, les Céphalopodes ne montrent pahaiee nerveuse ventrale ou
dorsale, structure organisatrice dans de nombretresagroupes (Coolen et al., 2009 ;
Holland, 2002), ce qui interroge sur les mécanisdeeségionalisation chez I'embryon de
seiche. De telles particularités suggerent quemésanismes de mise en place pourraient

étre différents de ce qui est connu jusqu’a présent

2.1. L'orientation dorso-ventrale, quels roles pourPax6et shh?

ChezS. officinalis, I'expression ddPax6a des stades précoces concerne I'ensemble
du SNC, incluant a la fois la future masse supraptesgienne et la masse sous-
cesophagienne. Non seulement les territoires prédffenaies ganglions cérébroides sont
marqués, mais il en est de méme, par exemple,leetmturs lobes palleoviscéraux.

Chez les Vertébrés, au niveau de la corde neurab& est exprimé uniguement au
niveau dorsal du fait d’'une double inhibition. Leng est, d’'une part, inhibé directement
par SHH, exprimé au niveau ventral; d’autre pdrtest soumis a une inhibition
intracellulaire par NK2, activé par SHH, toujours @miveau ventral. Le géne définit ainsi
I'identité de motoneurones et interneurones a éstdorsale (Ericson et al., 1997b). Par

ailleurs, plus tard dans le développem&ax6 est nécessaire pour I'expression de génes
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qui conferent des caractéristigues dorsales awanidel télencéphale (Manuel and Price,
2005). Cette dichotomie dorsal/ventral est ici adéi®e au sein méme d’une structure. Si
I'on considére uniquement le cerveau Sleofficinalis I'expression dans la partie supra-
cesophagienne du cerveau, impliquée dans l'analgse afférences sensorielles, est
congruente avec l'expression @ax6 dans des structures sensorielles. Mais de fagon
surprenantePax6 est exprimé dans la partie sous-cesophagiennerdeiace composée de
centres moteurs comme les lobes palleoviscérapédieux. L’expression deax6 n’est
donc pas restreinte dorsalement ou ventralemerst ldaBNC deS. officinaliscomme cela
peut étre observé dans la corde neurale des Véstébr

A ces stades précoces, les différents territoirgsagmptifs des ganglions sont
étendus dans le disque embryonnaire (fig. 10amhigon n’a pas encore pris de volume
dans le sens antéropostérieur. Si I'on considerehtation dite « physiologique » avec la
bouche au niveau dorsal et les branchies au nivesatwal, aucune restriction de marquage
dorsal ou ventral n'est notable poBBax6 si I'on observe les structures ganglions par
ganglions. La encore, il semblerait geax6 ne soit pas préférentiellement exprimé a un

niveau dorsal ou ventral.

Pendant I'embryogenese d®. officinalis, Pax6s’exprime dans les ganglions
cérébroides, viscéraux, mais également, dans tegigas optiques. L'expression &ax6
concerne une large partie du SNC, alors que Eletabdellasp. (Quigley et al., 2007), un
autre Lophotrochozoaire sans métamorphose, I'egjmesieHauPax6Aest restreinte a la
lignée de N-téloblastes, qui donne naissance a@ngi3 des neurones ganglionnaires. De
plus, dans les deux especes, pour lesquelles lgsrnsa d’expression d®ax6 sont
observés a partir de stades tres précoces jusguiia ldu développement, I'expression
précede la formation des ganglions (Quigley et 2007). Le SNC de la sangsue
Helobdellaest composé de 34 ganglions (Blackshaw and NEhbd895), alors que celui
des Céphalopodes montre le plus haut degré deatisation parmi les Mollusques, avec
37 et 38 lobes, composant les masses supra etossohagiennes du cerveau
(Budelmann, 1995). SPax6 n’est pas impliqué dans l'orientation dorso-veletral
pourrait toutefois étre essentiel a la détermimagd a la différenciation d’'une grande
partie du SNC che3. officinalis
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Shhmontre des expressions délimitant les cotés dtagauche du manteau, d’abord
du c6té ventral, puis des c6tés ventral et dotsekpression dorsale au stade 16 anticipe
les expressions dorso-ventrales au stade 20. Uleeetgression de ce géne a également
été montrée chez un embryorOdtopusa un stade équivalent (Shigeno, comm. pers.,
2010). Un réle deshhdans le patterning dorso-ventral peut étre corlleveomme ce qui
a déja été montré chez les Vertébrés, chez lesghdlsnduit des types cellulaires a
destinée ventrale au niveau du tube neural de fd¢pendante a la concentrationsén
(Briscoe et al., 1999).

Chez de nombreux Protostomiens, dont la larve dlustuePatella vulgatahh est
exprimé le long de la ligne médiane ventrale (Nexggt et al., 2002). Cette expression a
été interprétée, suivant la théorie de I'inverstenl’axe dorso-ventral de Dohrn (1875),
comme une preuve supportant I’'homologie entre ladeonerveuse dorsale des
Deutérostomes et la chaine ventrale des ProtostoMass, contrairement a d’autres
Mollusques, les Céphalopodes n'ont pas de cordamaheD’autres Protostomes ne
montrent pas d’expression ti en relation avec la chaine nerveuse ventrale.ften, e
chez la sangsuklelobdella robustaHro-hh est exprimédans I'épiderme de la plague
germinale, mais sans relation avec la chaine neevem développement (Kang et al.,
2003) et cheZuscorpius flavicaudigchelicerate)hh est exprimé en bandes ventrales
continues, excluant la chaine nerveuse ventratadi®@iet et al., 2004). Ainsi, 'expression
de shhdans les zones centrales des organismes (endsutles Protostomes) ne semble
pas liée a la présence d'une corde nerveuse, maisspond plus certainement a une
délimitation bilatérale du systeme nerveux.

L'étude de la symétrie droite/gauche chez plusieuganismes modeles ouvre des
perspectives évolutives. Elle pourrait aussi révéldes mécanismes nouveaux
d’établissement des plans du corps. Comme la détation de la symétrie droite/gauche a
pour contexte la mise en place des régions antétépeure et dorso-ventrale, I'étude de la
mise en place de la symétrie droite/gauche peus domner des indices sur la maniere
dont les axes antéropostérieur, dorso-ventral eitedgauche interagissent pour faire
parvenir aux cellules des informations de positexactes lors du développement. Ces
données sont cruciales dans le contexte des éteigded’origine de la bilatéralité,
synapomorphie des Bilatériens. Les études portantassymétrie droite/gauche chez les

Protostomiens étaient, jusqu’ici, limitées aux Ggsdde Lymnée et Némato@e elegans
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2.2. Shh semble étre impliqué dans la mise en place de laldtéralité chez S.

officinalis

2.2.1. Shh s’exprime le long de l'axe de symétrie bilatéralgpendant le
développement deS. officinalis

Shhs’exprime le long de I'axe de symétrie droite/gauetn niveau du manteau des
embryons aux stades précoces, 16 a 20, (fig. 22%bgt Cela suggere un lien entre ce
géne et I'établissement de la bilatéralité cBenfficinalis En fait, SHH a déja montré un
réle direct dans l'attraction d’axones a la lignédiane ventrale du tube neural de la souris
(Charron et al., 2003) ou dans celle d’axones deames dopaminergiques dans le cerveau
moyen (Hammond et al., 2009%hh pourrait donc intervenir dans la différenciation
neuronale proche ou dans la délimitation de lassenice axonale chez les Céphalopodes.
Pourtant, chez le poisson-zébre, le sigitahe semble pas guider directement les axones
rétinaux et comissuraux dans le cerveau antérietedr et al., 2007). Les signatnk
semblent affecter le guidage axonal de fagcon inthrevia son rble dans I'organisation de
la ligne médiane (Dale et al., 1997 ; Karlstromalket 2003 ; Mason and Sretavan, 1997).
Le gradient de SHH pourrait conditionner l'arrét ldecroissance axonale et spécifier
l'identité cellulaire. ChezS. officinalis un immunomarquage a la tyrosine hydroxylase,
enzyme intervenant dans la voie de synthése deofmndine, révele la présence de
neurones sensoriels primaires au méme niveau suatgeau que les marquagds au
méme stade (Baratte and Bonnaud, 2009). Il n’'yaaiagroisement d’axones au niveau de
la ligne de symétrie droite/gauct&hhpourrait, par conséquent, avoir un role dans Eemi
en place de cette symétrie en agissant comme nielgzpulsive des axones en croissance
des motoneurones et, donc, permettre la mise ee pla la bilatéralité chez. officinalis
Ceci, vraisemblablement, en association avec daaumolécules de guidage de la
croissance axonale appartenant, par exemple, amdld desnetrin ou robo. Un méme
marquage suivant I'axe de symétrie droite/gaucheiaeau du manteau a été montré au
cours de I'embryogenese@ttopusvulgaris (Shigeno, comm. pers., 2010), ce qui conforte
I'hnypothése d'un rdle dans la mise en place de ilatdvalité pour SHH chez les

Céphalopodes de facon générale.
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Les géeneshhet Pax2/5/8montrent des expressions dans le systeme nenesirat
et des rdles dans sa formation et sa mise en plhee toutes les especes étudiées,
Vertébrés ghh: Briscoe et al., 2001 Pax2/5/8. McCauley and Bronner-Fraser, 2002),
Ecdysozoaires shh: Park et al., 2003 ;Pax2/5/8. Czerny et al., 1997) et
Lophotrochozoaireshh: Kang et al., 2003Pax2/5/8: O'Brien and Degnan, 2003). Chez
S. officinalis Pax2/5/8montre des expressions tres restreintes et tofesitau niveau des
ganglions pédieux dans les stades précoces, pussielstractus optiques au stade 22. Les
expressions déax2/5/8se cantonnent principalement a des structures raies) Si
SHH semble avoir des liens avec le systéme nerveatemment en collaboration avec
PAX6 dans la délimitation des ganglions, il ne prde aucune expression au sein méme
des ganglions, aux stades ou ces derniers sont vilgjgles en tant que structures
ganglionnaires, c’est-a-dire a partir du stade B0ceupe. La mise en place du SNC
répondrait donc a d’autres genes, d’'autres voielaulaires ches. officinalis Ainsi,
I'’émergence de cette structure convergente n‘ayrast forcément nécessité la méme

« trousse a outils génique » que le cerveau degies.

Si les patterns d’expression des genes nous pemhattémettre des hypothéses
quant a leurs rbles possibles, la mise en ceuvrgpdiahes fonctionnelles reste

indispensable pour une meilleure compréhensioeuwss fonctions.

2.2.2. L'inactivation de la voieshh entraine malformations et asymétries

La voie de signalisation SHH a été inactivée avedadcyclopamine, un inhibiteur
connu de cette voie chez les Vertébrés (Coopdr,et298 ; Incardona et al., 1998, 2000)
et les Lophotrochozoaires (Kang et al., 2003).dible de la cyclopamine est la protéine
Smoothened (Smo) (Chen et al., 2002). Cette pmtépossede 7 domaines
transmembranaires ; elle est reliée aux récepmuplés a la protéine. Dans les cellules
non exposées au morphogene SHH, I'activité de Sshankibée par la protéine Patched
(Ptc) qui est aussi le récepteur de Shh. Lorsque SHfixe a Ptc, I'inhibition sur Smo est
levée et Smo peut stimuler des facteurs de trastgaomj Glichez les Vertébrést Ci chez
la drosophile. Ces facteurs de transcription inghtinsuite I'expression des genes cible
de HH (fig. 30).
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Figure 3C : Mode d’action de la cyclopamine sur la voie SKRfho, smoothened ; Ptc,
Patched
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Des embryons ont été traités au SB431542 & uneentration de 10M en fin de
segmentation, au stadeo® on observe un amas de cellules au pdle antaradjs que
I'épibolie continue vers le pdle végétatifarmi ceux ayant poursuivi leur développement
(environ 33%), 58% présentent des retards de dgwefoent sur un c6té droit ou gauche
du disque embryonnaire (fig. 31a et 31b). Alors ¢aal et la couronne brachiale sont
bien visibles d’un cété, ils le sont nettement rsaile I'autre. Le manteau, par contre, est
visible dans son intégralité, sans différence ppport a 'axe de symétrie bilatérale.

Les traitements a la cyclopamine a partir du ste@l€alors que I'embryon est sous
forme de disque), en début d’organogenése, jusaiale 24, ont eu pour conséquence un
grand nombre de malformations chez les embryonsiiaeau de la région téte/pied
(formée par les bras, les tubes de I'entonnoirestibbes optiques) et du manteau. Les
embryons arrétés a des stades 20 et 21 ont mpotre61% d’entre eux, des déformations
telles que des hypertrophies dans la région optejuges dispositions asymétriqgues des
bras (fig. 32b). Un deuxiéme type de phénotypetgatement observé aux stades 20 et 21
chez 22% des embryons traités en début dorgansgemd ayant poursuivi leur
développement. Il s’agit dghénotypes de type « boule » avec des bourgeobsadeen
forme de boule, qui présentent un retard dansveldgpement en longueur (fig. 32a). On
a pu observer avec les HIS gslgh s’exprimait dans les bourgeons de bras, puis bens
cordes nerveuses brachiales. Ce retard de dévetmmpedes bras, et notamment en
longueur, serait donc cohérent avec un role deene dans la formation et I'orientation de
ces structured.es embryons arrétés a des stades plus tardifst(28) ont montré des bras
plus courts que les témoins et disposés de faggnésque ainsi que des manteaux plus
courts, découvrant les branchies, pour 80% desy@mby notamment, au niveau ventral
(fig. 33). Ces mémes déformations se retrouvent ¢be embryons dont le traitement a
commence plus tardivement, a des stades 22/233#)g.ce qui suggere une large fenétre
d’action au cours du développement pour le ggrie

Ces résultats confortent I'nypothése d’'un réle tfHSlans la mise en place de la
bilatéralité ; hypothése déja proposée au vu desesgions du gene. Ce rOle serait tres
précoce, au moins des le début de I'organogeneseté montré que des souris invalidées
pour shh manifestaient de multiples défauts de latéraliés tot également, des 8 jours
post-fécondation (Tsukui et al., 1999).
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Figure 31: Embryons traités a la cyclopamine, traitemenna@é stade 9, photos sur
animaux vivants stade 17. T, témoin, échelle 100p 1, embryons traités présentant des
retards unilatéralaux de développement (pointitkéges) c, ttmoin. m, manteau ; o, ceil.



- 194 -



-195 -

Figure 3Z: Embryons traités a layclopamine, traitement démarré stade 15, photos su
animaux vivants stade 20. T, témoin, échelle 250pmembryon traité présentant un
phénotype « boule »lj, embryons traité présentant des asymétries (Hégtiouges) r,

d, ttmoins. m, manteau ; o, ceil.
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Figure 32: Embryons traités a la cyclopamine, traitemenhai@é stade 15, photos sur
animaux vivants stade 23. T, témoin, échelle 1lmmembryon traité vue dorsale, le
manteau est plus court que chez le témoin (dolbbthds rouges)h, embryon traité vue
ventrale ic, ttmoin vue dorsaled, témoin vue ventrale. e, entonnoir ; m, manteaucgil.
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Figure 34 : Embryons traités a la cyclopamine, traitement aléénstade 22, photos sur
animaux vivants stade 23+. T, témoin, échelle mlrma, ¢, embryons traités vues
dorsales b, d, embryons traités vues ventrales témoin vue dorsale. e, entonnoir ; m,
manteau ; o, ceil.
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Chez I'embryon de poulet, une substancehmade I'activine (famille des TGy
sécrétée uniqguement dans la partie droite de tee lgrimitive supprime I'expression de
shhde ce cbté. L'expression restantestig du c6té gauche s’est révélée capable d’'induire
I'expression deNodal (Levin et al., 1997). Chez la souris, Nodal egamament impliqué
dans l'organisation de l'axe de symétrie droitefdeu pendant le développement
embryonnaire précoce. Nous avons donc tenté direadtiodal pendant le développement

deS. officinalispour en déduire les réles et les éventuellesantiems avec SHH.

2.3. Nodal, un autre facteur clé pendant I'embryogeese deS. officinalis

Nodal a été inactivé par l'application de SB431542 SB431542 (4-(5-
benzo[1,3]dioxol-5-yl-4-pyridin-2-yl-H-imidazol-2-yl)-benzamide) a pour cible les
récepteurs « kinase-like » de type I, ALK5, ALKécepteurs de I'activine et le récepteur
de Nodal, ALK7. Le SB431542 interfere avec la fisatde Nodal sur son récepteur. Il n'a
aucun effet sur les récepteurs de la famille ALK cgpconnaissent les BMPs (Bone
Morphogenetic Protéins). De ce fait, le SB43154Ruesinhibiteur sélectif de I'activine
endogene et de Nodal (Inman et al., 2002). Che¥detebrés, ce sont principalement les
gonades qui sécrétent I'activine. Or, les gonade$.dofficinalisrestent indifférenciées
jusqu’a la fin du développement embryonnaire. Lstidction histologique des ovaires et
testis n’est possible qu’au moment de I'éclosioraligold —Wirz, 1963). De plus, aucune
trace de I'activine n’a été trouvée dans la bardjE&Ts réalisée a partir d’'embryons $e
officinalis. Cependant, il n’est pas impossible que les ARNmespondants a I'activine
soient présents en trop petite quantité pour &tectes. On ne peut donc pas exclure que
le SB431542 appliqué durant le développement d'gorts de seiche ait pu toucher
€également la voie de I'activine.

L’interaction entre Nodal et son récepteur ALK7 doit & la libération intracellulaire
de Smad2 qui va interagir avec Smad4 et étre tsgnélau noyau. Le complexe Smad2-
Smad4 interagit avec les protéines Fast-1 ou Mix/B& qui va avoir pour conséquence la
transcription de genes cibles de Nodal tel lgekty (Stemple, 2000).

Chez les Vertébrés, avant le début de I'organogemNsdal est expriméau niveau

du noeud embryonnaire (centre organisateur localig@xtrémité apicale de la ligne
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primitive et responsable de I'organisation du thosuivant un courant orienté de la droite
vers le mésoderme de la lame latérale gauche. Noaetive plusieurs géenes comiix
dont les produits permettent la traduction du digaaymétrique en différences
morphologiques pendant I'organogenese (pour reni@mada et al., 2002). Le réle de
Nodal est donc tres précoce dans le développereritaitement au SB431542 se devait
d’étre également le plus précocement possible Badéveloppement de. officinalis Les
embryons traités de la facon la plus précoce l&éaten fin de segmentation, au stade 9, a
une concentration de M. Les embryons d8. officinalistraités au SB431542 a partir de
la fin de segmentation (stade 9, 31 embryons #agént tous morts sans avoir avance
dans le développement. Une inhibition de Nodal al@rdébut de la gastrulation serait
donc létale che3. officinalis Des embryons du Gastropo@®mphalaria glabrataraités
au SB431542 a une concentration deula des stades tres précoces du développement
(1-16 cellules) ont donné des embryons dont larglasion n’était pas complete et ont
résulté en des juvéniles sans coquille. En ce quicerneS. officinalis Nodal parait
indispensable a la mise en place de la gastrulabamrme pour le Gastropoe glabrata

Des souris invalidées pour Nodal meurent tres wuitgis seulement apres la
gastrulation (Reissmann et al., 2001). Cela suggeee chez les Vertébreés, la gastrulation
ne dépendrait pas uniguement de Nodal. Cependemt,qoe le « knock out » soit plus
sépcifiqgue, Sun et al. (2006) ont montré gu'unenéation en présence de SB431542
provoquait un développement anormal chez I'embrgerDanio rerio, ceci de facon
dépendante a la concentration de l'inhibiteur. &sgryons étaient traités au stade « une
cellule » et montraient « seulement » des malfdonatau niveau des yeux aprés avoir
séjourné dans une solution contenant du SB43154@&ed concentration de 20 pM.
L'impact sur le développement précoce était dongnmaléfinitif a une concentration
pourtant supérieure a celle utilisée pour lesanaénts des Mollusquds. glabrataet S.
officinalis. Cela montre que, si chez les Vertébrés Nodabue pas un rdle prépondérant
dans le déclenchement de la gastrulation, cheMudBisques, il est déterminant a son
démarrage.

Parmi les 52% d’embryons d& officinalistraités en début d’organogenese (stade
15) ayant survécu, 32% montrent un retard de dgpelment d’'un c6té gauche ou droit
par rapport a I'axe de symétrie bilatéral (fig. B5Rar la suite, en avancant dans le
développement, les sacs coquilliers restent ouyesigu’'a des stades 22/23 (fig. 35c),

tandis que chez les témoins, les sacs se sontdatesde stade 20. Les embryons montrent
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des phénotypes de type « boule » avec des bourgioimsas en forme de boule, qui
présentent un retard dans le développement vevanta(fig. 35b et 35d). Parmi les
embryons ayant avanceé, on constate chez une graapeité (76%) que le manteau est
plus court que chez les témoins, et semble « gowflgig. 36, fleches rouges). La
sécrétion de la coquille est trés retardée. Chgaseropodd. glabratg certains embryons
dont la gastrulation était achevée, montraientcdesiilles non enroulées. Ce phénotype dit
de « coquille droite » était observé chez 43% dé@wmaux a gastrulation complete traités a
une concentration de 10 uM (Grande and Patel, 208018)s que chez le Gastropode,
Nodal semble nécessaire seulement a I'enroulemené doquille et & sa conformation
chirale, chez la seiche, Nodal semble étre implidaiés la formation du sac coquillier et
dans la formation de la coquille elle-méme. L'imiisation de la coquille chez les
Coléoides a pu se faire en paralléle d’'un switcH'aletion de Nodal dans cette méme
structure. Une modification de forme de la coqudleeu lieu concomitamment a son
internalisation. La coquille interne & officinalisn’est pas enroulée mais droite. L’action
de Nodal a pu basculer d'un contrble de forme, censhrez les Gastropodes, au contréle
de la formation de la structure elle-méme chezQetoides. Ce facteur pourrait avoir
contribué a la régression de la coquille et, ddaite au développement des structures

musculaires locomotrices comme le manteau.

Les embryons traités aprés le stade 22 ne momieent’anomalies morphologiques.
Tous les embryons traités avant organogenése sorts rsans avoir progressé dans le
développement. Les embryons traités en début doggnése présentent de séveres
malformations. Nodal interviendrait donc en toubatéde développement & officinalis,
avec un rble décisif pour le démarrage de l'organege. Son implication pourrait
s’étendre jusqu’aux stades 21/22 a partir desdumtsbition du gene ne provoque plus de

malformations.
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Figure 3£ : Embryons traités au SB431542, traitement dénsade 15, photos sur animaux
vivants. Les stades sont indiqués en bas a droitees photos. T, témoin, échelle : 250um.
a, embryon traité présentant un retard de développefpointillés rouges)h, ¢, embryons
traités présentant un phénotype « boulecy embryon traité présentant un sac coquillier
ouvert (cercle noir) g, témoin stade 18f; témoin stade 21. m, manteau ; o, ceil.
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Témoin Embryon traité

Figure 3€: Embryons traités au SB431542, traitement dénstade 15, fixées au stade
24. Echelle 1mma, témoin vue ventraleh, embryon traité vue dorsale, témoin vue
postérieure @, embryon traité vue ventrale, témoin vue latéralef, embryon traité vue
latérale. Les fleches rouges indiquent les gonftegmealu manteau. e, entonnoir; m,
manteau ; o, ceil.
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De fagon générale, le taux de mortalité augmenez d& précocité du traitement
pendant le développement 8e officinalis(fig. 37). Plus le traitement est tardif, plus le
taux de survie est important. Les deux génes &udidraient donc des fonctions
déterminantes dans les stades précoces de I'endmgsg pour la spécification et la
détermination des territoires. La variation du taie survie est progressive chez les
embryons traités a la cyclopamine, Il passe de 338ar les traitements avant
organogenese a 42% pour les traitements debut mygagse. || augmente nettement
(65%) chez les embryons traités plus tardivememtstade 22. Par contre, en ce qui
concerne les embryons qui se sont développés serme de SB431542, la variation du
taux de survie est beaucoup plus tranchée puisgpaksse de 0% avant organogenese a
100% chez les stades tardifs, en passant par eny% pour les embryons traités stade
15 (fig. 37). Ces résultats laissent penser quferiétre d’action de SHH serait beaucoup
plus large que celle de Nodal. D’'aprés ces résyltiibdal serait indispensable au

démarrage de I'organogenese mais pas a 'embrysgdaglive, apres le stade 22.
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Variation du taux de survie en fonction du stade de début de

traitement

120,00%

100,00%
o 80,00%
S
?
s 60,00%
©
x —

n=
8 40,00% 36
20,00% -
0,00% - n=31
stade 9 stade 15 stade 22
stade de début de traitement
Il cyclopamine Bl SB431542

Figure 37 : Graphigue représentant la variation du tauxuteis en fonction du traitement
et du stade de début de traitement. n, le nombiedivddus total par lot (un lot : un pool
d’animaux traité au stade x).
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Chez I'embryon de poulet, il a été mordqréune substance proche de l'activine
(famille des TGB) sécrétée uniqguement dans la partie droite deigkae | primitive
supprime I'expression dehhde ce cbté. L'expression restantestif du c6té gauche s’est
révélée capable d’induire I'expression de Nodal{het al., 1997). Chez les mammiféres,
shh n'a jamais montré d’expressions asymétriques. kesris mutantes poushh
présentent des défauts de latéralité comme des @murgauche des deux c6tés ou
'absence d’expression deefty (Tsukui et al.,, 1999). Che5. officinalis le pattern
d’expression de Nodal est encore inconnu. Les taisuldes balnéations montrent,
cependant, que son réle serait tres précoce, avganogenese. En ce qui concerne le gene
shh une expression trés précoce a été observéegedquerhier stade étudié, le stade 15.
Ces résultats ne permettent pas d’établir de clhogieo entre I'expression de ces deux
géenes. Des HIS avant organogenese seraient néeaspair répondre a cette question.
Par ailleurs, si I'expression dshh ne semble pas indispensable au démarrage de
I'organogenese, celle déodal parait cruciale. Si I'expression ddal dépendait de celle
de shh en amont, linactivation deshh serait, elle aussi, décisive pour la phase de
gastrulation, ce qui n’est pas le cas cBebfficinalis Une interaction entre ces deux géenes
n'est donc pas évidente ici. Néanmoins, la préselecgphénotypes similaires pour les
embryons traités au SB421543 d'un cbété, et a ldopgmine de l'autre, au stade 15
suggere des fonctions en relation pour Nodal et SeétH éventuellement, un lien
moléculaire. En effet, les deux traitements ontvpgué des retards de développement
d’'un c6té de I'embryon aux stades précoces, pusspienotypes « boules » aux stades
suivants. Les deux genes interviendraient donc ¢mmeise en place de la bilatéralité.
Quant au lien précis entre les deux voies, il ragtelaircir.

Chez les Vertébrés, SHH agit par diffusion de Idiparentrale de la corde neurale
vers les c6tés gauche et droit et contrble aindifférenciation neuronale de part et d’autre
de I'axe de symétrie bilatérale (Ericson et al979. Cette fonction dans la mise en place
de la bilatéralité semble avoir été conservée tbeZéphalopodes en dépit de I'absence
de chaine nerveuse centrale. D’aprés les résditdtS et d’inactivation de cette voie par
balnéation, il semblerait que la zone originelledidfi@usion du morphogene soit au niveau
du manteau, le long de I'axe de symétrie droitezgaulLe morphogéne pourrait intervenir
en agissant comme molécule répulsive des axones@sance. L'inactivation de la voie

shhentrainerait alors des déformations asymétrigueeures.



- 214 -

Le systeme nerveux des Céphalopodes est, parrMd#asque et, plus largement,
les Lophotrochozoaires, exceptionnellement compldkese constitue d’'une part, de
structures fortement convergentes avec les Vegéawidme leur systeme nerveux central,
et il présente d’'autre part, des différences déetabmme I'absence de cordon nerveux
central. Le développement du SNC des Céphalopodest &té rendu possible par
I'implication de génes, tel queaxg gene intervenant aussi dans la formation du eerve
des Vertébrés, ce qui suggere que la formationtrdetsres analogues nécessite I'action
des mémes genes. Cela avait été largement monirdgsostructures photosensorielles et
nous montrons ici que ce serait également le cas o organe aussi complexe que le
cerveau.

On constate, de méme, que certains génes connusrpervenir dans la mise en
place du systeme nerveux central, consileou Pax2/5/8 chez d’autres especes, ne sont
pas ou peu impliqués ch&x officinalis L'apparition du cerveau aurait aussi nécessité
I'intervention d’autres genes, qui demandent encérétre caractérisés. D’apres les
expériences de balnéations en présence d'inhikitdarmise en place de la symétrie
droite/gauche chez les Céphalopodes requiert plainant les mémes genes, homologues
chez les Vertébreés, tels gsiehetNodal Cependant, I'absence de chaine nerveuse centrale
chez les Céphalopodes nous amene a penser quedladgine de cette mise en place est
différente chez les Céphalopodes. Cette zone pgburren correspondre a l'axe de
symétrie bilatérale au niveau du manteau, commegéeagpar I'expression dehh a ce
niveau. Le contréle nerveux du manteau musculeutxsgofaire simultanément des c6tés
gauche et droit pour permettre la propulsion etcdame fuite rapide. Le systéme nerveux
était probablement mis en place en grande partataiémergence et le développement
des structures modifiées et dérivées permettalticlamotion. Son niveau de complexité
chez les Céphalopodes a sans doute été un élémegmehiere importance qui a permis
I'apparition de ces innovations morphologiques, sstes pressions sélectives liées au

milieu agquatique.
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1. Evolution des familles de génes

Dans la présente étude, nous avons caractéris@etes et établi leurs patterns
d’expression pendant le développement du Céphatofodofficinalis Des approches
fonctionnelles nous ont également permis d’affedes rles a certains de ces genes. Les
familles étudiées sont les familles des gePas le clusteMK ainsi queshhet Nodal Ces
groupes de génes sont connus pour avoir des rgdestiels dans la mise en place des axes
du corps ¢hh Nodal), I'organisation du systeme nervewhly Pax6, mais également la
myogenéseNK4, Pax2/5/§. Dans cette troisieme et derniére partie, nowpgsons de
faire un bilan et d'inférer des hypothéses quale place des génes caractérisés chez

officinalis au sein de I'évolution de leurs familles respeagiv

1. La famille Pax

Les géne$fax forment une grande famille de facteurs de trapsorn qui jouent des
réles clés au niveau du développement embryonrdiez tous les Métazoaires. La
caractéristique principale de la famille des gdPasest la présence d’'une « paired-box »
de 384 pb qui code pour un domaine de liaison ®NAde 128 acides aminés (pour
revue : Noll, 1993).
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Les gene®axsont divisés en plusieurs groupes :

- groupe | Pax], Pax9

- groupe |l :Pax2 Pax5 Pax8

- groupe Il :Pax3 Pax7

- groupe IV :Pax4 Pax6

Deux groupes présentant un homéodomaine compsegrdeipes Il et IV, sont assez
éloignés, tandis que les groupes | et lll d’'und, grll et IV d’autre part, formeraient deux
sous-groupes de par leur homologie structurellegiceipe | comprenarRaxl et Pax9
présente un domaine paired, un octapeptide maisi’haméoboite ; le groupe IRax2
Pax5 et Pax8 contient les 3 domaines, avec un homéodomainmetkd; le groupe |,
Pax3etPax7, présente également les 3 domaines mais 'lhoméaidenn’est pas tronque ;
enfin, le groupe IVPax6 et Pax4 montre un domaine paired et un homéodomaine mais
pas d'octopeptide (Walther and Gruss, 1991). Cextrgugroupes majeurs ont émergeé
avant la divergence entre les Ecdysozoaires &tdegbres.

Le domaine paired du groupe | partage un ancétremeo avec le geneox mesale
la drosophile, le groupe Il avec le géRex neurg le groupe Il avegaired (prd),
gooseberrygsh etgooseberryneuro(gsbr) et le groupe IV aveeyelesgfig. 38). Chez la
drosophile, les trois génagsh gsbn et prd sont les produits de deux événements de
duplication. Le premier a donné naissangeréhd’'un c6té etgsbigsbnde l'autre, tandis
que la deuxieme duplication a permis I'émergencgsteet gsbn(Balczarek et al., 1997).
La présence des geneax2 Pax5etPax8chez les téléostéens et les mammiféres (fig. 39)
ainsi que le haut degré de similitude entre leépuences suggéerent fortement que leur
origine résiderait dans une duplication d’'un geneeatral commun qui se serait produite
avant ou au moment de la divergence de la lignéeveetébrés (Pfeffer and Busslinger,

données non publiées) (fig. 39).
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1.1.PaxB, a l'origine des géne®ax2/5/8et Pax6

En 2000, Groger et al. caractérisent un gene danlle Pax chez un Cnidaire,
Podocoryne carnedl s’agit dePaxB tres proche d@ax2/5/8d’aprés des comparaisons
de séquences. Les chercheurs démontrent pour ce genrdle probable dans le
développement nerveux, mais pas dans le développemasculaire, le gene n'est pas
exprimé dans les cellules musculaires en développeiwu adultes. Des expressions de
Pax2/5/8 au niveau musculaire n'ont été décrites que chez Mollusques comme
I'abaloneHaliotis asininachez laquelle le gene s’exprime en particuliersd@s muscles
de la coquille et dans le pied (O’'Brien and Degn2®)3). Chez le Céphalopode
officinalis, nous avons montré des expressions importantes tiares les structures
musculaires dérivées du pied des Mollusques, dramtennoir, mais également dans le
manteau a partir de stades trés précoces. Jamasussi grande implication dRax2/5/8
dans la myogenese n'avait été montrée jusqu’icselnblerait que le recrutement de
Pax2/5/8 pour la formation des tissus musculaires soit s@a@be au niveau de la
divergence des Lophotrochozoaires. Dans la lignee @éphalopodes, un recrutement
massif de ce géene concomitamment a la formatiostdetures musculaires a fonction
locomotrice, spécifiques aux Céphalopodes a pu ddr@remieére importance pour leur

adaptation au milieu aquatique.

Dans la mesure ou tous les génes de la fafmdbedérivent d’'un seul gene ancétre
commun, il n'est pas impossible que certains gepassent avoir des patterns
d’expression et des roles en commun. Le géne aateivait probablement avoir de
multiples fonctions chez des organismes moins cexgsl que les Bilatériens, chez
lesquels ce géne s’est dupliqué, permettant amsiols-fonctionnalisation de multiples
genes. Ces genes auraient alors participé a lestfication des organismes bilatériens.

Le genePaxBa été également caractérisé en 2003 chez uneraétheseTipedalia
cystophora(Kozmik et al., 2003). Chez cet organisrRexB est exprimé dans les organes
photosensibles et les statocystes. Ce gene a dgsighés doubles du typBax6 et
Pax2/5/8 Sa structure présente un octapeptide, carai@esties geneBax2/5/8; de la
méme fagon, le domaine de transactivation en Cht@lmmontre une structure se
rapprochant beaucoup plus &ax2/5/8 que dePax6 (Kozmik et al., 2003). Une des

spécificités ddPax6est que ce géene est suffisant pour induire des getopiques chez la
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Drosophile en se liant via son domaine paired ampteur de 'homologue d@ax6chez
la Drosophilegy (Nornes et al., 1998). OPaxBa également montré cette capacité et il en
est de méme pour ’lhomologue Bax2/5/8chez la drosophile

Avant la divergence entre les « diploblastiques ke® triploblastiques, le gergax
déja associé aux organes photosensibles, avaitoéslies propriétés deax6et celles de
Pax2/5/8 Celles-ci se sont ensuite distinguées dans tedigdes Vertébrés. Cependant,
certaines fonctions ont pu étre conservées dansldags genes tel que le rble dans la
formation des yeux comme montré chemsophila (Kozmik et al., 2003). Pendant le
développement d8. officinalis le génePax6 s’exprime au niveau des vésicules optiques
des le début de l'organogenése. Cette expressimisige ensuite et s'étend aux lobes
optiques. Le génBax2/5/8montre également des expressions au niveau optigpeelant
le phénoméne de conservation de fonction entresgélume méme famille déja observe
chez la Drosophile (Kozmik et al., 2003). Cepend®aix6 est exprimé beaucoup plus
précocement quBPax2/5/8et Pax2/5/8n’est pas exprimé dans les lobes optiques mémes,
mais au niveau des tractus optiquieax6 apparait donc comme un gene maitre dans la
formation des yeux, avec un rdle dans l'organisaties lobes optiques, tandis que
Pax2/5/8intervient plus tardivement, et de fagon plus titaire pendant le développement
de S. officinalis Il semblerait donc que ces deux génes se soiffatemciés en ce qui
concerne leurs fonctions respectives dans la feomates organes photosensibles de la
seiche. Toutefois, cette complémentarité appamane les réles de ces genes n’exclut pas
quePax2/5/8soit capable de relay@®ax6et d’avoir les mémes propriétés, méme si celles-
ci ne sont pas exploitées du fait de la présencePaet Seules des expériences
d’inactivation de génes pourraient aider a résoudt question.
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Urochordes E:§322§
Pax2
—Chordés -+— Vertébrés Pax5
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+ duplications de genes

Figure 3¢ : Evolution possible du gémax2/5/8. PaxBourrait étre a 'origine dPax6et
Pax2/5/8
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1.2.Pax2/5/8

Au niveau de la séquence du géPax2/5/8de S. officinalis on trouve bien un
domaine paired (fig. 40, en bleupe séquence du type octapeptide ((GST)YSINGILG(I),
en vert) et une zone KR (fig. 40 en violet), ricke lysine et arginine, signalée par
Bassham et al. en 2008 pour les géPas2 Pax5et Pax8de Vertébrés. En revanche, on
n'observe pas d’homéodomaine évident. On ne re¢romvtamment pas le début de
I’'homéodomaine, a savoir une tyrosine suivie d’'phénylalanine ou encore une séquence
QLE ou FE. De fagon générale, les domaines pagee,ce soit celui dPax2/5/8d’un
c6té ou celui déax6de l'autre, sont trés conserveés au sein des Lopttuizoaires. Les
séquences partagent plus de 75% d’identité damsdesicas (fig. 41).
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Figure 40: Alignement des séquences protéiques patiellE5AX2/5/8
domaine paired octapeptide,zone KR

Pdumeriliis dumerilii(Lophotrochozoaire, Annéliderepidula fornicata(Mollusque,
Gastropode)Drosophila melanogastdEcdysozoaire, ArthropodeSepia officinalis
(Mollusque, Céphalopode)
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1.2.1. R6le ancestral de PAX2/5/8

Pax2/5/8 s’exprime au niveau des branchies pendant I'emlayege deS.
officinalis. Ce type d’expression dans les branchies a d&aralevé chez d’autres
organismes : I'Urochord®ikopleura dioica(Bassham et al., 2008) et I'amphioxus, un
Céphalocordé (Kozmik et al., 1999). De plus, PAXRgrait un réle dans la perforation
des branchies chegenopugHeller and Brandli, 1999). Une des fonctions atredes du
gene pourrait donc étre liee a la perforation & #usion de couches épithéliales. Cette
hypothése est corroborée par I'expressiofPde2/5/8au niveau du sac coquillier ch&z
officinalis d’'une part, et au niveau de la cavité palléald dsininad’autre part. Le rble de

PAX2/5/8 dans la formation de cavités semble agt@nargement conserve.

1.2.2. PAX2/5/8 et engrailed, un lien moléculaireonserve ?

Chez les Vertébres, les membres de la farRidg2/5/8régulent directement le gene
engrailed dans la mise en place de la frontiere entre |lgeeer postérieur et le cerveau
moyen (Song et al., 1996). Le role dans la miselane de frontieres entre différentes
parties du SNC parait peu probable clsezofficinalis,étant donné la presque absence
d’expression d®ax2/5/8dans le SNC. EffectivemerRax2/5/8ne s’exprime qu’au niveau
du tractus optique, et ce, de facon tres transitétar contre, il est possible qu’un tel lien
existe entreengrailed et Pax2/5/8dans la zone du sac coquillier. En 2007, Bardtta.e
montrent la présence de la protéine Engrailed tembords du sac coquillier a des stades
tres précoces de lI'organogenése (stades 16 ePax2/5/8,quant a lui, s’exprime dans les
bordures du sac coquillier a des stades plus saralfec un pic d’expression au stade 25.
Cette chronologie entre la synthése de la proté&ingrailed a des stades précoces et
I'expression du genBax2/5/8a des stades plus tardifs suggére une collaboratitre ces
deux genes pour la mise en place du sac coqupksrdant le développement &
officinalis. Ce lien a été démontré au niveau moléculaire cne¥ertébré, mais dans une
structure tout a fait différente, le cerveau. Néams, on sait que dans certains cas, seule
la fonction moléculaire de deux protéines homolsguaais pas leur fonction biologique, a
étée conservée au cours de l'évolution. Cette coaien peut s’accompagner de la

réutilisation d’'une partie de la cascade régulatassociée (Bally-Cuif, 2000).
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Pax6

Pourcentage
d’identité

Séquence 1 Séquence 2

Euprymna scolopes
Sepia officinalis (Mollusque, Céphalopode) 94%

Haliotis asinina
Sepia officinalis (Mollusque, Gastropode) 80%

llyanassa obsoleta
Sepia officinalis (Mollusque, Gastropode) 80%

Platynereis dumerilii
Sepia officinalis | (Lophotrochozoaire Annélide 7%

Pax2/5/8

Pourcentage
Sequence 1 Sequence 2 d'identite

Crepidula fornicata
Sepia officinalis (Mollusque, Gastropode) 87%

Platynereis dumerilii

(Lophotrochozoaire
Sepia officinalis Annélide) 80%
Pax3/7
Pourcentage
d’identité
Séquence 1 Séquence 2
Capitellasp (Mollusque,
Sepia officinalis Gastropode) 7%

Helobdella obsoleta
Sepia officinalis | (Lophotrochozoaire Annélide 76%

Drosophila melanogaster
Sepia officinalis | (Ecdysozoaire, Arthropode) 42%

Figure 41 : Pourcentages d’identité entre les séquencegatigiques deS. officinaliset
celles d’autres organismes pour les genes carsesaile la famill®ax
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1.2.3.Pax3/7, une interchangeabilité possible aveRax2/5/8?

Nous avons pu déceler la présence du ¢g&ne3/7chezS. officinalisau sein dda
banque d’ESTs faite a partir des stades de dévetoppt 15 a 30 (correspondant au début
de I'organogenése) d& officinalis Il a été montré que ce gene était exprime, enttess,
au niveau du tissu mésodermique des néphridies émlappement de la sangsue
(Woodruf et al., 2007). Son pattern d’expressiostaeencore a déterminer ch&
officinalis. Nous n’avons cependant pas pu caractéRseg, gene lié a la formation de
tissus meésodermiques chez de nombreux Lophotroairezo(Schmerer et al.,, 2010).
L’absence possible de ce géne dans le génom$. d#ficinalis pourrait expliquer un
recrutement du génlax2/5/8 pour des fonctions nouvelles. La présencePae3/7
pourrait, quant a elle, suggérer une interchantjgabvec le gen@ax2/5/8du fait de leurs
fonctions possiblement similaires. En efféax2/5/8montre une intervention majeure dans
le développement de structures musculaires déridéiepied des Mollusques pendant
I'embryogenése d8. officinalis,tandis quéPax3/7est connu pour avoir un rdle important
dans la mise en place des muscles squelettiques, aldonction locomotrice chez les
Vertébrés (Buckingham and Relaix, 2007 ; Kassarkidasoy et al., 2005).

Le réle dePax6dans la mise en place du SNC et de la zone opsigunle avoir été
conservé chez les Céphalopodes. Cependant, cesstlegkures, cerveau et yeux, sont
justement des structures convergentes majeuraspaort aux Vertébrés. Le geRax6a
donc bel et bien été recruté pour la formation tectires analogues, confortaPax6
dans son statut de «gene maitre », notamment, @anfermation des structures
photosensibles. Le cas &ax2/5/8parait plus compliqué. Le rdle de régionalisatitn
SNC des geneBax2 Pax5et Pax8est bien établi chez les Vertébrés (Wada et 888\

Ce r6le ne se retrouve absolument pas Ghexfiicinalismalgré la présence d’'un véritable
cerveau. |l semblerait plutét que ce gene ait @éuté pour une fonction dans la mise en
place de tissus mésodermiques chez les Lophotroairez (abalone, sangsue). Chez les
Mollusques, s’ajoute un role dans la mise en pticka coquille comme on I'observe chez
S. officinalis,et dans le pied et les structures dérivées du pied, et entonnoir, pol8.
officinalis, soit des structures mésodermiques a destinéeulairsc Pax2/5/8 est sans

doute un des geénes ayant participé a la mise ete pgle ces structures a fonction
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locomotrice pendant I'évolution, peut-étre en ligluplace dePax3/7 Cependant, il est
également possible queax3/7s’exprime de fagon si restreinte qu’il nest patedtable

dans la banque ESTs.

2.La famille NK

2.1. Origine du clusterNK

Les genes\NK auraient pour origine le megacluster ANTP, podniennapedia »,
qui a aussi donné les genes Hox et ParaHox (GReriaandez, 2005). L’ancétre commun
des Protostomiens et Deutérostomiens devait passiédeluster de 9 génes NKMsx
NK4/tinman NK3bagpipe Lbxladybird, TIx/cl5, NK7, NK&hgtx NKZIL/slouch et
NK5Hmx (fig. 42). Des duplications au cours de I'évolutidas Métazoaires auraient
entrainé différents états de clusterisation et dspedsion des genes dans les
diverseslignées. Des clusters de geémds ont été caractérisés chez une éponge
Amphimedon queenslandiaz qui suggere que le regroupement des genes eohoited
du megacluster ANTP a eu lieu avant la divergeriaeed les Bilateria et les Cnidaires
(Larroux et al., 2007). Par contre, aucun gBlox ou ParaHox n’a été identifié chez ce
méme organisme, ce qui peut signifier soit que ggages trouvent leur origine aprés la
divergence entre les Spongiaires et les Eumétamyapit qu’ils ont été secondairement
perdus, la premiere solution étant la plus parciewse (Larroux et al., 2007). Le maintien
du cluster NK chez les éponges et les bilatériansc@urs de I'évolution reflete les
contraintes qui pesent sur les mécanismes réguadeiudéveloppement et qui doivent étre

inhérentes a I'organisation de ce cluster.
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La possibilité d’organiser les cellules le long m'axe primaire du corps devait
exister avant l'origine des genes ProtoHox. L'apjmar des ProtoHox a sans doute
contribué a une complexification des morphologieded’organisation du corps.

Chez la drosophile, ont été caractérisés Tinman4jNKagpipe (NK3), ladybird
early et ladybird late, slouch (NK1), scro (NK2.&hd (NK2.2), drop (Msx), NK7 et NK6
(Jagla et al., 2001) (fig. 42).

Pendant I'évolution des Vertébrés a machoire, plusi duplications de génome se
sont produites, ce qui a eu pour conséquence @e deemultiples copies des genes NK.
Les phénomenes de crossing-over n'ont fait qu’auenecette diversité et permettre des
sous-fonctionnalisations. Les genes ainsi dupligmds alors pu acquérir de nouvelles
fonctions et, de cette facon, se différencier daseg d’origine. Les genes appartenant au

cluster NK sont donc nombreux chez les VertébrEdableau).

Chez les Mollusques, les seuls travaux qui ontre&tgés a propos du clustéK ont
été reéalisés sur les Céphalopodes. En 2006, E#itotl. caractérisent le gemeKx2.5
(NK4) chezLoligo peali. Cependant, ils ne montrent de pattern d’exprasgiee sur un
stade tardif du développement (stade 26) dans & sgstémique et dans le sac d’encre.
Nous avons, pour notre part, caractérisé les géiie$ et NK2.1 chez S. officinalis
D’autres génes appartenant au megacluster ANTRBgalement été identifiésnsxet gsx

(genes paraHox) etx (géne a homéoboite).

2.2. Les genedlK2

Chez les Lophotrochozoaires, Saudemont et al. j2C@&ctérisent les gendi1,
NK2.1, NK3, NK4 et NK5 chez Platynereis La méme année, Denes et al. identifient
également les géenedK2.2 et NK6 chez ce méme annélide. SeNK7 n'a pas été
caractérisé pour le moment. Il semblerait, cepefdare tous ces genes étaient présents
chez I'ancétre commun des Lophotrochozoaires etlguduplication deNK2 donnant
NK2.1etNK2.2ait déja eu lieu au moment de la divergence de tgtiée.

Nous avons cherché a caractériser le gBiK2.2 qui intervient dans la voie

moléculaire SHH et qui présente des roles dansttarmhination et différenciation des
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territoires nerveux chez les Vertébrés (Ericsoal.e006). Ce géne n'a pu étre caractérisé
méme avec l'aide de la banque d’ESTs. Son expreshioant le développement &
officinalis est pourtant trés probable. Le gé&dn’a pas été retrouvé non plus au sein de
la banque (son amplification a été rendue posgilthee a des amorces dégénérees) et,
cependant, nous avons montré son expression as dedtembryogenése chez la seiche.
Par ailleursNK2.2 a été caractérisé chez le Lophotrochozddirdumerilii (Denes et al.,
2007) et tout porte a croire qu’il existe bel etrbidans la lignée des Céphalopodes. Son
expression est sans doute trop faible pour poudtre détectée dans la banque. Cela
pourrait traduire un réle mineur pour ce gene aw,ntbins, une expression faible et
transitoire, comme c’est d’ailleurs le cas pshh En ce qui concerndK2.1 nous avons
observé une expression assez large autour de théa@udes stades précoces (fig. 43). Ce
gene est associé au développement de structurestegnt au tube digestif chez de
nombreux autres groupes. Chez la drosophile, N&2drecrow est exprimé dans le
pharynx en développement (Zaffran et al., 2000ezZ0bs Vertébrés, Nkx2.1 est impliqué
dans le développement de la thyroide et des pounumux structures dérivées du tube
digestif (Minoo et al., 1999), et chez le Lophotrozoaire AnnéliddPlatynereis le gene
est exprimé dans le bulbe buccal (Tessmar-Railaé,e2007). Il semblerait donc que cette

fonction dans des tissus d’origine endodermiquétaitonservée au cours de |'évolution.
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Figure 42 : Expression d&lK2.1au stade 16 de I'embryogenésesdefficinalis.
Hybridationin situ in toto.
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2.3.NK4

On retrouve bien 'homédomaine de 60 acides amila@s les séquencéi?2.1 et
NK4 deS. officinalis(fig. 44). L’'homéodomaine du génekK4 de S. officinalisporte bien
une tyrosine en position 260, une caractéristicee genes dits de la famille 882, en
référence a la terminologie des gemds chez les Vertébrés ('homologue 84 est
nommeé Nkx2.5 chez les Vertébrés). Cet acide amargtsessentiel a la spécificité du site
de liaison a 'ADN (Tsao et al., 1994).

En 2006, Elliott et al. définissent un nouveau diomale domaine YRD, conservé
dans la séquence du géxkx2.5 Ce domaine aurait coévolué avec ’homéodomaims. D
mutations au niveau de cette zone n’affectent péiaison a ’'ADN mais le domaine YRD
serait essentiel a la fonction du gene dans laiagedese chez I'embryon, d’apres des
expérience vivo sur embryons de souris. Le domaine YRD des Cépbhdks contient 4
tyrosines (fig. 44, fleches rouges). La comparaides séquences montre 72% d’identité
avec la séquence d&kx2.5de Danio rerio et seulement 32% avec la séquencérdaan
de Drosophila melanogastg(fig. 45). Il semblerait que I'architecture de linéodomaine
deNK4 ait été établie avant la divergence entre lesoBtomiens et les Deutérostomiens et

quetinmanait beaucoup dérive.

Le geneNK4, associé jugu’ici au développement des musclediagpues (Harvey,
1996 ; Mann and Caroll, 2002 ; Lints and al., 1983nm and Nirenberg, 1989 ; Okkema et
al., 1997), s’exprime dans les tissus mésodermigessbras, manteau et entonnoir, des
structures a fonction locomotrice pendant le dgyadonent deS. officinalis Chez la
sépioleEurpymna scolopesix géneddox sont exprimés dans le SNC. Les géHes sont
exprimés au niveau de la couronne brachiale, dea tlébl’entonnoir et dans le ganglion
stellaire (Lee et al., 2003).

Les genes appartenant au cluster ANTP semblent aawic eu des réles essentiels
dans le développement de nouvelles structures rolopigues liées a la fonction de
locomotion dans la lignée des Céphalopodes. Laitement massif de geneétox, mais
également de genes appartenant au clddtgoour la mise en place du manteau, des bras
et de l'entonnoir, semble avoir été un des mécasssmajeurs ayant contribué a

I'adaptation de ce groupe au milieu aquatique.
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Figure 44: Alignement des séquences protéiques partielléskde
homéodomainezone YRD, v : tyrosine conservée

Euprymna scolopes (Mollusque, Céphalopode),Sepia officinalis (Mollusque,
Céphalopode), Platynereis dumerilii (Lophotrochozoaire, Annélide),Capitella sp.

(Lophotrochozoaire, Annélide)Drosophila melanogastef(Ecdysozoaire, Arthropode),
Danio rerio (Vertébrés, Téeléostéens)
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NK4

Pourcentage
Séquence 1 Séquence 2 d'identite

Euprymna scolopes
Sepia officinalis | (Mollusque, Céphalopode 83%

Capitellasp
Sepia officinalis (Mollusque, Gastropode) 74%

Platynereis dumerilii
(Lophotrochozoaire
Sepia officinalis Annélide) 73%

Danio rerio
Sepia officinalis (Vertébrés, téléostéen) 72%

Drosophila melanogaster
Sepia officinalis | (Ecdysozoaire, Arthropode 32%

NK2.1

Pourcentage
d’identité
Séquence 1 Séquence 2

Platynereis dumerilii
Sepia officinalis | (Lophotrochozoaire Annélide 74%

Drosophila melanogaster
Sepia officinalis | (Ecdysozoaire, Arthropode) 72%

Danio rerio
Sepia officinalis (Vertébreés, Téléostéen) 44%

Figure 4E: Pourcentages d’identité entre les séquencegatigiques deS. officinaliset
celles d’autres organismes pour les génes carsésaiiu clusteK.
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3. Shh

La séquence dehhdeS. officinalismontre plus de 70% d’identité avec les séquences
des Céphalopodes et Gastropodes présentées (JigcelGui est congruent avec leur
appartenance commune aux Mollusques. Le plus swapteest le pourcentage d’identité
tres élevé avec la séquenceMies musculusun Vertébré Mammifere. Chez les Vertébrés,
les principaux rbles de SHH concernent la miselacepde I'axe nerveux central, avec son
réle dans la différenciation neuronale au niveaotrad (McMahon et al., 2003). Chez la
seiche, certaines des expressions observéespbaemblent étre indépendantes des axes
antéropostérieur et dorsoventral. C’est le casmotant pour les patterns au niveau des
bras.Shh pourtant trés lié a cet axe chez les Vertébrésqan et al., 1997b), est exprimé
tout le long de la corde nerveuse brachiale damstkdes tardifs du développement. Cela
suggere que ce gene a pu étre co-opté pour fonetiomlans divers contextes
développementaux, sans nécessairement étre reliéxas du corps. La fonction de SHH
dans la mise en place des bras des Céphalopodeg&tpeuwapprochée de celle du géne
homologue dans la mise en place des membres desbxég.Shhest exprimé par la Zone
d’Activité Polarisante (ZPA), zone située dansdgion postérieure des membres, et en
établit le pattern antéropostérieur (Johnson an@infal995; Dahn et al.,, 2007).
L’expression précoce dehhdans les bourgeons des brasSdefficinalisdes stades 16 a
20 peut étre liée a une polarisation des braméddales. Cette hypothése conduit a penser
que le role de SHH dans la mise en place des la&s dfficinalisserait de deux types a
différents moments de I'embryogenése : d’abord,rdgulation de [l'orientation des
membres a des stades précoces (16 a 20), puistidleode la mise en place du systeme
nerveux associé dans les stades tardifs (21 ai@tjoQuoi qu’il en soit, la conservation
de séquence du geskBhentre Céphalopodes et Vertébrés n’est pas foraganepprocher
avec une conservation des roles respectifs de @e®lbgues. Le recrutement du géne
pour de nouvelles fonctions, ou des fonctions sims dans des structures différentes

n'est pas allé de pair avec des modifications nmagde la séquence du géne.
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Shh

Pourcentage
Séquence 1 Sequence 2 d'identité

Euprymna scolopes
Sepia officinalis | (Mollusque, Céphalopode 83%

Octopus bimaculoides
Sepia officinalis | (Mollusque, Céphalopode 78%

Patella vulgata
Sepia officinalis (Mollusque, Gastropode) 7%

Haliotis asinina
Sepia officinalis (Mollusque, Gastropode) 72%

Mus musculus
Sepia officinalis (Vertébrés, Mammifére) 75%

Drosophila melanogaster
Sepia officinalis | (Ecdysozoaire, Arthropode 38%

Figure 4€ : Pourcentages d’identité entre les séquencegatigiques des. officinaliset
celles d’autres organismes pour le gehke
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Au sein de la famille des gené€sax Pax§ Pax2/5/8 et Pax3/7 sont présents et
exprimés au cours du développementSeofficinalis Seul le génd?ax1/9n’a pas été
trouvé. Ce gene n’a été décrit que chez un Lopbbtmoaire Brachiopodd,erebratula
transversa(Hejnol, 2010) mais jamais encore chez un Mollus@#perte dans ce groupe
n'est pas impossible a envisager. Les autres geaesaractérisés montrent que les génes
« en place » au moment de la divergence des Lamtiairoaires le sont restés dans la
lignée des Mollusques et celle des Céphalopodeantaux génes du clustsiK, NK2.2
reste crucial a caractériser du fait de son intgiea connue dans la cascagtéhchez les
Vertébrés (Ericson et al., 1997b). Celui-ci a ééerid chezPlatynereis dumerilii un
Lophotrochozoaire, par Denes et al. en 2007. Caksd penser que ce gene est bien
présent chez les Céphalopodes. Il en est de méuandgpgeneNKe6, intervenant également
dans la régionalisation du systeme nerveux che¥degbrés (Prakash and Wurst, 2006).

Les séquences des génes étudiesg Pax2/5/8 Pax3/7 NK4, NK2.1 et shh sont
globalement bien conserveées clgeofficinalis Il ne faut cependant pas occulter le fait que
les portions de séquences comparées comporter@mest les domaines les mieux
conservés dans le regne animal de facon généeaesébultats décrits ici ne sont pas
déduits des séquences entieéres. Les nombreux remamis dans les expressions et
potentiels réles des genes étudiés pendant le ajipahent dé&. officinalispourraient ne
pas étre dus a des modifications profondes dams &&guences. Les mémes mécanismes
moléculaires que ceux décrits chez des Vertébré&alysozoaires seraient impliqués
mais dans de nouveaux contextes structuraux, eoricavec le développement d’'une
fonction cruciale dans I'adaptation au milieu agquad, la locomotion, et plus précisément
la locomotion par propulsion a réaction observéezdes Teuthidae et les Sepiidae dont

fait partie la seiche.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les Céphalopodes posseédent un plan de corps tre® @& comparaison d’autres
groupes de Mollusques. Nombre des innovations nudogiques observées dans leur
lignée sont liées a la locomotion, fonction indispeble dans les processus adaptatifs a
I'environnement. C’est pourquoi nous avons chomsifdire un focus sur les systémes
directement impliqgués dans cette fonction : ledesyes nerveux et musculaire. Etudier
limplication de genes développementaux dans laemesn place du systeme
neuromusculaire pendant I'embryogenese du Céphaddo officinalis a permis
d’approcher quelques-uns des mécanismes a l'origmd’émergence des innovations
morphologiques liées a la locomotion. Nous nousmsemintéresseés principalement a trois
familles de génesfax NK etshh,du fait de leurs réles majeurs dans la mise ecepii
systeme nerveux et musculaire montrés chez lescespétudiées jusqu’'a présent,
majoritairement, des modéles « conventionnels »a@pant aux Vertébrés ou aux
Ecdysozoaires. Ces données nous ont permis noensend d’accroitre les données déja
disponibles pour comprendre [‘histoire évolutives damilles de génes étudiées, mais
également d'approcher les mécanismes d'évolutiors dsructures parmi les
Lophotrochozoaires et les Métazoaires de fagcong#ugrale.

L’expression du genlK4, jusque-la associé a la mise en place des tissdgaques
chez les Vertébrés (Olson, 2006) et la drosoptledner, 1993), concerne ché&
officinalis des structures mésodermiques qui sont surtoustiestures dérivées au sein

des Mollusques, impliquées dans la locomotion papuyision : le manteau externe, les
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bras et le tube de I'entonnoir. Il semblerait dui€4 ait été recruté de fagon secondaire
pour la différenciation de muscles puissants lodeoms, utiles pour s’échapper en
I'absence d’'une coquille protectrice. L’émergeneestructures musculaires massives se
serait donc faite concomitamment a un élargissenngnbrtant des roles de ce gene a la
mise en place des muscles locomoteurs. Une teltficetion d’'une structure originelle,
'unique pied des Mollusque, a nécessité d’autreslifitations au niveau du contrdle
génique.

Dans cette étude, nous décrivons aussi I'expressienPax2/5/8 pendant
'embryogenése de la seiche. Ce géne montre heofficinalis des expressions
mésodermiques. Ceci concorde avec les expressiossn@es déja dans le pied des
Mollusques étudiés (O’'Brien and Degnan, 2003). @esquages concernent ch&z
officinalis les structures appartenant a I'hydrostat, maisdagen plus importante, les
structures dérivées du pied, les bras et le tubd’em@onnoir. Dans la branche des
Mollusques, il y aurait eu une conservation du rdke Pax2/5/8 dans le pied. Les
expressions ddNK4 et Pax2/5/8 dans le tube de I'entonnoir, et non dans la poche,
suggerent des origines différentes pour ces dettepane formant qu’un seul et méme
organe chez I'organisme adulte.

Tandis que la coquille s’internalisait, un mode Ideomotion plus adapté était
nécessaire a la survie de ces animaux dépourvag @rotection par une coquille externe.
L’émergence des structures appartenant a I'hydr@s@onné un avantage considérable
aux Céphalopodes et, plus particulierement, awéd@aés : une locomotion rapide par
propulsion a réaction permettant un mode de predatfficace et une fuite rapide. Ceci
s'est fait notamment grace au recrutement de gpoesde nouvelles fonctions dans les
muscles locomoteurs, tel qidK4, ou grace a la conservation des roles de genesuian
structure unique, le pied des Mollusques. C’esjuiea été observé po®ax2/5/8dont les
expressions s’étendent parallelement a la modificate I'unique pied en plusieurs
organes participant a la locomotion.

En revanchePax2/5/8ne montre aucune expression au niveau du SNC, sinen
expression transitoire au niveau des tractus ogsigll s’agit pourtant d’'un géne clé dans
la régionalisation du SNC des Vertébrés. |l senalilejue dans ce cas précis, 'émergence
du cerveau des Céphalopodes, convergent avecdedWwertébrés n’ait pas impliqué les
mémes génes. Cette hypothese est confirmée paetiab d’expression dahh un autre

gene important dans la mise en place du systenveunerchez d’autres organismes, dans
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le SNC pendant le développementSleofficinalis Le cerveau des Céphalopodes est une
structure trés innovatrice non seulement parmi Neslusques mais aussi parmi les
Lophotrochozoaires. Les processus d’abord de nfighippn des ganglions ancestraux
puis de regroupement vers I'avant et enfin de coalece de ces ganglions en un cerveau
nN'auraient pas exigé les mémes modifications ggués que celles intervenues
concomitamment a I'’émergence du cerveau des Veégélrapparition de structures
analogues n’aurait donc pas encore requis forcélaenéme « trousse a outils génique »
durant I'évolution. Cependant, SHH présenterait déses en relation avec la
régionalisation du systeme nerveux chez la seischgmment dans la délimitation des
ganglions, exprimarRaxg et dans la mise en place de la bilatéralité.

La bilatéralité est un phénomene important a éufaidans la branche des
Céphalopodes dépourvus de cordon nerveux centials Mipportons dans cette étude
guelques éléments de réponse quant a son modesdeemplace. Grace a des balnéations
en présence d’'inhibiteurs, nous montrons que lagegeéhh et nodal seraient bien
impliqués dans la régionalisation droite/gauchelaleseiche. Ces genes auraient donc
conservé ces fonctions, montrées chez d’autregpgsod’animaux, en dépit de I'absence
de cordon nerveux. La zone origine de cette misplace pourrait se situer le long de
I'axe de symétrie bilatérale chez les Céphalopoaesiveau du manteau, comme suggéré
par les HIS du génshh Les mémes génes assureraient par conséquenté&egesm
fonctions, mais dans différents contextes dévelomgreaux. La question de la perte d’une
chaine nerveuse centrale peut se poser dans kéeligas Céphalopodes. Un scénario
possible consiste a penser qu’'une série de gamsghtignés ventralement chez I'ancétre
commun des Mollusques se seraient regroupés vavanf. La situation du systéme
nerveux des Gastropodes constituerait I'état desitian vers cette cérébralisation
poussée. Le groupement des ganglions, devenusahblést lobes de cerveau chez les
Céphalopodes, ne se serait pas produit simultartémesc un « déplacement » de
I'expression du génshhvers I'avant également. Ce géne aurait conservéeMpeession
de long de 'axe de symétrie. On trouve chez lgsh@B®podes des ganglions périphériques
spécifiques, les ganglions stellaires, qui se sitletéralement, de part et d’autre de I'axe
de symétrie droite/gauche dans le manteau. Nougoms&apas noté d’indice quant a
I'implication de cette structure dans la mise escpldu systéme nerveux en général dans

cette étude. Les mécanismes de formation de catietige restent pourtant un point
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essentiel a éclaircir pour avoir une vision plusnptete des processus de modifications
intervenus dans le systéme nerveux des Céphalopodasurs de I'évolution.

Le développement de la locomotion par propulsiagaction chez les Coléoides a
donc exigé des bouleversements non seulement nairesuimais également nerveux. Ces
innovations morphologiques ont été accompagnéesnoeifications dans le controle
génétique de la mise en place de ces tissus. Sbles moléculaires n’ont probablement
pas été touchées, elles ont pu se mettre en phate différents contextes structuraux, et

méme, tissulaires.

La présente étude montre l'intérét et la pertinahcenodele Céphalopode en Evo —
Dévo. S’ils appartiennent a un groupe encore pedi&tles Lophotrochozoaires, ce fait
est loin d’étre leur principal atout. Pour congitwin « bon modéle » dans le domaine de
I'Evo — Dévo, en plus de remplir les « trous phygodtiques », le modéle doit également
étre approprié a I'étude de themes clés dans disttgline. C’est le cas des Céphalopodes
qui, par leurs nombreuses innovations morphologiqe¢ structures convergentes,
permettent une approche des mécanismes pouvantegéte telles caractéristiques.
L’étude des mécanismes ayant conduit a des stasctoouvelles dans la branche des
Céphalopodes parmi les Mollusques est une fenéiverte sur les mécanismes qui ont
rendu possible la diversification a I'échelle pgrande des Métazoaires.

Nous nous sommes attachés ici a I'étude de deugepsas impliqués dans la
locomotion : d’'une part, la spécification et la eté@ination au niveau nerveux ; d’autre
part, la mise en place des tissus musculaires.ti@ssystemes restent encore a étudier,
comme le systeme circulatoire clos, état uniqueea des Mollusques, en relation avec la
fonction de locomotion, puisqu’il favorise une nheiire distribution de I'oxygene aux
muscles locomoteurs. Les convergences physiologigatre les systemes circulatoires des
Céphalopodes et des Vertébrés ont déja été soaigiBchipp, 1987 ; Wells and Smith,
1987). Certaines expressions de génes observédamdiembryogenese d&. officinalis
peuvent étre considérées comme des pistes d’étudén@e de nous conduire a mieux
saisir les mécanismes de la formation de ce systrieé. Les branchies, par exemple,
sont positives pouPax6a des stades précoces et les vaisseaux aux sadiés C'est la
premiere fois qu’une expression de ce gene estnaisalans des tissus participant du

systéme circulatoird?ax6a pu étre recruté chez les Céphalopodes avewé&toppement
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d’'un systéme circulatoire plus complexe, ceci [&td-en liaison avec le développement
musculaire. Il ne s’agit la qu'une des voies deheeche encore inexplorée chez les
Céphalopodes. Les mécanismes d’adaptation suiate gitysiologique, et notamment au
cours du développement, constituent aussi une @ergp importante de recherche dans le
cadre d'une étude « Eco-Evo-Dévo ». Les ceufs dinesadtant régulierement découverts
au rythme des marées et donc exposés a des vasiainvironnementales majeures, les
mécanismes de régulation physiologique seraiertianng a caractériser dans le contexte

de I'adaptation a I'’environnement.

Cette étude présente une approche des mécanismpsrmqettent 'émergence de
caractéres nouveaux dans une lignée. La duplicatien génes et leur sous-
fonctionnalisation ultérieure ont joué tres cerament un rbéle majeur dans la
diversification des organismes tels que les Veégbburant cette étude, nous n'avons pas
caractérisé de genes spécifiques aux Céphalopguesrt@nant a quelques-unes des
familles géniques particulierement importantes pahde développement, notamment les
familles Pax et NK. Par ailleurs, certains génes caractérisés clards especes tels que
Pax1/9 ou Paxs, I'un et l'autre présents chez des Lophotrochazsain’ont pu étre
caractérisés. Cependant, la diversification par licagion et sous-fonctionnalisation
n'exclut pas la perte de certains génes. Les Verséh méachoire (Gnasthostomes), par
exemple, ont perdu le gehK7, qui est présent pourtant chez 'amphioxus (Takagball.,
2008). La présence de genes nouveaux dans la ligse€éphalopodes n’est pas a écarter,
puisque la banque ESTs contient des séquencespondant a des protéines putatives,
sans homologue connu chez d’autres espéeces. Des gaapres aux Céphalopodes ont pu
intervenir dans la formation de structures spégég] Néanmoins, la présente étude montre
que d’autres mécanismes peuvent également interdanmis I'apparition de nouveautés
morphologiques. En ce qui concerne les structuégsvékbs du pied des Mollusques,
I'entonnoir et les bras des Céphalopodes, on peggé&er le scénario suviant: 1/ un
premier recrutementPax2/5/8 pour I'apparition du pied des Mollusques chez les
Lophotrochozoaires, 2/ une extension des roleexypigtant de ce méme gene au sein des
Céphalopodes dans le méme tissu pour la spécialiséul pied en bras et entonnoir, 3/ un
second recrutemeniK4, toujours pour I'émergence de ces structures.sNaantrons
aussi gu’un troisieme mécanisme est possibleadisde conservations de fonctions dans

des structures ou des caracteres analoglaes€i(shh nodal) comme la bilatéralité.
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Des génes ayant des rbles trés complexes chezhssbves sont aussi présents chez
les Spongiaires et les Cnidaires. Des genes cquowsétre de premiére importance dans
la formation et la mise en place du systéme nercbex les Vertébrés ont des homologues
chez les Spongiaires qui ne possedent pas de ecaleiveusePaxB par exemple,
s’exprime de fagon transitoire durant le développeinde I'épongdmphimedor{Larroux
et al., 2010). Ces génes ont des roles ancestrais<pussedent une forte plasticité. C’est
le cas pour les génes des familRes, NK ou shh Les résultats obtenus ch&zofficinalis
confortent I'idée de I'importance du potentiel awiflde ces génes « maitres » au cours du
développement. Si les caractéristiques structurddéss genes étudiés n'ont été que peu
remaniées durant I'évolution comme le montre légnaiments de séquences notamment,
des bouleversements plus importants ont pu pautdear mode d’action et leurs réles, tel
qgue le suggerent les patterns d’expression de @essgpendant le développementSie
officinalis. L'originalité de certaines structures des Cépbadies irait de pair avec des
changements dans les voies moléculaires de corgtdpmssiblement dans les relations
entre les genes au niveau spatio-temporel. C’'esterjuent cette plasticité génétique
extraordinaire qui permet I'émergence et les modifons des structures en réponse a la
pression environnementale. Les « switch » ou eidarge roles de génes chez un groupe
aussi dérivé gue les Céphalopodes, montrant dansideée un degré de spécificité assez
exceptionnel, ouvrent des pistes sur les mécanism@sétiques permettant la

diversification des organismes.
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Annexe 1

Table de développement embryonnaire deSepia officinalis L (Mollusque
Céphalopode), Lemaire, 1970

a. Segmentation

Stade 1
(Euf fécondé insegmenteé.

Stade 2
Deux cellules, le premier plan de segmentationmexidien et coincide avec le plan de
symeétrie bilatérale du blastoderme

Stade 3

Quatre cellules. Le®2®°plan de segmentation, légérement oblique par ragpopremier,
entraine une division inégale des cellules du stadBeés le stade 3, la segmentation
devient donc inégale mais la symétrie bilatéralsipte.

Stade 4
Huit cellules. Les divisions deviennent inégaleassinchrones.

Stade 5

Seize cellules. Le blastoderme présente deux zones

- une zone centrale constituée par deux celluks @élimitées : les blastomeres ;

- une zone périphérique constituée par quatorzenetltss dépourvus de limite
périphérique : les blastocdnes. Ce sont eux guifeomer le syncytium vitellin.

Le blastoderme présente encore une symeétrie la@latbren nette.

Stade 6
Trente-deux cellules : douze blastoméres et vilagtbcones.

Stade 7
Soixante-quatre cellules : trente-six blastomernesimgt-huit blastocbnes. La symétrie
bilatérale n’est plus apparente.

Stade 8
Morula : segmentation avancée. Les blastoméreseiarom disque central entouré par les
blastocones.

Stade 9
Blastula : fin de segmentation. Les blastocénesarg plus contigus. lls ont une forme
caractéristique en massue.
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b. Gastrulation

Stade 10

Début de la gastrulation qui se traduit par I'ajtar de I'anneau entomésodermique a la
périphérie du blastoderme. A I'extérieur de cetemu les noyaux des blastocénes se
divisent, formant des files radiales.

Stade 11
Extension de l'anneau entomésodermique. Appariles noyaux « vitellins » qui se
forment a partir des éléments des files radiales.

Stade 12
Le syncytium vitellin commence a recouvrir le Vsl
Le blastoderme présente 3 zones bien distinctes :
- une région centrale ou se formera le sac de lail®gu
- une région moyenne qui correspond a la mise er plad’entomésoderme ;
- une région périphérique trés étroite : c’est la fm@me périvitelline ou syncytium
vitellin qui s’est constituée a partie des noyait&lins.

Stade 13

Epibolie 1/3. Début de la formation de I'ébauchébgyonnaire qui présente une symétrie
bilatérale marquée. Dés ce stade, on peut distingne aire embryonnaire (régions
centrale et moyenne) et une aire extra-embryonsyrecytium vitellin).

- une région centrale dont le bord devient plus aatill c’est le futur sac de la
coquille.

- une région périphérique ou s’esquisse une difféatioa morphologique sous
forme d’épaississements symétriques. C’est paotd bxterne de cette zone que
se fait I'accroissement de I'aire embryonnairezdae centrale gardant les mémes
dimensions.

Stade 14
Epibolie 2/3. L'aire embryonnaire s’accroit et pgwt sa différenciation ; I'apparition de
certaines €ébauches permet d’orienter le futur earbry
- épaississements ovalaires dorso-latéraux qui fanmhdes parties latérales de la
téte et les yeux ; ce sont les lobes céphaliquésitlier ;
- épaississement plus marqué du cercle centraligiferdu manteau ;
- épaississement ventral & I'origine des bras (éigamment brachial).
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c. Organogenése

Stade 15

Stade du bouchon vitellin. Environ 5/6 du vitelsst recouverts par le syncytium vitellin
et I'ectoderme extra-embryonnaire.

L’épaississement correspondant a I'ébauche du mantenitant la zone centrale, s’'est
élargi en forme d’écusson pentagonal dont la pasterientée ventralement.
L’épaississement brachial enveloppe maintenanioless céphaliques ; les ébauches des
bras commencent a s’individualiser. Ebauches pdissbras 5, 4, 3, 2, 'ébauche 3 étant
plus discrete, voire absente. Ebauche des brangagesncore bien nette.

Apparition de I'ébauche oculaire sous forme d’égiagement plus marqué dans la moitié
supérieure de chaque lobe céphalique.

Au stade 15, il y a formation d’espaces sanguinsiigeau du syncytium vitellin, en
continuité avec les lacunes sanguines entourambhdsse vitelline dans le sac vitellin
externe. Ce systéme circulatoire primaire est parcpar les vagues contractiles régulieres
sur la surface de I'enveloppe vitelline. Les sinssnguins situés dans I'embryon
deviennent différenciés comme une partie du sysiameux définitif.

Stade 16
Le sac vitellin externe est définitivement condit(vitellus + syncytium vitellin +
ectoderme extra-embryonnaire).
Une fois le sac vitellin refermé, des vagues péticpies de contractions se propagent sur
le sac vitellin externe et permet le mouvement ahygsdes lacunes du sac vitellin externe
vers les sinus sanguins de I'embryon. Les nutrisy@noduits par le syncytium vitellin
passent par les espaces intercellulaires des tisssiges sinus sanguins.
Invagination du stomodeum et apparition de la beu¢tormation de la vésicule optique
primaire par invagination de I'’ébauche oculaire.
Ebauches paires des bras 5, 4, 3, 2, I'ébauchan @glus discrete. Ebauches de branchies
bien nettes.
Apparition de I'entonnoir sous forme de deux paidébauches bien distinctes et
symétriques par rapport a I'axe du blastoderme :

- deux épaississements latéraux correspondent a da e I'entonnoir et aux

muscles rétracteurs du siphon ;
- deux replis ventraux correspondent au tube dedtertir.
Apparition des statocystes sous forme d’épaissiesetirculaires.

Stade 17

Vésicule optique primaire a demi fermée. Les 1Québas des bras sont visibles : les 5,4,2
sont dédoublés ; les 1 et 3 sont encore simplesoats développés. Les ébauches des
autres organes s’accentuent.

Stade 18
Vésicule optique primaire fermée. Bouche bien diééien Branchies pédiculisées. Bords
du manteau plus épaissis et Iégérement releves.

Stade 19
Début de pédiculisation de I'embryon : constrictidn sac vitellin au niveau de la
couronne brachiale. Fermeture du sac coquillies. h@ds du manteau commencent a se
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rabattre sur le blastoderme et a recouvrir lesdirias. Les replis du tube de I'entonnoir se
sont soudés aux replis correspondant a la basmuedes rétracteurs du siphon.

Les 10 ébauches des bras sont paires. Invagindd@enstatotcystes. Glandes salivaires
visibles au fond du stomodeum.

Stade 20

La séparation entre 'embryon et le sac vitelliteexe est plus accusée.

Le sac coquiller est fermé. Les statocystes se ismaiginés mais s’'ouvrent encore a
I'extérieur. L’ébauche dédoublée des bras commargestomper : les 3 sont encore plus
réduits, les 4, plus développés que les autreesmondent aux futurs tentacules.

Les ébauches du tube de I'entonnoir se sont réenigs elles sur la ligne médiane.
Ebauche des lobes optiques sous forme de massanipemtes en arriére de I'ceil.

Le manteau continue sa progression et recouvrease ldes branchies. Apparition des
nageoires.

Stade 21

Les bras 5, 4, 3, 2 sont ramenés ventralementdand les bras dorsaux sont situés prés
de la bouche.

Apparition des replis de I'iris.

Les extrémités antérieures des ébauches du tulentnoir se sont rapprochées.
Ebauche du cristallin et des ventouses sur les bras

Différenciation des branchies : 2 a 3 feuilletsniotdaux apparaissent sous forme de petits
plis transversaux par rapport a I'axe des branchies

Lobes optiques proéminents en arriere de I'ceil.

Stade 22

Soudure des ébauches du tube de I'entonnoir parfdea interne et par leurs extrémités
antérieures.

Cristallin sous forme de baguette réfringente.

Le manteau recouvre environ la moitié des branchies

Longueur dorsale du manteau 0,8 + ou — 0,1 mm.

A partir de ces stades ou I'embryon va se redresiserendre du volume dans le sens
antéropostérieur, le sac vitellin va se compresstarmer 2 sacs, interne et externe.

Le sac vitellin externe va devenir un organe a patiere comprenant des systemes
respiratoire et circulatoire avec une musculatateva bien avant la formation des cceurs.
La surface du sac est recouverte de cils qui péemtetine circulation continue du fluide
périvitellin autour de I'embryon.

Stade 23

Les ébauches antérieures de I'entonnoir ont towmenfusionné pour former le tube
siphonal. Les parties postérieures de I'entonrzasé¢ et muscles du siphon) laissent entre
elles une ouverture triangulaire.

Présence de 6 a 7 feuillets branchiaux.

Apparition de I'organe de Hoyle

Longueur dorsale du manteau : 1,1 + ou - 0,1mm.

Le sac vitellin interne est compressé et ce guwiltient est extrudé vers le sac vitellin
externe par les organes contractiles de I'embryon.
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Stade 24

L’entonnoir est définitivement constitué.

Le bord du manteau recouvre la base de I'entonebila papille anale, laissant
découvertes les extrémités des branchies.

Cristallins sphériques. Début de la pigmentatioted@tine en jaune-orangé.

Longueur dorsale du manteau : 1,5 + ou - 0,2 mm.

Le sac vitellin diminue en taille du fait de I'alpption du vitellus (basé sur l'action du
syncytium vitellin qui libére le matériel nutritifans le flux sanguin) et du fait du transfert
du vitellus directement dans le sac vitellin ingern

Stade 25

Le manteau a totalement recouvert les branchidesemuscles de I'entonnoir. Rétine
orangée.

Apparition de quelques chromatophores jaune-orangeda face dorsale, au niveau du
« col », entre la téte et le manteau.

Longueur dorsale du manteau : 2 + ou - 0,2 mm.

Stade 26

Poche du noir visible sur la face ventrale. Rétirengée.

Apparition de la cornée secondaire.

Multiplication des chromatophores jaune - orangdatace dorsale et sur les flancs.
Organe d’Hoyle bien apparent sous forme d’ancre.

Longueur dorsale du manteau : 3 + ou - 0,3 mm.

Stade 27

La cornée secondaire recouvre la moitié de I'ogdtirie rouge-orangée.
Chromatophores dorsaux plus nombreux et plus fofucéagés).
Longueur dorsale du manteau : 4 + ou - 0,3mm.

Stade 28
(il entierement recouvert par la cornée secondaigtne marron.
Longueur dorsale du manteau : 4,7+ ou - 0,3 mm.

Stade 29

Apparition de la paupiére secondaire ventrale stotieomatophores sur la face ventrale.
Chromatophores dorsaux trés nombreux et foncéggmsanoirs).

Longueur dorsale du manteau : 5,5 + ou - 0,4 mm

Stade 30

Stade de I'éclosion. Pupilles en W.

Sac vitellin externe totalement résorbé ou presque.
Longueur dorsale du manteau : 7 + ou - 1 mm.



Annexe 2

Alignements des séquences nucléotidiques et protéas pour chacun des genes
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caractérisé chez. officinalis

Les positions des amorces utilisées pour I'amplifation sont indiquées par des fléches.

Alignement des séquences nucléotidiques du domaipaired de Pax6

Pdunerilii
Hasi ni na
| obsol et a
Eupr ymmasc
Sepi aof f

Pdunerilii
Hasi ni na
| obsol et a
Eupr ymmasc
Sepi aof f

Pdurmerilii
Hasi ni na
| obsol eta
Eupr ymmasc
Sepi aof f

Pdumeri | ii
Hasi ni na
| obsol et a
Eupr ymmasc
Sepi aof f

Pdunerilii
Hasi ni na
| obsol et a
Eupr ymmasc
Sepi aof f

Pdunerilii
Hasi ni na
| obsol et a
Eupr ymmasc
Sepi aof f

Pax6-F1

TGTGATATCTCACGAATTTTACAGGT GTCGAACGGT TGTGTTAGCAAAAT TCTGGGGCGT
TGTGACATATCTAGAATTTTGCAAGTATCGAACGGT TGT GTGAGCAAAAT TTTGGGOCGT
TGOGACATCTCGOGCATCCTGCAGGT CTCCAACGGCT GOGT GTCCAAGAT CCTGGGOCGE
TGOGATATCTCTCGTATACT CCAGGT GTCCAACGGT TGTGTTAGCAAAAT TCTTGGACGG
--------------------------- TCCAACGGCTGOGT TAGCAAGAT TCTCGGACGG

*k kkkkk *k*k k% *k*k k% * k% k%

P P P PR DU DR BTN BN DR DR DU
5 15 25 35 45 55

TACTACGAAACGGEGEGT CGATCAGACCCCGCGCCAT CGECGGAT CTAAGCCT CEEGT GECG
TACTACGAGACCGGCT CCATCCGGECCAAGAGCCAT TGGT GGCAGCAAACCAAGAGT GECT
TATTACGAGACGGEGECT CCAT CCGECCCCCEECCAT CCGECGGAAGCAAGCCT CGCGTAGCC
TACTATGAGACCGGCT CCATAAGGCCGCGCGCGAT CGEEGEECAGT AAGCCGAGAGT GBCG
TACTATGAGACGGEGECT CCATAAGGCCGCGCGECGAT CGEEEECAGCAAGCCAAGAGT GBCG

%k *xk *k Kk K**x K**x *% * k% * k*x *k*x **k k% **x k% * k*x k%

A P P R DR DR DN D DR B B D
65 75 85 95 105 115

ACCCCGGAAGT CGT CAACAAAGT AGCCCAGT ACAAGCGGGAATGCCCCTCCATTTTCGCC
ACAAATGACGT TGTTTCAAAAATTGCGCAGT TTAAACGCGAGT GCCCGTCTATG: - - - - -
ACAGT GGACGT GGT GECCCGCAT CGCCCAGT ACAAGCGCGAGT GCCCCTCAATCTTCGCC
ACCCCGGAAGT GGTACAGAAAAT CGCCCAAT TCAAGAGGGAGT GCCCCTCGATATTCGCA
ACCCCTGAAGT TGT GCAGAAAAT AGCCCAAT TCAAGAGGGAGT GCCCCTCGATATTCGCA

* % %k k*k k% * k% k% % * * * k**k k*kkk*k k*k k%

A T P S N DU DU DR DR B
120 125 135 145 155 165

TGGGAAATAAGGGACCGT TTACT CAGT GAAGGAGT CTGT AAT CAGGATGATATACCCAGT

TGGGAAATTAGGGAT CGATTGCTGTCAGAAGGAGT TTGCACTCAGGATAATATACCAAGT
TGGGAAATTAGGGACCGAT TGCTGT CAGAAGGAGT TTGCACACAGGATAATATACCAAGT
T T P T e P D B R T D P

175 185 195 205 215 225

GITTCCTCCATCAACAGGGT GCTCAGAAACT TGECCAGT GAAACGCAAAAGACGACATTA

GTATCTTCGATAAACAGGGT GCTTCGTAATCT TGCAAGCGAAAAT CAGAAGGTTCTTGGT
GTTTCTTCGATAAACAGGGT GCTTCGTAATCTTGCAAGCGAAAAT CAGAAGGT TCTTGGT
N T e B e P D B R D D P

235 245 255 265 275 285

TCACAAAATCCTATGTATGACAAACT GGGT TTCCTAAAT GGACAAGCT TGECCTAGGACG

CAGGGGACTACAATGTACGATAAACT TGGT CTCCTGAAT GGCCAGGCATGECCCCGCCCA
CAGGGGACTACAATGTACGATAAACT TGGT CTTCTGAATGGT CAAGCT TGGCCACGCCCA

T T T T D B D e T D T P
295 305 315 325 335 345



Pdunerilii
Hasi ni na
| obsol et a
Eupr ymmasc
Sepi aof f

Haliotis asinina(Mollusque, Gastropodellyanassa obsoletéMollusque, Gastropode)
Pdumeriliis dumerilii(Lophotrochozoaire, AnnélidefLuprymna scolope@viollusque,

- 265 -

Pax6-R4
AATCCTTGGTACGCCCCAAAT GCACCTAT GCATGGACTGAGTATGA

AATCCCTGGTACGCACCTAACGCCTCTATGGCCGGACTGAGCGCTC
AATCCCTGGTACGCACCTAATGCCTCCATGA- - === === == o e = = -

O P P P D O R D B
355 365 375 385 395

Céphalopode)Sepia officinalis(Mollusque, Céphalopode)
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Alignement des séquences protéiques du domaine pairde PAX6

Pdunerilii CDI SRI LQVSNGCVSKI LGRYYETGSI RPRAI GGSKPRVATPEVVNKVAQYKRECPSI FA
Hasi ni na CDI SRI LQVSNGCVSKI LGRYYETGSI RPRAI GGSKPRVATNDVVSKI AQFKRECPSI - -
| obsol et a CDI SRI LQVSNGCVSKI LGRYYETGSI RPRAI GGSKPRVATVDWWARI AQYKRECPSI FA
Euprymasc CDI SRI LQVSNGCVSKI LGRYYETGSI RPRAI GGSKPRVATPEVWQKI AQFKRECPSI FA
Sepi aoff  --------- SNGCVSKI LGRYYETGSI RPRAI GGSKPRVATPEVWXKI AQFKRECPSI FA
EE I I T I R I I I I I :** ::**:*******
I I L I I I I I [ I I
5 15 25 35 45 55

Pdunerilii V\EI RDRLLSEGVCNQDDI PSVSSI NRVLRNLASETQKTTL SQNPMYDKL GFL NGQAWPRT
Hasi Ni NA s s s s s i et e e e e oeaaaoa oo
(o] o 1Yo ] =] - H R e
Eupr ymmasc VEI RDRLLSEGVCTQDNI PSVSSI NRVL RNLASENQKVL GQGT TMYDKL GL L NGQAWPRP
Sepi aof f V\EI RDRLLSEGVCTQDNI PSVSSI NRVLRNLASENQKVL GQGT TMYDKL GLLNGQAWPRP

P T L I I I Y I I T PSP I

65 75 85 95 105 115
Pdunerilii NPWYAPNAPVHGL SM
Hasinina = ---------------
| obsoleta = ---------------
Eupr ymmasc NPWYAPNASVAGL SA
Sepi aof f NPWYAPNASM - - - -
R I e |
120 125

Haliotis asinina(Mollusque, Gastropodellyanassa obsoletéMollusque, Gastropode)
Pdumeriliis dumerilii(Lophotrochozoaire, AnnélideLuprymna scolope@viollusque,
Céphalopode)Sepia officinalis(Mollusque, Céphalopode)

Le groupe IV Pax6etPax4 montre un domaine paired et un homéodomaine paais
d’octopeptide.
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Alignement des séquences nucléotidiques partiellds Pax2/5/8

Dr osophi |l a
Pdurmerilii
Cfornicata
Sepi aof f

Dr osophil a
Pdurmerilii
Cfornicata
Sepi aof f

Dr osophil a
Pdumeri | ii
Cfornicata
Sepi aof f

Dr osophi |l a
Pdunerilii
Cfornicata
Sepi aof f

Dr osophi |l a
Pdunerilii
Cfornicata
Sepi aof f

Dr osophi |l a
Pdunerilii
Cfornicata
Sepi aof f

Dr osophi |l a
Pdurmerilii
Cfornicata
Sepi aof f

Pax3i7F1

------------------------------- GTCATGGAGGOGT TAATCAACT TGGTGGC
--------------------------------- CACGGCGGCGT GAATCAATTGGGGGGA

AAAAAGAAGGGCCCAGCT AAACGGAAGAAGGGACACGGGGEGCGT GAAT CAGCT GEGCGRG
----------------------------- GAGATTOGOGATOGTTTATTATC: - - AGAGA

* k k **k k%

.|...4....|...4....|...4....|...4....|...4....|...4
5 15 25 35 45 55

GTATTCGITAATGGTCGCCCACTTCCCGATGTICGI TG - - - GTCAGCGTATTGT GGAGCT
GTATTTGTAAATGGAAGACCTCTCCCAGACGTGGITC:- - - - GAACGCGGATAGTGGAGT T
GIGTTTGTCAACGGACGACCGT TACCAGACTCGGTAGC- - - - GGACTCGCATCGT CAAGCT
ATATCTGCAGCCAAGACAATGI TCCGAGCGT CAGTTCT, ATTAACAGAATAGT CCGGAATC

* * * * % * **x %

.|...4....|...4....|...4....|...4....|...4....|...4
65 75 85 95 105 115

GGCCCATAATGEEGT CCACCCATGT GACATATCACGT G- AATTACGTGIT TAGTCACGGT T

AGCCCACCAAGGAGT CCGACCATGTGACATCTCACGGC- AGCTCAGAGT TTCCCATGECT

GI' CGCAGGAGGGAATACGT CCTTGCGAGATTTCTAGAC- GACTCCGT GTCTCGCATGGAT

GAGCCGCAGAAAAAGCCAAGGCT CAAAACCCGCAGGECCCAGT CGAGT CCCCCACTTCAAG
* * * * * *  * * *

A PR P R DR DR DR D DR DR DU D
120 125 135 145 155 165

GIGTGTCTAAAATACTTTCAAGATATTATGAGACTGGTAGT TTTAAAGCTGGTGITATTG
GIGTCTCAAAGATTTTAGGAAGGTACT ACGAGACAGGCTCAGT CCGCCCAGGEGTCATTG
GCGTGAGCAAAATTCT CTGCAGGT TCCAGGAGACGGEGEGT CCACCAAGCCCGEGEGETGATCG
GI'GAGGCCCCACCACCGGECTCTTAACCAGACT CAGGCTCCTGCTGEGECAGATGGTATGA

* % * * * % * * %

A P P IR DN DR DN D DR D BT D
175 185 195 205 215 225

GCGGGTCCAAACCTAAAGT GGCCACT CCCCCGGT TGTAGATGCAATAGCAAACTATAAAC
GTI'GGCTCCAAGCCCAAGGT GGCCACCCCCAAAGT CGTAGGGGCCATCTGCAAATACAAGA
GCGCCTCCAAGCCTAAAGT GGCCACGCCCCAAGT GGT GEECGCCAT CAGCCGCTACAAGG
CACGACCCGGACCCT ATTCAATAAGT GGAATCT TGGGAATCCCT TCT CAAAACT CAGCGA

* % * % *  *

..|...4....|...¢....|...4....|...4....|...¢....|...¢
235 245 255 265 275 285

GCGAAAATCCCACAATGT TTGCTTGCGAGATACGAGATCGACT TTTGECAGAAGCTATAT
GAGAAAACCCGACAAT GT TCGCCT GGGAGAT CAGGGACCGGECTACT GECTGAAGGAGT GTf
CCGAAAACCCCACCATGT TCGCCT GGGAGATACGGGACAAGCT CATCGCCGACCAAGT GT
ATTTGAATAATGGAAACT TTAAACGGAAAAGAGATGACGAATCC—IBT G,CAAAATGGCCAT

* * * * * %k k % * * * *

..|...4....|...4....|...4....|...4....|...4....|...4
295 305 315 325 335 345

GC- TCCCAAGATAATGT TCCCAGCGT TTCTTCGATAAACCGA- ATTGTAAGGAATAAAGC
GT- GATCAAGAAAAT GT CCCAAGCGT TAGT TCTATCAACAGA- ATTGTGAGAAACAAAGC
GT- TCCCCTGACAATGCCCCCAGCGT CAGCTCTATTAACAGG- ATCGTACGCACCAGAAC
GCAGATCCAGAAAACAGAACAGACA - - GCAAAATGACOA\GATGATTTATCCAAOAGAAC

* **k k% * * **k * * % * * k* %

..|...4....|...4....|...4....|...4....|...4....|...4
355 365 375 385 395 405



- 268 -

Dr osophil a CGCCGAGAAAGCCAAACAC- - - - - - - GTACATCATCACCAGCAGCATCATGTTTCTCAGA
Pdunerilii AGCAGAAAAAGCCAAACACAGCATCAGT CCGCCCCTCCAGACAGGCTCGCCTCCCCTCCA
Cfornicata AGTGGACGCTGCTCG - - = === === === s s s s m e e e e e e e mm oo me oo oo
Sepi aof f ATACCGTAATTCCACCCAAGGTTTCACGTATTGATCACAACTCCAACT CGAACGGACAGA
*
O [ I It I I I I R PP I
415 425 435 445 455 465
Dr osophi |l a GT CTGGGT GGGEGEGECATATTGCCACGGAAAGT GTTGACAGCAGCACAGGAACAATCGGAG
Pdunerilii GCC- AACCAGCACCCCCTCCGCCACCCCCGCCGCTGGTTACACAATCATGGEGCATCTTAG
Cfornicata = m- - me et e e e e e e i oeoioaoa-o---
Sepi aof f ATTATTCGGTGTATCAACCCGCTTTCAACAATTTTGTTCCGAATACCT CAGCAAACGAAA
T e I [ T I I T P R I e
475 485 495 505 515 525
Dr osophi |l a AACCGCAGCCACCAACTAGTAATAGCAGTGCTAATTCTGTAAACACAAACGT ATCGGCGT
Pdunerilii GGCCCGGTGCTCCCGCCCT CACCGCCGCCGACCCT GCTGGACAGAAGAGAAAGAGAGAGG
Cforni cata = m- s s s m e m e e eeeiiioaoao-
Sepi aof f TACCAAAAG- ACTATCAGCCAATTAAGCAGGAAATGCCGTTACCTGGGTC- - ATTGGCCT
P e P L I I T I I I I IR |
535 545 555 565 575 585
Dr osophi |l a CGGCGAGT GTACACGCATCTATTCCAACGT CTGGCACTGATTCTGTCCAAGTTTCAGT CG
Pdunerilii ATGT GAACGGACATGCTGATGGAGAT GTAACGAACAACAACAAT GAAAACAGACAAGACC
Cforni cata s - s s s m e e e i i oeeiiaoaoao-
Sepi aof f CGCCGGEGT GGTGGT GECGT TGAAGGT TCGAAT TACAGT CCGCCCATTGCTCCTGCAACCA
P e P L I I T I I I I IR |
595 605 615 625 635 645
Dr osophi |l a GTCATATCAATGCCAATAGCAAT GAAACCACCCATATAAACT CAACGGCTGAACAAAGAA
Pdunerilii ACAATATCTGGTTCGACCCGTATACGA- - AGCTAGCCCGACTTGACGACGAGAACCACGT
Cfornicata m- - o et e e e e e eeoimaoooo---
Sepi aof f CATACAGTACAAGCCAAATTTATTCCAGTI TCAACGGT TGGCGTATCACCTCTGGICCCTC
T e I [ T I I T P R I e
655 665 675 685 695 705
Pax3/7R1
Dr osophil a CGACTGGATATAGCATAAATGGAATATTAGGAATACAACATGGACACCATTCTC
Pdunerilii CTGGGAGAGGT CTT- == == === === s s s s e e e e e e e e e e e e o e m e oo -
Cfornicata @ ----mmm oo
Sepi aof f CCACTGGCTACAACGGAAGCGTACCAACTAACGAG- - - - === ======--=-----

N P P e R DR P T DR R D
715 725 735 745 755

Platynereis dumerili{Lophotrochozoaire, Annélide§jrepidula fornicataMollusque,
Gastropode)Drosophila melanogastdEcdysozoaire, Arthropode$epia officinalis
(Mollusque, Céphalopode)
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Alignement des séquences protéiques partielles dAXR2/5/8

Drosophila  ----------- HGGVNQL GGVFVNGRPLPDVVRQRI VELAHNGVRPCDI SRQLRVSHGCV
Pdurmerilii ----------- HGGVNQL GGVFVNGRPLPDWRTRI VELAHQGVRPCDI SRQLRVSHGCV
Cforni cata KKKGPAKRKKGHGGVYNQL GGVFVNGRPLPDSVRTRI VKLSQEG RPCEl SRRLRVSHGCV
Sepi aoff = mee e VDRTRI VELAHQGVRPCDI SRQLRVSHGCV
* ***: *: *: ***: ***: *kkkkkk*k
P P O I I I T I I P PP
5 15 25 35 45 55
Dr osophi |l a SKI LSRYYETGSFKAGVI GGSKPKVATPPVVDAI ANYKRENPTMFAVEEI RDRLLAEAI CS
Pdunerilii SKI LGRYYETGSVRPGVI GGSKPKVATPKVVGAI CKYKRENPTMFAVEI RDRLLAEGVCD
Cfornicata SKI LCRFQETGSTKPGVI GGSKPKVATPQVWGAI SRYKAENPTMFAVEI RDKLI ADQVCS
Sepi aof f SKI LGRYCETGSI KPGVI GGSKPKVATPKVVEAI SKYKQENPTMFAXEI RDRLLSENI CS
* k% % * - * k% % :.************* * * * % .** * kkkk k) *k Kk k- k- s .
.|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
65 75 85 95 105 115
Dr osophil a QDNVPSVSSI NRI VRNKAAEKAKHVHHHQOHHVSQSL GGGHI ATESVDSSTGT | GEPQPP
Pdunerilii QENVPSVSSI NRI VRNKAAEKAKHS- - - - - - - | SPPLQTG- - ------------ SPPLQP
Cfornicata PDNAPSVSSI NRI VRTRTVDAA- - = - == == = s s s e e e e e e e e e e e e o - -
Sepi aof f QDNVPSVSSI NRI VRNRAAEKAKAQ\I— PQAQSSPPLQG- - -------------- EAPPP
:* ***********. : L
S I [ I I I P I I T T
120 125 135 145 155 165
Dr osophi |l a TSNSSANSVNTNVSASASVHASI PTSGTDSVQVSVGHI NANSNETTHI NSTAEQRTTGYS
Pdunerilii TSTPSATP- - - - s o s e e e e a oo AAGYT
Cforni cata = m- s s s m it m e e e oieaiaoaoo-
Sepi aof f ALNQTQAPAG - - - - - - - s s s mm s e e e e m oo a oo ADGMIRPGPYS
I . | I [P I I | I |
175 185 195 205 215 225
Dr osophi |l a I NG LA QHGHHSHNNNNSSVNNNNTESSCNRKRI EAHDENHDTNI HSDNDDGKRQRVNN
Pdunerilii IMALG--------- PGAPAL TAADPAGQKRKREDVNGHADGDVTNNNNENRQDHNI WF
Cfornicata = @ m- - et e e e e e e e i eeoimaoaoo---
Sepi aof f ISGLA---------- PSONSANL NNGNFKRKRDDESVQNGHADPENRTDTQNDOM  YP
*
O [ A It I IR I I N PP I
235 245 255 265 275 285
Dr osophi l a STYSCGDQLYTNI WBGKWCI KDDHKLLAELGN- - - LTASTGNCPATYYEASNGFSTTPI SG
Pdunerilii DPYT----------- KLARLDDENHWWERS- - = - = = == == == - o e e o e e e e oo oo - -
Cfornicata = m- - e et e e e e e i e eeoamaoaoo---
Sepi aof f TEHTVI PPKVSRI DHNSNSNGONYSVYQPAFNNFVPNTSANEI PKDYQPI K- - QEMPLPG
O [ T It I IR I I R PP I
295 305 315 325 335 345
Dr osophi |l a SGATASGNDTSMLYDSI TTI SQrQssSI YTPAI GPSI GCSSVVPGSDYAYNPAYTQYGGAY
PAumer il ii s s mm s e e s e e e e e e a i oo
Cfornicata m- - me s e e e oo e e i eeoimaoaoo---
Sepi aof f SLASPGGGGVEGSNYSPPI APATTYSTSQ YSSSTVGVSPLVPPTGYNGSVPTNDYSNNY
B T [ I I e I I I I I
355 365 375 385 395 405
Dr osophi |l a GSYGYGTGSGLI NSSYYYESGQI QSPL THDL RSPLVATRANSL ASAASPGSGSACTK
o [V 1=] o I e
Cfornicata m-mmm s m e m e e iaoaaa oo
Sepi aof f GPYAP- - - - - - - - - - YSYNDHHW/S- - - - - - RYPSVI NPAYYYSSTI PRAND- - - - -
S O [ O I e I I IR IR IV
415 425 435 445 455 465

domaine paired octapeptide,zone KR

Pdumeriliis dumerilii (Lophotrochozoaire, Annélide)Crepidula fornicata (Mollusque,
Gastropode),Drosophila melanogaste(Ecdysozoaire, Arthropode)Sepia officinalis
(Mollusque, Céphalopode)
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Alignement des séquences nucléotidigues partiellds Pax3/7

Dr osophi |l a
Hel obdel | a
Capitella
Sepi aof f

Dr osophi |l a
Hel obdel | a
Capitella
Sepi aof f

Dr osophi |l a
Hel obdel | a
Capitella
Sepi aof f

Dr osophi |l a
Hel obdel | a
Capitella
Sepi aof f

Dr osophi |l a
Hel obdel | a
Capitella
Sepi aof f

Dr osophi |l a
Hel obdel | a
Capitella
Sepi aof f

Dr osophi |l a
Hel obdel | a
Capitella
Sepi aof f

Dr osophi |l a
Hel obdel | a
Capitella
Sepi aof f

CCGTTGOCCAAT CACAT TCGACT GAAGAT CGT GGAAAT GGOGGCCAGT GGAGT GCGGCCT
--------------------- CTGAAAATTGTTGAGATGGCCTCTCAGGGCGT GAGGCCG
- - - CTTCCCAAT CACATTCGCCT GAAGAT CATCGAGAT GGCGT COCAAGGAGT GOGTCCG
------------------------------ GTTGAACT GGCAGCGCAAGGGGT TCGACCC

* k% * k k% * *k k% * k%

N T DU P DU DR DR DR DN D D DR
5 15 25 35 45 55

TGTGTAATATCGCGCCAGCT CCGCGT GTCTCACGECTGCGTATCGAAGATTCTGAACCGA
TGTGTCATCAGCCGAACCCT CTGCGT GT CACACGGCT GCGT CAGT AAGATTTTGCAGAGG
TGCGTCATCAGT CGCACGCTGCGAGT GTCACACGGATGT GTGT CGAAGATCCTGCAACGC
TGTGTGATCAGCCGCCAACT GCGGGT GT CTCACGGAT GCGT CAGT AAAATCCT CCAGCGC

%k k*k k% * % * * %%k k% k% k% **k %% **k k% *

.|...4....|...4....|...4....|...4....|...4....|...4
65 75 85 95 105 115

TACCAGGAGACGGGT TCTAT TAGACCGGECECGTAATAGGT GGATCTAAGCCCAAGGT GACC
TACCAAGAAACAGGAAGCAT CAGGCCCGEEECTAT CGEEGEECAGCAAGCCCAGGGT TAAG
TATCAAGAAACT GGAAGCAT TAGGCCT GGGT CGAT CCGGAGGAAGCAAGCCCCGAGTAGCC
TACCAGGAAACCGGT AGTATACGECCGEGAGT CAT CGEEEECT CGAAACCGCGCGT TGCT

%k k% k% **k %% * % * k% k% *k **k k% **k k% * %

A N DU BN DR DR DTN DR DU DR B B
120 125 135 145 155 165

TCTCCCGAAAT TGAAACGCGGAT CGAT GAGCT GCGAAAGGAAAACCCCAGCATATTCAGC
ATGGAAGAT GTCGAGAAAAAAATTGAAGAGT ACAAAAAGGAGGATCCGAGCATATTTAGT
ACTCCCGACGT AGAGGACCGCAT CCACGACCT GAAGAAGGAGAACCCGGEGECATCTTCAGC
ACTCCTGAGGT CGAGAAGCGGATCGAGCAGT ACAAGAAAGATAACCCAGGTATTTTCAGC

* % * k% * * * * * * * k% * k**k k%

..|...4....|...4....|...4....|...4....|...4....|...4
175 185 195 205 215 225

TGGGAAATACGCGAAAAGCT GATAAAGGAGCEEC- TTTGCG - - - GATC- - CACCATCAAC
TGGGAGAT CAGAGAGAGGCTAATCAAGGAAGGCATTTGT GACGAGAACAGT GTCCCCAGC
TGGGAGATCCGAGATCGTCTCCT CAAGGACGGAGT TTGCGAT CGGT CGT CGGT GCCGAGC
TGGGAGAT TCCCGACAAGCT GCTGAAAGAAGGCGT GTGCGACCGCAGCACGGT GCCCAGC

*kkkk Kk * k% * % *k kk k% * k% % *  *

A PR P R DR DR DR D DR DR DU D
235 245 255 265 275 285

ATCG- - TOGATCAGTCGCTTATTGCGG - - - = == =< = == == === m=mcomm e oo
GTCAGCTCCATCAGCAGACTTCAAAAGCA: - - - - - - - - - AACAAGAACGCCOCC- - CAAC
GTATCATCCAT CAGCCGGGTTCTGCGCTC - - - = < = = === s == e mm o e mc oo o
GTCAGTTCCATCAGT CGT GT GCT CAGGAGCOGGT TTCACAGCGAAGACGAT GACGATGAT

* *k kk * * *

A PR P R DR DR DR D DR DR DU D
295 305 315 325 335 345

--------- GGAAGOGATCGOGGCA: - - - = - = - - - - - - - - - - - GCGAAGATGGTCGGAAG
AACAACTCCAACAACAACT GCAGCAT CAACAATAACGACAT CTGCAACAACAGCAAGAAT
------------- ACATTTACGTGAAG - - - = - - = - - - - - - - - GGGACGAGGATAAGATT

TGCGACGACGACGACGAT GACGAAAAACGGAT CAAAAT GCCT CGCAGT GAGAACGGAAGC
* * * *

A PR P R DR DR DR D DR DR DU D
355 365 375 385 395 405

GACTATACCATAAAT------------ GGAATTCTTGGAG- - GGCGAGACT- - CAGATAT
GATAGCGAGATCACCAA- - - - - ----- GGGATTGTCCTCG- - GCCAGCGTCGATGGAGAC
GACGACGAAGACGAA:- - - - - ------- GAGGAGAGCAAGGATGACGATGACGATGATGAC
GA\OAAAAATACCAACCACAGOATCGACGGAATTTTAGGAGAGGT CGAACTGCACAAATCC
* % * * %

..|...4....|...4....|...4....|...4....|...4....|...4
415 425 435 445 455 465
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Dr osophi | a AAGT- - - - - GACAG- - -~ ----- GGAATCGGAGCCT GEGATTCOGCT GAAACGCAAGCAG
Hel obdel | a GACTCCAT- GCTGTCT- - GACGT GGACGT CGAACCAGGCT TCAAGCT GCTGOGCAAACAG
Capitella GATTCAGA- ATCGT- - - - - - - - TGACCTCCGAACCAGGAT TATCACTGAGTAGGAAGCAA
Sepi aof f GACAAAGATGATATCTCAGACGT TGACT CGGAACCGGGAT TTCAAGT CAAACGCAAGCAG
* * % * % * % * * * * % * %
AU DU DU DR IR DN DN I DU DN DU B
475 485 495 505 515 525
Dr osophi | a CGTCGCTCOCGCACCACCT TCACCGOCGAGCAGCT AGAGGCACT CGAGCGAGCCTTTTCC
Hel obdel | a CGAAGGAGCAGGACGACAT TCGACGCT GAACAAACGACCCAGT TGGAGAAGGCCTTCTCG
Capitella CGOCGCAGCOCGAACTACT TTTTCGGOGGACCAACT GGAACAT CTAGAAAAGGCCT TCGAC
Sepi aof f AGACGCAGT CGCACAACATTTACT GCTGAT CAACT GGAAGAGT TGGAGAAGGCOGT TCGAG
* * * * % * % * % * % * % * % * * % * % * %
AU DU DU DR IR DN DN I DU DN DU B
535 545 555 565 575 585
Dr osophi | a CGCACCCAATACCCG GACGT CTACACCCGGGAAGAGCT GGCT CAGACCACGGCCCTCAC
Hel obdel | a AGAACGCACTACCCC- GACATCTACACAAGGGAAGAACT CGOGCAAACAT CTGGTCTAAC
Capitella CGCACGCACTACCCA- GACATTTACACGOGGGAAGAACT AGCCCAACGGT COGGGCTGAC
Sepi aof f CGCACCCACTACCCA- GATATTTATACT CGCGAGGAGCT GGGCCAGAGGACAAAACT GAC
* * * % * % * % * % * * % *
AU DU DU DR IR DN DN I D DN DU B
595 605 615 625 635 645
Dr osophi | a CGAAGCCCGT ATCCAGGTATGGT TCTCCAACCGCAGGGCACGOCT TCGCAAGCACTCTGG
Hel obdel | a TGAGGCACGGATTCAGGT CTGGT TTAGCAAT CGACGAGCAAGAT GGAGAAAACAAAAT GG
Capitella AGAAGCTCGOGTACAGGT TTGGT TTAGCAACCGT CGAGCAAGGT GGOGCAAGCAAAT GGG
Sepi aof f AGAAGCTCGOGTCCAGGT TTGGTTTAGTAACCG: - - - = = = = = = = = === = m o e o e o -
N P P P P D T I R I RN B
655 665 675 685 695 705

Helobdella obsoleta (Lophotrochozoaire Annélide), Drosophila melanogaster
(Ecdysozoaire, Arthropodefepia officinalis (Mollusque Céphalopode)Capitella sp.
(Lophotrochozoaire, Annélide)

Le groupe lll,Pax3etPax7 présente également les 3 domaines mais I’homéaidem
n'est pas tronquée.
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Alignement des séquences protéiques partielles dAR3/7

Dr osophi |l a NHI RLKI VEMAASGVRPCVI SRQLRVSHGCVSKI LNRYQETGSI RPGVI GGSKPKVTSPE
Hel obdel | a LNl RLKI VEMASQGVRPCVI SRTLCVSHGCVSKI LOQRYQETGSI RPGAI GGSKPRVKMED
Capitella NHI RLKI I EMASQGVRPCVI SRTLRVSHGCVSKI LORYQETGSI RPGSI GGSKPRVATPD
Sepi aof f ~ ------- VELAAQGVRPCVI SRQLRVSHGCVSKI LORYQETGSI RPGVI GGSKPRVATPE
: :.********* * k*hkkkkhkkhkhkhkkhkkhk- kkhkkkhkkhkhkhkkhkkhkkhkk *kkhkkhkkkk- % :
.|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
5 15 25 35 45 55
Dr osophi |l a | ETRI DELRKENPSI FSVEEI REKLI KEGFADP- - - PSTSSI SRLLRGSDRGSEDGRKDYT
Hel obdel | a VEKKI EEYKKEDPSI FSVEI RERLI KEG CDENSVPSVSSI SRL QKQTRTPPNNNSNNNC
Capitella VEDRI HDLKKENPG FSVEI RDRLLKDGVCDRSSVPSVSSI SRVLRSHLREGDEDK- - - -
Sepi aof f VEKRI EQYKKDNPG FSVEEI RDKLLKEGVCDRSTVPSVSSI SRVLRSRFHSEDDDDDCDD
'*.*.' * * %k - ****:***.* * % **** :
.|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
65 75 85 95 105 115
Drosophila - -----mmmmm e - ING LG ----- CRDSDI SDTESEPG PLKRKQRRS
Hel obdel | a S--------- I NNNDI CNNSKNDSEI TKGLSSASVDGEDDSM. SDVDVEPGFKL L RKQRRS
Capitella ---------- | DDEDE- EESKDD- - - - - - - - - - - - DDDDDDSESL TSEPGL SL SRKQRRS
Sepi aof f DDDDEKRI KI\/ARSEI\IGSDKI\I'I’NHSI DG LGEVELHKSDKDDI SDVDSEPGFQVKRKQRRS
* Kk k- . *kkk k%
..|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
120 125 135 145 155 165
Dr osophi |l a RTTFTAEQLEALERAFSRTQYPDVYTREELAQI TALTEARI QVWFSNRRARL RKHSGGSN
Hel obdel | a RTTFDAEQT TQLEKAFSRTHYPDI YTREELAQT SGLTEARI QVWFSNRRARWRKONGVTI
Capitella RTTFSADQL EHLEKAFDRTHYPDI YTREELAQRSGL TEARVQVWESNRRARWRKQVIGSGQ
Sepi aof f RTTFTADQLEELEKAFERTHYPDI YTREEL GORT KLTEARVQ\N\FSN- ------------
*kkkk k- % k- k% k- * :
..|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
175 185 195 205 215 225
Dr osophi |l a SGLSPINSGSSNVGVGVGELSGAT
Hel obdella --------mmmmmiee oo -
Capitella LASSFNSLLSAASGYSS- - - - - -
Sepi aoff s
| |....]. |
235 245

domaine paired octapeptide,zone KR

Helobdella obsoleta (Lophotrochozoaire Annélide), Drosophila melanogaster
(Ecdysozoaire, Arthropodefepia officinalis (Mollusque Céphalopode)Capitella sp.
(Lophotrochozoaire, Annélide)
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Alignement des séquences nucléotidiques partielldse NK4

Dr osophi |l a
Dani oreri o
Pdurmerilii
Capitella
Eupryma
Sepi aof f

Dr osophi |l a
Dani oreri o
Pdurmerilii
Capitella
Eupryma
Sepi aof f

Dr osophil a
Dani orerio
Pdumerilii
Capitella
Euprymma
Sepi aof f

Dr osophi |l a
Dani orerio
Pdurmerilii
Capitella
Eupryma
Sepi aof f

Dr osophi |l a
Dani oreri o
Pdurmerilii
Capitella
Eupryma
Sepi aof f

Dr osophi |l a
Dani oreri o
Pdurmerilii
Capitella
Eupryma
Sepi aof f

TTGTTGAAT CTGGGECGACCAGT CTAATAACTGCTCTTTGGATTTTCCTTCACAGGGTGCC
---------------------------- GGATCTCCTACCTGTGCTGCTCAGGTGATTGG

............. CTTTGCTAGATATCAGCCAGCAATCCGT CTTTCGACAAACGGACGGG

N T P P P D R D T D e
5 15 25 35 45 55

CCCTACACTCTGAATGCACAAGGGCACTATATTTTAAAAAAAAAAGT GACTTAATAGGAT
GCCATGAACT ACAT GGECCACCACCACGEEECCCCAEGT GCACGGACCTGCTCACTACGEG
GGATAGATTCACTGGATTAAGCATGTCGACTATTTGATGTGTCTACTCATCTTCCGC- CT

GI TGGATACCT GGAGGCAGACGACGGAGGAGECGECATGTATCCTAGT GTAGGT TACTCG

N T P P T D e R R D D
65 75 85 95 105 115

TATAAGAAAGGCAAATATTCGCTAAAAGT TCTTAAACATACCAAACAAAATATGTATGTA
GGCCACCACGCTCTCTCTGCCCAGAT GGAACT TACCT CGCACGCCCT GACCAGT GGTCAT
TCTCCTCTCGCTCGATATTTCGACAT GTTCTTTCOGACCCT GACCGTCAACTACGGACAC
------------------------------------ GCGGGACAGTCGAACATGTTCGAT
ACGCCTTTCTCTGTGAAGGACAT TTTGAACT GGTCTGAACAACAGT CGAACATGTTCGAT

A P P T N D s e B P D B
120 125 135 145 155 165

CATAATATGTATATCTGTGTACTGTATGTACATATGCACTACATATGCAATTATATACAT
------------------ ATGTTTA- - - - GCAGCCAGATGACCAGCACC: - - CCGTTTAG
GCOCCOCTCAGTATAGACGCTGTAG - - - TGGATCACGTCGTGAACTCTTC- CTGTGAGT
TTCCACCCGGECAGCCACCGCCACCGOGCOGCAGCOGCAT CACGT GCACGGCCCAGAGOCC
AACTATTCOGGGGTCGGAGGTGTGA- - - - ACACCTTTGGTATGAACTTT- - - CAGATTGG
AACTATTCOGGAGT CGGAGGTGTAA- - - - ACAACTTTGGCATGAACTTT- - - CAGCTGGG
N T P P T D P R B e e B

175 185 195 205 215 225
ATGTGAACACGT TTTTGGTGCAAT GCCAAGAT TCGAAATGAAGGTATTCATCCCATAAAG
CGTGCGTGATATTCTGAACCT GGAACAGAACCAGGAAGATATGGTGAGCC- TGGATATGA
ACGGGGGECACATCT TCCGEGGGECAGCT CGBCCACAAT GTTACAGCAACCC- CTGTCTTAC
CACCAGCAGCCOCACCACCCGGEGOCACCT CCTCAGCGCATACCACCCT CACT TGCACGEC

AGGOGGCTATAATGT - - - - - GGAATCACTACAAAACACGAACAAT GBCOGACT GGTCGAG
GTCAGGCTACAATGT- - - - - GGAATCGCTACCAAAT TCGAACAAT GGCCGACTTGTTGAG
* *

A P P R DR DR DN D DR B B D
235 245 255 265 275 285
GCGAAATAT- - - - =< - = - - TATTAAAAATGTTGCTCTATTTAGACAACT TCACATATCA
GCCAGOGTC- - = - - == - = - - TGGATAGCGOGCT GATTCCGACCAGCAGCTGCATGCTGAG
CCCAGCACG- - - - - - - - CTGACGGACTTGAACCAGGGG GGC- - ATGGCCTCTCTCOGTA
GCCAACGCGC- - - - == === - = - - GGCATGAGOGCCT TCCOCT CGCT GGACGGCCACCOGG
[Co1[€ € 6'c ¢ RN ACCAATGCTGGT- - GTGGACCCACACATTG

GCCCGEECEECEEAGGT GTCGGTACT GCTGECACCAATGGT GGT - - GTGGAACCACACATTG

*
A P P R DR DR DN D DR B B D
295 305 315 325 335 345



Dr osophi |l a
Dani orerio
Pdurmerilii
Capitella
Eupr ymma
Sepi aof f

Dr osophi |l a
Dani orerio
Pdumerilii
Capitella
Euprymma
Sepi aof f

Dr osophi |l a
Dani orerio
Pdurmerilii
Capitella
Eupr ymma
Sepi aof f

Dr osophi |l a
Dani oreri o
Pdurmerilii
Capitella
Eupr ymma
Sepi aof f

Dr osophi |l a
Dani orerio
Pdurmerilii
Capitella
Eupr ymma
Sepi aof f

Dr osophi |l a
Dani orerio
Pdurmerilii
Capitella
Eupr ymma
Sepi aof f

- 274 -

TGTT- ATTCATCTCTATTAAAT CATAACAGT TTCAAGT GAAATAAACAATAATATATGAG

CACC- TTTAAACAGGAACAGT TTAT GGAAAT GCOGAGCOGGCAGCAGCCTGT TTAGCGAAG

TGGC- CCAGGACTACCACCT GCCACCCCACT CGCT CTCGCCACCT GTCTCCT COCCGAGC

GGGOGCCTCCOCT GTCGCACCOCT CACCCGCACCGT GTGCCTACGCAGOCCCTCACCAAC

TGTC- CGTATCCAACAACCCTTCGT GTATCTACGGGAACACACCAAACCAGCCACCGAAT

TGTC- CGTATCCAACAAT COGT CAGGTAT CTACGGGAACACT CCAAAT CAACCGOCGAAC
*

AU DU DU DR IR DN DN I DU DN DU B
355 365 375 385 395 405

AGCGTAACGTTTAAAC- CAAACATATTCCCCACGATTTATTTATTTGT TAGCTTAGTACA

ATCTGCAGGAAGATA- - - - - AAGGCAACAAAATTAACAGCCTGAACTTTAGC- GCGAGCG

CCCCTCAGT CAACAGT GCCGAGAGGAACT CGT C- AGGGAACTCA- CGTCACTCGATAGAA

CCCCTCCCTACTCGGATATATACTACT CATCACCCCCGACCACGGECGT CACCATCACGCA

AACACGTCTTTGCAA- - CCGACATATACCAGTCTATCATGCTCTTCGTCATTAGCTAGCG

CCTTCGTCTCTGCAA- - CCGACTTACACCAGT CTACCGTGTTCTTCGTCGGTAGCTAGCG
* *

A N DU BN DR DR DTN DU DR DR B B
415 425 435 445 455 465
CTCTTAAAATCAAGT GTGOGAAAAT CTGCACT TGAGCGCCACTTGACAACCGTTTAATAC
GCT-- - - - TTTATGCGAAAAACTTTCTGGAA- ATGGATTATGTGAAAGAT- - GOGAAAAC
GTAAACC- CTCGTGTGOGGAAGT TTCCAAATTGAAAACGT CGTCGTCGAC- - ATCGATGG
CGG - --- CTAAGGACGACGACGAT AGCGACGAGGAT GACGT CGAAGAGGCGOCGCCCA
ACAG- - - - TTTACACAACACACCT CCAACGOCGGGGACCACACAGT CGTCTTGTAGAGAA
ACAG- - - - TTTACATAACACACCT CCTACGOCGEGGACCACACCGT CGTCTTGCAGAGAG
I T P P D e P T D T T D

475 485 495 505 515 525
ACAAGACGCGCGGACAAACGT AAAT ACAT GGGGACTATAAAACT TAAGGACT TTACGATA
CGATGATACCTTTG- AAAACAAAGAA: - - - - - - - - - AAAAAAGATATTGGCTGCTGOCAG
TGACGTCATCACAGTCAAACAGTGCGTCGTC- - - - - GAAGTCGTCATCAA- - AGAACAAA
- AAGGTCATCAGCCAAGGT CAATACAA- GOCAGCAAAGCCCCGCOGCCAGAGGGCGOGAA

CAAGATGGGATCGATAAAAAAAT GACT TGCCCGT CAACAT CGGAAAACGAAAAGAGCAAA
GAAGATGGACT TGACAAAAGAAT GACGT GT CCCAATACAGCCGAAAACGACAAAGCGCAAA
*

A N DU BN DR DR DTN DR DU DR B B
535 545 555 565 575 585

ATAAATACGGATACT TAAGCTCAAGT AGCGAAACAAAAT CAGCATAAAGT GGCTGCGAAC

GAAGAACCGGECECG AAGATCTGAAACTGGATGATGCGGAACGT CCGAAAC- - - AGCGTAA

GAAGGTCGTGACG- TCAAGGAGGA- - - AGAGGAGGAGTGTCATTTATTACGT CAGAGACA

GAAGTCTCACAAA- ATGCCGGECGEGA- - CGACCCTGAGTGTCATCTGCTTCGTCAGCGGAC

GGCGATTCCAATA- ACAACGGECGAAACCAGT GGTGACTGCGCCTTATTACGCCAGCGT CA

GGCGATTCCAATA- ACAACGCAGACACAAACGCECGACTGTGCCTTATTACGT CAACGACA
*

AU R PR DU DN DR D B I D DR DR

595 605 615 625 635 645
AAACAACT AAT AACAACGGGGAGCAGCT GGAGGAGT CGGT TATTGAATCTGATAGT CAGG
ACGTCGTAAACCGCGT- GTGCTGT TTAGCCAGGOGCAGGT GTATGAACTGGAACGTC- GT
AAAGAGAAAACCCOGA- GTGCTGTTTAGOCAGGCACAAGT TTATGAACTAGAGAGAA- GG
GAAAAGGAAACCTCGG- GTGTTGTTCTCACAAGCGCAAGT CTACGAAT TGGAACGCC- GC

GCGACGGAAACCGCGA- GTACTTTTCTCGCAGGCTCAGGTATTTGAACTGGAGAGAC- GT
ACGACGGAAACCCCGG- GTACTTTTCTCACAGGCTCAGGTCTTTGAATTAGAAAGAC- GC

* % * * * % * % * k% * % * *

AU R PR DU DN DR D B I D DR DR
655 665 675 685 695 705



Dr osophi |l a
Dani orerio
Pdurmerilii
Capitella
Eupr ymma
Sepi aof f

Dr osophi |l a
Dani oreri o
Pdurmerilii
Capitella
Eupryma
Sepi aof f

Dr osophi |l a
Dani orerio
Pdurmerilii
Capitella
Eupr ymma
Sepi aof f

Dr osophil a
Dani orerio
Pdumerilii
Capitella
Eupryma
Sepi aof f

Dr osophi |l a
Dani oreri o
Pdurmerilii
Capitella
Eupryma
Sepi aof f

Dr osophi |l a
Dani oreri o
Pdurmerilii
Capitella
Eupryma
Sepi aof f

- 275 -

TACAAGTGTGT GOGATTGTGCAAAGATACT TTCATACATGCATACAAGCATACATGTTTG

TTTAAACA- GCAGAAAT ATCTGAGCGOGCCGGAACGT GATCAT- CTGGCGAACGTGCTGA

TTTAAGCA- GCAGAGGTATCTATCCGCT CCT GAGOGGGAGCAA- CTGGCCAGCATGCTCA

TTTAAGCA- GCAGCGCTACCTAT CGGOGCCCGAGAGGGAACAA- CTCGCCAGTATGCTAA

TTCAAGCA- ACAGCGT TACT TGT CBGOCCOGGAACGCGAACAG CTGGCCAACATGCTCA

TTCAAGCA- GCAGCGTTACCTAT CTGOCCCT GAACGCGAACAG- CTGGCTAACATGCTCA
* *

* * % * % * * % * % *
Lol

A R P . A I R I R D
715 725 735 745 755 765
GAATTAGTGATGGACAGAACT TAAAATATATTGT CAATACCATATATATTCTTAAGCTAT
AACT GACCAGCACCCAGG - TGAAAATTTGGTTTCAGAACCGTCGTTAT- - - - AAATGCA
AACTAACTTCAACCCAAG- - TGAAAATATGGT TCCAAAACAGACGGTAT- - - - AAAATGA
AACTGACCAGCCAACAGG - TCAAGATTTGGTTCCAGAATAGACGCTAG: - - - AAAATGA

AATTGACTTCGACACAGG - TGAAAATCTGGTTTCAGAACCGTCGGTAT- - - - AAATGCA
AATTGACGT CGACACAGG - TAAAAAT CTGGT TCCACAACCGOCGCTAT- - - - AAATGCA

* k* * * % * k% k*x % * * % * * % * %

AU DU DR DR IR DN DN DR B DU D B
775 785 795 805 815 825

TAGATTAAATTTACAAATGTAATACATAAAT- TTAGT TTTTTATATTTGGATACATATTT

AACGT CAGCGT CAGGAT CAGACCCT GGAAAT GGT GEECAT TGCGCCGCCGCGT CGTATTA

AGCGACAACGACAGGATAAAACT CTCGAACT TACAGCCCT CCAACCCCCT CGAAGGGT GG

AACGCCAAACACAGGACAAGACT CTTGAGCT GGEGEGECGT TGCAT TCGCCT CCCAGEGT GG

AGCGACAACGCCAGGACAAAAGCCT GGAGAT GT CGACGATGCACCCGCCAAGACGTGITG

AGCGACAGCGCCAAGACAAAAGCCT CGAGAT GT CGACAATGCAT CCTCCGAGGCGCGTAG
* * * *

* * * *
A R P DN DR DR B BN I DR DR DR
835 845 855 865 875 885
TATAAATCTCCTAAGCAT ATGACAGOCT CGCACAT CTCTAGCGCAGAAGAGOGAG- ATGC
GOGT GCOGGT GCTGGT GCGT GATGGCAAACCGT GOCTGG - GOGATACCAGCACG: - TAT
CTGTCCOCGTTCTGGT CAGAGACGGAAAACCCTGCATGG - G- CAACGGAATGGG: - - - C
CAGTCCOGGT GCTAGT GCGGGACGGCAAGCOCT GTCT GGOCGOCGGATACTCAAC- GTCT
COGTTCCTGTTTTGGTCCGAGATGGTAAACCCTGOCTAG - GACAAAGCAACGTCAGTCC
COGTTCCAGT CCTGGTCCGCGAT GGGAAACCCTGCTTAG - GTCAGAGOGACGTCAGTCC
* * % * * *
A T DU DR PR DU DD DU DD B B B
895 905 915 925 935 945
CGCACTCGCATTCOGATGCTGTGCTG- TGATTGGCT COGGGEGOGECCAT TTTGOCOGTAT
AACACCAGCTATAACGTG- GGCATTAACCATTTTACCTATAACACCTATCCGGOGTTTAG
TACCCCTCCG COCOCTACAACGT GAACCCCTTCTGTCOCOCT TACCOCT CGGTGTCOGE
TACGCOCAT GAGCCOGT TGGGATACAGGT OGTCGTACG: GCAACGCCCTGCAGTCACTAAG
TCOCTATTCGACCCCTTATAATGTCAACCCT TTTGCATAT TCGAATGTACCTGCTTATAC
CGCATATTCGACTTCTTACAACGT TAATCCTTTTGCATATTCGACT GGOCCOGCCTACAA

* *
T P P T U D PR IR DR DR B

955 1965 975 985 1995 1100
GCTCAGTTOGCTCACACACATCCAAAAACACAGT GGCAT GAGGOGGT CTGGGGT GAAAGG
- - - CAACTTTCOGAGCCCGRGCAACAGCAACT ATAGCT GCAGCTATCOGAGCAGEA:- - TG
- - - CCCOGCTTATACGACCACCAACAACTAC- CTT- - - CCAATGCATCAAGCTTCTTATG
- - - CACGGCATOGACGTACGC- - GCATGCGCAGT GTCAGCAGGGAGT CAGAACATG: GTG

- - - AAATAATAACAATAACAACAACAATAAC- ATAGGGT CTGTGAATCAA- CTTCAGCAG
- - - CACCCACA- TACACACACCACCACTTAC- AT-- - - - CTGT- AATCA- - - TTCA- CAG
* * *

* * *
A R PN D R DR B BN I DR DR DR
101 102 1035 104 105 106
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Dr osophi | a AGTACGOGTTCAGTACCAAAAT CGAGCTGACA- - AATTGCAGACACGGT CGAGT GCGCAT
Dani oreri o AGCA- GCATTCAGCOGAGC- - CAGAGC- AACAGCAACTATATGAACT TTGGCG - TGGGC
Pdurreri | i i GACA- GAGOCAGGT TCACCACCAGGGC- - ATAAGGGCTTGGTAGTCTATGGT TAATTAAT
Capitell a ATCG- AACTTTATTTCCAAAGACCGT TTTATTGTGCATTCATGTGTCAATGTGTGTGTGT
Eupryma AGOG- GA- - TACGT GCAATCACAAAT CCAT CACGGGAT COGAGCATGGTGAACA- TTGAT
Sepi aof f AGOG- GA- - TATGTACAACC- CAGATT- ATCACGGGATTCGAGCATGGTGAAAAATCCAC
*
A R PN DTN DR DU U BT IR DR DO DR
1075 108 109 110 111 1125
Dr osophi | a CGGAACGGOGCT TTACGGCT TACGGGT TACGGACT ACT GAT TGCOGAT TACGGGCTACGA
Dani oreri o GATCTGAACAACGT GCAGGCGAGC- TTTCAGAGCAGCAGOGT GCOGAGCCT GCATGEC- A
Pdurreri | i i TATCGCAATCTCTTATTATCACAAATGACTGTTTTATTCACTTCAAAAACTGTTTAGC: A
Capitel | a GTGTTTGATGTTGCATTAAAGAT TATGTTCCAACG: - - - - = - = = = == == = mmm = -
Eupryma TTGTCAAATCACAT TAAATTGAACATGATTTAA - - - - = <= - == mom oo e om o m oo
Sepi aof f TTAAATGEGGACAACCT TACAAACCT TTTTTATTTTTTATTTTTTGACA: - - - - - - - - - -
N R P D PR R B B B DR DR D
113 114 115 116 117 118

homéodomaine

Euprymna scolopes (Mollusque, Céphalopode),Sepia officinalis (Mollusque,

Céphalopode), Pdumeriliis dumerilii (Lophotrochozoaire, Annélide)Capitella sp.

(Lophotrochozoaire, Annélide)Prosophila melanogastef(Ecdysozoaire, Arthropode),
Danio rerio (Vertébrés, Téléostéens)
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Alignement des séquences protéiques partielles dé

Dr osophi |l a
Dani orerio
Pdurmerilii
Capitella
Eupryma
Sepi aof f

Dr osophi |l a
Dani oreri o
Pdurmerilii
Capitella
Eupryma
Sepi aof f

Dr osophi |l a
Dani oreri o
Pdurmerilii
Capitella
Eupryma
Sepi aof f

Dr osophil a
Dani orerio
Pdurmerilii
Capitella
Eupr ymma
Sepi aof f

Dr osophi |l a
Dani orerio
Pdurmerilii
Capitella
Euprymma
Sepi aof f

Dr osophi |l a
Dani orerio
Pdurmerilii
Capitella
Eupryma
Sepi aof f

------------------------ AGQSNVFDNYSGVGGVN- - - TFGVNFQ GGGYNVES
----------- MFSSQMTSTPFSVRDI LNLEQNQEDWSLD- - - - - - MSQRLDSALI PTS
------- L LNL GDQSNNCSL DFPSQGAAMNYNMGHHHGAPVHGPAHYGGHHAL SAQVEL TS
----------- ACRLFDVSTHLPPSPLARYFDVFEPTLTVN- - - - YGHFHPAATATAPQP
------------------------ AGQSNVFDNYSGVGGVN- - - TFGVNFQ GGGYNVES
GGGAMYPSVGYSTPFSVKDI LNVWSEQQSNVFDNYSGVGGVN- - - NFGVNFQL GSGYNVES

LQNTNN- - - - - - - - - GRLVEAGG - - - - - - TNAGVDPHI VSVSNNP- - - - - - - - - - - sal
SCMLST- == - c = s mmmmem oo e FKQEQFVEMPSGSS- - < < - - === === - -

HALTSGHAPLSI DAVVDHVVNSSCEYGGT SSGGSSATM. QQPLSYPSTL TDLNQGGVASL
HHVHGPEPHQQPHHPGHL L SAYHPHL HGANAGVBAFPSL DGHPGAP- - - - PLSHPSPAPC

LQNTNN- - - = - - - - - GRLVEAGG - - - - - - TNAGVDPHI VSVSNNP- - - - - - - - - - - sal

LPNSNN- - - - - - - - - GRLVEAGGGGVGTAGTNGGVEPH! VSVSNNP- - - - - - - - - - - sa
B I IO IV (SN (PR NIV (NPT INPION IR IO
65 75 85 95 105 115

YGNTPNQPPNNTSLQPTYTSL SCSSSLASDSL HNTPPTPGT TQSSCREQDG DKKMICPS
L FSEDL QEDKGNKI NSLNFS- - - ASGFYAKNFL EMDYVKDAKTDDTFENKEKKDI GCCQE
RMAQDYHL PPHSL SPPVSSPSPL SQQCREEL VREL TSL DRSKPSCAEVSKLKTSSSTSW
AYAAPHQPPPYSDI YYSSPPTTASPS- - - - - - RT AKDDDDSDEDDVEEAPPKGHQPRSI Q
YGNTPNQPPNNTSLQPTYTSL SCSSSLASDSL HNTPPTPGT TQSSCREQDG DKKMICPS
YGNTPNQPPNPSSL QPTYTSL PCSSSVASDSL HNTPPTPGT TPSSCREEDGL DKRMICPN

N DU P PR PR BT DU DU DU B DU B
120 125 135 145 155 165

TSENEKSKGDSNNNG - - - - - - - ETSGDCAL L RQRQRRKPRVL FSQAQVFEL ERRFKQQR

EPGEDLKLDDAERPK- - - = - = = = == = == == = - QRKRRKPRVL FSQAQVYEL ERRFKQOK

TSSQENSASSKSSSKNKEGRDVKEEEEECHL L RQRQKRKPRVL FSQAQVYEL ERRFKQQR

ASKAPPPEGAKKSHK- - - - - - MAADDAECHL L RQRTKRKPRVL FSQAQVYEL ERRFKQQR

TSENEKSKGDSNNNG - - - - - - - ETSGDCAL L RQRQRRKPRVL FSQAQVFEL ERRFKQQR

TAENDKGKGDSNNNA: - - - - - - - DTNGDCAL L RQRQRRKPRVL FSQAQVFEL ERRFKQQR
) . ) * * :************:*********:
U R PR DR DR DR DR D I D DR DR

175 185 195 205 215 225

YLSAPEREQLANMLKLTSTQVKI WFONRRYKCKRQRQDKSL EMSTVHPPRRVAVPVLVRD
YLSAPERDHLANVLKLTSTQVKI WFONRRYKCKRQRQDQTLEMVG APPRRI SVPVLVRD
YLSAPEREQLASMLKLTSTQVKI WFONRRYKVKRQROQDKTLEL TALQPPRRVAVPVLVRD
YLSAPEREQLASMLKLTSQQVKI WFONRRYKIVKRQT QDKTL EL GALHSPRRVAVPVLVRD
YLSAPEREQLANMLKLTSTQVKI WFONRRYKCKRQRQDKSL EMSTVHPPRRVAVPVLVRD
YLSAPEREQLANVLKLTSTQVKI WFHNRRYKCKRQRQDKSL EMSTMHPPRRVAVPVLVRD

*******::**.:***** ******:***** * * * **::**: .***::*******
A R PR DR DR DR DR B I DR DR DR
235 245 255 265 275 285
v v v v

GKPCL GQBNVSPPYSTPYNVNPFAYSNVPAYTNNNNNNNNYGSVNNQL QRSGYVQSA - -

GKPCLGDTSTYNTS- - - YNVG NHETYNTYPAFSNFPSPGNSNYSCSYPSSMVBSI QPSQS

GKPCMVGNGVAYPSA- - PYNVNPFCYPNPSVYAPAYTTTNNYLP- - - VHQASYGQSQVH- -

GKPCLAAGYSTS- - - - - YAMBPLG - YRSSYG - - - - - NALQS- - - LSTASTYAHAQC -

GKPCL GQBNVSPPYSTPYNVNPFAYSNVPAYTNNNNNNNNY! GSVNQLQQSGYVQSA - -

GKPCL GQSDVSPAYSTSYNVNPFAYSTGPAYN- - THI HTPYLTSVI | HRADMYNPD- - - -
* . .

*kkk -

295 305 315 325 335 345
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Drosophila = -----cmmmmiiia e HHG RAW
Dani orerio NYMNFGVGDLNNVQASFQSSSVPSLHG RAW
Pdumerilii = memm e HQG RAW
Capitella ---memmmm e QUGVRTW
Eupryma seeeeeeeeeieieaooo HHG RAW
Sepi aof f = ceeeeeeeee e YHG RAW
* *: *
R Y I
355 365

homéodomainezone YRD, ¥ :tyrosine conservée

Euprymna scolopes (Mollusque, Céphalopode),Sepia officinalis (Mollusque,

Céphalopode), Pdumeriliis dumerilii (Lophotrochozoaire, Annélide)Capitella sp.

(Lophotrochozoaire, Annélide)Prosophila melanogastef(Ecdysozoaire, Arthropode),
Danio rerio (Vertébrés, Téeléostéens)
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ACAACCTTTCTAGTATTCACCACCT CCAAAACCT GCATAGT CAGCATCAAAGTACTTTAT

-------------- GTGTGCAAACT GGAT GT GAGOGT GGT GOCGCT GGAAAGCAT GAGCC
P P T D e B T P T D P
5 15 25 35 45 55
NK2F1
TTAATAGTAATCACT CAACACCCT TTAGOGT GACCGATATCTTAAGT CCAATTGAAGAAT
TGAGCCCGAAACATAGCACCCOGT TTAGOGT GAGCGATAT TCTGAGCCCGAT TGAAGAAA
----------------- ATGCTGCTGGATCATCATGATATTCTGAGCCOGATTGAAGAAC
TGAGCOCGAAACATACCACCOOGT TTAGOGT GACCGATATTCTGAGCCCGAT TGAAGAAA

* * k k k% * * % * % *kkkkkk k%
.|...4....|...4....|...4....|...4....|...4....|...4
65 75 85 95 105 115
CGTATCGCAAA- CTGGAACTGAACGGA: - AATCCA: - - CCATG- - - - - TCOGTTTCGATC

CCTTTAAAAAATTTGCGCCGAT GGAAAGCAGCGCGAGCCT GGCGAGCCCGCTGTATCGTC
ATTATAAAAAAACCACCATTGAAGCGAGCATTCCG - - CCGCTGGTGCCGEGECTATCGTA
CCT. ATAAAAAAACCACCATTGAAGCGAGCATTCCG- CCGCCGAGCT ATCGTAACAGCC

* % * k%

..|...4....|...4....|...4....|...4....|...4....|...4
120 125 135 145 155 165

AAACTCTAGTACCAG - -------- CAGTATTAATTCTCCTGGAACATTAAG - ------
AG- AGCCAGGTGAGCCAGGECG AACCT GCAGCAGCATAGCATGAGCCATAACG- CGTATC
ACCAGCAGAGCGCGACCAGCAT GACCAGCAT GAGCGGCAT GECGECGECEECEECAEEECA

AGCAT CCGCAGGCGEECEECGT GACCGECAT GAGCGT GACCGECGT GCAGCCGECGAGCA
* * * * k* % * *
S R [P T P T I P I I P e
175 185 195 205 215 225

- - - TACATCA- - ACTATGGCGAATCCGTACGCTAT- - - GGGAACCTTATATC- ACAGCCC
ATATGCCGCATAGCCA- GTTTAGCCATAGCACCAT- GGGCGECTATTGCAACGCCA- - CC
ACCCGTATCATAACTATGT GCCGCAGCT GAGCCATCATAGCACCAGCGCGI TTCCGAGCC
GCGCGTATCATAACTATGT GCCGCCGCTGAGCCATCAT- - - ACCATT- - - TTTACCAOCC

* % * k* * * k% * %

..|...4....|...¢....|...4....|...4....|...¢....|...¢
235 245 255 265 275 285

AGGTGTACA:- - - - - - - - GACCT--=---=mmmm-- ATTGOGGACCTACCGATAAC - - -
ATTGGCGOGATGG - GOGATCT- - GCCG- - - - AGCTATCAGGAAAGCAT GOGTAACGGOG
AGT ATTGCAACGGCAGOGAT CT GAGCCAT TATGGOGAT COGAT GAGCAT GAGCACCCGTC
AGTATTGCAACGGCAGCGATAT TGECCATTATGGOGATGCG: - - - - = = = = = - - = - - CGTC

* * * % * * %

A P P R DR DR DN D DR B B D
295 305 315 325 335 345

- - - CTATCTCTGGCTGGT- - - - CACTA- CACTGACATGAGAAATTCTG - - - CATCGTGG

ATAGCAGCGCGAGCT GGTATAGCGCGAACCCGGAT CCGCGT CTGACCATTAGCCGTCTGA
AGACCACCCCGGGCT GGT. ATACCACCAACCCGGATCCGCGT TTTACCA- - - ACTTTGTGC

* k k% * * * * * % *
..|...4....|...¢....|...4....|...4....|...¢....|...¢
355 365 375 385 395 405
TACGGATCAACAGCTAACGACCCAAGATTT- - - - - GCAATTTCACGOCTAATGAGT TCAT
-------------------------------- CCGACCATTAGOCGTTTT- - - - - - - - - -

TGGECCCGAGCAGCT GCAGCAT GAGCGGECGT GAGCGGCAT GAGCGEEE- - - ATGACCGGCA
AGAACT GCCGTAGCTATCCGACCT GGATTGAAGAAGAAGT GAGCCGT - - - CTGATGGGCA
* *

A N DU BN DR DR DTN DU DR DR B B
415 425 435 445 455 465
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CAGCCAGT GGAACAATGAGT CATATGGG: - - AAACATGAGTG- - - = - = == = = - - - GACTA
----------------------------------- ATGGGCCOGAGOGOGGGCATGAACA
TGAGCGGC- - - ACCATGAACCATATGAACATGAACATGACCG - - - - - - - - GCATGAACA
CCAGCAGCT GOGCGAT GAGCCOGAT GAGCAGCAGCATGAGCG: - - - - - - - - ATGTGAACA
* k% * % *
A I I T IS IS ISV (SO (U INPI [P
475 485 495 505 515 525
GCAGCTTGCAGTGTAAGC- - GATTCAAAACCGG: - - - - - TACAGTTTCCTTTAGCACAAA

TGGECACCCT GCCCGEGECAT GGATGCGAGCAAAAGCAT GGT GACCCT GCAT GCGECGECCEC
TGAGCGGECCTGEGECGECCTGGATCAGAAAACE:- - - GBCATGCAGT TTCCGATGACCCAGC
TGAGCGCGCT GEECGECCT GGATCAGAAACIZGCIIBGG(IBT GCGTTTTCCGATTACCCAGC

* % * % * k% * *  * * %

..|...4....|...¢....|...4....|...4....|...¢....|...¢
535 545 555 565 575 585

GAAGAAAGCGAAGAGT TTTGT TTACGCAAGCCCAGGT GTATGAACTTGAAAGAAGATTTA
GICGTAAACGT CGTGT GCTGT TTAGCCAGECGCAGGT GTATGAACTGGAACGTCGITTTA
GI'CGTAAACGT CGTGTGCTGT TTACCCAGGCGCAGGT GTATGAACTGGAACGTCGITTTA
GICGTAAACGT CGTGT GCTGT TTAGCCAGGCGCAGGT GTATGAACTGGAACGTCGITTTA

* * k* k% * k% * Kk kkk*x *k kk KhkhkFkhkhkhkkkhkhkdkhkk kxkk K * kk k%

A P PR IR DR DR DR D DI D BT D
595 605 615 625 635 645

NK2R2

AGCAGCAGAGATATCTTTCAGCTCCAGAACGAGAACACCTGGCTAGICTTATTCACTTAA
AACAGCAGAAATAT CT GAGCGCGCCGGAACGT GAACAT CTGGCGAGCATGATTCATCTGA

AACAGCAGAAATAT CTGAGCGCGCCGGAACGT GAACAT CTGGCGAGCATGATTAACCTGA
AAACCCAGAAATATCT GAGCGCGCCGGAATGGGAACAT CTGCGCGAGCATGATTAACCTGA

kkkk kkkkkk *k kk kkhkk Kk khkkkhkk kkkhkxk kK * kkk * *  *

A P PR IR DR DR DR D DI D BT D
655 665 675 685 695 705

CCCCGACGCAGGT GAAAATTTGGT TCCAAAAT CACAGATACAAAT GTAAAAGACAAGCGA
CCCCGACCCAGGT GAAAATTTGGT TTCAGAACCATCGT TATAAAAT GAAACGT CAGGCGA
CCCCGACCCAGGT GAAAATTTGGT TTCAGAACCAT CGT TATAAAAACAAACGT GCGCAGA
CCCCGACCCAGGT GAAAATTTGGT TTCAGAACCCGCGT TATAAATGCAACC- - - CGCAGA

Kk kkkk*k EE IR IR S I O I E S I * % * % * * * % * k% * % * %
R IO R TN ISR VN [P IR SRR (DR I B
715 725 735 745 755 765
AAAGAAAGGCAAT GGCT GAACAAAATCAACATAAT- - - - - CAGCCTGCAAGCTCACCAAG
AAGAT AAAGCGAGCCAGCAGCAGGAT AGCGGCAACAT GTGOGCGCAGCAGAGE- - COGOG
AAGATAAAGAAAAACT GGAT CAGCAGAGCGGCAGE: - - - - - - - - CAGCATAGC- - CCGAA
AAAAAAAAAAAAAAA. - - - - - AAATGAAAAGCATT- - - - - - - - - CTGCAT- - - - - COG -
* % * % * * * * * k% % * %
A IO R [N IR (SN [P I ISR (DN INDR B
775 785 795 805 815 825

GCGAGTTGCTGI TCCTGTACTTGTGAAAGACGGT AAA- CCGTGTTCTGGAAATAACAGT T
TCGTI GT GGCGCTGCCGGT GCTGGT GAAAGAT GGCAAA- CCGT GCCAGAACGGCAGCGCECA
ACGT GT GECGGT GCCGGT GCTGGT GAAAGAT GGCAAA- CCGT GCACCGGECAGCAACAGCA
- CATAAA(IZGACCAAAACCAAAAAAAAAAACAACAAAACI:GII}}ZCATCCIII:GIIBCC

* % *kk ok *kk Kkk*k

--L---I---J----I---J----I---J----I---J----I---J----I
835 845 855 865 875 885
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CAAGT CAAT CGCAACAGCATGGAACCAATTCGACGT CAGCAG- - GCAATAATACCGGTITC

CCCC- - GA- CCCCGATTCATCAG CAGGTGCAGAGCGTGCTG- - - - GGCAGCGAAACCCT

GCGAAGAA- GECGGECCATCCGEGEG- CCATAGCAGCGGECGECCAT GGCGECAACCT GEECGG

GC- - - - AG GCCGGECATTCCGGEG CCGTGECGAAAAACGTCA- - - - - - - GACCCTGGECGC
* * * *

A R P DR DR R D BN I DR DR DR
895 905 915 925 935 945

AGCAAATAAT- GGAAATGCTAACAGT GGAATA- - GTTTCTGTAACTGCAAATGT TTCGGG

GGCGAGCGCG - GAAGATCT- - GGAAGAAAT- - - GAGCCCGAGCCCCCCECTEGATG - GG

CACCACCGCGGT GGTGAGCCCGCCGAGCAAC- - - - GBCCCGCAT- - ATGECGGATA- - GC

TGCGTGICCG TGAAGAAACCACCCCGAAATTTCAGAACCGT GC- - GCCGAGCATT- - GG
* * * k% * %

* *

955 965 975 985 995 100

TGGTCTCAATCTTATAACAGGAGACGCT CCCAACT CCC- ACTCACCGGACACATCTTCAT
CGGCCTGAGOG: - - AGACCGATG: - - - - - - CGGCGCT- - GATTGAATATACCAGCAGCAT
COGACCCTGOCG- ATGECGEGCAGCCCGAGOGGCAGCCT GAGOGT GGATACCAGCCATAG
CAAACCGAACCC- GAAACCG: - - - - CCGAGOGGCGEC- - GCGOGTCG- TAACACCCGTTT
* * * * * * * % *
A R PN DR DR DR B B I DR DR DR
101 102 103 104 105 1065
CTTTACTAGCTAGTTATGGGACTGT TGGAGGTTCTAA
GGTGAGCAGCAAG - - = - - = === mm e e o mm e oo
o1 e
TCTGAAG - - = = == == mm e e e e e
*
A U R DR DU DR B B
1075 1085 1095 1105

Pdumeriliis dumerilii(Lophotrochozoaire, Annélide$epia officinalis(Mollusque,
Céphalopode)Danio rerio (Vertébrés, téléostéer)rosophila melanogaster
(Ecdysozoaire, Arthropode)
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NLSSI HHL QNL HSQHQSTLFNSNHSTPFSVTDI LSPI EESYRKLELNGNPPS- - - - PFRS
................. MSLSPKHSTPFSVSDI LSPI EETFKKFAANVESSASLASPL YRQ
------------------------- MLLDHHDI LSPI EEHYKKTTI EASI PPLV- PGYRN
- - - - VOKLDVSWVPLESMBL SPKHTTPFSVTDI LSPI EETYKKTTI EASI PP- - - PSYRN

L. Fhkokkkkk .ok P P
.|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

5 15 25 35 45 55
NSS- - - - - SSSI NSPGTLTTSTMANPYAMGTL YHSPG- - VQTYCGPTDNL SLAGHYTDVR
SQ ----- VSQANL QQHSMSHNAYHVPHSQF SHSTMGGYCNGTI GAMEDL PSYQESVRN-

QQS- - ATSMTSVBGVAAAAAGNPYHNYVPQL SHHSTSAFPSQYCNGS- DL SHYGDPVENVS
SQHPQAGGVTGVBVTGVQPASSAYHNYVPPL SHHXTI XFTTQYCNGS- DI GHYGDA- - - -

65 75 85 95 105 115
- - - NSASWGSTANDPRFA- - - < == =« == <<= - - - | SRLMBSS- ASGTMB- - - HVGNVEG
- GATATAWYGSNP- EPRY- - - - = = === == = - - PTI SRF- - -« = mmm e o e MGPSAG

TRHSSASWYSANP- DPRLT- - | SRLMGPSSCSMSGVYSGVEGMITGVBGTMN- - HMNIVNMT G
- ROTTPGAWYTTNP- DPRFTNFVQNCRSYPTW EEEVSRLMGTS- - SCAMS- - PMSSSVSH
. * * . kK - % . .

N DT R BT DU DR DU SR B D DU B
120 125 135 145 155 165

LAACSVS- - DSKP- - LQFPLAQRRKRRVL FTQAQVYEL ERRFKQQRYL SAPEREHLASL |
MNIVIGT L PGVDASKSMVTL HAAPRRKRRVL FSQAQVYEL ERRFKQQKYL SAPEREHL ASM
MNVBGL GGL DQKT - GMQFPMIQRRKRRVL FTQAQVYEL ERRFKQOKYL SAPEREHLASM
VVBAL GGLDQKPPGVRFPI TQRRKRRVLFSQAQV YEL ERRFKTQKYL SAPEVIEHL ASM

khkkhkkkhkkhkkh - khkhkkkhkhkkhhkkhkhk*, k. kk*kk**x *kkkk. %

..|:...|....|....|:...|....|....|....|....|....|....|....|
175 185 195 205 215 225

HL TPTQVKI WEQNHRYKCKRQAKRKAMAEQNQHN- QPASSPRRVAVPVL VKDGKPCSGNN
HL TPTQVKI WFQNHRYKVKRQAKDKASQQQDSGNVCAQQSPRRVAL PVL VK- - - - - DGKP
NL TPTQVKI WEQNHRYKNKRAQKDKEKL DQQSG- - - SQHSPKRVAVPVL VKDGKPCTGSN
NLTPTQVKI WEQNPRYKONPQRKKKKKKSI LH - - PHRATK: - - - - - - TKKK
:************ * k% . . o .
O P N TP I D [N IS IR IV I B
235 245 255 265 275 285

SSSQEQRHGTNSTSAGNNTGSANNGNANSG VSVTANVSGGLNLI TGDAPNSHSPDTSSS
OQNGSGTP- - = = = = == s = e mmmm e e e oo TPI HQQVQSVLGSETLAS
SSEEGGHPGHSSGGHGGNL GGTTAVVSPPSNGPHVADSPT- - LPVMAGSPSGSL SVDTSHS
NNKTGGHP- - - = = == === === = o= - PPPQGG- - - - - - - - - - | PGRGEKRQTLALRVREE

T PR BT FEUT DU DU U DU D DU
295 305 315 325 335 345

LLASYGTVGGSNVAM. QQPCNNTL MSNSL AMAYRNQNNFI FNGHQQQCGGYL PLQGRAW
AEDL EEMSPSPPLMGGLSQT- - - - DAALI EYTSSMVSSNLLYGRTW - - - - - = - - - - - -
LSAHTSPQSSLNSI HVHNAA- - - - LNYSAAAANVBSSSYLLNGRTW - - - - = = = - - - - -
TTPKF- - QNRAPSI GKPNPK- - - - PXPSGGAR- - - RNTRFLN- - - - - - - - oo oo oo -

T P U FEUE DU DU U B B DN B
355 365 375 385 395 405

homéodomaine EH1

Pdumeriliis dumerilii(Lophotrochozoaire, Annélide$epia officinalis(Mollusque,
Céphalopode)Danio rerio (Vertébrés, téléostéer)rosophila melanogaster
(Ecdysozoaire, Arthropode)
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HH-F2

CGGCATCCGECTGCTGGT CACCGAGAGCT GGGACGAGGACTACCAT CACGGECCAGGAGTC
TGGAGT GAAGCT GCGAGT GACCGAGGGECT GGGAT GAGGACGGECCATCATTCAGAGGAGT C
GGGAGT CAAGCT GCGGEGT CACCGAGGCAT GGGATGAGGAT GGCACT CACTCAAAGGATTC
AGGAGTTATGT TACGAGT GACGGAAGCGT GGAATGATAACAATTCTCATGCTAAAGATTC
TGGAGTAAAATTACGCGT GACT GAAGCT TGGGATACACAGGGCCACCATGCACCCACATC
TGGTGTCAAATTACGAGT GACCGAAGCCT GCGGACACGGAGEEGECACCATGCGCCCACTTC
---- GT GAAATTACGAGT TACCGAGCCT TGGEACACIXEAGGEACAOCACGCT CCCACCTC

*  * *k kK k% *k* * * % * %

.|...4....|...¢....|...¢....|...4....|...4....|...¢
5 15 25 35 45 55

GCTCCACTACGAGGGECCGAGCGEGT GACCATTGCCACCT CCGATCGCGACCAGT CCAAATA
TCTACACT AT GAGGGT CGAGCAGT GGACAT CACCACGT CCGACCGGGACCGCAGCAAGTA
TCTACATTATGAGGGCAGAGCT GTAGATAT CACCACCT CGGATAAAGACAGAGCCRAATA
CCTCCATTACGAGGGACGGECECT GTAGACATAACAACGT CAGATAAAGACAGGGECTAAATA
ACTTCACTACGAGGGT CGAGCAGT GGACATAACTACTAGTGATCGAGT TCGATCACGCTA
GCTGCACTATGAGGGET CGEECGGTAGACAT CACCACCAGCGACAGGGAACGATCCAGATA
ACTACACT ACGAAGGACGAGCCGT %ACATOACCACOAGCGACCGAGAGCGATCCCGATA

*k *k*k k% k% k% * k**k k% * % * k% * %

.|...4....|...4....|...4....|...4....|...4....|...4
65 75 85 95 105 115

CGGCATGCTCGCTCGCCT GECCGT CGAGGCTGGAT TCGATTGEGT CTCCTACGT CAGCAG
CGGCATGCTGECTCGCCT GECTGT GGAAGCAGGT TTCGACTGGGTCTACTATGAATCCAA
TGGTATGCTCGCGECCCCTCGECTGTGGAATCGEGT TTTGATTGEGTCTACTACGAGT CTCG
TGGTATGI TAGCACGT CTGGCAGTAGAAGCCGGT TTTGATTGGGT GTATTATGAATCACG
TGGGATGCTGECECGT TTAGCT GTGGAAGCAGCECT TTGACTGGGT TTACTACGAGT CAAG
TGGAATGI TGGCCAGGT TAGCCGT TGAAGCTGGECTTTGACTGGGT CTATTATGAATCTCG
TGGCATGI TGECCAGAT TAGCAGT CGAAGCCGCECTTTGACTGGGTCTATTATGAATCCAG

*k kk*k * k% * * k**k k% k% * k**k k% k**k kkkkk * **x %

A N DU RN DR DR DTN DU DU D U B
120 125 135 145 155 165

GCGCCACATCTACTGCTCCGT CAAGT CAGATTCGT CGATCAGT TCCCACGT GCACGECT G
AGCTCACATCCACTGT TCTGT GAAAGCAGAGAACT CCGT GGCGECCAAAT CCGECAECTG
GAATCATATTCATTGI TCCGTAAAGT CGGATTCCTCTGTGCCGATCAAAATG- - - - - - - -

TGGTCATATACACTGT TCAGT GAAATCAGATTCATCGGT TGCCAT TAAAATAGGGGGATG
AAGCCACATTCACTGI TCAGT GCGATCGGAT TCGCTTGATACTACCCACTACGGAGGATG
GAGTCATATCCACTGITCAGTCAGATCTGACTCTGTGGCTGCTTCTAACTACGGTGGATG
GAGTCATATCCACTGI TCAGT CAGATCAGACTCTGTGGCTCGCTTCT AACT ACGGTGEGTG

*k k% * k% k*x k% * k%

..|...4....|...¢....|...4....|...4....|...¢....|...¢
175 185 195 205 215 225

CTTCACGCCGGAGAGCACAGCGCT GCTGGAGAGT GGAGT CCGGAAGCCGCTCGECGAGCT
TTTCCCGGGAT CCGCCACCGT GCACCT GGAGCAGGEGECGEECACCAAGCTGGT GAAGGACT T
TTTCCCAGGTACGSG: - - AGTTTTACAGACAGAAACAGGCTGGAAAACCATGT CACAAGT
CTTCCCAAGAACAGGCAAAGT CGTTGT TCGAAACAAAGGCACCATAACCCTGGACCAGT T
TTTCCCTATGAAT GCGGCAAGT GACT GTACAGGGTAAAGGAACCGTACAGT TGTCCCAACT
TTTCCCCATGAGCGGACAAGT GAAGGTACAAGGTAAAGGAACT TTACCATTGT CACAGCT

P T T O P D DO D D B D
235 245 255 265 275 285
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CTCTATCGGAGATCGTGT TTTGAGCAT GACOGOCAACGGACAGGOCGT CTACAGCGAAGT
ACGT CCOGGAGACCGCGT GCT GEOGGCT GACGACCAGGGECOGECT GCTGTACAGOGACT T
AGTAGCCGGGGACAGT GT TTTAAGT ATGAATAGCAAT GGGAAAT TAGAATACAGT CCAGT
AAAAGTTGGT GACAGCGT TTTATCGGT CGACCT TCAAGGOGAGT TAACT TACAGT GAAGT
AAAGGT AGGGGACGAAGT CCTTGOGT TGAAT TCOCAGGGAAAAT TGGT TTACAGOGAAGT
AAATGT AGGAGATGAGGT TCTTTCAATGAAT GOOGACGGCAAAT TGGT TTACAGOGAAGT
N T P D T D D R R D D P
295 305 315 325 335 345
GATCCTCTTCATGGACOGCAACCT CGAGCAGATGCAAAACTT- TGTGCAGCTGC- ACACG
CCTCACCTTCCT GGACCGOGACGAAGGOGCCAAGAAGGT CTTCTACGT GATCGAGACGCT
TATAGCGTTTATAGACAGAAAT GAACGGGAGT TGGAACGGTATATCACTCTTC - ATACG
GATAGCATTTTTGGACACCAATAAGGATTCTAGTGGCTACTTTCACCGAATTG - AAACA
CATCGCTTTCCT TGACAT CAAGAACGATACCAGCGGTCATTTCTATGTGCTTG - AGACA
CATCGCCTTCCT CGACATAAAGAAT GATACCAGT GGOCATTTTTACAAGAT TG - AAACT
T T T D D e B R B DR DR D
355 365 375 385 395 405
GACGGT GGAGCAGT GCTCACGG TGACGOCGGCTCACCTGGETTAGCGT TT- - - - - - - - - -
GGAGOCGCGOGAGOGOCT GCTGCT CACCGCOGOGCACCT GCTCT TCGT GGCGCOGCACAA
GAAGATAAAAAAGACATT- ACGTTAACATCTAAACACCTCATTTACATGTCGACATCAAA
GAGAACGGOCATACAATT- CGACT GACCGGAAAGCACT TAATTTATTCCTCTTACACAAA
GAAAATGGTCACAAGGTT- CACCT GACCGGCAAACACCT CATCTACACT TCOGAAACAAA
GAAAGTGGTCACGAGGTA- CATCTGACCGGCAAACATCTCATCTACTCTTCOGATACGAA
N T T T e D e B R D D P
415 425 435 445 455 465
HH-R3

CGTCACAACCGATGACGTAACAGACTCTTTTAATGTGGTGTATGCC
TCGAACACGGITTGACCTG - - AATGACAATGATTCTGAGT TCGAA
TCGGACCTCATTCGICGCTT- - - GACTCTGCAAGT TCCCGATTCGAA
CCGGACCTCTTTTGTICCTC- - - GACTCTGTAGATTCTCGATTC:- - -

R P P P P B B D R
475 485 495 505 515

Haliotis asinina(Mollusque, Gastropodefpatella vulgata(Mollusque, Gastropode),
Octopus bimaculoidegMollusque, Céphalopoddiruprymna scolope@Vollusque,
Céphalopode)Sepia officinalis(Mollusque, Céphalopode)
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Alignement des séquences protéiques partielles delig

Dr osophi |l a
Musmuscul u
Hasi ni na
Pat el | avul
Cct opusbi m
Euprymasc
Sepi aof f

Dr osophi l a
Musnuscul u
Hasi ni na
Pat el | avul
Cct opusbi m
Eupr ymasc
Sepi aof f

Dr osophi |l a
Musmnuscul u
Hasi ni na
Pat el | avul
Cct opushi m
Eupr ymmasc
Sepi aof f

Dr osophi |l a
Musmnuscul u
Hasi ni na
Pat el | avul
Cct opushi m
Eupr ymmasc
Sepi aof f

ADRL MSKRCKEKLNVLAYSVIVNEWPAE RLLVTESWDEDYHHGQESLHYEGRAVTI ATSDR
ADRL MIQRCKDKLNALAI SVMNQAPGVKL RVTEGWDEDGHHSEESLHYEGRAVDI TTSDR
------- RCKEKLNMLAI SVMNQWPGVKL RVTEAVWDEDGTHSKDSLHYEGRAVDI TTSDK
------- RCQDKLNSLAVSVMNNVKGVM. RVTEAWNDNNSHAKDSL HYEGRAVDI TTSDK
------- RCKDKLNTLAI AVMNEWPGVKL RVTEAVWDT QGHHAPTSLHYEGRAVDI TTSDR
------- RCKDKLNSLAI AVMNEWPGVKL RVTEAVWDTEGHHAPTSLHYEGRAVDI TTSDR
.......................... VKL RVTEAV\DTEGHHAPTSL HYEGRAVDI TTSDR

* kkk k- kkkkkhkkkkhk k- kkk-.

.|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
5 15 25 35 45 55

DQSKYGVLARLAVEAG-DW/SYVSRRHI YCSVKSDSS| SSHVYHGCFTPESTALLESGVRK
DRSKYGVLARLAVEAGFDWYYESKAH HCSVKAENSVAAKSGGCFPGSATVHLEQGGTK
DRAXYGVLARLAVESG-DW/YYESRNHI HCSVKSDSSVAI Kl - - - = - - - - - oo o - -

DRAKYGVLARLAVEAGFDWYYESRGH HCSVKSDSSVAI KI GGCFPGTGVLQTETG WK
VRSRYGVLARLAVEAG-DW/YYESRSHI HCSVRSDSL DT THY GGCFPRT GKVVVRNKGT

ERSRYGVLARLAVEAGFDWYYESRSHI HCSVRSDSVAASNY GCCFPMNGVTVQEKGTV
ERSRYGVLARLAVEAG-DWYYESRSHI HCSVRS! DSVAAS NYGC-,CF PMSGQVKVQGKGT L

khkkhkkkhkhkhkkhkk kkkkk K* k- ke kkk oo .

P U PN DU DU BRI B D DU BN B
65 75 85 95 105 115

PLGELSI GDRVL SMIANGQAVYSEVI L FVDRNL EQVIONFVQLHT- DGGAVLTVTPAHLVS
L VKDL RPGDRVLAADDQGRLL YSDFL TFLDRDEGAKKVFYVI ETLEPRERLLLTAAHLLF
TVBQVVAGDSVL SMNSNGKLEYSPVI AFI DRNERELERYI TLHT- EDKKDI TLTSKHLI Y
TLDQLKVGDSVLSVDLQGELTYSEVI AFLDTNKDSSGYFHRI ET- ENGHTI RLTGKHLI Y
QLSQLKVGDEVLALNSQGKLVYSEVI AFLDI KNDTSGHFYVLET- ENGHKVHLTGKHLI Y
PLSQLNVGDEVL SMNADGKLVYSEVI AFLDI KNDTSCGHFYKI ET- ESGHEVHLTGKHLI Y

N P P P D DO P DO D e e
120 125 135 145 155 165

VWQPE- - - - - - SQKLT- - - FVFADRI EEKNQVLVRDVET
VAPHNDS- - GPTPGPS- - - ALFASRVRPGQRVYV- - - - -
MBTSNVTTDDVTDSFN- - - VWYADDVI EGDYVLV- - - - -
SSYTNRTRFDLNDNDSEFEATYADQVQ GD- - - - - - - - -
TSETNRTSFVLDSASSRFEAI YADHTQ GD- - - - - - - - -
SSDTNRT------------ SFVLDSVDSRF- - - - - - - - -

P P T D P P
175 185 195 205

Haliotis asinina(Mollusque, Gastropodefatella vulgata(Mollusque, Gastropode),
Octopus bimaculoidegMollusque, Céphalopoddiuprymna scolope@Vollusque,
Céphalopode)Sepia officinalis(Mollusque, Céphalopode)
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Annexe 3

Protocole d’extraction d’ADN

Technique QlAgen Kit DNeasy Tissue®

Mor'f:eau 1804
f‘;g ',Snsu tampon ATL ZOO/JI/'N
] ion a 55° tampon AL Précipité blanc
(J — 7° Incubation a 55°C p
dant 2h ou gélatineux
Fragmentation du * ,Z_Oul pen' . EEEEE———
morceau de tissu gpr‘o‘remasa K minimum
Remise en 70°C|pdt 10min
suspension Vor'fex 15s Précipité blanc

a transférer
500u| 500[J| dans la colonne
ampon AW 2 ampon AW 1 ﬁ

200pu
- d'éthanol (96-100%)
Changement Changement
de tube C de tube

Q

10 000g, 6 000g, 1 min 6 000g, 1 min
3 min

OOpL
Changement

EDS
de tube 2ml @ @ 200u1 éluat
Température l
ambiante 1 min
PCR
( 1 -

- 6 000g, 1 min
X
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Protocole d’extraction d’ARN

w N

ok

7
8.
9

10.
11.
12.
13.

14.
15.
16.
17.

Extraction des ARN au Tri Reagent®

Suspendre le tissu dans T Reagent®: 1 mL de Tri Reagent pour 50 a
100 mg
Incuber5 min a T ambiante
Ajouter 0.2 mL dechloroforme parmL de Tri ReagentAgiter
vigoureusement par inversion pendatsec
Incuber ar ambiante 2 a 15 min
Centrifugerl2000rpm 15 min 4 °C (programme 17)
On obtient 2 phases :
-en haut translucide : ARN (environ 0.6 mL)
-en bas rouge : phénol chloroforme
-anneau d’interface : ADN protéines (peut étre @@ pour une
autre manip)

Récupérer la phase aqueuse dans un nouveau tudprébever 'anneau de
l'interface.

. Rajouter0.5 mL d’isopropanol par mL de Tri Reagent

Incuberl0 min a température ambiante

. Centrifugerl2000rpm 15 min 4 °C (programme 17) L’ARN précipite en

culot

Enlever le surnageant

Laver le culot ave@ mL d’éthanol 75% par mL de Tri Reagent
Centrifugerl0000rpm 10 min 4 °C(programme 18)

Enlever le surnagent par inversion et laisser sésihgs la hotte ( ne pas
dessécher le culot)

Reprendre le culot dar2d a 40 pL d’eau DEPC

Incuberl0 min & 55 a 60 °C

Congeler & 80 °C

Diluer 'ARN dans60 puL d’eau DEPCpour faire la lecture de densité
optique a 260 nm
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Annexe 5

Carte du plasmide pCR® 4-TOPO® (Invitrogen) utilisélors des clonages de
séquences PCR

LacZo initiation codon

M13 Reverse priming site | T3 priming site
I

201 CACACAGEAR ACAGCTATGA CCATGATTAC GCCAAGCTCA GRATTARCCC TCACTAAAGEH
GTETGTCCTT TETCGATACT GETACTAATG CGETTCGAGT CTTAATTGEE AGTGATTTCC

Spe | Pstl FPmel EcoRI EcoR | Mot |

261 GACTAGTCCT G-.,.-".!“.'ifi'l"l“l!:".:". .-".-“.'Iful.-"..-".'l"l'-“.“,fi-“.'l CCTT PCR Al elelels GI.-"..-".'l"l'-“.'IG-“.'IIG-’.'i
CTGATCAGEA CGTCCARATT TGOTTARAGCS GOAEMALLISEMTTCCCE CTTAAGCECD
T7 priming site M13 Forward {-20) priming site

31 COGCTAANTT C:’E:".'l"l‘-“.“,ful-“}“:f: TATAGTGAGT -’.“,G'l'.-".'l"l'.-".l-“.“,.-"..-". '1"1'-“3.-".'-“3'1'%&'-’3(3 & '-“.“,G'l”l"l"l'.-".-’.“,l
GGOGATTTAR GTTAAGCGEGEE ATATCACTCA GCATAATGETT AAGTGACCGEE CAGCAAAATG

Le plasmide possede un gene de résistanc&ankmycine et un géne de résistance
a I'ampicilline, utilisé pour la sélection des clones.

pUC ori désigne l'origine de réplication du plasmide.

Piacest le promoteur du gene LacZ codant pouigmlactosidase.

Les sites M13 reverse » et «M13 forward » encadrant le site de ligation du
produit PCR sont reconnus par des amorces corrdaptes fournies dans le kit
permettant une PCR test.

T3 et T7 « priming sites » correspondent aux sites d’hwirah entre 'ARN et la
polymérase T3 ou T7 utilisées pour la synthéssodele.
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Annexe 6

Protocole de synthése de sonde

Kit de transcription Roche ®

Mix

Plasmide linéaire (au moins insert + site) 7ul

Mix U 2ul (1 DigUTP+ 1 UTP)
Mix ACG 6ul (2 ATP +2 CTP + 2
GTP)

Tp 10x 2

Rnase inhibitor il

RNA polymérase (sp6, T7 ou T3... selon plasmide) 2 ul
Volume final 2Qu

- Mélanger doucement, centrifuger brievement si resies
- Incuber ON a 37°C (2h au minimum)

- Ajouter 2ul de DNAse I, incuber 30 min & 37 °C

- Stopper la réaction aveq2EDTA 0,2M pH 8

- Faire migrer 2ul de sonde et gl de bleu sur un gel agarose a B¥Bande
de la taille attendue présente

-> Précipitation au chlorure de lithium (cf. protoe@n annexe 3)

Reprendre le culot dans 10@’'eau MiliQ® (Eurobio)

Lecture des rapports de densité optique et cakild doncentration



Annexe 7

Solutions utilisées pour les HISn toto

PBS 10X
KCI 0,59
KH,PO, 0,59
NaCL 20g

NaHPO,,2H,O 2,879
gsp HO 250ml
Autoclaver

SSC 20X

Citrate de Sodium 3M
88,2¢9
NacCl 3M
175,39
H,O
800ml
NaOH jusque pH 7
gsp HO 1L
Autoclaver

SDS 20%
10g dans 50ml O

PTW
PBS 1X 100ml
Tween 0,1% 100pl

SH
Formamide 50% 35ml
SSC 20X 5X 17,5ml
Tween 20 10%  0,1% 700l
SDS 20% 1% 1,75ml

gsp HO (15,05ml) 70ml

BS = Buffer pour blocking solution
MABT
Maleic acid 100mM
5,89
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NacCl 150mM, pH 7,5 4,35g
NaOH 3,50
Tween 5,5ml
gsp HO 500ml
BB 10%

blocking powder 2g dans 20ml AP
buffer, chauffer au micro-onde pour
dissoudre
Aliquoté la solution non utilisée et Stocké
a-20°C

AP buffer (Tampon phosphatase
alcaline)
Respecter I'ordre

Tris pH9.5 100mM 12,1g
NacCl 100mM 5,85g
MgCl,,6H,0 50mM 4,769
gsp HO 1L
Tween 20 0,1% iml
RNase buffer
NacCl 500mM 29,25¢
Tris HCI pH 8 10mM 1,579
EDTA 1mM 0,379
gsp HO 1L
RNase A solution
RNase A 20mg
Acetate Na 0,01M, pH 5,2 2mi

Chauffer a 100°C pdt 15min, laisser
refroidir
Ajout 0,1 volume (200ul) Tris HCL1M,
pH 7,4
Aliquoté en 250ul. Stocké a -20°C
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H,O DEPC (diethylpyrocarbonat€),1%
H,O 500ml
DEPC 500ul

Au moins une nuit a 37°C

Autoclaver 45min

Levamisol100mM  24mg/ml HO
Aliquoté en 180ul. Stockeé a -80°C

Héparine 5mg/ml de SSC 4X
Aliquoté en 500ul. Stockeé a -20°C.

tRNA 100mg/ml d’'HO
Ajouter directement 1ml d’H,O dans le flacon d’origine
Aliquoté en 50pul. Stockeé a -20°C.

FBS

A décomplémenter

Décongeler puis 30 min & 56°C (bain-marie)
Aliquoté en 1,8 ml



- 292 -

Annexe 8

Protocole d’HIS in toto

1R Jour

5

Pour 9 bétes + 5 pré
absorptions :
PTW : 2604l de Tween 20

qsp 260ml PBS 1X

5b
B B ,
y 40. SH : 125ml formamide

5mi

1,1ml
60%Me

+Nid

0,5ml
30%Me

+Nid

62,5ml SSC 20X
2,5ml Tween 20

6,25ml SDS 20%
1,8ml PTW S

0 9ul ProtéinaseK (20ma/mi 1,5ml SH
1.8ml SH 641 tRNA (100mg/ml)

9ul héparine (5mg/ml) 300ng/ml sonde

180ul PFA 37%

gsp 1,8ml PTW 1,841 1RNA 10l héparine
! (Ama/mN
5
5
2¢m Jour

Pré absorption de I'anticorps

6 he a nuit]
TP
. Hybri 1,841 AbDIG
" 18ul FBS
—_— 900ul BS
Tp Hybri
préabsorptio
a nuit

a 4°C toute la journée

*FBS :sérum de veau
décomplémenté (56T pdt 30
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2¢me Tour
a 65°C & 55°C
30 30 30 15mi 15
50% SH 0,45ml
BN/ ?K”% SH
30 30mi 30 15mi
RNase A d
37°C
/
184l RNase A (10mg/ml)
gsp 1,8ml fampon RNase
a T°C ambiante
15mi Smi BB 2% : 5404l BB 10%
450ul FBS
gsp 1,8ml BS
— 810yl
1 ( )
BB 4% Antidig \\
BS Ab 450pl
antidig
1,8ml BB 2%
7204l BB 10%” ey p0p
2700 FBS La nuit a 4°C
810yl BS
3%me Tour
La nuit a 4°C a4°c

30
Antidig 3
Ab

o0

w
"

—
‘
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4¢me Jour

La nuit a 4°C

a4°c

Antidig
Ab

30.30.
LQ. Q

o~

T°C ambiante

9ul levamisol (100mM)

aT°C Ombi%nsn 1 8ml tamnan AP

5

AP
levaniso

AP
levamis

/

N 180ul PFA 37%
gsp 1,8ml PTW
(1,62ml)

levamisol
BCIP 6,664l (50mg/ml)
NBT 6,664 (100mg/ml)

a l'obscurité

lAP 1.8ml% 18,
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