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« La seiche a le parfum exquis, l’ambre gris, qu’on ne trouve dans 
la baleine que comme résidu des seiches en nombre infini qu’elle 
absorbe. […] Toutes les nuances de l’iris la plus variée se succèdent 
et se fondent sur sa peau transparente selon le jeu de la lumière, le 
mouvement de la respiration. Mourante, elle vous regarde encore de 
son œil d’azur et trahit les dernières émotions de la vie par des 
lueurs fugitives qui montent du fond à la surface, apparaissent par 
moment pour disparaître aussitôt. » 
 
(Jules Michelet, La mer, Lausanne, L’Âge d’Homme, 
1980 [1861], p. 119). 
 
 
 
 
 
 
Les Nootka (Amérindiens de la côte occidentale du 
Canada) racontent : 
 
« Jadis, les quadrupèdes et les poissons rendirent visite au Vent du 
sud. Ils le trouvèrent endormi et voulurent l’effrayer. La Seiche se 
cacha sous le lit, le Flet et la Raie s’allongèrent au pied, et la Souris 
mordit le nez du dormeur. Celui-ci s’éveilla en sursaut ; en se 
levant, il glissa sur les deux poissons plats et tomba. La Seiche noua 
ses tentacules autour des jambes du Vent. Rendu furieux, il se mit à 
souffler avec une telle violence qu’il transpira, et les gouttes 
ruisselant de son front formèrent la pluie. Il réussit enfin à chasser 
ses ennemis, mais, par rancune, il revint de temps en temps sur terre 
pour les tourmenter, car les quadrupèdes souffrent des tempêtes de 
pluie et, quand la mer est grosse, elle rejette les poissons sur les 
grèves où ils périssent nombreux. » 
 
(Claude Lévi-Strauss, Mythologiques 4. L’homme nu, 
Paris, Plon, 1971, pp. 487-488). 



 - 8 - 

 



 - 9 - 

Table des matières 
 

 
 
Remerciements            3 
Liste des publications           5 
 
Introduction           13 
1. La seiche : un nouveau modèle Evo-Dévo      25 
1.1. Classification          25 
1.2. Cycle de vie           25 
1.3. Embryogenèse          30 
2. La locomotion, fonction essentielle dépendante du système neuro-musculaire       43 
2.1. La locomotion          43 
2.2. Le système nerveux         45 

2.2.1. Le développement du système nerveux       45 
2.2.2. Le système nerveux central       49 

2.2.2.1. Le cerveau        53 
2.2.2.2. Les lobes optiques et tissus associés     58 
2.2.2.3. Rapport des différents lobes juvéniles/adultes     61 

2.2.3. Le système nerveux périphérique      62 
2.2.3.1. Le système nerveux brachial      63 
2.2.3.2. Les ganglions stellaires et le système de fibres géantes   63 
2.2.3.3. Les statocystes        64 
2.2.3.4. Autres structures notables appartenant au système nerveux 
périphérique         65 
2.2.3.5. Les chromatophores       66 

2.3. Le système musculaire         67 
3. Gènes d’intérêt          73 
3.1. La voie sonic hedgehog         73 
3.2. Les gènes NK          79 

3.2.1. NK2 et NK6 
3.2.2. NK4 

3.3. Les gènes Pax 
3.3.1. Pax6 
3.3.2. Pax2/5/8 
3.3.3. Pax3/7 

3.4. Nodal 
 

Matériel et méthodes 
1. Matériel biologique 
2. Extraction d’ADN  
3. Extraction d’ARN 
4. Amplification des acides nucléiques 
4.1. Transcription inverse 
4.2. PCR (Polymerase Chain reaction) 
4.3. Banque d’ESTs 
5. Clonage et séquençage 
6. Synthèse d’une sonde 



 - 10 - 

7. Hybridation in situ 
8. Coupes 
9. Approches fonctionnelles 
9.1 Traitements à la cyclopamine  
9.2 Traitement au SB 431542 
9.3 Mise en place d’un protocole d’injection 

 
I. Contrôle moléculaire de la mise en place du complexe neuro-musculaire chez les 
Céphalopodes. Implications évolutives sur la fonction de locomotion. 
1. Les structures musculaires chez la seiche, innovations morphologiques et 
particularités histologiques 
2. Contexte de l’étude de la myogenèse chez les Céphalopodes 
3. NK4, un recrutement dans les muscles locomoteurs 
4. Pax2/5/8, des rôles conservés et étendus à la mise en place de tissus mésodermiques 
5. Pax2/5/8 et NK4, une complémentarité dans la mise en place de structures à 
destinée locomotrice 
5.1. La mise en place des bras, une collaboration de plusieurs gènes 
5.2. Le manteau et le sac coquillier 
5.3. L’entonnoir, quand les gènes appuient les différences d’origine entre les poche et tube 
6. Pax3/7, un troisième gène impliqué dans les structures musculaires ? 
7. Paxβ, grand absent chez les Céphalopodes ? 

Article : “Somatic muscle development in Sepia officinalis  
(Cephalopoda-Mollusca): a new role for NK4” .  
Article : “Shell reduction and locomotory development in cephalopods:  
the recruitment of engrailed and NK4 genes in Sepia officinalis”.  

 
II. Système contrôle de la locomotion, comment se met en place le système nerveux ?  
1. Pax6 et Shh, des gènes impliqués dans la formation du système nerveux central et 
périphérique 
1.1. La mise en place des ganglions, une coopération entre Pax6 et shh  
1.2. Shh et Pax6 participent tous les deux à l’organogenèse des bras  
1.3. Shh et Pax6 sont impliqués dans la formation d’organes sensoriels 
2. Les plans du corps, quelle(s) implication(s) pour Pax6 et shh ?   
2.1. L’orientation dorso-ventrale, quels rôles pour Pax6 et shh ? 
2.2. Shh semble être impliqué dans la mise en place de la bilatéralité chez S. officinalis  

2.2.1. Shh s’exprime le long de l’axe de symétrie bilatérale pendant le  
développement de S. officinalis 
2.2.2. L’inactivation de la voie shh entraîne malformations et asymétries 

2.3. Nodal, un autre facteur clé pendant l’embryogenèse de S. officinalis  
Article: “Shh and Pax-6 have unconventional expression patterns in embryonic 
morphogenesis in Sepia officinalis (Cephalopoda)”. 
 

III. Évolution des familles de gènes 
1. La famille Pax 
1.1. PaxB, à l’origine des gènes Pax2/5/8 et Pax6 
1.2. Pax 2/5/8 

1.2.1. Rôle ancestral de PAX2/5/8 
1.2.2. PAX2/5/8 et engrailed, un lien moléculaire conservé ? 
1.2.3. Pax3/7, une interchangeabilité possible avec Pax2/5/8 ? 



 - 11 - 

2. La famille NK 
2.1. Origine du cluster NK 
2.2. Les gènes NK2 
2.3. NK4 
3. Shh 
 
Conclusion et perspectives 
Annexes 
Annexe 1 : Table de développement embryonnaire de Sepia Officinalis L.  

       (Mollusque Céphalopode) Lemaire, 1970 
Annexe 2 : Alignements nucléotidiques et protéiques des gènes caractérisés dans cette 
étude chez Sepia officinalis 
Annexe 3 : Protocole d’extraction d’ADN 
Annexe 4 : Protocole d’extraction d’ARN 
Annexe 5 : Carte du plasmide pCR® 4-TOPO® (Invitrogen) utilisé lors  

       des clonages de séquences PCR 
Annexe 6 : Protocole de synthèse de sonde 
Annexe 7 : Solutions utilisées pour les HIS in toto 
Annexe 8 : Protocole d’HIS in toto 
 
Bibliographie 



 - 12 - 

 



 - 13 - 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

INTRODUCTION 
 

 
 

Outre que les Céphalopodes ont inspiré dès l’antiquité les artistes, comme en 

témoignent les amphores, pièces de monnaie, céramiques, mosaïques et autres vestiges de 

cette époque, le philosophe Aristote (330 avant notre ère) avait pointé les facultés 

extraordinaires de ces animaux. Les Céphalopodes ont aussi toujours été synonymes de 

terreur. Aristote prétendait que, prise avec une pieuvre dans un même filet, la langouste 

pouvait mourir de frayeur. Les croyances populaires ont rarement donné le « beau rôle » à 

ces animaux. En Grèce, on affirmait que les pieuvres pouvaient aller sur les terres pour 

voler de la nourriture aux habitants. Des rencontres de pécheurs avec le calmar géant ont 

notamment inspiré le mythe du terrifiant Kraken de la mythologie scandinave. Malgré la 

crainte qu’ils inspiraient, les Céphalopodes ont toujours montré une intelligence hors du 

commun parmi les animaux aquatiques, que ce soit dans les contes et les légendes ou dans 

les croyances populaires.  

La classe des Céphalopodes et leur attachement aux Mollusques n’ont été établis qu’à 

la fin du 18ème siècle. Mais au 19ème siècle, ils se sont trouvés au centre d’une controverse 

scientifique entre Etienne Geoffroy de Saint-Hilaire (1772-1844) et George Cuvier (1769-

1832) sur la similitude de leur anatomie avec les Vertébrés (Le Guyader, 1998). D’un côté, 

Geoffroy de Saint-Hilaire, naturaliste, soutenait que ces deux groupes présentaient le 

même plan structural de base et que tous les animaux partageaient une organisation unique. 



 - 14 - 

Il s’opposait alors au zoologiste George Cuvier (1769-1832) qui proposait un classement 

dans lequel il distinguait quatre plans d’organisation : celui des Vertébrés, celui des 

Mollusques, celui des « animaux articulés » et, enfin, celui des « animaux rayonnés ». Le 

désaccord entre les zoologistes s’étendait à l’évolution des espèces à laquelle croyait 

fermement Saint-Hilaire, tandis que Cuvier, lui, défendait la théorie fixiste. Dès cette 

époque, les Céphalopodes sont apparus comme un groupe clé, dont la ressemblance avérée 

avec les Vertébrés a servi d’argument, aujourd’hui maladroit, pour défendre l’hypothèse 

d’un ancêtre commun à toutes les espèces.  

Les Céphalopodes ont souvent été comparés aux « poissons » téléostéens par leurs 

multiples ressemblances dues à leur milieu de vie aquatique. Packard (1972) observait 

notamment que les Téléostéens et les Céphalopodes montraient des adaptations similaires à 

la nage rapide. Les deux groupes présentent des corps fuselés permettant une meilleure 

pénétration dans l’eau, des nageoires et la possibilité de se déplacer par propulsion. 

Cependant, le mode de déplacement par propulsion est très minoritaire chez les 

Téléostéens, à la différence des Céphalopodes qui utilisent la musculature puissante de leur 

manteau et entonnoir afin de chasser brusquement l’eau accumulée dans la cavité du 

manteau, et ainsi, se déplacer rapidement à contre-courant. Quant aux nageoires, elles 

semblent indispensables aux Téléostéens pour se diriger et se déplacer, combinées aux 

ondulations du corps. Chez les Céphalopodes, et la seiche en particulier, les nageoires leur 

permettent de se déplacer lentement ou de se maintenir dans la colonne d’eau. 

Exclusivement carnivores, les Céphalopodes sont des prédateurs actifs, capables de mettre 

en œuvre des stratégies diverses pour chasser, ou encore pour s’accoupler (Agin et al., 

2006 ; Palmer et al., 2006). 

Au cours de l’évolution, la pression sélective du milieu aquatique a conduit à des 

adaptations semblables parmi différents groupes. On sait que les structures similaires entre 

Vertébrés et Céphalopodes sont le fruit de convergences, autrement dit, de l’acquisition de 

structures ou d’aptitudes similaires dans des lignées évolutives différentes.  

          La majorité des convergences entre les Céphalopodes et les Vertébrés constituent 

également des synapomorphies, des caractères dérivés partagés par les Céphalopodes au 

sein des Mollusques. C’est le cas, notamment, du système nerveux centralisé en un 

cerveau (Nixon and Young, 2003), à l’origine de comportements complexes, souvent 

rapprochés de ceux des Vertébrés (Hochner et al., 2003). Ils possèdent ainsi des capacités 
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d’apprentissage et de mémorisation remarquables et leurs capacités de résolution de 

problèmes sont étonnantes (Bradley and Young, 1975). 

Cependant les Céphalopodes partagent avec les autres Mollusques de nombreuses 

caractéristiques Ils ont pour groupe frère les Gastropodes (Lecointre et Leguyader, 2001). 

Chez les deux organismes, on observe une courbure du tube digestif au cours du 

développement. Le tube digestif prend la forme d’un « U » chez l’individu adulte (la 

bouche est adjacente à l’anus). Ce phénomène appelé « flexion endogastrique » a lieu chez 

la larve trochophore pour les Gastropodes et directement chez l’embryon pour les 

Céphalopodes. En effet, les Céphalopodes ne présentent pas de stade larvaire mais ont un 

développement direct, une synapomorphie majeure par rapport aux autres Mollusques. Les 

juvéniles sont identiques à l’adulte. Les systèmes nerveux central et périphérique sont mis 

en place avant éclosion. Ils subissent ensuite des modifications liées au milieu de vie 

(Boletzky, 1988a).  

Si leur appartenance aux Mollusques est un fait accepté, les Céphalopodes montrent 

des modifications frappantes concernant trois caractéristiques du groupe des Mollusques : 

la coquille, le manteau et le pied. Il s’agit de caractères dérivés ou synapomorphies (fig. 

1). En effet, la coquille a été internalisée (exception faite pour le nautile) et le manteau 

recruté pour de nouvelles fonctions, respiratoire et locomotrice ; l’unique pied des 

Mollusques a, quant à lui, été modifié en plusieurs bras préhensiles et en un entonnoir 

(Naef, 1923) participant à la fonction de locomotion. La locomotion est une des 

principales fonctions adaptées précisément au mode de vie. Celle-ci implique le complexe 

neuro-musculaire dans sa globalité. Cette fonction, utile dans la fuite et l’attaque, faisant 

intervenir les muscles du manteau et de l’entonnoir (l’hydrostat), est sous le contrôle du 

système nerveux. Suivant le mode de déplacement, lui-même lié au milieu de vie, et la 

nécessité d’échapper à des prédateurs, diverses adaptations du système nerveux se sont 

produites au cours de l’évolution. Si ces adaptations ont pu converger en partie comme 

chez les Céphalopodes et les Téléostéens, la comparaison des mécanismes moléculaires 

sous-jacents est indispensable à la compréhension de la mise en place de ce système d’un 

point de vue évolutif. Ces mécanismes sont bien connus chez les Vertébrés et les 

Ecdysozoaires mais très peu, voire pas du tout, chez les Lophotrochozoaires. Parmi ces 

derniers, le groupe des Céphalopodes montre des innovations morphologiques au niveau 

du système nerveux qui en font un groupe crucial à étudier dans une optique évolutive et 

comparée.  
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Figure 1 : a. : Sepia officinalis, vue latérale, principales structures visibles sur un individu 
adulte. b. : Schéma représentant une vue ventrale de S. officinalis. L’entonnoir se compose 
de la poche et du tube.  
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           Au niveau du système nerveux périphérique, la diversité d’organisation entre les 

groupes de Céphalopodes est fonction des différences de mode de vie, et liée, entre autres, 

au mode locomoteur (fig.2). Les contraintes du milieu ont entrainé des adaptations qui 

portent sur les structures musculaires et nerveuses. Ainsi, la fuite par propulsion à réaction 

ou le camouflage via les chromatophores sont les deux principaux moyens des 

Céphalopodes pour échapper aux prédateurs. Suivant que l’organisme est benthique, 

pélagique ou necto-benthique, les espèces vont montrer un développement plus accentué 

d’un système ou de l’autre. Chez le calmar, espèce pélagique, la fusion de fibres géantes 

en axones géants permet une propulsion potentialisée, puisque l’information passe plus 

rapidement (un seul contact synaptique). La fuite est alors le mode de défense privilégié. 

A l’opposé, les Octopodes (pieuvres), Céphalopodes benthiques pour la plupart, ne 

possèdent pas de fibres nerveuses géantes et n’utilisent pas la propulsion par réaction, 

mais ils peuvent se mouvoir par reptation sur leurs bras et ventouses. De plus, ils 

possèdent un système extrêmement développé de chromatophores, organes neuro-

musculaires, qui leur confère leur principal mode de défense, le camouflage. Parmi tous 

les Céphalopodes, la seiche (Sepia officinalis) montre des caractères « intermédiaires » en 

relation avec son mode de vie, à l’interface du domaine benthique (proche du fond) et du 

domaine pélagique (en pleine eau), et pourrait donc être à l’interface du point de vue 

évolutif et adaptatif. La seiche se positionne donc comme un nouveau modèle de choix 

pour une étude Evo/Dévo. Elle possède non seulement des adaptations à la nage en pleine 

eau avec des fibres géantes innervant les muscles du manteau, mais aussi, un pattern de 

chromatophores très développé qui lui permet de se camoufler sur le fond. Le choix de la 

stratégie adoptée se fait par une analyse cognitive mettant en œuvre des structures 

sensorielles reliées au système nerveux central. C’est pendant le développement que se 

mettent en place les différentes structures adaptatives. Les mécanismes moléculaires sous-

jacents sont les points clés à élucider pour comprendre de quelle façon ces différentes 

structures sont apparues au cours de l’évolution. C’est donc par une approche 

développementale que seront abordés ici les mécanismes ayant contribué à l’adaptation 

des Céphalopodes au milieu aquatique.  
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Figure 2 : Comparaison de la structure nerveuse du ganglion stellaire en fonction de 
l’espèce et de son milieu de vie aquatique, chez : a. calmar ; b. seiche. c. pieuvre. D’après 
Mangold, 1989. 
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         Si les fonctions physiologiques du cerveau (système nerveux central) et de l’axone 

géant (système nerveux périphérique) sont de plus en plus étudiées chez l’individu adulte, 

les voies moléculaires à la base de leur développement restent inconnues. Le système 

neuro-musculaire des Céphalopodes est particulièrement dérivé par rapport aux autres 

Mollusques. De ce fait, l’étude des mécanismes moléculaires contrôlant la mise en place de 

ces particularités au cours du développement permet d’asseoir des hypothèses évolutives 

sur l’émergence de ces structures et fonctions, non seulement au sein des 

Lophotrochozoaires mais également au sein des Métazoaires.  

La présente étude vise donc à caractériser certains de ces mécanismes moléculaires à 

l’origine de la fonction de locomotion durant l’embryogénèse d’un Céphalopode, Sepia 

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

 

 

1.1. Classification 

 

Les Céphalopodes appartiennent à l’embranchement des Mollusques, lui-même 

appartenant au groupe de Lophotrochozoaires dans la division des Protostomiens. Les 

Céphalopodes sont divisés en deux taxa : les Nautiloidea et les Coleoidea. Les Nautiloidae 

ne comprennent que les Nautiles tandis que les Coleoidea englobent les Decabrachia, qui 

possèdent 10 bras dont la quatrième différenciée en tentacules et les Octobrachia à 8 bras.  

Parmi les Decabrachia, on compte les Spirulida, les Sepiolidae, les Sepiidae, dont 

fait partie la seiche et les Teuthidae (calmars). Parmi les Octobrachia, on distingue les 

Vampyromorpha, les Cirroctopodidae et les Octopodae (pieuvres)  

 

 

1.2. Cycle de vie  
 
 

S. officinalis occupe les côtes atlantiques européennes, les côtes ouest africaine et la 

Méditerranée (Young et al., 1998). Les plus grands spécimens mesurent jusqu’à 50 cm 

sans les tentacules. S. officinalis vit dans les eaux côtières et sur la plaque continentale à 

des profondeurs de 150 m maximum. Il s’agit d’un animal necto-benthique, vivant dans la 

colonne d’eau, prés du fond. S. officinalis est une espèce d’intérêt économique majeur (de 

2000 à 10000 tonnes par an pêchées dans la Manche), avec un cycle de vie court : environ 

18 mois (fig. 3). Elle peut se reproduire et pondre en captivité, ce qui permet de suivre le 

développement d’embryons en laboratoire.  

Chez les Céphalopodes, les sexes sont séparés. Les gonades de S. officinalis restent 

indifférenciées jusqu’à la fin du développement embryonnaire. La distinction histologique 

des ovaires et testis n’est possible qu’au moment de l’éclosion. Cependant, les gonoductes 

pour les deux sexes et glandes nidamentaires des femelles sont visibles avant éclosion 

(Lemaire et Richard, 1970). La maturité sexuelle est acquise à un an environ. Le nombre 

total d’œufs pondus par une femelle peut varier de 500 à 1000 selon les tailles des 

femelles (Mangold –Wirz, 1963).  
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Lors de la période de reproduction, le mâle parade en modifiant son pattern de 

couleur. L'accouplement se fait « tête à tête ». La fécondation est interne. Le mâle utilise 

son bras ventral gauche, l’hectocotyle, qu’il introduit dans sa propre cavité de manteau 

pour prendre les spermatophores extrudés par son pénis. Les spermatophores sont 

transférés dans une poche spéciale, sous la masse buccale de la femelle. La ponte 

commence aussitôt après la copulation (Nixon and Messenger, 1977).   

Les œufs sont déposés à intervalles réguliers de 2 à 3 minutes pendant plusieurs 

heures. L’ovaire, entouré du chorion, reçoit d’abord une enveloppe gélatineuse secrétée 

par la glande de l’oviducte. Puis il est encore entouré par d’autres enveloppes gélatineuses 

sécrétées par les glandes nidamentaires. Ces enveloppes sont noires du fait de la mélanine 

contenue dans la poche à encre, caractéristique des Coleoidea. Les œufs sont ensuite 

conduits dans le tube de l’entonnoir. Les spermatozoïdes sont relâchés de la poche 

copulatoire sous la bouche, et pénètrent les différentes enveloppes. Enfin, les œufs sont 

fixés sur des supports tels que des stipes d’algues ou des feuilles de zostères, en faible 

profondeur dans la zone intertidale sur les côtes Atlantiques (Boletzky, 2006). La période 

de ponte s’étend de mars à septembre. Après la période de ponte, les individus s’étant 

accouplés ne se nourrissent plus et meurent en quelques semaines par cohortes. La durée 

de vie de S. officinalis varie de 18 à 24 mois.  

Par rapport aux autres Mollusques, les Céphalopodes ont un développement direct, il 

n’y a pas de stade larvaire, ce qui permet une observation continue de la morphogenèse 

sans modifications dues à la métamorphose. Les jeunes éclos sont identiques à l’adulte et 

adoptent immédiatement le mode de vie (necto-benthique) de l’adulte. En milieu naturel, 

les juvéniles éclosent après environ deux mois et séjournent en général à proximité de leur 

lieu de naissance, dans les herbiers, avant de gagner de plus grandes profondeurs au début 

de l’automne afin d’éviter des températures trop basses. Ils entrent alors en phase de 

croissance. 
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Figure 3 : Cycle de vie de S. officinalis 
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La seiche se nourrit de divers petits crustacés (crevettes, petits crabes, amphipodes) et 

poissons selon son âge et, donc, sa taille. Elle chasse à l’affût, tapie dans le sable, à moitié 

enterrée et fortement mimétique grâce à ses chromatophores, des structures neuro-

musculaires spécifiques aux Céphalopodes. A l’approche d’une proie, elle peut projeter ses 

deux tentacules afin de ramener la proie à la bouche, puis elle la déchiquète à l’aide de son 

bec corné et de sa radula (Blanc et al., 1998). Ces deux organes chitineux font partie du 

bulbe buccal. Si la radula est un organe caractéristique des Mollusques, le bec corné ou 

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

critère de détermination des espèces ou genres.  
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1.3. Embryogenèse 

    
 

Les caractères développementaux des Céphalopodes sont primordiaux pour 

comprendre l’évolution de leurs structures. Les Céphalopodes ont de nombreuses 

particularités développementales qui influent, entre autres, sur les structures sensorielles. 

Les œufs de Céphalopode présentent notamment une segmentation discoïdale avec un œuf 

télolécithe, tandis que la plupart des Mollusques montrent une segmentation spirale. Une 

des principales caractéristiques est le fait qu’il s’agisse d’un développement direct. A la 

différence des autres Mollusques, il n’y a pas de passage par un stade larvaire trochophore 

et le juvénile sortant de l’œuf est semblable à l’adulte. Une étude evo-dévo sur un modèle à 

développement direct permet d’échapper aux remaniements morphologiques, donc, 

moléculaires, profonds dus à la métamorphose.  

Chez les Lophotrochozoaires dont le développement est indirect, la larve 

trochophore est en contact direct avec le milieu. Elle possède des structures qui lui 

permettent de se déplacer, telle que la couronne ciliaire (Nielsen, 2005). L’embryon de 

Céphalopode est protégé dans l’œuf à l’intérieur duquel un individu en tout 

pointsidentique à l’adulte se développe. Des structures en liaison avec ce mode de 

développement sont présentes chez l’embryon, comme l’organe de Hoyle qui permet au 

juvénile de déchirer les membranes de l’œuf à éclosion (Boletzky, 2006).  

Chez S. officinalis, les œufs montrent des membranes noires mélanisées. Ces 

membranes bloquent le passage de la lumière, fortement variable dans les zones 

intertidales où les œufs sont pondus. Chez d’autres espèces de seiches, comme la seiche 

géante Sepia apama, les membranes des œufs ne sont pas mélanisées et les œufs restent 

blancs et transparents. Cette espèce vit à plus basse profondeur que S. officinalis, pouvant 

descendre jusqu’à plus de 500m (Aitken et al., 2005) où l’intensité de lumière varie 

beaucoup moins qu’à 200m (la profondeur maximale atteinte par S. officinalis, (Sherrard, 

2000). De plus, S. apama accroche ses œufs dans des grottes, aux récifs coralliens. Ainsi, 

les œufs ne sont pas, ou très peu, exposés à la lumière. La mélanisation des œufs de S. 

officinalis pourrait donc bien être en relation avec un effet protecteur face à la lumière.  

 
L’abaque utilisé pour définir les stades de l’embryogenèse de S. officinalis a été 

établi à partir de celui de Lemaire (1970). Il est néanmoins adapté à ce qui a pu être 
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observé sur les pontes concernées par la présente étude. Le développement embryonnaire 

de la seiche est divisé en trois grandes phases : 

 

 

- La segmentation : stades 1 à 9 (fig. 4). L’œuf, très riche en vitellus est du genre 

télolécithe : la segmentation est inégale et discoïdale (type méroblastique) à la différence 

de la majorité des Mollusques pour lesquels la segmentation de l’œuf est en spirale. Au 

stade 5, le blastoderme présente deux zones : une zone centrale constituée par deux 

cellules bien délimitées : les blastomères et une zone périphérique constituée par quatorze 

éléments dépourvus de limite périphérique : les blastocônes. Ce sont eux qui vont former 

le syncytium vitellin.  

 

- La gastrulation : stades 10 à 15 (fig. 4). Elle débute par la mise en place de 

l’entomésoderme. Comme chez les autres organismes, c’est aussi à ce stade que va se 

former un tube digestif primitif. La gastrulation est achevée lorsque l’épibolie est 

terminée, c’est-à-dire quand le vitellus est totalement recouvert par le syncytium vitellin et 

l’ectoderme extra-embryonnaire. 

 

- l’organogenèse : stades 15 à 30. Cette phase s’étend de la fermeture du sac vitellin 

au pôle végétatif à la résorption plus ou moins complète du sac vitellin externe. Cette 

période se termine à l’éclosion. les stades précoces, 15 à 19 (fig. 5), correspondent aux 

stades où l’embryon est sous forme de disque sur le pôle animal de l’œuf. 

Progressivement, l’embryon se redresse dans le sens antéro-postérieur du stade 20 à 22 

(fig. 6). A partir du stade 23, l’embryon présente une conformation similaire à l’adulte 

avec le manteau au niveau postérieur et la tête et la couronne brachiale du coté du vitellus 

(fig. 7).  
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Segmentation : stades 1 à 9 

Gastrulation : stades 10 à 14 
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11111111    
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Figure 4 : Stades correspondant aux phases de segmentation et gastrulation chez S. 
officinalis.  
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Phase « disque » : stades 15 à 19 

Organogenèse 

17171717    16161616    

19191919    

Figure 5 : Stades correspondant aux phases précoces de l’organogenèse de S. officinalis. 
Echelle 500µm. 
Légende : I, II, III, IV et V, bras ; b, branchie; bo, bouche ; m, manteau ; o, œil ; pe, 
poche de l’entonnoir ; s, statocyste ; sc, sac coquillier ; te, tube de l’entonnoir ; A, 
antérieur ; D, dorsal ; Dr, droite ; G, gauche ; P, postérieur ; V, ventral 
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Phase de redressement : stades 20 à 22 

Organogenèse 
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Figure 6 : Stades correspondant aux phases de redressement lors de l’organogenèse de S. 
officinalis. Echelle 500µm. 
Légende : I, II, III, IV et V, bras ; b, branchie; bo, bouche ; go, ganglion optique ; m, 
manteau ; o, œil ; te, tube de l’entonnoir ; A, antérieur ; D, dorsal ; Dr, droite ; G, gauche ; 
P, postérieur ; V, ventral.  
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Phase de conformation adulte : stades 23 à éclosion 

Organogenèse 
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Figure 7 : Stades correspondant aux phases tardives de l’organogenèse de S. officinalis. 
Echelle 500µm. 
Légende : I, II, III, IV et V, bras ; e, entonnoir ; go, ganglion optique ; m, manteau ; o, 
œil ; A, antérieur ; D, dorsal ; Dr, droite ; G, gauche ; P, postérieur ; V, ventral.  
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          L’orientation du corps ne répond pas aux conventions classiques chez la seiche et 

chez les Céphalopodes de façon plus générale. Lorsque l’embryon est encore sous forme 

de disque (stades 15 à 20), le stomodeum comprenant la bouche est alors dorsal, le pôle 

antérieur du futur adulte comprenant les bras et tentacules se situe à la périphérie du 

disque, alors que le pôle postérieur (manteau, branchies et entonnoir) est au centre. A 

partir du stade 21, l’embryon se redresse et les yeux, la bouche et la couronne brachiale se 

retrouvent du côté du vitellus, tandis que la masse viscérale et le manteau sont à l’opposé. 

Les mécanismes de mise en place des régions antéro-postérieur et dorso-ventral pourraient 

donc être différents de ce qui est connu jusqu’à présent. L’absence de chaîne nerveuse 

ventrale ou dorsale, structure organisatrice de la plus haute importance dans de nombreux 

autres groupes (Coolen et al., 2009 ; Holland, 2002), ne fait que renforcer l’intérêt majeur 

de connaître les mécanismes moléculaires participant à la formation d’un tel organisme. 

La mise en place des axes du corps a des conséquences importantes sur l’organisation du 

système nerveux, particulièrement complexe et dérivé des Céphalopodes.  
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2. La locomotion, fonction essentielle dépendante du système neuro-

musculaire 

 
 
 

2.1. La locomotion 
 

Le système locomoteur et les muscles associés ne sont pas sous les mêmes 

contraintes sélectives en milieu aquatique et en milieu terrestre. En ce qui concerne les 

Céphalopodes actuels, Seul Nautilus présente une coquille externe divisée en plusieurs 

chambres (phragmocones) divisées à leur tour en loges. Ces loges sont percées en leur 

milieu par un siphon (Nixon and Messenger, 1977). Le nautile nage par propulsion comme 

les Céphalopodes à coquille interne. Il ajuste ensuite sa flottabilité avec du gaz pompé dans 

les chambres de sa coquille via le siphon. Le mouvement de propulsion du nautile ne va 

dépendre que d'un petit volume d'eau, d'une faible pression dans la cavité du manteau, 

d'une vitesse de propulsion réduite et d'une masse musculaire peu importante par rapport 

aux Céphalopodes à coquille interne (Grassé, 1989). Ainsi, sa poussée n'est que d'un 

huitième de celle d'un calmar de même taille, alors que sa vitesse de propulsion n'est que 

d'un dixième (Chamberlain, 1990). La survie de Nautilus suppose un mode de vie lent à 

mouvements verticaux et l'animal doit chercher sa nourriture dans les habitats où la 

compétition avec des nageurs rapides et agiles est minimale. Les Céphalopodes fossiles ont 

eu à faire face à des contraintes de configuration semblables qui ont probablement 

contribué à leur déclin. Chez les autres Céphalopodes, la régression de la coquille a eu des 

conséquences considérables sur le système locomoteur de l’animal en milieu aquatique et 

implique des adaptations morphologiques anatomiques majeures telles que la modification 

du manteau et la présence d’un entonnoir et de bras, dérivés de l’unique pied des 

Mollusques. L’évolution de ces structures a été certainement un évènement clé pour 

l’adaptation des Céphalopodes dans les océans pendant le Cambrien tardif, il y a 500 

millions d’années (Holland, 1987 ; Saunders and Landman, 1987 ; Young et al., 1998). Le 

manteau, les bras et l’entonnoir composent l’hydrostat, indispensable pour la propulsion 

par réaction. Ces structures musculaires constituent un appareil locomoteur très puissant. 

Les muscles circulaires du manteau se contractent et réduisent alors le volume de la cavité 

palléale, chassant ainsi l’eau par l’entonnoir et permettant un mouvement par propulsion.  
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Le surcroît d’énergie nécessaire à de tels mouvements est fourni grâce, notamment, à 

un appareil circulatoire clos qui permet une meilleure distribution de l’oxygène (Mangold 

and Bidder, 1989).  

La seiche peut également se déplacer lentement par action de ses nageoires afin de 

réaliser de petits mouvements ou de changer de direction. Elle s’en sert, par exemple, pour 

se surélever légèrement par rapport au fond. Quand il lui est nécessaire de se déplacer plus 

rapidement, elle utilise son entonnoir pour se propulser en arrière. Elle est capable de faire 

du surplace ou de bouger verticalement dans la colonne d’eau en faisant onduler ses 

nageoires ou en modifiant la flottabilité de sa coquille.  

L’os de seiche, structure aragonitique, est le premier facteur utile à la seiche dans ses 

déplacements. Il lui sert de flotteur grâce à une consistance très poreuse jouant sur des 

équilibres liquide/gaz, limitant l’effort nécessaire pour se maintenir entre deux eaux. La 

coquille est produite par l’épithélium du sac coquillier qui s’étend du côté dorsal de 

l’embryon. Baratte et al. (2007) ont montré une implication de la protéine Engrailed dans 

la formation de ce sac. Rien n’est su, cependant, concernant le contrôle moléculaire des 

muscles du manteau associés au sac coquillier.  

La fonction respiratoire du manteau s’accomplit au niveau antérieur, tandis que la 

région postérieure est dédiée à la fonction de locomotion. La contraction des muscles 

circulaires produit une expulsion d’eau hors de la cavité du manteau. Les fibres 

longitudinales dans les muscles rétracteurs de la tête et de l’entonnoir tirent ces structures 

vers la cavité du manteau et, avec les muscles du manteau, augmente la force d’expulsion 

de l’eau. Les fibres musculaires sont contrôlées par le système de fibres géantes qui 

permet une conduction très rapide et assure une contraction globale et simultanée de toutes 

les fibres musculaires du manteau pour déclencher des mouvements de fuite rapides grâce 

à l’expulsion de jets d’eau par le manteau, à travers l’entonnoir. Les structures participant 

à la fonction de locomotion sont mises en place très tôt durant l’embryogenèse de S. 

officinalis. L’embryon de seiche bouge déjà dans l’œuf à des stades 24/25 et réagit à des 

stimuli mécaniques. Aux stades suivants, on observe des mouvements de propulsion à 

l’intérieur du chorion alors complètement désolidarisé de l’embryon. Les structures, 

identiques à l’adulte, participant à la locomotion, aussi bien musculaires que nerveuses, 

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

2.2.1. Le développement du système nerveux  

 

Pendant la phase en disque, où tous les organes commencent à se former, le 

stomodeum est dorsal, le pôle oral (antérieur) du futur adulte est situé à la périphérie de 

l’embryon (couronne brachiale et stomodeum), alors que le futur pôle aboral (ou 

postérieur pour l’adulte) est central (manteau, branchies, entonnoir). Les territoires 

présomptifs des ganglions cérébroïdes sont situés de chaque côté de la future bouche et se 

développent ensuite vers les yeux (fig. 8a). Au stade 20, ils forment une unité 

morphologique avec les futurs ganglions optiques entourant les vésicules optiques. Les 

lobes olfactifs présomptifs se situent sous le lobe optique, ventralement. Au stade 16, les 

ganglions viscéraux commencent leur développement en deux territoires de chaque côté 

du manteau, en bas des tubes de l’entonnoir. Ils rejoignent ensuite les ganglions optiques 

au stade 20.  

Après la phase en disque, l’embryon commence à se redresser (stades 21 à 23) (fig. 

8b). Les yeux, la bouche et la couronne brachiale sont situés au céphalopodium (côté 

vitellus) et le viscéropallium (masse viscéral, cavité palléale et le manteau) au côté opposé 

(Baratte et al., 2007). Les appendices se différencient en huit bras et deux tentacules, 

fonctionnellement différents chez l’adulte. Les ganglions se différencient en plusieurs 

lobes, chacun ayant un rôle précis, moteur ou sensoriel. Les ganglions commencent à se 

condenser au stade 23 pour former un complexe dans la tête de l’embryon (fig. 8c). Ils se 

différencient en lobes, peu avant éclosion. Le cerveau est établi avant éclosion mais des 

changements ont lieu pendant la phase de transition, du juvénile à l’adulte, principalement 

en ce qui concerne les proportions relatives des différentes parties du cerveau.  

Le cerveau entoure l’œsophage, formant une partie supra et sous-œsophagienne, 

chacune d’elles étant subdivisée en plusieurs lobes. La partie dorsale, supra-œsophagienne, 

ayant pour origine les ganglions dits « cérébroïdes » comprend les lobes verticaux, 

frontaux, optiques, olfactifs et buccaux, impliqués dans l’analyse des afférences 

sensorielles. La partie ventrale, sous-œsophagienne, est composée de centres moteurs 

comme les lobes palléoviscéraux et pédieux.  

Quant au système nerveux périphérique, les deux ganglions stellaires, structures 

caractéristiques des Céphalopodes, commencent leur développement sur les côtés droit et 
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gauche du manteau, dès le stade 19 sur les bords du sac coquillier présomptif (Baratte and 

Bonnaud, 2009) et les ganglions brachiaux se situent tout le long de la couronne brachiale 

et se développent à côté des bras.   

 

Les différents lobes composant le cerveau entament leur développement sous forme 

de domaines pairs disposés de part et d’autre d’une ligne imaginaire coupant le futur 

manteau en deux, constituant l’axe de symétrie droite/gauche de l’embryon. Les lobes 

optiques et les ganglions stellaires restent séparés en deux paires de part et d’autre de l’axe 

de symétrie droite/gauche de l’embryon.  

Chez l’individu adulte, la masse cérébrale est divisée en deux lobes droit et gauche 

parfaitement symétriques. Les nerfs cérébraux partant de chaque côté ne se croisent pas et 

innervent donc les territoires se trouvant du même côté. Toutefois, des commissures 

nerveuses permettent la communication entre les ganglions et, ainsi, la coordination de la 

réponse entre côté droit et côté gauche (Grassé, 1989). Les processus moléculaires 

d’établissement de la bilatéralité neurale restent encore totalement inconnus chez ces 

espèces dépourvues d’axe nerveux central. Chez les Vertébrés, on sait que la bilatéralité 

du système nerveux se met en place autour de la corde neurale (Levin, 1997 ; Coolen et 

al., 2009). Or, les Céphalopodes ne possédant pas de corde neurale ou de structure 

équivalente, l’un de nos objectifs a été de mettre en évidence les mécanismes 

moléculaires, qui contrôlent la bilatéralité pendant le développement des Céphalopodes. 
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Figure 8 : Territoires neuraux embryonnaires pendant le développement de S. officinalis. 
Echelle 500µm. 
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2.2.2. Le système nerveux central 

 

Tous les Céphalopodes actuels ont un système nerveux bien développé et un 

véritable cerveau, ce qui constitue une différence majeure par rapport aux autres 

Mollusques et une convergence importante avec les Vertébrés. Le cerveau des 

Céphalopodes est complexe et se compose de nombreux lobes, fonctionnellement 

hiérarchisés. Vingt-cinq lobes majeurs ont été caractérisés dans le cerveau des Coléoidés 

et des sous-divisions ont permis de définir quarante lobes en tout.  

Le phénomène de céphalisation, une concentration du système nerveux dans la tête, 

observé chez les Céphalopodes est également notable chez les Gastropodes (fig. 9).  On 

distingue chez les Gastropodes des ganglions cérébroïdes supra-œsophagiens et une masse 

nerveuse sous-œsophagienne comprenant des ganglions pédieux, à l’avant, et viscéraux, à 

l’arrière. Ces ganglions sont reliés par des connectifs nerveux et forment un triangle 

caractéristique (Lecointre et Leguyader, 2001). Ces terminologies identiques se justifient 

par le fait que les ganglions des Céphalopodes et ceux des Gastropodes partagent des 

fonctions similaires. En effet, les ganglions dits cérébroïdes reçoivent, dans les deux cas, 

les afférences des organes sensoriels, yeux, statocystes et tentacules, par exemple, tandis 

que les ganglions pédieux sont en liaison avec le pied ou les bras et les ganglions 

viscéraux contrôlent les muscles viscéraux. Ces structures, bien qu’ayant une 

dénomination similaire entre Gastropodes et Céphalopodes, présentent des différences 

importantes qui questionnent leur possible homologie. Le cerveau des Céphalopode est 

entouré par une capsule cartilagineuse, à la différence des Gastropodes. De plus, il existe 

une véritable cérébralisation chez les Céphalopodes chez lesquels il y a coalescence entre 

les ganglions pédieux et viscéraux. Enfin les degrés de complexité fonctionnels sont tout à 

fait différents puisque les Gastropodes ne présentent qu’environ neuf ganglions selon les 

espèces contre vingt-cinq lobes majeurs pour les Céphalopodes Coléoides (Packard, 

1972). Chez les Gastropodes, il n’y a pas de différenciation des ganglions en lobes et donc 

pas de sous-fonctionnalisation. Il convient donc d’être prudent sur les comparaisons entre 

ces deux organismes.  
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Figure 9 : Comparaison entre le système nerveux d’un Gastropode et celui de S. 
officinalis.   
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        2.2.2.1. Le cerveau 

 

En termes physiologiques, le système nerveux central intègre et traite des 

informations sensorielles provenant de la périphérie et initie une réponse de l’organisme 

via des neurosécrétions dans le liquide sanguin ou une stimulation directe de muscles. Au 

niveau anatomique, le SNC, tissu nerveux délimité, comprend des agglomérations 

distinctes de neurones spécialisés fonctionnellement connectés entre eux par des axones 

(neuropile) ; il peut prendre différentes formes et avoir des degrés de complexité variables 

au sein des différents phyla.  

Chez les Céphalopodes, le SNC est enfermé dans une capsule cartilagineuse. Il est 

constitué initialement par des ganglions typiques de Mollusques mais qui se différencient 

en plusieurs lobes avec des fonctions spécifiques, établissant une hiérarchie dans le 

traitement de l’information (fig. 10). La masse supra-œsophagienne reçoit des 

informations sensorielles et la masse sous-œsophagienne est rattachée aux fonctions 

motrices (fig. 11). Au niveau péri-œsophagien se trouvent les lobes magnocellulaires.  

Les différents lobes du cerveau présentent la même structure médullaire : un cortex 

constitué des corps cellulaires des neurones entoure le neuropile, une zone fibrillaire 

(Mangold, 1989). Cette zone est composée d’un enchevêtrement des neurites (axones et 

dendrites) de ces mêmes neurones et de cellules gliales assurant l’homéostasie du milieu 

neuronal (astrocytes) et la myélinisation des axones (oligodendrocytes). Les neurones du 

cerveau font entre 5 et 10 µm mais les plus grands neurones moteurs peuvent atteindre 

jusqu’à 100 µm. L’épaisseur des fibres nerveuses est également variable, elle va de 1 µm 

jusqu’à 1 mm. Les fibres les plus épaisses sont les fibres géantes.  

En 1961, Boycott apporte de nouvelles connaissances concernant l’organisation 

fonctionnelle du cerveau de S. officinalis grâce à des expériences d’électrostimulation et 

permet de déterminer de nouvelles subdivisions au sein des différents lobes suivant les 

effets des stimuli électriques. Les lobes sous-œsophagiens sont alors classés en centres 

moteurs « moyen » ou « inférieur » en fonction du type de réponses après stimulation et de 

leurs connexions périphériques. Au niveau des lobes supra- œsophagiens, sont décrits des 

centres moteurs « supérieurs » ainsi que des zones dites “silencieuses”. D’autres 

expériences, toujours par stimulations électriques, ont permis d’affiner ces subdivisions et 

de déterminer plus précisément les rôles et connexions au niveau du cerveau de S. 

officinalis (Chichery and Chanelet, 1976, 1978).  
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        La masse supra-œsophagienne se compose dorsalement des lobes vertical, frontal 

supérieur et frontal inférieur et ventralement, du lobe basal (fig. 10). Sous le lobe vertical 

se trouve le lobe subvertical puis le lobe précomissural. Le lobe frontal contrôle les 

mouvements des bras et de la masse buccale (capture des proies), tandis que le lobe 

vertical est impliqué dans la mémoire et l’apprentissage. Le reste de la masse supra-

œsophagienne se compose du lobe basal. Le lobe basal comprend les lobes sub-pédonculés 

et pédonculés et les lobes olfactifs. Les lobes basaux seraient impliqués dans le 

mouvement de la tête, des yeux, de la masse buccale, bras, tentacules et nageoires et dans 

le contrôle de la respiration, de la locomotion, de la nage et des chromatophores (Chichery 

and Chanelet, 1978).  

La masse sous-œsophagienne est divisée en masses antérieure, moyenne et 

postérieure (fig. 10). Chacune de ces masses est à son tour divisée en plusieurs lobes. La 

masse sous-œsophagienne antérieure se compose du lobe brachial associé à dix nerfs, un 

pour chaque bras et tentacule. La masse sous-œsophagienne médiane est divisée en quatre 

parties : les lobes pédieux antérieurs, postérieurs et latéraux et le lobe latéral des 

chromatophores. Les lobes pédieux antérieurs et postérieurs sont impliqués dans les 

mouvements des bras, des tentacules et des muscles rétracteurs de la tête et contrôlent les 

nerfs de l’entonnoir. Les lobes pédieux latéraux contiennent les centres oculomoteurs et 

les 6 nerfs allant vers les muscles optiques. Enfin, la masse sous-œsophagienne postérieure 

est constituée des lobes palléoviscéraux centraux et des deux lobes postérieurs des 

chromatophores. Le lobe palléoviscéral central a des rôles dans la communication, la 

respiration et diverses fonctions des viscères et contrôle également la poche à encre. A 

l’arrière du lobe palléoviscéral, se situent les lobes vasomoteurs dorsal et ventral. Sur 

chaque côté du lobe palléoviscéral et entre les lobes vasomoteurs, se trouve la partie 

postérieure du lobe magnocellulaire. Devant le lobe magnocellulaire, impliqué dans la 

respiration et dans le contrôle des statocystes, des fibres géantes forment le lobe 

magnocellulaire ventral. Enfin, dorsalement, le lobe magnocellulaire passe devant les 

lobes basaux latéraux et rejoint le lobe basal dorsal (Young, 1939). 

Il semblerait donc que le SNC des Céphalopodes réponde bien à la définition d’un 

cerveau, aussi bien morphologiquement qu’anatomiquement. Ce terme, cependant, ne 

signifie pas que cette structure, présente dans de nombreux phyla, dérive d’une même 

structure présente chez un ancêtre commun. En effet, les Céphalopodes sont le seul groupe 

parmi les Mollusques à posséder un tel niveau de centralisation du système nerveux.  
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         De plus, le fait qu’ils soient dépourvus de cordon nerveux central, structure clé dans 

la formation du cerveau des Vertébrés, suggère que le SNC des Céphalopodes se forme de 

façon totalement différente pendant l’embryogénèse. Concernant le contrôle moléculaire 

de la mise en place du SNC des Céphalopodes, seules deux études se sont intéressées au 

gène Pax6, gène « maître » dans la formation des organes photosensoriels chez de 

nombreux groupes (Gehring et al., 2008) ; Pax6 est exprimé dans les ganglions viscéraux 

et optiques pendant le développement d’un calmar, Loligo pealii (Tomarev et al., 1997) et 

d’une sépiole, Euprymna scolopes (Hartmann et al., 2003). Malgré l’intérêt évident de la 

mise en place du SNC chez les Céphalopodes d’un point de vue évolutif, les mécanismes 

moléculaires restent encore à établir. 

 

 

2.2.2.2. Les lobes optiques et tissus associés 

 

Comparés aux autres Mollusques, les Céphalopodes ont un mode de vie 

particulièrement actif. L’information visuelle provenant des yeux est considérable. Chaque 

lobe optique est presque aussi grand que le reste du cerveau et se compose d’environ 100 

millions de cellules chez l’adulte. Les lobes optiques se situent de part et d’autre du 

cerveau et sont rattachés à la masse supra-œsophagienne par les tractus optiques. Ces 

tractus passent par les lobes pédonculaires, olfactifs et la glande optique.  

Autour du lobe optique, se situe le corps blanc, un organe lymphoïde positionné de 

chaque côté, dans le sinus sanguin de l’orbite (fig. 11). Cette structure a une fonction 

globuligène ; les cellules sanguines, les amoebocytes ou leucocytes, y sont formés (Grassé, 

1989 ; Nixon and Young, 2003).  

         Le tissu subpédonculé est issu de la partie centrale du lobe optique et constitue la 

principale zone neuroendocrinienne. Il s’agit d’un système de nerfs qui forment un 

neuropile sous l’épithélium de la veine cave, veine qui collecte le sang des bras, de la tête 

et de la partie antérieure de la masse viscérale. Les somas des neurones qui composent ce 

tissu sont situés dans des « troncs ganglionnaires », dans le lobe palléoviscéral. Le 

neuropile s’étend jusqu’à la veine cave et dans les veines adjacentes (Nixon and Young, 

2003). 
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Figure 11 : Schéma représentatif du SNC de S. officinalis et des différents lobes le 
composant avec les principales connexions vers certains systèmes effecteurs. Ce schéma 
n’est bien entendu pas exhaustif concernant les conenctions inter-lobes. MSA, masse sous-
oesopgagienne antèrieure ; MSM, masse sous-oesophagienne moyenne ; MSP, masse sous-
oesophagienne postérieure. 
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                2.2.2.3. Rapport des différents lobes juvéniles/adultes  

 

En 1971, Messenger a mis en place un protocole pour tester la capacité 

d’apprentissage de seiches adultes. Des proies enfermées dans un tube en verre étaient 

présentées aux seiches. Les seiches ont d’abord tenté de projeter leurs tentacules afin 

d’attraper les proies mais se sont heurtées au tube de verre. Pendant les 20 minutes de 

l’exercice, le nombre de tentatives de capture a baissé. Dans la deuxième expérience, les 

seiches recevaient un petit choc électrique à chaque tentative de capture. Cette expérience a 

montré que la baisse du nombre de tentatives de capture était directement liée à la quantité 

de chocs reçus lors des essais. Cela suggérait alors que l’inhibition de la projection des 

tentacules était reliée à la douleur ressentie chaque fois que les tentacules touchaient le 

tube de verre. Après 24 heures, les proies étaient à nouveau présentées aux seiches dans un 

tube de verre. Les animaux n’ont pas tenté de projeter leurs tentacules, démontrant ainsi 

qu’elles avaient en quelque sorte « retenu la leçon ».  

Des déficiences dans les processus d’acquisition ont été observées chez des seiches 

juvéniles comparées aux adultes. (Agin et al., 1998). Chez les juvéniles, les capacités de 

mémorisation augmentent pendant le développement post-embryonnaire précoce et tardif 

(Dickel et al., 1997, 1998). Ces changements développementaux sont liés à une maturation 

tardive des structures cérébrales associées à l’apprentissage visuel et à la mémoire. Il s’agit 

principalement du complexe du lobe vertical (Messenger, 1973). Le système du lobe 

vertical forme 6% du volume total du cerveau à l’éclosion, tandis qu’il forme près de 12% 

chez les seiches juvéniles (Frösch, 1971). Des activités intenses d’apprentissage pendant 

les 4 premiers mois de vie hors de l’œuf des petites seiches vont de pair avec un 

développement important de ce lobe (Messenger, 1973). 

Il a également été montré que chez S. officinalis, les lobes basaux formaient 39% du 

volume total du cerveau à éclosion et seulement 26% chez un adulte (Frösch, 1971). Les 

lobes sont impliqués dans diverses activités dont la nage, la locomotion par propulsion et 

les mouvements de la tête, des bras, des tentacules et des nageoires. Les jeunes à 

l’éclosion sont très actifs. Ils nagent pour se maintenir dans la colonne d’eau et 

commencent à chasser immédiatement. Le volume important du lobe basal dans cette 

période clé du développement pourrait être en rapport avec l’activité intense nécessaire dès 

éclosion (Nixon and Mangold, 1998).  
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Contrairement à Octopus vulgaris, qui a un mode de vie planctonique à l’éclosion 

puis passe à un mode de vie benthique au stade adulte, les juvéniles de S. officinalis 

montrent les mêmes comportements que l’adulte dès l’éclosion (Boletzky, 1987). Les 

fondements de leur processus d’apprentissage seront donc les mêmes à tous les stades du 

développement post-embryonnaire. A l’éclosion, le lobe brachial est réduit, comparé au 

volume total du cerveau et chez S. officinalis et chez O. vulgaris. Il augmente ensuite en 

proportion au cours du développement post-embryonnaire. On note cependant une 

augmentation plus importante de ce volume pour O. vulgaris, concomitamment à une 

croissance considérable des bras et une augmentation massive du nombre de ventouses à la 

période du recrutement benthique. Les bras et ventouses ont des rôles plus complexes chez 

O. vulgaris comparé à S. officinalis lorsqu’ils passent en mode de vie benthique. Ainsi, 

cette phase de recrutement impose des modifications morphologiques auxquelles échappe 

S. officinalis dont le développement est, de ce fait, plus aisé à étudier, puisque affranchi de 

ce biais. Toute la masse sous-œsophagienne est cependant déjà disposée à éclosion des 

juvéniles de S. officinalis. Les structures nerveuses motrices sont déjà en place. C’est un 

facteur crucial pour rendre la locomotion possible dès éclosion.  

Il semble donc que chez les Céphalopodes, les conditions post-embryonnaires jouent 

un rôle clé dans les processus de maturation de l’apprentissage et de la mémoire, tout 

comme il l’a été maintes fois observé chez les Mammifères et les Oiseaux (pour revue : 

Rosenzweig and Bennett, 1996). Par conséquent, la convergence anatomique et 

morphologique du cerveau des Céphalopodes avec celui des Vertébrés pourrait être 

associée à une convergence au niveau des mécanismes de développement de cet organe en 

relation avec l’environnement.    

 
 
 

2.2.3. Le système nerveux périphérique 

 

Le système nerveux périphérique (SNP) constitue environ 90% du système nerveux 

(Budelmann, 1995) ; il est concentré sur le système nerveux brachial (sensoriel et moteur), 

c’est-à-dire un ensemble de cordons neuraux associés aux nerfs sensoriels des ventouses. 

Le système nerveux périphérique montre d’autres particularités telles que des fibres 

géantes (ou axones géants) et des ganglions stellaires qui constituent un passage pour les 

nerfs des chromatophores. Les axones qui forment les nerfs périphériques sont pourvus de 
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gaines composées d’un nombre variable de couches, les cellules de Schwann (Young, 

1967) qui assurent la myélinisation des axones.  

Concernant le SNC, les différents lobes qui le composent fusionnent 

progressivement pendant le développement pour former le cerveau. Or, pour ce qui est du 

système nerveux périphérique, on observe plutôt une tendance à l’individualisation des 

ganglions, notamment, des deux ganglions stellaires, sur les côtés droit et gauche du 

manteau, mais également des ganglions brachiaux.  

 

 

2.2.3.1. Le système nerveux brachial 

 

Les bras comportent un axe nerveux central situé dans la musculature. Cet axe 

nerveux se compose de ganglions très rapprochés disposés en un cortex faisant chacun 

face à une ventouse. Le ganglion est constitué d’un neuropile et de cellules périphériques. 

A la base de chaque ventouse, se situe en plus un ganglion dit « acétabulaire » composé de 

quelques centaines de neurones. Ces ganglions sont des centres de réflexe périphériques 

pour les muscles de la ventouse (Graziadei, 1971) qui permettent une certaine autonomie 

du système brachial. De nombreux nerfs partent de chaque ganglion central. Il y a d’une 

part, les nerfs connectifs reliant l’axe central aux fibres nerveuses périphériques, au 

nombre de 6, et au ganglion acétabulaire et, d’autre part, on distingue un groupe de nerfs 

contenant des fibres motrices, allant vers les muscles, les chromatophores et diverses 

structures sensorielles, qui apportent des informations des récepteurs périphériques. Le 

réseau complexe de nerfs et de ganglions au sein même d’un unique bras, laissant 

supposer une autonomie de ce système, est pourtant évidemment connecté au SNC. 

Effectivement, du côté opposé aux ventouses, les parties externes et internes du cordon 

nerveux axial consistent en deux troncs composés de fibres efférentes et afférentes qui 

relient le cerveau et les bras. Il s’agit des tractus cérébrobrachiaux.  

 

 

2.2.3.2. Les ganglions stellaires et le système de fibres géantes  

 

Les ganglions stellaires sont au nombre de deux, de part et d’autre de l’axe de 

symétrie droite/gauche de l’animal (fig. 10). Ils sont positionnés sur la partie interne du 
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manteau. Chaque ganglion se compose d’environ 120 000 cellules nerveuses (Nixon and 

Young, 2003) et forme le plus important carrefour nerveux du système nerveux 

périphérique.  

Le contrôle des muscles du manteau se fait par le système nerveux central via un 

système de fibres géantes faisant relais dans les ganglions stellaires. Des fibres de 1er ordre 

partent du lobe magnocellulaire et font contact synaptique avec des fibres de 2ème ordre 

dans le lobe palléoviscéral. Ces fibres de 2ème ordre, appelées nerfs palléaux, font relais à 

leur tour dans les ganglions stellaires avec des fibres de 3ème ordre, appelées nerf stellaire, 

qui innervent les muscles du manteau (fig. 10). Les nerfs stellaires contiennent aussi les 

fibres innervant les chromatophores. Ces fibres passent par les ganglions stellaires mais 

sans y établir de contact synaptique. Les zones innervées par les nerfs stellaires se 

recouvrent en partie (Boyle and Froesch, 1979). Cependant, aucun nerf du côté droit 

n’innerve une zone du côté gauche et inversement. Il n’y a pas de croisement de nerfs. 

Chaque nerf stellaire possède une racine ventrale exclusivement efférente et une racine 

dorsale composée à la fois de fibres efférentes et de fibres afférentes (Young, 1971). Le 

système de fibres géantes permet une conduction très rapide et assure une contraction 

globale et simultanée de toutes les fibres musculaires du manteau pour rendre possibles 

des mouvements de fuite rapides. 

Il a été montré une expression de gènes Hox au niveau des ganglions stellaires à des 

stades 20/22 chez Euprymna scolopes (Lee et al., 2003). Des gènes de la même famille ont 

également montré des expressions au niveau des ganglions inter-brachiaux dans la 

couronne brachiale (Lee et al., 2003). Ce sont pour le moment les seuls gènes à avoir 

montré une expression dans les ganglions stellaires d’un Céphalopode.  

 

 

2.2.3.3. Les statocystes 

 

Les deux statocystes apparaissent sous la forme de deux structures circulaires de 

chaque côté du manteau au niveau de la naissance des deux parties du tube de l’entonnoir, 

côté ventral. Ces structures se transforment en vésicules et migrent sous la peau pour se 

positionner chez l’adulte en dessous du cerveau. Les canaux de Köllinker, vestiges de 

l’invagination de la vésicule, persistent en forme de cul-de-sac. La paire de statocystes est 

intégrée au cartilage crânien. Chaque statocyste contient des systèmes de récepteurs pour 
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la détection de la gravité ; il s’agit du système macula/statolithe et, pour la détection de 

l’accélération angulaire, du système crista/cupula (Budelmann, 1994). Il existe 3 maculae 

par statocyste. Il s’agit de zones condensant les cellules sensorielles. Elles sont en contact 

avec le statolithe. Le statolithe est une petite structure argonitique très dure qui se situe 

dans la cavité remplie de fluide. Le statolithe fait moins de 2 mm de long et présente des 

protubérances sur différents plans qui permettent d’estimer la croissance et l’âge de 

l’individu (Clarke, 1998).  

 

 

2.2.3.4. Autres structures notables appartenant au système nerveux 

périphérique 

 

L’organe olfactif 

L’organe olfactif est logé dans la peau, derrière les yeux ; il est recouvert de 

microvillosités et de cils. L’épithélium pluristratifié de cet organe se compose d’un type de 

cellules épithéliales et de deux types de cellules sensorielles.  

 

La ligne latérale 

Il existe 8 lignes de cellules dermiques ciliées situées sur la tête de S. officinalis, 4 de 

chaque côté, continuant le long des bras. De chaque côté, deux lignes continuent 

dorsalement et deux autres ventralement (une au-dessus et une sous les yeux). Ces lignes 

sont formées de cellules ciliées dont les axones se dirigent dans le système nerveux 

central. Le nombre de cils peut varier de quelques-uns à plus de 100 par cellule. Chaque 

cil est polarisé morphologiquement vers une direction. La sensibilité de ces cellules 

permet à la seiche de détecter le mouvement d’un poisson d’un mètre de long à une 

distance de 30 mètres (Budelmann et al., 1991).  

Les Téléostéens ainsi que certains amphibiens possèdent également des lignes 

latérales. Elles se présentent sous la forme d'une ligne, continue ou non, parcourant les 

flancs de l'animal. Cette structure permet la perception des vibrations de l'eau, et ainsi, 

entre autres, du son. Les récepteurs sur la ligne latérale sont appelés des neuromastes. 

Chacun de ces récepteurs présente une touffe de cils entourés d’une cupule gélatineuse 

(Popper and Platt, 1993). Chez la seiche et le calmar Lolliguncula, des expériences 

d’électrophysiologie ont permis l’identification de ces lignes épidermiques comme des 
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analogues aux lignes latérales mécanoréceptives des poissons. Cela constitue une nouvelle 

convergence entre les Céphalopodes et le système sensoriel des Vertébrés aquatiques 

(Budelmann and Bleckmann, 1988).  

 

 

2.2.3.5. Les chromatophores 

 

Les chromatophores sont des organes neuro-musculaires disposés sur la peau des 

Céphalopodes. Ils leur permettent de modifier leur couleur et ainsi de se camoufler dans 

leur environnement. Chaque cellule contenant le pigment est entourée d’une couronne de 

fibres musculaires radiaires. Lorsque les muscles se contractent, chaque cellule s’étire. 

Après la contraction des muscles et la dilatation de la cellule pigmentée, le sac à pigments 

élastique effectue un retour passif au repos. Les chromatophores sont reliés entre eux par 

un fin réseau horizontal de fibres radiaires. Ce sont les lobes des chromatophores de la 

masse sous-œsophagienne du cerveau qui commandent les muscles des chromatophores 

via les nerfs stellaires passant par les ganglions stellaires. Les lobes moteurs des 

chromatophores sont reliés par le lobe basal aux organes des sens, en particulier aux yeux, 

et à des récepteurs tactiles.  

Le système de chromatophore est très développé chez les Octopodes, tandis que les 

Teuthidae (calmars) possèdent un nombre de chromatophores moins important. Il a été 

montré que les Céphalopodes pouvaient contrôler leurs patterns droit et gauche de 

chromatophores indépendamment (Maynard, 1967). Leur système nerveux périphérique est 

latéralisé et présente une symétrie droite/gauche évidente avec un axe bien défini 

morphologiquement.  

Les chromatophores sont des structures neuro-musculaires et constituent donc une 

particularité majeure non seulement au niveau du système nerveux des Céphalopodes mais 

également au niveau de leur système musculaire. En effet, si les innovations 

morphologiques des Céphalopodes sont nombreuses pour ce qui est du système nerveux, 

elles le sont tout autant en ce qui concerne le système effecteur, le système musculaire.  
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2.3. Le système musculaire 

 

La masse musculaire est très importante chez les Céphalopodes. Elle est composée en 

grande partie du manteau, du système brachial et de l’entonnoir, auxquels s’ajoutent les 

muscles viscéraux et cardiaques. Le système musculaire des Céphalopodes montre de 

nombreuses particularités, au niveau locomoteur comme au niveau cardiaque. Les 

Céphalopodes possèdent trois cœurs. Les deux cœurs branchiaux, situés à la base de 

chacune des branchies, pompent le sang du corps vers les branchies où il est oxygéné. 

Entre les cœurs branchiaux, le cœur systémique pompe le sang oxygéné des branchies vers 

le reste du corps. Les Céphalopodes montrent un système circulatoire clos, ce qui constitue 

une convergence importante avec les Vertébrés (Schipp, 1987 ; Wells and Smith, 1987). 

Ce système circulatoire est mis en place très tôt durant le développement de S. officinalis 

(Boletzky, 1987). En début d’organogenèse, les rudiments du cœur systémique sont déjà 

distincts morphologiquement dans la masse mésodermique. Dès que la fusion des 

rudiments a lieu, une cavité apparaît au sein du futur organe. En parallèle, des cavités 

apparaissent aussi dans la masse mésodermique à la base de chaque branchie. C’est le 

début de la différenciation des cœurs branchiaux. Les cœurs branchiaux, encore 

rudimentaires, commencent à pulser très vite après la formation des cavités. Le cœur 

systémique s’active un peu plus tard, après ses jonctions avec les cœurs branchiaux 

(Boletzky, 1987). La mise en place très précoce du système circulatoire va permettre une 

oxygénation optimale des muscles locomoteurs très tôt pendant le développement.   

Différents types histologiques de muscles ont été décrits chez les Mollusques 

(Millman, 1967). Ils possèdent non seulement des muscles lisses et striés transversalement 

comme les Vertébrés, mais ils présentent en plus des muscles à striation oblique. Dans ce 

dernier type de muscles, les structures soutenant les filaments d’actine, (les « filaments 

fins » dans le muscle squelettique des Vertébrés) ne sont pas liées à des disques Z (matériel 

protéique auquel sont attachés les filaments d’actine chez les Vertébrés) continues (fig. 

12). En outre, l’appareil contractile est organisé en structures rappelant des sarcomères de 

muscles striés transversalement mais ces « sarcomères » ne sont pas alignés latéralement. 

En effet, les disques Z sont alignés obliquement par rapport à l’axe longitudinal de la 

cellule (Gonzalez-Santander and Socastro Garcia-Blanco, 1972). Les muscles à striation 

oblique ne sont présents que dans quelques groupes de Métazoaires comme les Nématodes 

(Reger, 1964 ; Rosenbluth, 1965) ou les Annélides (Kawaguti and Ikemoto, 1957). Ce type 
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cellulaire est cependant connu depuis longtemps chez les Mollusques (Céphalopodes : 

Ballowitz, 1892 ; Ostrea : Marceau, 1904).  

Chez les Céphalopodes, presque la totalité des muscles est striée obliquement. La 

présence de ce type de muscles dans le cœur systémique reste néanmoins encore discutée 

(Schipp and Schäfer, 1969 ; Budelmann, 1997 ; Kling and Schipp, 1987). Les tentacules 

seraient une des seules structures composées de muscles à striation transversale (Kier, 

1985, 1991 ; Kier and Schachat, 2008). La mise en place des muscles striés dans le 

tentacule chez Loligo pealii se fait tardivement, 4 à 5 semaines après éclosion (Kier 1996). 

Ceci suggère que la striation transversale serait (évolutivement) secondaire par rapport à 

l’oblique chez les Céphalopodes, voire une « simple » convergence morphologique 

(Boletzky, 1993). Le manteau est composé par des muscles circulaires, radiaires et 

longitudinaux et constitue environ 30% du poids total de l’animal adulte (Trueman and 

Packard, 1968).  

Les tentacules et les bras n’ont pas la même vitesse de contraction, ce qui a été relié à 

la différence de composition en muscles (Kier, 1992). D’un point de vue biochimique, les 

molécules impliquées seraient identiques, même si le cœur de paramyosine semble être 

plus important dans les muscles des bras que dans les tentacules (Kier, 1992). La rapidité 

de contraction est associée au raccourcissement de la structure contractile (longueur totale 

des sarcomères, longueur des filaments épais) des fibres striées (Kier, 1991). 

Le contrôle moléculaire du développement musculaire chez les Céphalopodes n’a pas 

été exploré, tandis que chez les Vertébrés, on sait que le développement des muscles 

squelettiques à striation transversale dépend des MRFs (Myogenesis Regulating Factors). 

Les MRFs sont des protéines bHLH (basic Helix-Loop-Helix) qui activent la transcription 

de gènes spécifiques aux muscles à striation transversale (Buckingham and al., 2003 ; 

Tapscott, 2005). Grimaldi et al. (2004a ; 2004b) ont montré par immunomarquage la 

présence de Myf5 et MyoD-like au niveau de cellules musculaires dans les bras et 

tentacules d’embryons de S. officinalis du stade 26 à éclosion (grâce à des anticorps anti-

MRF de Vertébrés).  
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Loligo pealii 

bras 

Figure 12 : a.: photos en microscopie élèctronique à transmission de sections transversales 
de muscles de Loligo paelii, SR, réticulum sarcoplasmique, échelle 1µm. b. : bas : schéma 
illustrant les différences entre les muscles striés obliquement et les muscles striés 
transversaux. Les bandes A correspondent aux filaments épais de myosine et les bandes I 
aux filaments fins d’actine. D’après Kier, 1985.  
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        Le développement des muscles cardiaques ne dépend pas des MRFs mais de 

différents facteurs de transcription (Bruneau, 2002 ; Brand, 2003 ; Buckingham et al., 2005 

; Olson, 2006). Parmi eux, se trouve NK4. Il a été montré une expression de ce gène au 

niveau du cœur systémique et de la poche à encre à un stade 26 chez Loligo pealii (Elliott 

et al., 2006). En revanche, son pattern d’expression dans les stades précoces du 

développement embryonnaire des Céphalopodes n’ a pas été établi.  

Bien des spécificités des Céphalopodes, comme la présence d’un système nerveux 

centralisé et hiérarchisé, constituent des convergences majeures avec les Vertébrés. Nous 

cherchons les limites de ces similitudes, à savoir, si les mécanismes moléculaires sous-

jacents sont identiques ou, au contraire, totalement différents de ce qui est connu 

actuellement chez les modèles Vertébrés et Ecdysozoaires.  

La coordination des mouvements locomoteurs va dépendre du positionnement des 

muscles, lequel positionnement dépend à son tour de la myogenèse répondant à l’action 

commune de nombreux gènes et cascades moléculaires pendant le développement 

embryonnaire. Le cerveau, en liaison étroite avec les muscles locomoteurs, va être le 

centre contrôle de la coordination musculaire. Pour comprendre de quelle façon se met en 

place le système locomoteur, il faut cibler non seulement des gènes intervenant 

potentiellement dans la mise en place musculaire, mais il est également indispensable 

d’étudier la manière dont le système nerveux va s’organiser et se positionner en liaison 

avec la fonction de locomotion.  

Pour répondre à ces problématiques, une démarche possible consiste à cibler des 

gènes connus dans d’autres groupes pour intervenir dans la mise en place du système 

neuro-musculaire. Il s’agit principalement de gènes à homéodomaines, codant pour des 

facteurs de transcription essentiels lors de la mise en place du plan d’organisation. Ces 

gènes interviennent pour certains dans la voie sonic Hedgehog et appartiennent aux 

familles des gènes NK et Pax.   
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3. Gènes d’intérêt 

 

 

Deux familles de gènes sont étudiées pour leur rôle connu dans d’autres groupes de 

Métazoaires dans la mise en place des territoires nerveux et musculaires : les gènes du 

cluster NK et les gènes de la famille Pax.  

Les gènes Pax codent des facteurs de transcription « spécialisés » au cours de 

l’organogenèse. La famille Pax comprend neuf protéines divisées en quatre groupes sur la 

structure de leurs domaines (paired-domain, homéodomaine et octapeptide). Chez les 

Vertébrés, les gènes Pax2, Pax5, Pax6, et Pax8 interviennent dans la mise en place du 

SNC (Matsunaga et al., 2000 ; Lang et al., 2007), les gènes Pax3 et Pax7 dans celle des 

muscles squelettiques (Buckingham et al., 2005).  

Les gènes du cluster NK sont des gènes à homéoboîte codant des facteurs de 

transcription. Six classes de gènes organisés en cluster ont été définies chez les 

Mammifères et la drosophile. Parmi ces gènes, NK4 a un rôle dans la mise en place de 

tissus d’origine mésodermique chez la drosophile et les Vertébrés (Garcia-Fernandez, 

2005) ; il participe, entre autres, à la formation des tissus vasculaires et du cœur (Holland 

et al., 2003 ; Ryan et al., 2007). NK2 et NK6 sont impliqués dans des mécanismes de 

différenciation de neurones, dans la corde spinale mais aussi dans le SNC chez les 

Vertébrés. Le gène shh (sonic hedgehog) est impliqué en amont de NK2 (Briscoe et al., 

1999 ; Cordes, 2005). Pour comprendre la mise en place et l’évolution des structures 

impliquées dans la locomotion chez les Céphalopodes, nous avons choisi d’étudier ces 

gènes « clés » chez la seiche. 

 

 

3.1. La voie sonic hedgehog 

 

La famille des protéines Hedgehog (Hh) est largement distribuée au sein des 

métazoaires. Un unique gène hh a été découvert chez Drosophila melanogaster (Nüsslein-

Volhard and Wieschaus, 1980), chez laquelle une mutation sur ce gène conduisait à un 

embryon couvert de petits denticules (d’où le nom « hedgehog » qui signifie « hérisson »). 

Chez les Vertébrés, des duplications ont donné naissance à plusieurs gènes Hh. Trois ont 

été caractérisés chez les mammifères, sonic hedgehog (shh), indian hedgehog (Ihh) et 
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desert hedgehog (dhh) (Marigo et al., 1995 ; Katoh et Katoh, 2006). Parmi ces gènes, shh 

est le ligand le plus étudié de la voie de signalisation hedgehog. Il joue des rôles clés dans 

l’organogenèse et l’organisation du cerveau chez les Vertébrés (Traiffort et al., 2010).   

Il s’agit d’un morphogène, une molécule qui diffuse pour former un gradient qui aura 

différents effets suivant sa concentration. Chez les Vertébrés, il possède un rôle majeur 

« ventralisant » dans la mise en place de l’axe neural à des stades très précoces (McMahon 

et al., 2003). Au niveau de la corde neurale, SHH, produit au niveau ventral, régule les 

différents domaines d’expression de facteurs de transcription. Un gradient important de 

SHH active l’expression de gènes dits de classe I, dont fait partie NK2, et inhibe celle de 

classe II, qui inclut Pax6 tandis qu’un gradient faible permet l’expression de Pax6 

(Ericson et al., 1997a). SHH définit différents domaines « NK2 positifs » au niveau ventral 

et « PAX6 positif » au niveau dorsal, et détermine ainsi les sous-types neuronaux, 

motoneurones et interneurones, dans chaque zone (Warren et al., 1999 ; Jacob and 

Briscoe, 2003) (fig. 13).  

SHH présente également un rôle chimioattractant pour les axones en croissance, 

notamment au niveau du tube neural (Charron et al., 2003). Pendant le développement des 

Vertébrés, les membres de la famille de Shh sont exprimés dans une large variété de tissus 

qui inclut la notochorde, le plancher neural et le cerveau antérieur ventral (Camus et al., 

2000 ; Barth and Wilson, 1995 ; Echelard et al., 1993). Chez les Ecdysozoaires tel que 

Drosophila, hedgehog est nécessaire pour l’initiation de la prolifération des neuroblastes 

dans le cerveau larvaire (Park et al., 2003). Chez le nématode Caenorhabditis elegans, 

aucun gène homologue à hedgehog n’a pu être caractérisé (Bürglin and Kuwabara, 2006). 

Chez les Lophotrochozoaires, shh a montré une expression dans des cellules nerveuses 

(Kang et al., 2003), corroborant en partie ce qui est observé chez les Vertébrés et la 

drosophile. En effet, chez la sangsue Helobdella robusta, l’homologue de shh, Hro-hh, est 

exprimé dans un petit groupe de neurones ganglionnaires dans l’embryon, mais également 

au niveau des parois du corps, du système digestif antérieur et postérieur et dans les 

organes reproducteurs (Kang et al., 2003). Quant aux Mollusques, dans la larve 

trochophore de la patelle Patella vulgata, hedgehog est exprimé le long de la ligne 

médiane ventrale (Nederbragt et al., 2002) et chez l’Annélide Capitella sp., l’homologue 

du gène hh (CapI–hh) est exprimé dans divers tissus dont un sous-groupe de neurones de 

la chaîne nerveuse ventrale (Seaver and Kaneshige, 2006). Les Céphalopodes ne possédant 

pas de cordon nerveux ventral mais une cérébralisation poussée, les mécanismes de 
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différenciation cellulaire et de polarisation, et le rôle de shh, dont peu de données 

d’expression sont disponibles chez d’autres Mollusques, doivent être explorés. Le signal 

“hh-like” observé dans une population spécifique de myoblastes chez des stades avancés 

de S. officinalis (Grimaldi et al., 2008) ne permettent pas d’inférer sur son rôle au niveau 

du SNC et sur la similitude (ou non) des expressions et mécanismes observés chez les 

autres Lophotrochozoaires étudiés, ou encore, chez les Vertébrés.  
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Corde spinale d’un 
Vertébré,  

coupe transversale 

types neuronaux 
induits 

gènes exprimés 

VO 

V1 

V2 

MN 

V3 

plancher neural 

shh 

Dbx1, Dbx2 

Dbx2, Pax6 

Pax6, Nkx6.1 

Nkx6.1, Nkx2.2 

Shh 

Classe I 

Classe II 

shh 

Figure 13 : a. : schéma représentant une section transversale de la corde spinale d’un 
Vertébré, des sous-types neuronaux résultent de domaines progéniteurs définis par 
l’expression de gènes spécifiques. b. : le gradient de concentration de SHH à partir du coté 
ventral régule l’expression d’une série de facteurs de transcription. SHH inhibe 
l’expression de gènes de classe I et active celles de classe II. Des boucles de régulations 
négatives permettent le maintien des domaines d’expression. MN, motoneurones ; N, 
notochorde ; V0–V3, interneurones ventraux 0–3. D’après Jacob et Briscoe, 2003.   

a.  

b.  
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3.2. Les gènes NK 

 

Les gènes NK forment un cluster, c'est-à-dire un groupe de plusieurs gènes situés sur 

un même chromosome, proches les uns des autres, apparus par duplication. Ils ont d’abord 

été caractérisés chez la drosophile (Nirenberg and Kim, 1989). Ils auraient pour origine le 

mégacluster ANTP, pour « Antennapedia », de même que les gènes Hox et ParaHox 

(Garcia-Fernandez, 2005). Des duplications (et/ou recombinaisons) au cours de l’évolution 

des Métazoaires auraient conduit à différents états de clusterisation et de dispersion des 

gènes dans les différentes lignées ; certains de ces gènes acquérant de nouvelles fonctions. 

On trouve des homologues chez tous les Métazoaires. Il a été montré que le cluster NK 

était formé d’au moins 5 gènes chez le dernier ancêtre commun des Spongiaires, Cnidaires 

et Bilateria (Larroux et al., 2007). Le nombre de gènes par cluster varie selon les taxa. 

Chez la drosophile, les gènes Nk1, Nk2, Nk3 et Nk4 nommés respectivement S59, vnd 

(ventral nervous system defective), bap (bagpipe), tinman, ainsi que le gène ladybird, ont 

été identifiés.  

Les gènes NK sont des gènes à homéodomaine de 60 acides aminés (Gehring et al., 

1994) qui montrent un domaine EH1, répresseur essentiel pour l’interaction avec un co-

répresseur transcriptionnel TLE/Groucho (Bae et al., 2004). Ces gènes ont un rôle crucial 

dans le développement. Ils informent les cellules de leur disposition au cours de 

l'embryogenèse et précisent leur positionnement définitif dans l'embryon au cours de la 

formation des organes par rapport aux axes antéropostérieur et dorso-ventral. Certains 

d’entre eux gouvernent le développement du système nerveux, l’organisation du futur 

cerveau et de la corde spinale chez les Vertébrés. C’est le cas pour Nk1, Nk2, Nk6 et 

ladybird qui ont montré des rôles dans la mise en place du système nerveux chez la 

drosophile et les Vertébrés. Chez les Céphalopodes, ont été recensés uniquement NK4, 

ladybird, NK1 et NK2 (Elliott et al., 2006). Il s’agissait pour nous de déterminer les 

patterns d’expression de ces gènes essentiels dans la mise en place et l’organisation du 

système nerveux chez toutes les espèces étudiées jusqu’à présent.  
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3.2.1. NK2 et NK6 

 

Chez les Vertébrés, Nk2 et Nk6 ont tous deux des rôles dans la neurogenèse. Nk6 

aurait pour fonction ancestrale de promouvoir le développement des motoneurones 

(Cheesman et al., 2004). Chez les Vertébrés, ce gène a un rôle critique dans la 

spécification des motoneurones dans la corde spinale. Les protéines Nkx6 guident la 

croissance des axones et contrôlent l’identité des neurones oculomoteurs au niveau du 

cerveau moyen de la souris (Müller et al., 2003). 

Chez la drosophile, NK2.1/Scarecrow est exprimé dans le pharynx en développement 

(Zaffran et al., 2000). Chez les Vertébrés, Nkx2.1 est impliqué dans le développement de 

la thyroïde et des poumons, deux structures dérivées du tube digestif (Minoo et al., 1999) 

et chez le Lophotrochozoaire Annélide Platynereis, le gène est exprimé dans le bulbe 

buccal (Tessmar-Raible et al., 2007). En ce qui concerne NK2.2, son implication dans la 

mise en place du système nerveux central est très importante au sein du règne animal. En 

effet, Chez la drosophile, le système nerveux central se développe à partir de trois colonnes 

longitudinales de cellules ventrales qui expriment le gène vnd, homologue de Nkx2.2 

(Weiss et al., 1998). Chez le Lophotrochozoaire Platynereis, Denes et al. (2007) ont 

montré une expression au niveau du neuroectoderme ventral complémentaire à celle de 

Pax6.  

Les gènes NK2 et NK6 sont également impliqués dans une voie de signalisation 

permettant la détermination des zones dopaminergiques et sérotoninergiques du cerveau 

moyen des Vertébrés (Prakash and Wurst, 2006). Ces mécanismes sont sous la 

dépendance d’une cascade transcriptionnelle impliquant une activation de NK6 par NK2 

(voie sérotoninergique) ou une inhibition des gènes NK2 et NK6 (voie dopaminergique) 

(Prakash and Wurst, 2006). Il a été montré chez Platynereis que la première paire 

bilatérale de neurones sérotoninergiques dans le système nerveux central émerge d’un 

précurseur NK2 (Denes et al., 2007). Les voies semblent donc similaires à celles des 

Vertébrés où de multiples populations de neurones sérotoninergiques se différencient du 

domaine neuronal du cerveau moyen exprimant Nk2. Ils envoient des projections 

ascendantes dans le cerveau antérieur et des projections descendantes dans la corde spinale 

pour moduler l’activité locomotrice spontanée. Il existe donc différents rôles pour des 

gènes homologues et ce, à différents stades du développement.  
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Chez les Céphalopodes comme chez les Vertébrés, les systèmes sérotoninergiques 

et dopaminergiques auraient un rôle clé dans la modulation des comportements et les 

fonctions cognitives (pour la sérotonine) et dans le contrôle des mouvements volontaires, 

donc, de la locomotion (pour la dopamine) (Williamson and Chrachri, 2007). En plus d’un 

rôle chez l’adulte, ces systèmes sont identifiés dans les embryons ou larves de tous les 

groupes animaux, montrant leur rôle putatif dans la neurogenèse du SNC. L’étude de ces 

systèmes permet ainsi d’apporter des éléments de réponses sur les mécanismes de la mise 

en place de la territorialité fonctionnelle du SNC.  

 

 

3.2.2. NK4 

 

Contrairement aux gènes NK2 et NK6 intervenant principalement dans des tissus 

d’origine ectodermique, le gène NK4, issu probablement d’une duplication de NK2, a 

montré un rôle au niveau des tissus mésodermiques, notamment dans le développement 

cardiaque chez de nombreuses espèces (Elliott et al., 2006 ; Harvey, 1996). De plus, la 

fonction de ce gène semble être bien conservée. Il définit un contexte « cardiaque » pour 

les processus transcriptionnels intervenant dans le développement cardiaque (Mann and 

Carroll, 2002). L’homologue de NK4 chez les Vertébrés, Nkx2-5 (Lints et al., 1993), est 

impliqué dans le développement cardiaque (Akazawa and Komuro, 2005 ; Cripps and 

Olson, 2002). Tinman, l’homologue chez la drosophile (Kim and Nirenberg, 1989), est 

impliqué dans la régionalisation du mésoderme et dans le développement cardiaque 

(Bodmer, 1993 ; Bodmer et al., 1990). Chez Caenorhabditis elegans, l’homologue de 

tinman, ceh-22, est impliqué dans le développement du muscle pharyngien (Okkema and 

Fire, 1994 ; Okkema et al., 1997) ; ce muscle est responsable des contractions rythmiques 

intrinsèques du pharynx et sont de ce fait considérés comme les homologues 

physiologiques des muscles cardiaux des Vertébrés (Pilon and Morck, 2005). Chez le 

calmar Loligo pealii, le gène homologue de NK4 s’exprime au niveau du cœur systémique 

et dans le sac d’encre chez un stade tardif d’embryon de Loligo pealii (Elliott et al., 2006).  
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3.3. Les gènes Pax 

 

Les gènes Pax forment une grande famille de facteurs de transcription qui jouent des 

rôles clés au niveau du développement embryonnaire chez tous les Métazoaires. La 

caractéristique principale de cette famille est la présence d’une « paired-box » de 384 pb 

qui code pour un domaine de liaison à l’ADN de 128 acides aminés (Noll, 1993). Les 

gènes Pax sont divisés en groupes fondés sur l’absence ou la présence d’un domaine 

paired, d’un homéodomaine et d’un octapeptide. L’homéodomaine constitue un autre 

domaine de liaison à l’ADN, tandis que l’octapeptide est un domaine de liaison à des 

molécules inhibitrices de la transcription, telles que groucho (Lang et al., 2007). On 

distingue 4 groupes : le groupe I, comprenant Pax1 et Pax9, présente un domaine paired, 

un octapeptide mais pas d’homéoboîte ; le groupe II Pax2, Pax5 et Pax8, contient les 3 

domaines, avec un homéodomaine tronqué ; le groupe III, Pax3 et Pax7, présente 

également les trois domaines mais l’homéodomaine n’est pas tronquée ; enfin, les groupes 

IV, Pax1 et Pax4, montre un domaine « paired » et un homéodomaine mais pas 

d’octopeptide (Walther and Gruss, 1991). Ces différents groupes sont en fait le reflet des 

gènes d’origine qui se seraient ensuite dupliqués chez les Vertébrés. Les Vertébrés sont le 

premier groupe chez lequel ces gènes ont été identifiés. De ce fait, la terminologie 

(numérotation des gènes) ne suit pas les groupes ancestraux. La majorité de ces groupes 

sont conservés chez les Protostomiens, chez lesquels on retrouve les gènes Pax2/5/8 

(Arthropode : Czerny et al., 1997 ; Gastropode : O’Brien and Degnan, 2003), Pax3/7 

(Arthropode : Gutjahr et al., 1993 ; Annélide : Denes et al., 2007) et Pax4/6 (Arthropode : 

Quiring et al., 1994 ; Mollusque : Hartmann et al., 2003). Le groupe I comprenant Pax1/9 

n’a été caractérisé que chez les Ecdysozoaires (drosophile : Bopp et al., 1989). Chez les 

Vertébrés, ils sont donc 9 gènes, de Pax1 à Pax9, tous exprimés au niveau du SNC, à 

l’exception de Pax1 et Pax9, exprimés principalement au niveau du squelette et Pax4, 

exprimé dans le tube digestif (Lang et al., 2007). Nous nous intéresserons donc 

principalement à Pax6 et Pax2/5/8, mais également à Pax3/7 pour leurs expressions 

putatives dans les structures nerveuses et musculaires cibles.  
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3.3.1. Pax6 

 

Le gène Pax6 joue un rôle développemental comme le « gène maître » dans la 

régulation de la mise en place des organes photosensibles chez divers métazoaires 

(Gehring and Ikeo, 2008). Chez les Vertébrés, Pax6 est exprimé dans le système nerveux 

central en développement dans plusieurs structures optiques (souris : Walther and Gruss, 

1991 ; poisson-zèbre : Krauss et al., 1991 ; poule : Li et al., 1994). Chez Drosophila, le 

gène homologue de Pax6, eyeless, est exprimé pendant le développement des yeux et du 

système nerveux central, plus particulièrement, dans les neuroblastes de la chaîne nerveuse 

ventrale (Quiring et al., 1994). Le gène Pax6 fait partie des gènes dits de « classe II » 

inhibés par de fortes concentrations du morphogène SHH ; il participe ainsi à la 

différenciation de classes de neurones spécifiques au niveau dorsal dans la corde nerveuse 

des Vertébrés (Jacob and Briscoe, 2003).  

Pax6 a également été identifié chez les Annélides et les Mollusques, dont les 

Céphalopodes, et pourrait avoir un rôle dans les structures sensorielles périphériques et 

certaines parties du cerveau tel que les lobes olfactifs et optiques (Loligo opalescens : 

Tomarev et al., 1997 ; Euprymna scolopes : Hartmann et al., 2003).  

Pax6 et shh jouent des rôles cruciaux dans l’établissement du système nerveux et la 

complémentarité dorso-ventrale de leurs expressions a été montrée chez des Vertébrés, 

mais pas encore chez des Lophotrochozoaires.  

 
 

3.3.2. Pax2/5/8 
 

 
Le gène Pax2/5/8 est associé avec le développement mécanosensoriel chez les 

Mammifères (Torres et al., 1996), les Téléostéens (Pfeffer et al., 1998), la drosophile 

(Czerny et al., 1997) et les Gastropodes (O’Brien and Degnan, 2003), tandis que chez les 

Cnidaires, l’homologue de Pax2/5/8 est associé avec la différenciation des cellules 

nerveuses et sensorielles (Gröger et al., 2000).  

Les gènes Pax2/5/8 se sont dupliqués de façon indépendante dans différentes lignées 

de Chordés. Au sein des Vertébrés, les Tétrapodes ont 3 membres pour la famille 

Pax2/5/8 : Pax2, Pax5 et Pax8. Les Téléostéens ont en plus des gènes Pax2 dupliqués 

(Pfeffer et al., 1998). Contrairement aux Vertébrés, l’amphioxus possède un seul gène 

Pax2/5/8 présentant le même pourcentage d’homologie par rapport à Pax2, Pax5 et Pax8 
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(Kozmic et al., 1999) et les Urochordés ont deux gènes Pax2/5/8, Pax2/5/8a et Pax2/5/8b 

(Wada et al., 2003).  

 

Chez les Vertébrés, Pax2, Pax5 et Pax8 sont exprimés au niveau du cerveau 

postérieur. Ces gènes sont connus pour avoir un rôle au niveau de la limite cerveau 

moyen-cerveau postérieur (Rowitch and McMahon, 1995). Ils participent en effet à la 

régionalisation cérébrale. Les gènes Pax2/5/8 sont également exprimés dans la corde 

spinale ainsi que dans diverses structures sensorielles. Pax2, par exemple, est exprimé au 

niveau des yeux et des placodes otiques (Torres et al., 1996 ; Favor et al., 1996) tandis que 

Pax5 a un rôle au niveau de la mise en place du système immunitaire, dans la 

lymphopoïèse des cellules B (Nutt et al., 1997). Quant à Pax8, le gène présente également 

une expression au niveau de la thyroïde (Trueba et al., 2005). La diversité des rôles de ces 

gènes ayant pour origine un même gène ancestral reflète les phénomènes de sous-

fonctionnalisation qui ont pu avoir lieu après duplication.  

Chez la drosophile, une expression de l’homologue de Pax2/5/8 a été détectée chez 

des embryons à des stades très précoces sous forme de patterns réguliers au niveau de 

chaque hémisegment. Le gène s’exprime également dans des structures sensorielles 

variées comme dans les organes sensoriels antennaires et labiaux (Czerny et al., 1997).  

En ce qui concerne les Mollusques, les patterns d’expression de Pax2/5/8 n’ont été 

établis que chez une espèce de Gastrpode (avec métamorphose), Haliotis asinina chez 

lequel il a été montré une expression au niveau des statocystes et d’autres structures 

chimiosensorielles et mécanosensorielles pendant le développement du Gastropode. 

Pax2/5/8 pourrait avoir un rôle conservé dans la formation de structures responsables de 

l’équilibre et de la géotaxie chez les Eumétazoaires (O’Brien and Degnan, 2003).  

 

 

3.3.3. Pax3/7 
 
Les gènes Pax3 et Pax7 qui forment le groupe III de la famille des gènes Pax sont 

associés au développement mésodermique chez de nombreuses espèces. Ils sont également 

exprimés au niveau des tissus nerveux chez les Vertébrés. En effet, ils sont impliqués dans 

la spécification des crêtes neurales (Goulding and Paquette, 1994) mais sont aussi 

exprimés dans les somites, lors du développement d’embryons Vertébrés où ils sont 

impliqués dans la myogenèse (Goulding et al., 1991). Les facteurs de transcription Pax3 et 
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Pax7 seraient des régulateurs importants de l’expression de facteurs de transcription 

spécifiques aux muscles, Myf5 et MyoD (Relaix et al., 2005).   

Chez la drosophile, les gènes homologues à Pax3/7 sont au nombre de trois : paired 

(prd) (Kilchherr et al., 1986), gooseberry (gsb) et gooseberry-neuro (gsbn) (Gutjahr et al., 

1993). Le gène prd serait indispensable au bon établissement de l’axe antéropostérieur 

dans l’embryon de Drosophile (Kilchherr et al., 1986). Il a été montré que le gène 

gooseberry était strictement exprimé dans les couches germinales ectodermiques, en 

bandes caractéristiques de polarisation des segments lors de la gastrulation. Son 

expression s’étend ensuite aux tissus mésodermiques (Gutjahr et al., 1993). Gooseberry 

serait impliqué dans le maintien de l’expression du gène wingless et serait donc 

indispensable au déterminisme et à la polarisation cellulaires lors du développement (Li 

and Noll, 1993). 

Chez les Lophotrochozoaires, des homologues ont été identifiés chez des Annélides 

uniquement. Chez la sangsue Helobdella, deux gènes ont été caractérisés : Hau-Pax3/7A 

et Hau-Pax3/7B. Hau-Pax3/7A serait un marqueur moléculaire précoce du feuillet 

mésodermique de l’embryon de sangsue (Woodruff et al., 2007). Denes et al. (2007) ont 

décrit l’expression de Pax3/7 dans le neuroectoderme latéral de Platynereis dumerilii. 

L’expression de Pax3/7 et celle de Pax6 se superposent comme cela a été montré dans le 

tube neural des Vertébrés (Pattyn et al., 2003). Le gène Pax3/7 n’a jusqu’ici jamais été 

caractérisé chez un autre Mollusque.  

 
 
 
3.4. Nodal 

 

Le gène Nodal fait partie de la super famille des TGF beta. Comme tous les membres 

de cette famille, il est impliqué dans la différenciation cellulaire. Chez l’embryon de 

poulet, il a été montré que SHH induisait l’expression du gène Nodal du côté gauche de 

l’embryon au niveau du nœud de Hensen (Levin et al., 1995). Chez la souris, Nodal est 

essentiel à la formation du mésoderme ; il est impliqué dans l’organisation de l’axe de 

symétrie droite/gauche pendant le développement embryonnaire précoce. Des souris 

invalidées pour ce gène meurent très vite après la gastrulation (Reissmann et al., 2001). 

L’axe de symétrie droite/gauche des Vertébrés est établi par un processus impliquant les 

gènes Nodal et Lefty. Nodal est exprimé dans la partie gauche de l’organisme (Hamada et 
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al., 2002). Nodal est le premier gène à être exprimé de façon asymétrique, tout d’abord 

dans le nœud embryonnaire, ensuite dans le mésoderme gauche. Chez l’oursin, Nodal 

régule également l’asymétrie droite/gauche mais de façon inversée, comparé aux 

Vertébrés. En effet, les signaux sont émis par le côté droit de la larve (Duboc et al., 2005). 

Un orthologue du gène a été caractérisé chez un Mollusque Gastropode, Lottia gigantea, et 

a montré un rôle dans l’établissement de l’asymétrie droite/gauche également (Grande and 

Patel, 2009). Ce gène pourrait être un des acteurs dans la mise en place de la bilatéralité 

chez les Céphalopodes.  

 

 

Au cours du développement, les fenêtres d’action moléculaires sont très courtes quel 

que soit l’organisme concerné. Les familles de gènes, à multiples fonctions telles que 

celles citées plus haut, sont donc de première importance. Mais de quelle(s) façon(s) ces 

gènes vont-ils intervenir au cours du développement d’un Céphalopode, S. officinalis, 

présentant tant de synapomorphies au sein des Mollusques et de nombreuses convergences 

avec les Vertébrés ? La majorité de ces gènes, et notamment, le système shh/Pax6/NK2, 

sont exprimés au sein de la corde nerveuse des Vertébrés. Chez les Céphalopodes, les 

mécanismes de mise en place du système nerveux échappent à ce système clé en l’absence 

de cordon nerveux central. Une autre structure a-t-elle pu la remplacer dans ce rôle ? La 

présence d’une telle structure est-elle une nécessité ? Comment ces mécanismes 

moléculaires ont-ils été impliqués dans le processus d’adaptation à de nouveaux modes de 

vie, dont la locomotion est une des fonctions primordiales ?   

La fonction de locomotion fait intervenir les muscles sous le contrôle du système 

nerveux central. Deux processus majeurs du développement seront donc considérés : 

d’une part, la spécification et détermination neuronale ; d’autre part, la myogenèse et le 

lien neuro-musculaire.   
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Matériel et méthodes 
 
 

Pour appréhender la manière dont le complexe neuro-musculaire se met en place, la 

démarche consiste à étudier des gènes candidats connus dans d’autres groupes pour 

intervenir lors du développement des systèmes nerveux et musculaires. L’étape de 

caractérisation de gènes candidats s’effectue par une approche classique de PCR, RT PCR. 

Cette étape a été nettement facilitée par l’obtention récente d’une banque d’ESTs 

(Expressed Sequences Tags) réalisée à partir d’un pool d’embryons de différents stades de 

Sepia officinalis dans le cadre d’un projet Génoscope/CEA. L’étude du pattern 

d’expression au cours du développement par hybridations in situ (HIS) permet ensuite de 

cerner les rôles de ces gènes. Enfin, les études expérimentales par balnéation en présence 

d’inhibiteurs de voies moléculaires spécifiques et injections permettent de mieux 

comprendre les fonctions de certains de ces gènes. Dans ce chapitre, seront donc décrits de 

façon plus précise les différents protocoles utilisés lors de mes recherches.  

 
 
 

1. Matériel biologique 
 

Pendant le printemps et l’automne (d’avril à septembre), les œufs sont pondus par des 

femelles Sepia officinalis gardées dans les stations biologiques de Luc-sur-mer (Université 

de Caen), Banyuls-sur-mer et Roscoff (UPMC). Les œufs sont maintenus en eau de mer 

avec des bulleurs, à une température d’environ 19°C. Le développement a lieu à l’intérieur 

du chorion, une membrane produite par l’œuf et qui entoure celui-ci. Dans ces conditions, 

le développement est normal, comme vérifié par le timing et l’aspect morphologique des 

embryons. Les œufs sont détachés individuellement et les embryons sont retirés de leurs 
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membranes à l’aide de pinces plongées dans de l’eau de mer. Le stade de chaque embryon 

est défini d’après le système de Lemaire (1970) pour Sepia officinalis. Le chorion est 

conservé pour les stades précoces, 15 à 22. Une partie des embryons est fixés en RNA 

later® en vue des extractions d’ARN. Une autre partie est traitée pour être utilisée en 

hybridations in situ (HIS) in toto. Le focus étant porté sur l’organogenèse, des embryons 

des stades 15 à 30 sont fixés. Les embryons sont fixés une nuit avec leur chorion dans du 

paraformaldehyde (PFA) 3,7% en tampon phosphate salin (PBS). Ils sont ensuite 

déchorionnés et une deuxième opération de fixation est pratiquée (PFA 3,7%, 4°C, 24h). 

Après 3 rinçages en PBS 1x, les embryons utilisés pour les HIS NK4, Shh et Pax6 sont 

déshydratés dans des concentrations croissantes de méthanol (25% à 100%). Les embryons 

utilisés pour les HIS Pax258 ont été fixés en PBS1x/glycérol 20%. Tous sont conservés à -

20°C.  

 

 

2. Extraction d’ADN  
 

Les extractions d’ADN sont réalisées à partir d’environ 30 mg de tissus de 

Céphalopodes adultes avec le Kit DNeasy Tissue® de QIAgen. Le tissu est broyé dans un 

tampon de lyse, auquel est ajoutée la protéinase K afin de « libérer » l’ADN. Une 

incubation à 55°C toute la nuit permet une digestion complète du tissu. L’ADN est 

récupéré sur colonne et une précipitation est effectuée à l’éthanol absolu. La réussite des 

extractions est vérifiée par amplification de l’ADN mitochondrial 16S via une PCR avec 

les amorces correspondantes. Le protocole est décrit précisement en annexe 3.  

 

 

3. Extraction d’ARN 
 

L’extraction d’ARN est fondée sur la solubilité différentielle des molécules (acides 

nucléiques / contaminant) entre deux phases non miscibles. Les extractions d’ARN se font 

au Tri Reagent®, du trizol, une solution phénolique, à partir d’un morceau de tissu. Cette 

solution sert à débarrasser les acides nucléiques des protéines, le phénol étant un 

déprotéinisant puissant. Suit une extraction au chloroforme, qui complète toujours 

l'extraction précédente pour éliminer toutes traces de phénol. Une centrifugation permet la 
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séparation de l’ARN et du phénol chloroforme. La phase aqueuse contient l’ARN qui est 

précipité et repris dans de l’eau traitée. Une vérification de l’état de pureté des ARN se fait 

par lecture de la densité optique (DO) à 260 nm et calcul 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 synthèse d'ARN avec comme matrice un brin 

d'ADN. Cette réaction est catalysée par l'ARN polymérase ADN-dépendante (ou 

transcriptase). La transcription inverse est la synthèse d'un brin d'ADN à partir d'une 

matrice ARN grâce à l'ADN polymérase ARN-dépendante ou reverse transcriptase. Deux 

procédures ont été testées. 

Dans la première, la transcription inverse est réalisée du côté 3’ ou du côté 5’ grâce 

au kit Gene Racer® d’Invitrogen et avec la reverse transcriptase du kit Omniscript® de 

QIAgen. De courtes séquences nucléotidiques connues sont rajoutées en 3’ ou 5’. Les 

amorces correspondantes sont fournies avec le kit et peuvent être utilisées dans le cadre des 

PCR. 

Le Kit Marathon cDNA Amplification® de Clontech est également utilisé. La 

transcription inverse se fait à partir d’ARNs messagers uniquement, récupérés avec le kit 

mRNA batch® d’Oligotex. Comme avec le kit précédent, de courtes séquences 

nucléotidiques sont rajoutées en 3’ et 5’ et les amorces correspondantes sont fournies. 

 

 
4.2. PCR (Polymerase Chain reaction) 
 

Les PCR sont effectuées à partir d’ADN génomique ou d’ADNc obtenus par 

transcription inverse. La RT-PCR (Reverse Transcriptase PCR) est une technique qui 

associe une RT suivie d’une PCR.  

La réaction de polymérisation en chaîne permet d’amplifier sélectivement une 

séquence in vitro, à condition de disposer d’informations sur les séquences qui l’entourent. 

Des oligonucléotides amorces s’hybrident de part et d’autre de la séquence cible. L’ADN 
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portant la séquence à amplifier, une polymérase thermostable, ici la Taq Invitrogen ®, les 4 

désoxynucléotides triphosphates (Eurogentec) et les amorces, sont soumis à différents 

cycles de température dans un thermocycleur classique (Biometra®) ou un thermocycleur à 

gradient de températures (Bio-Rad®).  

Chaque cycle de PCR se compose de 3 étapes. L’étape de dénaturation permet 

de déshybrider les ADN double brin, de casser les structures secondaires, d’homogénéiser 

le milieu réactionnel par agitation thermique et d’activer les polymérases. L’étape 

d’hybridation permet aux amorces sens et anti-sens de s’hybrider aux ADNs matrices grâce 

à une température qui leur est thermodynamiquement favorable. La phase d’élongation 

permet aux polymérases de synthétiser le brin complémentaire de leur ADN matrice à 

partir des dNTPs libres présents dans le milieu réactionnel à une température qui leur est 

optimale. La séquence cible aura donc été dupliquée. L’utilisation d’une polymérase 

thermostable permet de répéter immédiatement le cycle dénaturation - hybridation - 

élongation : au bout de n cycles, on aura amplifié 2n fois la cible. 

Pour le gène Pax258, les amorces Pax3/7F1 (5’-GGMGGCGTKAATCAAYTKGG-

3’) et Pax3/7R1 (5’-GTNGTTCGNACSCGKATHGTGGA3’) ont été construites à partir 

de régions conservées dans la séquence de Pax3/7a d’Helobdella sp. (n° d’accession 

EMBL : DQ858213). Elles sont utilisées avec le cycle suivant : 5 min à 92°C puis 35x (1 

min à 95°C, 1 min à 55°C, 1 min à 72°C) et 4 min à 72°C pour amplifier un fragment de 

715 pb.  

Les gènes Shh et Pax6 ont également été caractérisés à l’aide d’amorces dégénérées. 

En ce qui concerne Shh, les amorces HH-F2 (5’-GCTGTMATGAAYGAATGGCCTGG-

3’) et HH-R3 (5’-GGTCAGCRTAKRTAGCTTCG-3’) ont été construites à partir de 

régions conservées de la séquence de hedgehog d’Octopus bimaculoides (n° d’accession 

EMBL : DQ120051). Elles ont permis l’amplification d’un fragment de 513 pb chez S. 

officinalis (n° d’accession EMBL : AM939640). Quant à Pax6, l’amorce Pax6-F1 (5’-

CTCCAACGGCTGCGTTAGCTAAG-3’) a été réalisée conformément à la description de 

Tomarev et al. (1997), tandis que l’amorce Pax6-R4 (5’-GCTTCTATTTGTGCTGCAGT-

3’) a été construite selon Hartmann et al. (2003). A partir de ces amorces, un fragment de 

354 pb a été obtenu chez S. officinalis (n° d’accession EMBL : AM422131).  

Les positions des amorces sont indiquées sur les alignements de séquences 

nucléotidiques pour chaque gène en annexe 2. Plus de précisions concernant les conditions 
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d’obtention des gènes Shh et Pax6 de S. officinalis sont apportées dans l’article, « Shh and 

Pax6 have unconventional expression patterns in embryonic morphogenesis in Sepia 

officinalis (Cephalopoda) ».  

 

Le gène NK4 de S. officinalis (n° d’accession EMBL : AY298768), nous a été fourni 

par le DR. R.P. Harvey de l’unité de Biologie Développementale du centre de recherche 

cardiaque Victor Chang (Sydney, Australie). 

 

 

4.3. Banque d’ESTs 
 

Le séquençage d’ESTs (projet Génoscope) permet une meilleure accessibilité des 

gènes cibles. Les ESTs sont de courtes séquences nucléotidiques (200 à 700pb) qui 

correspondent à un fragment d’ADN complémentaire (ADNc), lui-même fabriqué à partir 

d’ARN messager (ARNm). La banque a été obtenue à partir d’un pool d’embryons de S. 

officinalis, des stades 15 à 30 (correspondant à la phase d’organogenèse). Cette étape a été 

effectuée par le Genoscope, le centre national de séquençage.  

L’ARN total a d’abord été extrait à l’aide de Trizol (Invitrogen). L’ADN 

complémentaire a été synthétisé et amplifié via le kit Creator SMART cDNA library 

construction® (Clontech) puis normalisé via un kit Trimmer-direct® (Evrogen NK002). 

L’ADNc a ensuite été ligué dans un plasmide pDNR-LIB fourni avec le kit. 50000 ESTs 

ont ainsi pu être obtenues.  

La clusterisation des fragments d’ADNc obtenus a été réalisée par Thomas Bekel du 

centre CeBiTec à l’Université de Bielefeld en Allemagne. Cette étape permet l’obtention 

de séquences plus longues à partir desquelles la construction d’amorces spécifiques est 

possible. Ces amorces sont ensuite utilisées pour réaliser des PCRs.  

 

C’est le cas pour le gène NK2, qui a pu être caractérisé grâce à des amorces 

spécifiques, synthétisées à partir des domaines des gènes NK les mieux conservés entre les 

espèces, EH1 et l’homéodomaine. Il s’agit des amorces NK2F1 

(AGTCCTATTGAGGAAACGTAC) et NK2R2 (GGGGGTCAAATTGATCATGCT) 

(positions en annexe 2). Le cycle d’amplification est le suivant : 5 min à 95°C puis 40x (1 

min à 95°C, 1 min à 55°C, 1 min à 72°C) et 4 min à 72°C. Nous avons obtenu un fragment 

de 570 pb. 
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5. Clonage et séquençage 

 

Les produits PCR sont nettoyés via le kit QIAquick® PCR purification de QIAgen. 

Le produit PCR est ligué dans un plasmide artificiel pCR 4-TOPO (carte du plasmide en 

annexe 5) à température ambiante (Kit Invitrogen). Ce plasmide contient le gène codant 

pour la β-galactosidase précédé par son promoteur et deux gènes de résistance à 

l’ampicilline et à la streptomycine (annexe 3). Le transfert d’ADN dans des bactéries 

compétentes est réalisé lors d’un choc thermique à 42°C 30 secondes. Les bactéries sont 

étalées sur des boîtes de milieu LB (Luria-Bertani) supplémenté en ampicilline (5 mg/ml) 

et X-gal, substrat de la β-galactosidase. 

Les bactéries recombinantes sont sélectionnées grâce à leur résistance à l’ampicilline. 

Seules les bactéries ayant intégré le plasmide portant le gène de résistance à cet 

antibiotique peuvent se développer en sa présence. De plus, les colonies portant des 

plasmides ayant intégré le produit PCR sont blanches. En effet, le gène de la β-

galactosidase ne peut pas s’exprimer du fait de l’insertion de la séquence PCR après son 

promoteur. Un test PCR avec les amorces M13 forward (M13F) et M13 reverse (M13R) 

fournies dans le kit suivi d’une migration sur gel d’agarose est réalisé sur les clones 

sélectionnés, permettant de vérifier la présence d’une bande de taille correspondante au 

produit PCR. Une culture bactérienne est effectuée en milieu LB liquide supplémenté en 

ampicilline (5mg/ml) et les plasmides sont récupérés à l’aide du kit QIAprep Spin 

Miniprep® (QIAgen). Ce test permet d’extraire l’ADN plasmidique par lyse alcaline. La 

construction est vérifiée par digestion par l’enzyme EcoR1 puis migration sur gel 

d’agarose. Les clones sont séquencés sous forme de Minipreps par l’entreprise Genome 

Express (Grenoble, France) ou GATC (Konstanz, Allemagne). La technique de séquençage 

utilisée est adaptée de celle de Sanger et al. (1977).  
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6. Synthèse d’une sonde 

 

La sonde est un oligonucléotide de synthèse marqué à la digoxigénine couplée à une 

enzyme, la phosphatase alcaline. Ces éléments vont permettre la révélation de 

l’hybridation. 

La sonde est réalisée à partir d’un plasmide linéarisé avec le kit Sp6 T7® et la 

polymérase T3 de Roche. Sp6, T7 et T3 correspondent à des sites présents sur le plasmide 

et encadrant la séquence d’intérêt (protocole en annexe 6). Le mix de synthèse se compose 

d’uracile couplé à des molécules de digoxigénine, des bases adénine, guanine et cytosine, 

d’un inhibiteur de ribonucléases (RNases) et d’une ARN polymérase Sp6, T7 ou T3. La 

sonde est réalisée dans les deux sens : une sonde anti-sens et une sonde sens visant à 

vérifier l’absence de bruit de fond dû au plasmide lors de l’hybridation in situ.  

 

 

7. Hybridation in situ 

 

Les embryons sont fixés dans du PFA à 3,7% une nuit avec leur chorion et une 

seconde nuit sans leur chorion. Après trois lavages dans du PBS1X (tampon phosphate) 

pour éliminer le PFA, une déshydratation progressive est opérée dans des bains contenant 

une part de méthanol de plus en plus importante, de 25 à 100%.  

Le principe de l'hybridation in situ (HIS) consiste à hybrider sur un organisme entier 

une séquence complémentaire d'acide nucléique marqué (sonde) avec sa séquence 

spécifique pour réaliser une molécule double brin stable. Les compositions des tampons 

utilisés dans l’HIS sont en annexe 7 et le protocole en son intégralité se trouve en annexe 8. 

L’HIS a été réalisée avec une sonde du gène Nk2 sur des stades 15, 16, 17, 18, 19 et 20 

d’embryons de Sepia officinalis. Il s’agit de stades précoces durant lesquels se déroule 

l’organogenèse. Les différentes structures caractéristiques de l’espèce modèle sont donc 

déjà bien visibles.  

Une réhydratation et un lavage des organismes sont effectués par des immersions 

successives (5 min, température ambiante) dans une solution de PTW/méthanol (PBS 1X, 

Tween20 0,1%, méthanol de 60% à 0%). Les tissus sont perméabilisés grâce à l’ajout de la 

protéinase K (10 µg/ml). Le temps d’incubation en présence de l’enzyme varie de 20 à 40 
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minutes en fonction des stades des embryons. Les embryons sont ensuite fixés une heure 

dans un bain de PFA 3,7%. 

Un bain de pré-hybridation dans une solution SH (formamide 50%, SSC5X, 

Tween20 0,1%, SDS 1%) additionnée d’héparine (25 µg/ml) et de tRNA (100 µg/ml) 

permet l’imprégnation progressive des tissus. La solution contient du formamide qui 

dénature la sonde afin qu'elle puisse s'hybrider facilement à sa cible en rompant les liaisons 

hydrogènes. Les embryons sont baignés dans la solution d’hybridation (SH, héparine 33 

µg/ml, tRNA 400 µg/ml) à laquelle la sonde (300 ng/ml) a été additionnée pendant toute la 

nuit à 65°C. La sonde sens est ajoutée aux embryons qui serviront de témoins négatifs à la 

fin de la manipulation. L’excès de sonde est éliminé par 5 rinçages dans une solution SH 

(30 min, 65°C). Le SSC 20X, un tampon citrate, va augmenter la force ionique et faciliter 

ainsi les hybridations. Comme le formamide, il va augmenter la stringence du milieu et 

favorise l'hybridation. Un bain d’1h dans une solution contenant des ribonucléases 

(RNases A, 100 µg/ml) permet la suppression des sondes qui ne se sont pas hybridées.  

 

Les embryons sont ensuite pré-imprégnés dans le tampon de la solution de blocage 

(BS : acide maléique 100mM, NaCl 150mM, pH 7,5, Tween20 0,1%). Des passages dans 

la solution de blocage (BS, BB 4% Roche, FBS 15%, 1h, RT) supplémentée en FBS 15% 

et Blocking Reagent® 4% (Roche) permettent de saturer les sites de fixation libre avant 

que le tissu ne soit incubé en présence d’anticorps anti-digoxygénine (Roche, 3,3.10-4 U/µl) 

couplés à la phosphatase alcaline sur la nuit à 4°C en solution de blocage (BS, BB 2,4%, 

FBS 20%). Plusieurs lavages dans une solution de BS sont nécessaires pour éliminer 

l’excès d’anticorps qui ne s’est pas fixé. La révélation des hybridations se fait à l’ajout du 

substrat de la phosphatase alcaline : le NBT-BCIP (BCIP 0,19 mg/ml, NBT 0,37 mg/ml), 

ceci après imprégnation par le tissu du tampon AP (phosphatase alcaline). Les 

phosphatases endogènes sont inhibées en présence de levamisol 500 µM. Le temps de 

révélation peut varier de 3 à 24h jusqu’à ce que le signal cesse de s’intensifier. La 

coloration est enfin relancée sur 48h après prise de photo des embryons qui doivent être 

sectionnés. La réaction est stoppée avec un lavage au PTW et une ultime fixation dans du 

PFA 3,7 % (de 24 à 60 h).  
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8. Coupes 

 

Après fixation, Les embryons utilisés pour les HIS Shh, NK2, Pax6 et Pax258 ont été 

inclus en solution gélatine/saccharose (tampon phosphate 0,12M, saccharose 12%, gélatine 

7,5%), puis refroidis rapidement dans de l’isopenthane liquide à -80°C. Les blocs sont 

ensuite coupés en sections de 20 µm sur un cryostat Microm Cryo-Star® HM 560 MV. Les 

coupes sont enfin montées dans du moviol. Les observations ont été réalisées sur un 

microscope Leica M16 2F.  

Les embryons ayant servi pour les HIS NK4 ont été déshydratés dans un bain 

d’éthanol absolu pendant une nuit, puis inclus dans des blocs de paraffine. Ces blocs ont 

ensuite été taillés au microtome en coupes histologiques de 7 µm d’épaisseur.  

 
Si les HIS permettent de déterminer les patterns d’expression des gènes et d’avancer 

des hypothèses quant à leurs rôles, des approches fonctionnelles restent indispensables 

pour vérifier ces inférences. Des balnéations d’embryons de Sepia officinalis ont donc été 

réalisées. Les embryons ont poursuivi leur développement en présence d’inhibiteurs. Un 

protocole d’injections a été également mis en place ; le but est d’injecter des Morpholinos 

et des ARNs entiers pour surexprimer des gènes. 

 

 

9. Approches fonctionnelles 

 

Les approches fonctionnelles ont consisté à effectuer des « soakings » ou balnéations 

des embryons de seiche à divers stades. Il s’agit de laisser se développer les embryons en 

présence de différents inhibiteurs. Une mise en place d’un protocole d’injection a 

également été engagée en vue d’injecter des Morpholinos. Ce type de manipulation n’avait 

encore jamais été tenté sur des embryons de Céphalopodes.  

Les œufs utilisés pour les manipulations de balnéation nous ont été gracieusement 

procurés de la station de Luc-sur-Mer par Joël Henry (Université de Caen), de Concarneau 

par Morgane Nedelec (Institut Agrocampus Ouest), de la Station Biologique de Roscoff 

par Sébastien Henry, de l’Aquarium La Rochelle par Pierre Moriniere, et de Sète par 

Nicolas Bierne (Institut des Sciences de l’Évolution, Montpellier).  



 - 96 - 

 

9.1 Traitements à la cyclopamine  

 

La cyclopamine est un tératogène isolé de Veratrum californicum, C’est un inhibiteur 

reconnu de la voie de hedgehog chez des Vertébrés et non-Vertébrés (Cooper et al., 1998 ; 

Incardona et al., 1998, 2000 ; Kang et al., 2003). Cette molécule agit en se liant à Smo et 

en entrant ainsi en compétition avec SHH. En effet, en présence de cyclopamine, Smo reste 

inactivé par Ptc même en présence de SHH (fig. 30).  

La cyclopamine (Fermentek Ltd.) est diluée à une concentration finale de 10 µM en 

0.1 % éthanol dans de l’eau de mer stérile. Les membranes d’embryons stade 16 sont 

retirées, seul le chorion est laissé. Les embryons se développent en présence de 

cyclopamine pendant 8 à 10 jours (jusqu’aux stades 23-24). Les embryons contrôles se 

développent dans de l’eau de mer stérile additionnée de 0.1 % d’éthanol.  

 

 

9.2 Traitement au SB 431542 

 

Le SB 431542 est un inhibiteur de la voie de Nodal. La superfamille des TGFβ inclut 

un grand nombre de ligands. Le SB 431542 interfère de façon spécifique avec les 

récepteurs de type I. De ce fait, seules les activités de Nodal et de l’activine sont bloquées 

par l’inhibiteur. Aucune trace de l’activine n’a été trouvée dans la banque d’ESTs réalisée 

à partir d’embryons de S. officinalis, ce qui suggère que l’ARNm correspondant est absent 

et donc que la protéine n’est pas produite pendant l’embryogenèse. Par ailleurs, aucune 

séquence proche de l’activine n’a été décrite jusqu’ici chez les Céphalopodes. Il est fort 

probable que le SB431542 appliqué durant le développement d’embryons de seiche n’ait 

pu inhiber que Nodal.  

 

Le SB 431542 (Sigma) est dilué à une concentration finale de 10 µM en 0,1 % 

DMSO en eau de mer stérile. Les membranes d’embryons stade 16 sont retirées, seule la 

membrane chorionique est laissée. Les embryons se développent en présence de SB 

431542 pendant 8 à 10 jours (jusqu’aux stades 23-24). Les embryons contrôles se 

développent dans de l’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, à une température 

constante de 18°C. Les tubes sont 

entourés de papier aluminium afin 

d’imiter l’obscurité provoquée par les 

membranes gélatineuses noires. Les 

embryons sont ensuite fixés en PFA 

3,7% pendant 4h à 4°C. Après 5 rinçages en PBS 1X, ils sont conservés en PBS1X/ 

glycérol 20% jusqu’à utilisation en HIS. 

 

 

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

 

Le but ultime est de parvenir à mettre en place 

un protocole d’injection sur embryons de seiche, 

ceci dans la perspective de pouvoir utiliser des 

morpholinos afin d’inactiver des gènes ou encore 

d’injecter des ARN entier de façon à surexprimer un 

gène. Il a été montré chez la Drosophile et 

Caenorhabditis elegans, que le simple ajout de 

morpholinos dans la nourriture permettait un 

passage de ceux-ci dans l’organisme et 

l’inactivation des ARNs cibles (Drosophila : 

Huvenne et Smagghe, 2009 ; C. elegans : Kamath et 

al., 2001 ; Ohkumo et al., 2008). Les injections ont 

donc été réalisées dans le vitellus des embryons de 

seiche, le plus précocement possible.  

 

Etuve contenant les portoirs qui portent les tubes contenant 
les embryons en développement 

Dispositif d’injections dans les embryons de 
seiche 
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Une première série de tests de survie à la piqure a été effectuée avec un injecteur 

Drummond « Nanoject II ». Les embryons, affranchis des membranes noires, mais encore 

entourés de leur chorion, sont piqués sans injections à différents stades, du 8 au 19, puis 

distribués dans plusieurs récipients contenant de l’eau de mer filtrée (filtre 0,22 µm) ainsi 

qu’un bulleur par récipient. Les embryons sont maintenus à température ambiante, 

oscillant entre 18 et 22°C. Les récipients dans lesquels ils poursuivent leur développement 

sont préalablement stérilisés et entourés d’aluminium pour recréer l’obscurité générée par 

les membranes noires des œufs.  

 

On définit comme « taux de survie partielle » le pourcentage d’embryons ayant 

atteint au minimum le stade suivant le début du traitement. Le taux de survie partielle 

global est faible, 11,18%. Un maximum a été atteint pour les œufs piqués au stade 15, soit 

au début de l’organogénèse, avec 38,8% d’embryons ayant poursuivi leur développement 

jusqu’au stade 22. Il est possible que la proximité entre les œufs ait conduit à une 

surmortalité. Un œuf dégradé pourrait avoir une influence sur les autres. 

C’est pourquoi, une deuxième série de tests de survie des embryons à la piqure a été 

effectuée en mettant les œufs, toujours entourés du chorion, en tubes individuels avec 3 ml 

d’eau de mer stérilisée (filtrée sur filtre 0,22 µm puis autoclavée). Les tubes sont 

également entourés d’aluminium et la température est maintenue à 17°C. Les stades testés 

sont les 15, 17, 20 et 25. A chacun de ces stades, chaque œuf subit une injection de 2,3 nl 

d’eau de mer stérile. Aucun embryon n’a continué son développement jusqu’au stade 30. 

En ce qui concerne le taux de survie partielle, les résultats suivants ont été obtenus : 

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

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

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

 

D’une façon générale, les embryons traités plus tardivement survivent mieux au 

traitement. La deuxième série de tests montre un taux de survie global bien supérieur à la 

première série. Le fait de laisser les embryons en tubes individuels se révèle déterminant. 

Cet élément sera à prendre en compte pour les futures manipulations utilisant des 

injections.  
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I. Contrôle moléculaire de la mise en place du complexe 
neuro-musculaire chez les Céphalopodes. Implications évolutives sur 

la fonction de locomotion. 
 

 
 

Deux types de systèmes locomoteurs sont utilisés chez les Céphalopodes actuels. Les 

Coléoides, dont la coquille est interne, se déplacent par propulsion à réaction, en rejetant 

l’eau contenue dans la cavité palléale du manteau par l’entonnoir. Les Nautilidés utilisent 

aussi la propulsion mais différents mécanismes sont mis en œuvre. En effet, le manteau, 

collé contre la coquille ne joue aucun rôle dans la locomotion. La force motrice est fournie 

par l’entonnoir et les ailes, organes musculaires qui y sont attachés. La coquille externe du 

nautile est composée de plusieurs loges qui communiquent entre elles par un siphon, la 

dernière loge étant occupée par le corps de l’animal. La proportion gaz/liquide dans les 

autres loges permet de contrôler la flottabilité de l’animal et, ainsi, de maintenir un 

équilibre hydrostatique. Alors qu’au début de l’Ordovicien (-500 millions d’années), les 

Nautilidés étaient répandus dans toutes les mers du globe, ils se trouvent aujourd’hui dans 

une seule région de l’océan Pacifique et vivent autour de 400 mètres de profondeur. Ce 

biotope bien particulier lui permet de survivre grâce à une compétition limitée dans cette 

niche écologique. Tous les autres Céphalopodes actuels possèdent une coquille interne, 

régressée comme chez S. officinalis et les calmars ou très régressée, voire absente, chez les 

Octopodes. 
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La régression de la coquille chez les Céphalopodes a eu des conséquences 

morphologiques et anatomiques majeures, notamment, en ce qui concerne le système 

locomoteur de l’animal. Le manteau, dédié presque exclusivement à la sécrétion de la 

coquille chez les autres Mollusques, a gagné en muscles chez les Céphalopodes. Ces 

muscles sont assez puissants pour assurer une locomotion par propulsion en milieu 

aquatique. La présence de l’hydrostat (manteau et entonnoir) confère un avantage 

considérable aux Céphalopodes et plus particulièrement aux Coléoides : une locomotion 

rapide par propulsion à réaction permettant un mode de prédation efficace et la possibilité 

de fuir très vite. Le manteau et l’entonnoir sont associés aux bras permettant chez certaines 

espèces la progression sur le substrat (brachiation). L’évolution de ces structures a été sans 

aucun doute un évènement clé pour l’adaptation des Céphalopodes dans les océans pendant 

le Cambrien tardif, il y a 500 millions d’années (Young et al., 1998).  

 

 

1. Les structures musculaires chez la seiche, innovations morphologiques 

et particularités histologiques 

 

Chez les Céphalopodes, le pied caractéristique des Mollusques est modifié en 8 à 10 

appendices préhensiles (bras et tentacules) et en un entonnoir (fig. 14). L’entonnoir et le 

manteau sont impliqués dans la locomotion par propulsion, les bras permettant chez 

certaines espèces la brachiation. La musculature des Céphalopodes présente en très grande 

majorité une striation oblique, due à la disposition « inclinée » des sarcomères (Gonzalez-

Santander and Garcia-Blanco, 1972), ceci à la différence des Vertébrés dont les muscles 

squelettiques sont à striation transversale (Hanson, 1973). Pendant le développement, la 

morphogenèse des bras commence par la formation d’une couronne brachiale au stade 15 

qui a la forme d’un bourrelet circulaire en limite du disque embryonnaire. C’est à partir de 

cette couronne que prennent forme les bourgeons de chaque bras. Pour une raison encore 

inconnue, ces bourgeons passent par une phase où ils sont bilobés, ceci aux alentours des 

stades 18 et 19, cette phase étant variable selon les embryons. La musculature des 

Céphalopodes est donc spécifique du point de vue non seulement morphologique, mais 

aussi, histologique. 

De même, alors que l’une des caractéristiques des Mollusques est la présence d’une 

coquille externe sécrétée par le manteau, les Céphalopodes Coléoides présentent une 
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coquille interne, formée dans le sac coquillier. Dans les stades précoces, le manteau 

embryonnaire s’invagine et délimite un sac coquillier circulaire interne (Boletzky, 2006). 

Cette cavité croît pendant les stades 17 à 19, tandis que l’ouverture à la surface du manteau 

décroît et se ferme au stade 20. L’épiderme internalisé du sac coquillier sécrète la matrice 

organique de la coquille puis un periostracum au stade 21. La minéralisation aragonitique 

commence au stade 24 (fig. 14).   
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Figure 14 : Représentations schématiques d’embryons de S. officinalis pendant 
l’organogenèse, des stades 16 à 24. Les figures du haut représentent des vues externes des 
embryons ; les figures du bas montrent des sections transversales dans la région du 
manteau (tirets dans les figures du haut). Les bords du manteau et de l’entonnoir sont 
surlignés en rouge tandis que la coquille est surlignée en orange.  
 
Légende : I, II, III, IV et V, bras ; b, branchie; bo, bouche ; m, manteau ; n, nageoire ; o, 
œil ; pe, poche de l’entonnoir ; s, statocyste ; sc, sac coquillier ; te, tube de l’entonnoir ; vi, 
vitellus ; A, antérieur ; D, dorsal ; Dr, droite ; G, gauche ; P, postérieur ; V, ventral.  
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2. Contexte de l’étude de la myogenèse chez les Céphalopodes 

 

Chez les Vertébrés, la myogenèse des muscles squelettiques, donc à fonction 

essentiellement locomotrice, est contrôlée surtout par des facteurs de régulation 

myogéniques (MRFs) à structure « hélice-boucle-hélice », et, en particulier, la famille de 

MyoD incluant les gènes MyoD, Myogenine, Myf5 et MRF4 (Emerson, 1993 ; Weintraub, 

1993). Ces facteurs sont essentiels à la différenciation musculaire et leur inactivation 

entraîne des déficiences majeures au niveau de la myogenèse (Nabeshima et al., 1993). 

Chez les non-Vertébrés, il ne semble exister qu’un seul MRF dans toutes les espèces qui 

ont été étudiées : nautilus chez D. melanogaster (Paterson et al., 1991 ; Wei et al., 2007), 

hlh-1 chez C. elegans (Krause et al., 1990), sum-1 chez l’oursin (Venuti et al., 1991).  

En 2004, Grimaldi et al. affirment avoir identifié deux MRFs chez S. officinalis, 

Myf5-like et MyoD-like. Il s’avère que la détection de ces gènes s’est faite par 

immunomarquage à l’aide d’anticorps ciblant les gènes MyoD et Myf5 de souris. Les 

chercheurs ont alors observé des marquages au niveau des tentacules d’un embryon de S. 

officinalis stade 26, soit tardivement dans l’organogenèse, dans les muscles dits « smooth-

like » pour Myf5 et dans des fibres striées transversales pour MyoD. Or, d’après Kier 

(1996), la mise en place des muscles striés transversaux dans le tentacule chez Loligo 

pealii se fait tardivement, 4 à 5 semaines après éclosion. Il est donc assez surprenant de 

constater l’existence de tels muscles aussi précocement dans le développement d’un autre 

Céphalopode. Par ailleurs, nous avons tenté de réaliser des hybridations in situ in toto sur 

des stades tardifs de S. officinalis en utilisant des sondes ARN correspondant aux gènes 

MyoD et Myf5 de souris. Or, aucun marquage n’a pu être observé. Enfin, aucun MRFs n’a 

été retrouvé dans la banque d’ESTs pour S. officinalis. Cette absence notable de gènes 

appartenant à cette famille, tels que MyoD ou Myf5, présents dans un grand nombre de 

phyla est étonnante. Si les MRFs ne sont pas impliqués dans la myogenèse chez S. 

officinalis, d’autres gènes doivent y participer. Nous nous sommes donc focalisés sur des 

gènes appartenant aux familles NK et Pax, des gènes « multifonctions » et de première 

importance dans la régulation des processus développementaux chez de nombreuses 

espèces (Wotton et al., 2009 ; Noll, 1993).  
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3. NK4, un recrutement dans les muscles locomoteurs 

 

NK4 est l’un des nombreux facteurs de transcription impliqués dans la myogenèse 

chez les Vertébrés (myogenèse squelettique : Riazi et al., 2005 ; cardiomyogenèse : Olson, 

2006). Nous avons déterminé son pattern d’expression par HIS lors de l’embryogenèse de 

S. officinalis, pendant toute la phase d’organogenèse, du stade 15 à éclosion (fig. 15 à 18). 

Cette étude a fait l’objet d’une publication en 2009, «Somatic muscles developement in 

Sepia officinalis (Cephalopoda) : a new role for NK4». NK4 s’exprime de façon très 

précoce, au stade 15, avant que les structures ne soient visibles, dans les territoires 

présomptifs du manteau (fig. 15a). Des coupes aux stades précoces montrent que 

l’expression de NK4 est exclusivement mésodermique (fig. 16d, 16e, 16g). Cette 

expression dans le manteau se maintient jusqu’au stade 22 à partir duquel le marquage 

diminue en intensité (fig. 17d). A partir du stade 24, la couche mésodermique dorsale du 

manteau est réduite à une fine membrane recouvrant la coquille, tandis que la couche 

ventrale est constituée d’une épaisse couche musculaire. Nk4 est cependant exprimé de la 

même façon sur les faces dorsale et ventrale du manteau (fig. 18b, 18e, 18f). A partir du 

stade 28, NK4 n’est plus exprimé dans cette zone. NK4 ne semble donc pas être impliqué 

dans la réorganisation musculaire tardive mais dans la différenciation musculaire précoce 

dans la région du manteau.  

NK4 est également exprimé au niveau des bourgeons des bras de façon séquentielle. 

En effet, dans les stades précoces, 14/15, toutes les zones prospectives des bras sont 

marquées, à l’exception des bras III qui se développent au stade suivant et ne sont visibles 

morphologiquement qu’au stade 17 (fig. 15a). Le marquage du bras II s’accompagne d’une 

extension antérieure de marquage qui suggère une migration cellulaire du fait de la 

disparition de cette trainée au stade suivant (fig. 15d). A un stade 15 avancé, c’est le bras I 

qui montre une extension semblable (fig. 15e). A partir du stade 17, tous les bourgeons des 

bras sont visibles et marqués (fig. 16a), y compris les bras III qui montrent aussi une 

extension du marquage (fig. 16b). Au stade 18, une expression éparse de NK4 a également 

été détectée au niveau du tube de l’entonnoir (fig. 16f). L’expression de NK4 dans les bras 

se maintient jusqu’au stade 20, stade à partir duquel la coloration s’atténue (fig. 17b). Le 

marquage semble suivre la mise en place des bras, comme suggéré par le marquage des 

bras III qui apparaît en même temps que sa mise en place anatomique (fig. 16b). Baratte et 

al. (2007) ont également montré une expression séquentielle de la protéine Engrailed dans 
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cette même phase de l’embryogenèse de S. officinalis, au niveau des bras. L’expression de 

NK4 au niveau des bras est restreinte aux côtés externes (future partie dorsale) des 

bourgeons (fig. 16b). Lorsque les bourgeons des bras sont bilobés (stades 18/20), seuls les 

lobes externes restent marqués (fig. 16f). Ce phénomène est visible également sur les 

coupes (fig. 16d et 17 e).  
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Figure 15 : Expressions de NK4 pendant l’organogenèse précoce de S. officinalis. 
Hybridation in situ in toto. Echelles noires 500µm, échelles rouges, 250µm. Vues apicales. 
a, stade 15 précoce ; b, stade 15 tardif ; c, stade 16 ; d, agrandissement de la zone du bras 
II de la photo a ; e, agrandissement de la zone du bras I de la photo b ; f, agrandissement de 
la zone du manteau de la photo c.  
 
Légende : I, II, III, IV et V, bras ; b, branchie; bo, bouche ; m, manteau ; o, œil.  
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Figure 16 : Expressions de NK4 pendant l’organogenèse de S. officinalis. Hybridations in 
situ in toto. Echelles noires 250µm, échelles rouges, 25µm. Encart : témoin. a, b, c : vues  
apicales ; a, stade 17 ; b, stade 18 ; d, e, g : sections au cryostat d’une épaisseur de 20 µm 
(niveaux de sections indiqués en pointillés rouges) sur un stade 18 ; d, coupe au niveau des 
bras V ; e, coupe au niveau du manteau. f, agrandissement de la zone du tube de 
l’entonnoir d’un stade 18 ; g, coupe au niveau du bord du manteau.  
 
Légende : I, II, III, IV et V, bras ; b, branchie; bo, bouche ; d, derme ; ep, épiderme ; m, 
manteau ; me, mésoderme ; o, œil ; pe, poche de l’entonnoir ; s, statocyste ; sc, sac 
coquillier ; te, tube de l’entonnoir.  
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Figure 17 : Expressions de NK4 pendant l’organogenèse de S. officinalis. Hybridations in 
situ in toto. Echelles noires 250µm. Encarts : témoins. a, b, c, d, vues apicales ; a, stade 
20 ; b, stade 21 ; d, stade 22 ; e, section au cryostat d’une épaisseur de 20 µm (niveau de 
section indiqué en pointillés rouges). 
 
Légende : I, II, III, IV et V, bras ; b, branchie; bo, bouche ; go, ganglion optique ; m, 
manteau ; o, œil ; pe, poche de l’entonnoir ; s, statocyste ; sc, sac coquillier ; te, tube de 
l’entonnoir ; vi, vitellus. 
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Figure 18 : Expressions de NK4 pendant l’organogenèse tardive de S. officinalis. 
Hybridations in situ in toto. Echelle 1mm. a, témoin stade 24 ; b, c : stade 24 ; d, témoin 
stade 26 ; e, f, stade 26.  
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         NK4 est principalement exprimé dans des structures appartenant à l’hydrostat, 

manteau, bras et entonnoir, impliquées dans la locomotion. Pourtant, chez d’autres espèces, 

NK4 a été principalement lié aux muscles cardiaux qui sont de nature différente, puisque ce 

sont des muscles lisses. En effet, chez les Vertébrés, l’homologue de NK4, NKx2.5, est 

exprimé au niveau du muscle cardiaque (Olson, 2006). Ce gène participerait à la 

morphogenèse du cœur (Lyons et al., 1995). Chez la drosophile, Tinman, l’homologue de 

NK4, serait impliqué plus précocement dans le développement, dans la détermination des 

cellules cardiaques (Bodmer, 1993). Enfin, chez Caenorhabditis elegans, ceh-22, 

homologue de NK4, a montré une expression restreinte aux muscles pharyngiens (Okkema 

et al., 1997). Ces muscles sont assimilés au cœur des Vertébrés par leurs contractions 

rythmiques caractéristiques. Que ce soit de façon précoce, dans la détermination cellulaire, 

chez la drosophile, ou bien plus tardivement, dans la cardiogenèse chez la souris, NK4 était 

jusque-là indéniablement lié aux muscles cardiaux ou, plus généralement, aux muscles à 

contractions rythmiques, concernant C. elegans. Pendant l’embryogénèse chez S. 

officinalis, des expressions de NK4 ont été détectées au niveau de la base des branchies, 

zone correspondant aux futurs cœurs brachiaux à un stade 16. Aucune coloration n’a 

cependant été observée au niveau du cœur systémique, ce qui ne laisse pas envisager NK4 

comme un gène « maitre » dans la formation des tissus cardiaux chez S. officinalis. Chez S. 

officinalis, NK4 s’exprime principalement dans les muscles locomoteurs, manteau, 

entonnoir et bras alors que chez les Vertébrés, ce sont les MRFs qui participent à la 

myogenèse des muscles locomoteurs (Nabeshima et al., 1993). 

Les muscles composant ces structures sont striés de façon oblique chez les 

Céphalopodes. Ces muscles peuvent être assimilés aux muscles squelettiques des Vertébrés 

par leur fonction locomotrice. Or ils n’expriment pas NK4. Les muscles squelettiques des 

Vertébrés sont des muscles à striation transversale, tandis que les structures locomotrices 

des Céphalopodes sont composées de muscles à striation oblique. L’expression de NK4 

dans ce type musculaire pourrait suggérer un rôle de ce gène spécifique à ce type 

musculaire.   

 

NK4 seraient donc impliqués dans la formation du manteau, bras et entonnoir chez S. 

officinalis. Ces structures musculaires appartiennent à l’hydrostat et sont des caractères 

dérivés parmi les Mollusques. NK4 a pu être secondairement recruté dans la lignée des 

Céphalopodes pour le développement de ces structures concomitamment à l’internalisation 
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de la coquille (Navet et al., 2010). La coquille externe protectrice, progressivement 

devenue une « contrainte », a été contre-sélectionnée, sa réduction et le développement 

ultérieur du manteau se présentant alors comme une stratégie évolutive « gagnant-

gagnant ». En effet, en l’absence d’une coquille protectrice, la présence de ces caractères 

permet une locomotion efficace pour échapper aux prédateurs, tout en contribuant à une 

meilleure activité prédatrice.  

 

 

4. Pax2/5/8, des rôles conservés et étendus à la mise en place de tissus 

mésodermiques 

 

Des résultats récents ont été obtenus à propos du gène Pax2/5/8. Ces résultats, qui 

feront l’objet d’une publication, apportent des éléments clés pour la compréhension des 

mécanismes ayant conduit à l’émergence des structures musculaires dérivées des 

Céphalopodes. Des HIS réalisées pendant l’embryogenèse de S. officinalis ont montré que 

le gène Pax2/5/8, comme le gène NK4, s’exprime de façon très précoce durant le 

développement de S. officinalis (fig. 19). Une expression de Pax2/5/8 au niveau des 

branchies peut être notée dès les stades précoces (fig. 19a, 19b, 19c). Elle se maintient dans 

l’intégralité de ces structures jusqu’au stade 22 (fig. 20b). Des expressions dans les 

branchies ont déjà été relevées chez l’Urochordé Oikopleura dioica (Bassham et al., 2008) 

et l’amphioxius (Kozmik et al., 1999). De plus, PAX2 jouerait un rôle dans la perforation 

des branchies chez Xenopus (Heller and Brändli, 1999). Cela pourrait refléter une fonction 

du gène dans la perforation des branchies de S. officinalis. Une autre expression très 

précoce, aux stades 16 et 17, est celle détectée dans les vésicules des statocystes (fig. 19a 

et 19b). Jusqu’ici, seul un Mollusque, le Gastropode Haliotis asinina, a fait l’objet de 

l’élaboration d’un pattern d’expression de Pax2/5/8. O'Brien et Degnan (2003) ont mis en 

évidence un marquage dans les statocystes du Gastropode, suggérant ainsi un rôle conservé 

de PAX2/5/8 au niveau des organes sensoriels géotactiques. Chez la seiche, deux zones 

symétriques au niveau de la masse supra-œsophagienne expriment Pax2/5/8 au stade 23 

(fig. 20c et 20e). Ces zones correspondent aux tractus optiques gauche et droit de 

l’embryon (fig. 20d, flèches). Ce lien entre les gènes de la famille Pax2/5/8 et la formation 

des yeux et des structures attachées a déjà été montré. Chez l’amphioxus, un Céphalocordé, 

Pax2/5/8 s’exprime dans les cellules de soutien des yeux durant leur 
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développement (Kozmik et al., 1999). Chez les Vertébrés, Pax2 est exprimé de façon 

concomitante à Pax6 dans les vésicules optiques (Baumer et al., 2003). Chez le poisson-

zèbre, une expression de Pax8 a également été observée dans les mêmes domaines 

optiques que Pax2 (Pfeffer et al., 1998). Enfin, au sein des Mollusques, principalement les 

Gastropodes, une expression de Pax2/5/8 est détectée au niveau de la zone optique des 

larves véligères et persiste après métamorphose dans les yeux des adultes (O’Brien and 

Degnan, 2000, 2003). Ainsi un lien entre PAX2/5/8 et la formation d’organes sensoriels 

existe bel et bien chez de nombreuses espèces. Cependant, si ce lien semble être conservé 

chez S. officinalis, de façon surprenante, l’expression de ce gène se situe majoritairement 

dans des structures constituant des synapomorphies des Céphalopodes, d’origine 

mésodermique.  

 

En effet, au stade 17, tous les bras sont marqués, à l’exception du bras III encore à 

peine visible (fig. 19b). L’intensité de marquage est la plus forte pour les bras V. Pax2/5/8 

s’exprime au niveau des bourgeons des bras, sur leur côté interne (fig. 19a), à la différence 

de NK4 qui, au même stade, montre une expression sur les côtés externes (fig. 16b). Une 

expression transitoire au niveau des territoires présomptifs des ganglions pédieux peut 

aussi être observée au stade 17 (fig. 19b). Le manteau est également marqué dès le stade 

16, et de façon plus prononcée sur les bords (fig. 19a). Ce marquage se maintient au stade 

suivant en s’accentuant sur l’intégralité du manteau (fig. 19b). A partir du stade 17, 

s’ajoute un marquage intense au niveau des tubes de l’entonnoir (fig. 19b), qui se maintient 

aux stades suivants (fig. 19c et 20b) comme visible sur les coupes (fig. 20f et 20g). Au 

stade 20, les marquages au niveau des bras se maintiennent, tandis que l’expression de 

Pax2/5/8 dans le manteau, dont le sac coquillier est maintenant fermé, est toujours très 

intense (fig. 20a). Le marquage dans le manteau s’accentue au stade 21 à l’opposé de celui 

des bras qui s’atténue (fig. 20b). L’intensité d’expression de shh au niveau du manteau, 

bras et entonnoir atteint ensuite un maximum au stade 25 (fig. 21b, 21c, 21d), tandis qu’un 

marquage particulièrement prononcé peut être noté tout autour du sac coquillier (fig. 22a à 

22d). Les coupes à ce stade indiquent clairement que ce sont les couches musculaires qui 

expriment le gène. L’expression de Pax2/5/8 au niveau des bras ne semble pas restreinte à 

une couche musculaire spécifique. Cependant, on observe que le marquage est 

particulièrement intense du côté des ventouses (fig. 22e et 22f). Les ventouses, pourtant 
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très musculeuses, restent dénuées de marquage. Ces marquages musculaires décroissent en 

intensité au stade 26 jusqu’à disparaître complètement au stade suivant.  
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Figure 19 : Expressions de Pax2/5/8 pendant l’organogenèse précoce de S. officinalis. 
Hybridations in situ in toto. Echelle 250µm. Vues apicales. a, stade 16 ; b, stade 17 ; c, 
stade 19. 
Légende : I, II, III, IV et V, bras ; b, branchie; bo, bouche ; m, manteau ; o, œil ; pe, poche 
de l’entonnoir ; s, statocyste ; sc, sac coquillier ; te, tube de l’entonnoir.  
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Figure 20 : Expressions de Pax2/5/8 pendant l’organogenèse de S. officinalis. 
Hybridations in situ in toto. Echelle 500µm. Encarts : témoins. a, stade 20 ; b, stade 21 ; c, 
stade 23 ; e, agrandissement de la zone de la tête en vue dorsale de l’embryon photo c ; d, 
f, g,  sections au cryostat d’une épaisseur de 20 µm (niveaux de sections indiqués en 
pointillés rouges). 
 
Légende : I, II, III, IV et V, bras ; b, branchie; bo, bouche ; go, ganglion optique ; m, 
manteau ; o, œil ; sc, sac coquillier ; te, tube de l’entonnoir ; vi, vitellus.  
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Figure 21 : Expressions de Pax2/5/8 pendant l’organogenèse tardive de S. officinalis. 
Hybridations in situ in toto. Echelle 1mm. a, stade 24, vue ventrale ; b, stade 25, vue 
ventrale ; c, stade 25, vue apicale d, stade 25, vue latérale ; encart : témoin. 
 
Légende : I, II, III, IV et V, bras ; e, entonnoir ; go, ganglion optique ; m, manteau ; o, œil.  
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Figure 22 : Expressions de Pax2/5/8 pendant l’organogenèse de S. officinalis.  a à d, au 
niveau du sac coquillier, dans le sens antérieur à postérieur ; e, f, au niveau des bras. 
Hybridations in situ in toto suivie par des sections transversales de 20 µm au cryostat, d’un 
embryon stade 25. Echelle 100µm. Les niveaux de sections sont indiqués en pointillés 
rouges sur un schéma d’embryon en vue ventrale. 
Légende : m, manteau ; sc, sac coquillier ; A, antérieur ; D, dorsal ; Dr, droite ; G, gauche ; 
P, postérieur ; V, ventral. 
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L’implication majeure de PAX2/5/8 dans des structures musculaires chez S. 

officinalis est surprenante. En effet, c’est la première fois que ce gène montre une 

expression principalement mésodermique pendant le développement d’une espèce. Le gène 

Pax2/5/8 a été déjà caractérisé dans trois autres Lophotrochozoaires : Haliotis asinina 

(O’Brien and Degnan, 2000), le polychaete Platynereis dumerilii, et la sangsue Helobdella 

(Shankland et al., comm. pers., 2010). Un seul Mollusque a fait l’objet de l’élaboration 

d’un pattern d’expression de Pax2/5/8. Il s’agit du Gastropode Haliotis asinina, chez 

lequel un marquage au niveau des statocystes a été décelé, ainsi qu’une expression dans 

une zone latéropostérieure du pied, les muscles de la coquille et dans la cavité palléale 

(O’Brien and Degnan, 2003). Nous avons donc une expression de Pax2/5/8 au niveau de 

structures musculaires chez deux Mollusques. Ceci nous incite à penser que ce gène a pu 

être recruté dans la branche des Mollusques pour la mise en place du pied ou de structures 

dérivées du pied, bras et tube de l’entonnoir pour S. officinalis. De même, l’expression de 

Pax2/5/8 au niveau du sac coquillier chez S. officinalis d’une part, et au niveau de la 

chambre palléale d’H. asinina d’autre part, suggère un rôle commun dans la délimitation 

de la cavité palléale pour ce gène. Chez le Lophotrochozoaire Annélide, Helobdella sp., 

Pax2/5/8 s’exprime de façon tardive pendant le développement dans la chaîne nerveuse 

ventrale (Shankland et al., comm. pers., 2010). Cependant, une expression mésodermique, 

principalement dans la néphridie, a été également détectée, et ce, de façon beaucoup plus 

précoce. Jusqu’ici, seule une expression très restreinte au niveau du mésoderme 

intermédiaire a été montrée chez un Vertébré, le poisson-zèbre Danio rerio, pour les gènes 

Pax2 et Pax8 qui s’y co-expriment (Drummond, 2003). Cependant, ce feuillet 

mésodermique est à l’origine du rein et des uretères, ce qui exclut une quelconque 

intervention dans des muscles à destinée locomotrice, autrement dit, les muscles 

squelettiques chez les Vertébrés. Le gène Pax2/5/8 aurait donc été recruté dans la branche 

des Lophotrochozoaires pour la mise en place de tissus mésodermiques 

(Helobdella : Shankland et al., comm. pers., 2010). Au sein des Mollusques, ce gène aurait 

vu son expression au niveau mésodermique s’élargir à des structures musculaires majeures 

comme le pied mais, de façon restreinte, à certaines zones (Haliotis : O’Brien and Degnan, 

2003). Dans la lignée des Céphalopodes, ce rôle aurait donc été conservé et étendu dans 

toutes les structures dérivées du pied, tube de l’entonnoir et bras. Cette extension de 

l’expression de Pax2/5/8 dans les structures musculaires du pied s’est élargie à des 

territoires nerveux, à savoir les ganglions pédieux. Le lien entre ce gène et le pied n’est pas 
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seulement histologique, mais concerne l’intégralité de la structure, tissus musculaires et 

nerveux. De plus, alors que l’expression de Pax2/5/8 ne concerne que certains muscles 

attachés à la coquille chez Haliotis, elle concerne l’intégralité de la couche musculaire du 

manteau chez S. officinalis. Là encore, on constate une extension de l’expression et, 

probablement, du rôle de Pax2/5/8 dans cette structure homologue dans la lignée de S. 

officinalis.  

 

 

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

structures à destinée locomotrice 

 

5.1. La mise en place des bras, une collaboration de plusieurs gènes 

 

On peut noter la complémentarité des expressions de Pax2/5/8 et de NK4 au niveau 

des bras (fig. 23). En effet, à des stades précoces, 16 à 18, NK4 s’exprime sur les faces 

« externes » des bourgeons (fig. 16a, 16b, et 17e, flèche) tandis que Pax2/5/8 s’exprime 

dans les faces « internes » (fig. 19a). Tous deux s’expriment dans les tissus 

mésodermiques. A priori, aucune différence de type musculaire n’a été observée entre ces 

deux côtés et aucune explication n’a été proposée au sujet de l’existence des stades 

« bilobés » pour les bourgeons des bras à des stades précoces. Un éventuel rôle dans 

l’orientation de ces structures musculaires n’est pas à exclure pour NK4 et PAX2/5/8. 

Entre les stades 21 et 24, l’intensité du marquage NK4 est progressivement réduite et reste 

restreinte aux côtés dorsaux des bourgeons brachiaux, comme visible sur les coupes. A 

partir du stade 24, NK4 ne s’exprime plus dans les bras, tandis qu’au stade 25, Pax2/5/8 

s’exprime de façon particulièrement intense du côté des ventouses, comme on peut 

l’observer sur les coupes (fig. 22e et 22f). On peut émettre l’hypothèse que les côtés dits 

« ventraux » des bourgeons des bras aux stades précoces pourraient être les territoires 

présomptifs de la future zone adjacente aux ventouses.  

Un troisième gène a montré une expression au niveau des bras pendant le 

développement de S. officinalis. Il s’agit du gène Shh, qui s’exprime dans les bourgeons 

des bras du stade 16 au stade 21 (Navet et al., 2010). Il a été montré que le gène hedgehog 

(hh) stimulait la myogenèse chez les téléostéens et amniotes (Feng et al., 2000 ; Pirskanen 
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et al., 2000; Martin et al., 2007). L’expression chez S. officinalis pourrait être attribuée à 

un rôle analogue de Shh. Les tentacules et bras des Céphalopodes sont composés 

respectivement de muscles à striation transversale et oblique (Kier and Schachat, 2008). 

Cependant, Grimaldi et al. (2008) ont reporté une expression d’un homologue de Shh dans 

une population spécifique de myoblastes qui se différencient en fibres radiaires dans les 

tentacules de S. officinalis, ce qui conforte l’hypothèse d’une implication de Shh dans la 

formation de muscles striés chez la seiche. Toutefois, aucune différence d’expression de 

Shh n’a été observée entre les bras IV, futurs tentacules et les autres bras alors que leurs 

types musculaires sont différents. De ce fait, ces résultats ne confirment pas une expression 

de Shh spécifique aux myoblastes des muscles des tentacules.  

D’après Boleztky (1993), tous les bras sont homologues et suivent un développement 

identique. Les bras IV se spécifient en tentacules à un stade relativement tardif, au stade 

26. A ce stade, le nombre de ventouses devient plus important à la base de ces bras. 

Aucune différence d’expression des gènes étudiés n’a été notée entre les bras IV, futurs 

tentacules, et les autres bras pendant le développement de S. officinalis, suggérant que la 

spécification de ces bras modifiés ne dépend pas de ces gènes et a lieu effectivement de 

façon plus tardive. Les tentacules étant déjà différenciés à éclosion, le processus de 

différenciation a lieu avant. On peut distinguer la formation d’une structure en massue, 

caractéristique des tentacules, au niveau des bras IV dés le stade 25. D’autres gènes 

interviendraient donc dans la mise en place de ces structures, en parallèle d’une expression 

de NK4 et Pax2/5/8 qui concernent tous les bras sans distinction. Néanmoins, il n’est pas 

impossible que le fondement moléculaire soit le même pour tous les bras pendant une très 

grande partie de l’embryogenèse. S. officinalis est un Coléoide Decabrachia. Les 

Decabrachia sont en fait les seuls Céphalopodes à posséder cette quatrième paire de bras 

différenciée en tentacules. Cette spécification, très secondaire dans la lignée des 

Céphalopodes, n’a peut être pas nécessité de modifications moléculaires fondamentales, 

notamment durant l’embryogenèse précoce. Les mécanismes moléculaires à l’origine de 

cette spécification des bras IV en tentacules chez les Decabrachia interviendraient 

probablement dans les stades précédant cette différenciation, à savoir entre les stades 20 et 

25.  
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Figure 23 : Schéma d’un stade 18 de l’embryogenèse de S. officinalis, zones d’expressions 
de NK4 et Pax2/5/8.  
 
Légende : I, II, III, IV et V, bras ; b, branchie; bo, bouche ; m, manteau ; o, œil ; pe, poche 
de l’entonnoir ; s, statocyste ; sc, sac coquillier ; te, tube de l’entonnoir.  
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          5.2. Le manteau et le sac coquillier 

 

NK4 et Pax2/5/8 sont exprimés au niveau du manteau à des stades précoces, soit 16 à 

19 (fig. 15, 16, 19). L’intensité de marquage est cependant plus forte pour NK4 dont 

l’expression couvre de façon égale toute cette zone (fig. 15 et 16). Ceci à la différence de 

Pax2/5/8 qui accuse une plus forte intensité au niveau des bords du manteau et du sac 

coquillier (fig. 19a et 20a). NK4 se maintient de façon importante dans le manteau jusqu’au 

stade 27, alors que l’expression de Pax2/5/8 dans cette structure, très importante au stade 

25 (fig. 21b), baisse très rapidement d’intensité par la suite. Son expression se restreint 

ensuite au sac coquillier comme visible sur les coupes (fig. 22a à 22d). Le rôle potentiel de 

NK4 dans la myogenèse du manteau semble plus important que celui de PAX2/5/8 qui 

pourrait avoir un rôle plus localisé dans le sac coquillier.  

D’autres gènes sont connus pour intervenir dans la formation de structures en lien 

avec la coquille ou dans celle de la coquille elle-même. C’est le cas du gène engrailed, qui 

s’exprime à la marge de la future coquille chez un grand nombre de Mollusques (Jacobs et 

al., 2000 ; Moshel et al., 1998). En 2007, Baratte et al. ont observé par immunodétection la 

présence d’Engrailed dans le manteau et dans toute la zone du sac coquillier dès leur 

apparition, au stade 16. Le rôle d’Engrailed dans la coquille externe des Mollusques 

semble donc avoir été conservé chez les Céphalopodes, malgré l’internalisation de la 

coquille. Engrailed ne présentait plus d’expression dans le sac coquillier, alors que la 

formation de la coquille débutait. Cette protéine serait donc impliquée uniquement dans la 

délimitation du compartiment coquillier.  

Ainsi, la formation du sac coquillier entourant la coquille interne chez les Coléoides 

et ici chez S. officinalis, dépend de gènes qui montrent des rôles dans des structures 

similaires, formation du sac coquillier et de cavités plus généralement, chez d’autres 

groupes. Les fonctions de PAX2/5/8 et Engrailed semblent donc avoir été conservées au 

sein des Mollusques.  
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5.3. L’entonnoir, quand les gènes appuient les différences d’origine entre les 

poche et tube (fig. 1) 

 

Contrairement à NK4, Pax2/5/8 s’exprime de façon très précoce, dès le stade 17, dans 

les structures qui donneront le tube de l’entonnoir (fig. 19b). NK4 ne montre qu’une 

expression faible au stade 18 (fig. 16f), et toujours dans les zones (territoire présomptif) du 

tube de l’entonnoir, jusqu’au stade 20 (fig. 17a). Dans les deux cas, l’expression des gènes 

ne concerne donc que le tube et non la poche de l’entonnoir, à la différence du marquage 

montré par immunodétection de la protéine Engrailed, dans les tubes mais aussi dans les 

poches de l’entonnoir du stade 16 au 18 (Baratte et al., 2007). Le tube de l’entonnoir a pour 

origine le Céphalopodium, tandis que la poche a une origine palléoviscérale (Boleztky, 

1988b). La poche de l’entonnoir nécessiterait donc l’intervention d’autres gènes pour sa 

formation, appuyant la différence d’origine avec une différence au niveau du contrôle 

moléculaire du développement de ces deux structures fonctionnellement liées, mais 

distinctes morphologiquement lors du développement précoce. Il semblerait qu’il y ait une 

forte composante entre l’origine du tissu (trace embryonnaire) et l’expression génique. Ce 

n’est cependant pas le cas au niveau des bras où aucune différence d’expression n’a pu être 

observée entre les bras et les tentacules (bras IV).  

Les expressions de NK4 et Pax2/5/8 au niveau des bras et dans le tube de l’entonnoir 

confirment aussi une implication de ces gènes dans des structures dérivées du pied des 

Mollusques. Une autre hypothèse a été proposée concernant l’origine des bras et entonnoir 

des Céphalopodes. En se fondant sur les schémas d’innervation et les traces musculaires 

sur la coquille, Yochelson et al. (1973) suggèrent que les bras seraient dérivés de la tête et 

de la zone antérieure du pied des Mollusques, tandis que l’entonnoir serait dérivé du seul 

pied. Dès 1928, Naef avait, quant à lui, proposé uniquement le pied comme origine des 

bras et de l’entonnoir des Céphalopodes. Cette hypothèse a été, depuis, reprise par 

Boletzky (1988a, 2003). Les résultats obtenus avec la présente étude sur le pattern 

d’expression de Pax2/5/8 appuient fortement cette seconde hypothèse. Les expressions 

majeures de ce gène dans le tube de l’entonnoir et les bras pendant le développement de S. 

officinalis, confrontées à l’expression détectée dans le pied du Mollusque Haliotis asinina 

(O’Brien and Degnan, 2003) laissent penser que les bras et entonnoir seraient dérivés 

uniquement du pied. La poche n’étant pas marquée par Pax2/5/8, son origine ancestrale 

peut être remise en cause comme différente de celle du tube. Chez Nautilus, l’entonnoir 
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semble se former de façon similaire aux Coléoides. Néanmoins, en 2008, Shigeno et al. ne 

distinguent pas de poche et de tube dans son article traitant de l’origine du complexe de la 

tête des Céphalopodes. Les photos d’un embryon de Nautilus pompilius montrent pourtant 

le futur entonnoir dans la même disposition que la même structure chez la seiche à un stade 

équivalent. On peut y observer des structures paires de chaque coté du manteau fusionnées 

avec deux autres structures se situant en dessous des branchies. Cela laisse penser que la 

poche d’un coté et le tube de l’autre étaient présents avant la divergence des Coléoides. 

L’entonnoir est un assemblage ultérieur de deux structures qui se mettent en place de 

façon différente. Au cours de l’évolution, si l’unique pied des Mollusques s’est modifié en 

plusieurs bras et en un entonnoir, cette modification n’a peut-être concerné que le tube, 

tandis que la poche serait apparue postérieurement. Cette structure pourrait ne pas être 

dérivée du pied mais aurait été annexée ensuite au tube pour former l’entonnoir.  

 

Si les expressions de NK4 et Pax2/5/8 concernent les mêmes structures musculaires, 

à savoir le manteau, les bras et l’entonnoir (fig. 23), elles ne sont pas identiques pour 

autant. En effet, Pax2/5/8 semble particulièrement important dans la formation de 

l’entonnoir, tandis que l’expression de NK4 se maintient de façon très intense dans 

l’intégralité de la zone du manteau du début jusqu’à la fin du développement, excepté dans 

les tout derniers stades avant éclosion. Dans les bras, leurs expressions respectives se 

complètent du point de vue spatial, en particulier, au début du développement, mais 

également du point de vue temporel, avec l’absence de marquage concernant NK4 à partir 

du stade 24 et une expression importante pour Pax2/5/8 au stade 25. NK4 et PAX2/5/8 

pourraient donc se compléter pour la mise en place des principales structures musculaires 

intervenant dans la locomotion. Ces deux gènes ont pu participer au développement des 

muscles locomoteurs parallèlement à la régression de la coquille protectrice et ainsi 

participer aux mécanismes moléculaires qui ont permis une adaptation optimale au milieu 

aquatique (fig. 24). 
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Figure 24 : Scénario possible de l’internalisation de la coquille en parallèle au 
développement musculaire chez S. officinalis au cours de l’Évolution.   
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6. Pax3/7, un troisième gène impliqué dans les structures musculaires ? 

 

Chez les Vertébrés, ce sont les gènes Pax3 et Pax7 qui participent principalement à la 

mise en place des tissus mésodermiques. En effet, s’ils sont exprimés dans le système 

nerveux central, ils le sont aussi dans les muscles squelettiques (Buckingham and Relaix, 

2007). Pendant la myogenèse, Pax3 et Pax7 sont exprimés exclusivement dans les cellules 

à destinée musculaire squelettique (Kassar-Duchossoy et al., 2005). Ces gènes ont des rôles 

importants dans la régulation des MRFs et, notamment, de MyoD (Relaix et al., 2005). En 

effet, l’inhibition des gènes PAX3/7 entraîne une déficience sélective de MyoD et Myf5 

(Bhagavati et al., 2007). Ces gènes Pax seraient les régulateurs les plus précoces de la 

myogénèse chez les Vertébrés, mais également chez des Lophotrochozoaires. Chez la 

sangsue Helobdella, Hau-PAX3/7A est un marqueur précoce du mésoderme et il est 

impliqué en particulier dans le développement des néphridies ainsi que dans la formation 

de la cavité palléale (Woodruff et al., 2007). Nous avons trouvé très récemment un cluster 

d’ESTs correspondant au gène gooseberry, l’homologue de Pax3/7 chez la drosophile. Par 

conséquent, ce gène pourrait également participer à la mise en place des muscles pendant le 

développement de S. officinalis. Il sera donc indispensable de décrire son pattern 

d’expression.  

Chez S. officinalis, Pax2/5/8 s’exprime de façon majoritaire dans les structures 

musculaires à destinée locomotrice : bras, manteau et entonnoir. Ces structures, constituées 

principalement de muscles à striation oblique, peuvent être considérées comme des 

analogues fonctionnels des muscles squelettiques des Vertébrés, composés de muscles à 

striation transversale. La présence de Pax3/7 dans la banque ESTs suggère un rôle possible 

de ce gène dans la mise en place de structures mésodermiques. Cependant, étant donné les 

expressions très larges de NK4 et Pax2/5/8 au niveau des structures musculaires majeures 

de S. officinalis, il ne serait pas étonnant d’observer une expression restreinte de Pax3/7 

dans ces zones. L’expansion des rôles de Pax2/5/8 et NK4 a pu provoquer en parallèle une 

restriction des rôles d’autres gènes connus chez d’autres espèces pour intervenir dans la 

myogenèse, tel que Pax3/7. Seule une description de son expression au cours du 

développement de S. officinalis pourra trancher cette question.   
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7. Paxβ, grand absent chez les Céphalopodes ? 

 

En 2009, Schmerer et al. caractérisent des gènes, appelés Paxβ, chez le 

Lophotrochozoaire Helobdella. Cette famille de gènes est restreinte aux 

Lophotrochozoaires et des homologues ont pu être identifiés chez l’Annélide Capitella sp. 

I, les Mollusques Aplysia californica et Lottia gigantea, le plathelminthe Schmidtea 

mediterranea, et caractérisés par PCR pour le némerte Cerebratulus lacteus et le 

brachiopode Terebratula transversa. Ce gène serait apparu par duplication des gènes 

Pax2/5/8 d’après la grande conservation d’introns communs dans le domaine paired. Il 

aurait ensuite fortement divergé.  

Les deux gènes caractérisés, Hau-Paxβ1 et Hau-Paxβ2, présentent des patterns 

d’expression similaires durant le développement de la sangsue. Leur expression est très 

précoce, principalement, dans toutes les couches mésodermiques de l’embryon puis dans de 

larges zones du système nerveux central (ganglion cérébral). Paxβ montre donc un rôle 

important au niveau mésodermique. Pendant le développement de la sangsue Helobdella, 

plusieurs gènes de la famille Pax sont impliqués dans la formation de structures 

mésodermiques. Il s’agit donc de Paxβ (Schmerer et al., 2009), Pax3/7 (Woodruff et al., 

2007) et Pax2/5/8 (Shankland et al., comm. pers., 2010). Les expressions de Hau-Paxβ1 et 

Hau-Paxβ2 se superposent partiellement au plan temporel et spatial avec des expressions 

de Hau-Pax3/7a. En effet, Hau-Paxβ1 et Pax3/7a sont tous deux exprimés lors du 

développement précoce dans des cellules primaires mésodermiques et Hau-Paxβ2 et 

Pax3/7a sont exprimés au cours de la gastrulation dans des structures mésodermiques 

(Woodruff et al., 2007). De même, et Pax2/5/8 et Hau-Pax3/7A sont impliqués dans la 

formation des néphridies (Shankland et al., comm. pers., 2010 ; Woodruf et al., 2007), ce 

qui pourrait suggérer une interchangeabilité possible entre les deux gènes. Hau-Paxβ1 et 

Hau-Paxβ2 seraient, quant à eux, plutôt impliqués dans la formation du proboscis 

(Schemerer et al., 2010). 

 

Aucun homologue de Paxβ n’a pu être identifié dans la banque d’ESTs réalisée à 

partir d’embryon de S. officinalis. Si Paxβ a une implication essentielle dans le 

développement des Lophotrochozoaires, ce gène n’aurait pas pu disparaître chez les 

Céphalopodes sans qu’un autre gène ne puisse le remplacer ou compenser sa perte  La 

possible absence de ce gène dans ce groupe pourrait être liée à une extension des fonctions 
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de Pax2/5/8 à la myogenèse. De cette façon, des mutations et modifications ont alors pu 

avoir eu lieu dans la séquence de Paxβ, au point que celui-ci perde son rôle sans que cette 

perte ait entravé le bon développement des Céphalopodes. Cette extension des rôles de 

PAX2/5/8 a pu survenir dans l’évolution à un moment où les muscles se sont massivement 

développés. Alors que la musculature des Céphalopodes se développe, permettant une 

locomotion adaptée au milieu aquatique, il y a probablement eu concomitamment un 

recrutement massif de gènes pour l’émergence de structures clés dans la locomotion, 

manteau, entonnoir et bras. Ce sont là, précisément, les trois structures principales qui 

expriment Pax2/5/8, mais également NK4. A ce moment, d’autres gènes ont dû avoir des 

rôles importants en collaboration avec ces deux gènes, comme, par exemple, Pax3/7 et 

Paxβ. Cependant, des redondances dans les fonctions de ces gènes ont pu permettre des 

modifications dans les séquences de certains sans que cela n’affecte la myogenèse. Cela 

pourrait être le cas pour Paxβ, non détectable dans la banque ESTs de S. officinalis.  

Schmerer et al. avancent l’hypothèse que la distribution phylétique de Paxβ restreinte 

à des Lophotrochozoaires peut être liée à des caractéristiques de ces derniers et, 

notamment, au clivage spiral lors de leur développement. Les auteurs cités ont réalisé des 

études fonctionnelles (non publiées) qui tendent à montrer un rôle de Hau-Paxβ1 dans le 

programme de clivage spiral d’Helobdella. Cependant, cette équipe de recherche a 

également caractérisé un gène Paxβ chez un brachiopode, Terebratula transversa, à 

segmentation radiaire, mais elle n’est pas parvenue à le caractériser chez le trématode 

Schistosoma mansoni, qui, lui, présente une segmentation spirale comme la plupart des 

Lophotrochozoaires. Ce lien ne peut donc pas être confirmé. Chez S. officinalis, dont les 

œufs, télolécithes, montrent un clivage discoïdal, aucun homologue de Paxβ n’a pu être 

retrouvé dans la banque d’ESTs. La banque ESTs ayant été construite à partir d’embryons 

des stades 15 à éclosion, on ne peut écarter la possibilité que ce gène soit exprimé avant 

l’organogenèse, soit des stades 1 à 15.  

La diversité dans les modes de développement chez les Lophotrochozoaires ne fait 

qu’augmenter l’hétérogénéité de ce groupe englobant des formes très variées d’animaux. 

Les modifications dans les expressions et les fonctions potentielles des gènes Pax2/5/8, 

Pax3/7 ou Paxβ ainsi que leur perte ou apparition dans une lignée montre la plasticité 

importante de cette famille de gènes qui a sans doute contribué à la diversité phénotypique 

observée chez les Lophotrochozoaires.  
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L’absence d’ARN de gènes tels que les MRFs, ou Paxβ dans la banque ESTs 

construite à partir d’embryons de S. officinalis suggère que ces gènes n’interviendraient 

pas pendant le développement de S. officinalis, qu’ils aient perdu leur fonction ou qu’ils 

soient absents chez cet organisme. Leurs expressions pourraient aussi être très réduites, ne 

permettant pas leur détection dans la banque, et leurs rôles plus transitoires. Ces gènes 

étant des gènes maîtres dans la formation de structures musculaires chez de nombreux 

autres organismes, il paraît évident que d’autres gènes possèdent des rôles dans la mise en 

place de tissus mésodermiques. Il semblerait que ce soit le cas pour les gènes NK4 et 

Pax2/5/8 chez S. officinalis. C’est la première fois que des expressions aussi importantes 

et, ainsi, un rôle potentiel dans la mise en place de muscles à fonction locomotrice sont 

montrés pour NK4. Les expressions de Pax2/5/8 dans les bras et le tube de l’entonnoir 

suggèrent un rôle conservé au sein des Mollusques. Ce rôle aurait été étendu chez les 

Céphalopodes dans les structures dérivées du pied non seulement au niveau musculaire, 

mais aussi, dans des structures nerveuses comme les ganglions pédieux. Le gène 

Pax3/7/Gooseberry serait exprimé au cours de l’embryogenèse chez notre modèle, comme 

le montre sa détection dans la banque d’ESTs. Reste à savoir dans quel(s) tissu(s) et son 

importance relative par rapport à NK4 et Pax2/5/8. Dans la lignée des Céphalopodes, 

fortement divergente par rapport aux autres Mollusques, des recrutements de gènes et 

réarrangements ont dû se produire, permettant ainsi l’apparition de structures clés dans 

l’adaptation à la locomotion en milieu aquatique. Cependant, il y a eu aussi conservation 

des fonctions de certains gènes, tel que Pax2/5/8 dont le rôle dans la mise en place du pied 

des Mollusque a été conservé pour les structures dérivées du pied chez S. officinalis. Le 

recrutement pour la différenciation de tissus d’origine mésodermique se serait fait dès la 

lignée des Lophotrochozoaires.  

La locomotion et la prédation dépendent du système nerveux, particulièrement 

complexe chez les Céphalopodes. Ces fonctions modifiées chez les Céphalopodes par 

rapport aux Mollusques ne se seraient pas développées sans un système nerveux déjà 

organisé et efficace permettant une meilleure perception de l’environnement et, ainsi, des 

réactions rapides et efficaces en réponse aux signaux perçus.  
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II. Système contrôle de la locomotion, comment se met en place le 
système nerveux ?  

 
 
 

La fonction de locomotion est indissociable du système nerveux. Les mouvements 

musculaires dépendent du contrôle nerveux initial. L’apparition de structures musculaires 

dérivées est sans doute liée à des modifications du système nerveux afférent. Chez les 

Céphalopodes, les fonctions motrices sont assurées principalement par la masse sous-

oesophagienne du cerveau. Elle va mettre en œuvre notamment les lobes brachiaux, 

associés à 10 nerfs, un pour chaque bras et tentacule, et les lobes pédieux, impliqués dans 

les mouvements des bras, des tentacules et des nerfs de l’entonnoir. La masse supra-

oesophagienne reçoit principalement des afférences sensorielles. On sait cependant que les 

lobes basaux seraient impliqués dans le mouvement des bras, tentacules et nageoires ainsi 

que dans le contrôle de la respiration et de la nage (Chichery and Chanelet, 1978). Ces 

lobes, fonctionnellement hiérarchisés, ne constituent qu’une petite partie du cerveau 

complexe des Céphalopodes. Si la mise en place de cette structure, convergence majeure 

avec les Vertébrés, a déjà été bien décrite au cours du développement, l’étude des 

mécanismes moléculaires sous-jacents en est encore aux prémices. Il s’agit pourtant de 

phénomènes fondamentaux qui restent à élucider pour comprendre l’émergence des 

structures clés de la locomotion au cours de l’évolution.  
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1. Pax6 et Shh, des gènes impliqués dans la formation du système 
nerveux central et périphérique 
 
 
 

Nous avons établi les patterns d’expression des gènes shh et Pax6 pendant le 

développement de S. officinalis, et plus précisément, pendant la phase d’organogenèse, des 

stades 15 à éclosion (Lemaire, 1970). Cette étude a fait l’objet d’une publication en 2009 : 

« Shh and Pax6 have unconventional expression patterns in embryonic morphogenesis in 

Sepia officinalis (Cephalopoda) ».  

 
 
 

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

Pendant l’embryogénèse chez S. officinalis, l’expression de Pax6 est visible dans les 

territoires présomptifs de plusieurs ganglions. En premier lieu, les ganglions optiques à des 

stades très précoces, dès le stade 15, au début de l’organogenèse (fig. 25b), puis 

l’expression s’étend, à partir du stade 19, aux territoires présomptifs des ganglions 

cérébroïdes et palleoviscéraux (fig. 25h) qui formeront le cerveau, et se maintient jusqu’au 

stade 21 (fig. 26b). Ces expressions ganglionnaires ont déjà été observées chez d’autres 

Céphalopodes : Euprymna scolopes (Hartmann et al., 2003) et Loligo opalescens (Tomarev 

et al., 1997). Cela suggère que Pax6 est très fortement lié à la formation du SNC, dont le 

cerveau chez les Céphalopodes. Cette implication de Pax6 dans l’organisation cérébrale a 

déjà été montrée dans d’autres groupes, parmi lesquels les Vertébrés. Chez la souris, Pax6 

a montré un rôle dans le patterning du cerveau. En effet, Pax6 est exprimé au niveau de la 

frontière entre le cerveau antérieur et le cerveau postérieur (Matsunaga et al., 2000). Un tel 

rôle de délimitation de territoires nerveux est possible au niveau du cerveau de S. 

officinalis ; Pax6 pourrait avoir une fonction dans l’organisation des différents ganglions.   

Shh montre, quant à lui, des expressions plus restreintes et plus transitoires. Des 

stades 18 à 20, Shh s’exprime en bordure de toute la zone optique, longeant les côtés 

externes des poches de l’entonnoir et entre les yeux et la couronne brachiale, en s’étendant 

vers le côté ventral (fig. 25d et 25g, pointes de flèches).   
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Figure 25 : Expressions de Shh et Pax6 pendant l’organogenèse précoce de S. officinalis. 
Hybridations in situ in toto. Colonne de droite : schémas d’embryons stades précoces, 
zones d’expressions de Pax6 et shh.Echelle 500µm. Vues apicales. a, b, c, stade 16 ; d, e, 
f, stade 18 ; g, h, i, stade 19 ; encart sur photo a, témoin. 
Légende : I, II, III, IV et V, bras ; b, branchie; bo, bouche ; gc, ganglion cérébroïde; go, 
ganglion optique ; m, manteau ; o, œil ; pe, poche de l’entonnoir ; s, statocyste ; sc, sac 
coquillier ; te, tube de l’entonnoir.  
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Si l’on compare les expressions de shh et Pax6, on constate qu’elles ne se 

superposent pas (fig. 25c, 25f, 25i). Au stade 23, Pax6 est exprimé au niveau des ganglions 

supra-œsophagiens (fig. 26e, flèche courte), zone qui ne se superpose pas à la coloration 

Shh (fig. 26d, flèche courte) qui concernerait les cotés dorsaux et ventraux de l’œsophage 

(fig. 28a, flèches fines). De façon similaire, l’expression de Pax6 couvre les ganglions 

optiques et cérébroïdes du stade 16 au 25 (fig. 25, 28, 29), tandis que shh montre une 

expression en bordure des tubes de l’entonnoir et entre les yeux et la couronne brachiale, 

s’étendant vers la face ventrale de l’embryon (fig. 25d et 25g, pointes de flèches). Pax6 fait 

partie des gènes dits de classe I, inhibés par SHH chez les Vertébrés (Jacobs et Briscoe, 

2003). De plus, il a été montré chez la souris et chez un Lophotrochozoaire, Platynereis, 

que Pax6 ne s’exprimait pas dans les zones d’expression de NK2, activé en amont par Shh 

(souris : Ericson et al., 1997b ; Platynereis : Denes et al., 2007). Cela concorde avec le fait 

que chez S. officinalis, Shh ne montre pas d’expression dans les ganglions où s’exprime 

Pax6. Comme Shh encercle les ganglions optiques et cérébroïdes, ce gène pourrait avoir un 

rôle dans la délimitation des ganglions pendant leur condensation et différenciation pour 

constituer le futur cerveau de S. officinalis. 

Il a été montré que PAX6 régulait l’expression de Nkx2.2 au niveau de la corde 

neurale de la souris, établissant ainsi l’identité de populations distinctes de futurs 

motoneurones et interneurones (Ericson et al., 1997b). Il semblerait qu’il existe une 

inhibition réciproque des deux gènes dont les expressions s’excluent. Le gradient de 

concentration de SHH qui s’établit à partir de la zone ventrale de la corde spinale régule les 

différents domaines d’expression de facteurs de transcription. SHH active l’expression de 

gènes dits de classe I, dont fait partie NK2, et inhibe celle des gènes de classe II, dont 

Pax6, suivant ses concentrations. Ces différents gènes définissent leurs domaines 

d’expression via des régulations négatives en feed-back, l’un inhibant l’autre et vice versa. 

C’est le cas pour les gènes NK2 et Pax6. En effet, NK2 inhibe l’expression de Pax6 qui 

inhibe NK2 en retour, définissant ainsi des frontières précises entre leurs zones respectives 

d’expression (Jacob and Briscoe, 2003). Il y a donc deux étapes concernant l’organisation 

de la corde neurale chez les Vertébrés. En premier lieu la diffusion de SHH à partir de la 

zone ventrale permet l’expression de NK2 et inhibe en parallèle celle de Pax6. Au niveau 

intracellulaire, les cellules les plus éloignées du gradient de SHH vont produire PAX6, 

tandis que celles en contact avec une forte dose de SHH vont produire NK2 qui, à son tour, 
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inhibe la production de PAX6, permettant ainsi la mise en place d’une frontière précise 

entre les domaines NK2 positifs au niveau ventral et les domaines PAX6 positifs au niveau 

dorsal.  
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Figure 26 : Expressions de Shh et Pax6 pendant l’organogenèse de S. officinalis. 
Hybridations in situ in toto. Echelle 500µm. a, expression de shh, stade 20, vue apicale ;  
b, expression de Pax6 stade 21, vue dorsale ; c, expression de Pax6 stade 21, vue ventrale ; 
d, expression de shh, stade 23, vue dorsale ; e, expression de Pax6, stade 23, vue dorsale ; 
f, schéma d’un stade 23 et superposition des marauqges shh et Pax6 ; encarts : 
agrandissements des photos d et e.  
 
Légende : I, II, III, IV et V, bras ; b, branchie; bo, bouche ; gc, ganglion cérébroïde; go, 
ganglion optique ; m, manteau ; o, œil ; pe, poche de l’entonnoir ; s, statocyste ; te, tube de 
l’entonnoir.  
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D’après Anton Dohrn (1875), l’ancêtre des Vertébrés a subi une inversion dorso-

ventrale de son corps. Des formes de transition, hémisessiles, auraient changé d’orientation 

vis-à-vis de leur substrat. Lorsque ces espèces Vertébrés auraient quitté leur substrat et 

adopté alors un mode de vie vagile, leur nouvelle orientation auraient été fixée, avec un SN 

dorsal. Cette théorie soutenant une homologie entre le SNC ventral des non-Vertébrés et le 

SNC dorsal des Vertébrés est appuyée par Arendt et Nübler-Jung (1994). L’équipe 

d’Arendt a montré que le neuroectoderme de Platynereis est subdivisé en différents 

domaines par des zones d’expression de gènes NK et Pax, NK2 et Pax6, en particulier, qui 

se superposent partiellement (fig. 27). Ces domaines correspondent à des zones du tube 

neural des Vertébrés exprimant des gènes homologues (Denes et al., 2007).  

 

Il semble peu probable que cette cascade moléculaire, dans ce même ordre 

d’intervention des gènes, ait évolué plusieurs fois de façon indépendante. Cependant, on 

peut se poser la question de la nécessité que ces gènes aient été cooptés. Si le lien 

moléculaire, au sein d’une même cascade, ne peut être nié, ils ont également des fonctions 

respectives, a priori indépendantes des autres gènes dans diverses structures. En effet, 

PAX6, par exemple, a des fonctions majeures dans la formation de l’œil, aussi bien chez 

les Vertébrés et les Ecdysozoaires, que chez les Céphalopodes.  
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Figure 27 : Comparaison des colonnes neurogéniques médiolatérale de Drosophila 
melanogaster (Ecdysozoaire, Arthropode), Platynereis dumerilii (Lophotrochozoaire, 
Annélide) et Mus musculus (Vertébré, Mammifère). Zones d’expression de Msh/Msx, 
Pax6, Nk2.2, Nk6 et Pax3/7/gooseberry. Tous les patterns d’expression sont symétriques  
mais sont représentés ici sur un seul coté pour être plus compréhensibles. D’après Arendt 
et al., 2008.  
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         1.2. Shh et Pax6 participent tous les deux à l’organogenèse des bras  

 

Shh est exprimé au niveau des nerfs brachiaux et, plus précisément, dans la couche 

ganglionnaire du cordon nerveux, du stade 21 au stade 30 (fig. 26d, 28, flèche courte, 29a à 

29c). Cela concorde avec un signal “Hh-like” détecté dans la corde nerveuse brachiale dans 

la même espèce aux stades 26 et 29 (Grimaldi et al., 2008). De plus, dans les stades 

précoces, un marquage est observé dans les bourgeons des bras, sur le côté externe au 

disque embryonnaire (fig. 25a et 25d). Les bras sont considérés comme dérivés du pied de 

l’ancêtre putatif des Mollusques (Naef, 1923 ; Boletzky, 1988a). Aucune expression de shh 

n’a été montrée dans le pied d’un Mollusque auparavant. De ce fait, tout comme le gène 

engrailed (Baratte et al., 2007), shh a pu être recruté pendant l’émergence de cette 

synapomorphie des Céphalopodes.  

L’expression de shh dans les bourgeons des bras est concomitante avec une 

expression de Pax6. En effet, Pax6 est exprimé dans les bras du stade 16 à 26. Dans les 

stades précoces, 15 à 20, la coloration couvre les bourgeons avec une plus forte intensité 

sur les bords (fig. 25b, 25e, 25h, 26b). Puis, dans les stades plus tardifs, 24 à 27, alors que 

les bras prennent du volume, l’intensité devient plus importante au niveau ventral, autour 

des ventouses (fig. 29f), une zone riche en neurones chimio et mécanosensoriels.   

Shh et Pax6 semblent avoir des rôles complémentaires dans la formation des bras 

pendant l’embryogenèse de S. officinalis. Shh pourrait participer à la formation de 

différentes structures dans les bras, comme suggéré par ses deux expressions dans les bras, 

d’abord entourant les bourgeons pendant l’embryogenèse précoce, puis dans les nerfs 

brachiaux aux stades tardifs. Quant à Pax6, il pourrait intervenir au niveau de la partie 

sensorielle des bras, notamment les ventouses, dès qu’elles sont discernables, c’est-à-dire 

au stade 24.   
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1.3. Shh et Pax6 sont impliqués dans la formation d’organes sensoriels 

 

Chez S. officinalis, l’expression de Pax6 dans les yeux commence dès le début de 

l’organogenèse, au stade 15 (fig. 25b). A ce stade, le contour de la vésicule optique ainsi 

que les territoires présomptifs des ganglions optiques sont marqués. Cette expression 

persiste jusqu’aux stades tardifs (fig. 29e). Cela concorde avec l’expression de Pax6 

observée dans la région au stade 14 de Loligo opalescens (Tomarev et al., 1997) et au 

même stade chez Euprymna scolopes (Hartmann et al., 2003). Dans tous les cas, 

l’expression de Pax6 précède la différenciation de l’œil, ce qui suggère que chez les 

Céphalopodes, PAX6 pourrait être à l’origine de la cascade moléculaire conduisant à la 

prolifération et à la différenciation des cellules primordiales des yeux. Le rôle de Pax6 

dans les organes photosensibles a été largement étudié chez les Métazoaires (pour revue : 

Callaerts et al., 1997). La fonction de Pax6 dans la formation des organes photosensibles, 

quel qu’en soit le degré de complexité, semble être indubitablement conservé.  

 

Deux structures sensorielles spécifiques des Céphalopodes expriment shh pendant le 

développement chez S. officinalis. Du stade 16 au stade 18, les statocystes, des structures 

mécanoréceptives, sont colorés en arc de cercle sur le côté dorsal (fig. 25d et 25g). Ce 

marquage se maintient jusqu’au stade 23 comme visible sur les coupes (28b et 28c, pointe 

de flèche). Du stade 18 à 20, une coloration est observable entre les deux poches de 

l’entonnoir (fig. 25d et 25g, flèches). Elle se maintient jusqu’à des stades avancés (fig. 26a 

et 26d). Cette expression serait située au niveau du territoire présomptif de l’organe nuchal, 

une structure mécanoréceptive composée de cellules ciliées, impliquées dans le contrôle 

des mouvements de la tête par rapport au corps (Preuss and Budelmann, 1995).  

Cette relation entre des structures sensorielles et l’expression du gène shh a été 

rapportée chez des Vertébrés. En effet, chez le poisson-zèbre, la voie hedgehog est 

nécessaire pour un bon développement des neurones des ganglions dorsaux, des structures 

sensorielles indispensables à la transmission d’informations somatosensorielles (Ungos et 

al., 2003). Chez Capitella sp., un Lophotrochozoaire Annélide, une expression du gène 

homologue de shh, CapI–hh, a été montrée dans des cellules sensorielles au niveau de la 

tête chez des stades larvaires tardifs (Seaver and Kaneshige, 2006). Cette expression d’un 

gène HH-like chez Capitella est transitoire et réduite, tandis que chez S. officinalis, dont le 

développement est direct, shh s’exprime dans des structures sensorielles de façon plus 
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large au double plan temporel et structurel. Le lien entre les gènes hedgehog et les 

structures sensorielles semble avoir été conservé au sein des Lophotrochozoaire. 

Cependant, dans la lignée des Céphalopodes, shh a probablement été recruté pour la 

formation d’organes sensoriels spécifiques à ce groupe, nécessaires tout au long du cycle 

de vie de l’animal à l’organisation particulièrement complexe.  

 

Pax6 est exprimé dans des structures analogues à celles des vertébrés, à savoir le 

système nerveux central et les yeux. Quant à shh, aucune expression dans le système 

nerveux central n’a été observée au cours du développement de S. officinalis. En revanche, 

ses expressions en limite des ganglions marqués par Pax6 suggèrent un rôle dans la 

délimitation de ces territoires nerveux. Ce rôle dans la régionalisation du système nerveux 

pourrait être complété d’une implication dans la mise en place de la bilatéralité chez S. 

officinalis. Chez les Vertébrés, SHH est connu pour contrôler le gène NK2.2 qui intervient 

dans la différenciation des neurones (Ericson et al., 1997b). Or Shigeno a montré une 

expression de NK2.2 dans la masse supra-œsophagienne du cerveau d’Octopus vulgaris à 

des stades tardifs du développement (comm. pers., 2010). Ce gène n’a pas été trouvé dans 

la banque d’ESTs réalisée à partir d’embryons à différents stades de S. officinalis. 

Cependant, sa présence chez un autre Céphalopode suggère fortement qu’il doit bien être 

présent et exprimé pendant l’embryogenèse de S. officinalis. Il est possible que son 

expression soit très faible, l’ARN ne serait alors pas détectable dans la banque. Seul le 

gène NK2.1 a été caractérisé. Ce gène n’intervient pas dans la formation de structures 

nerveuses chez les Métazoaires étudiés mais plutôt dans des structures dérivant du tube 

digestif (Vertébrés : Minoo et al., 1999 ; drosophile : Zaffran et al., 2000 ; Platynereis : 

Tessmar-Raible et al., 2007). Les expressions non superposables de shh, d’une part, et de 

Pax6, d’autre part, suggèrent que le lien d’inhibition de PAX6 via SHH est conservé chez 

S. officinalis. La caractérisation du gène NK2.2 et la description de son pattern 

d’expression le long du développement de ce Céphalopode seraient nécessaires à une étude 

plus complète des liens entre ces gènes dans une optique comparative avec les Vertébrés, 

notamment, chez lesquels cette cascade est bien connue (Ericson et al., 1997b ; Jacob and 

Briscoe, 2003).  
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Figure 28 : Expressions de Shh pendant l’organogenèse de S. officinalis. Hybridations in 
situ in toto, suivies de sections de 20µm au cryostat d’un embryon stade 23. Les niveaux 
de sections sont indiqués sur le schéma en pointillés.  
 
Légende : I, II, III, IV et V, bras ; e, entonnoir ; go, ganglion optique ; k, canal de 
Köllinker ; m, manteau ; o, œil ; oe, œsophage ; s, statocyste ; vi, vitellus ; D, dorsal ; Dr, 
droite ; G, gauche ; V, ventral..  
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Figure 29 : Expressions de Shh et Pax6 pendant l’organogenèse tardive de S. officinalis. 
Hybridations in situ in toto. Echelles noires 1mm, échelles rouges 100µm. a, e, stade 25 
vues dorsales; b, focus sur la zone brachiale d’un stade 25 marqué avec la sonde shh ; f, 
focus sur la zone brachiale d’un stade 25 marqué avec la sonde Pax6 ; c, g, stade 26 vues 
ventrales ; d, focus sur la zone de l’entonnoir d’un embryon stade 26 marqué avec la 
sonde shh, encarts : témoins. 
  
Légende : I, II, III, IV et V, bras ; go, ganglion optique ; m, manteau ; o, œil ; te, tube de 
l’entonnoir.  
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2. Les plans du corps, quelle(s) implication(s) pour Pax6 et shh ?   

 

La mise en place de la régionalisation dorso-ventrale, antéro-postérieure et 

droite/gauche pendant le développement est une problématique particulièrement délicate 

chez les Céphalopodes. L’orientation des plans de leur corps se modifie au cours du 

développement rendant nécessaire la définition d’une orientation embryologique et d’une 

orientation physiologique. Lorsque l’embryon est encore sous forme de disque (stades 15 à 

20), le stomodeum comprenant la bouche est dorsal, le pôle antérieur du futur adulte 

comprenant les bras et tentacules se situe à la périphérie du disque, alors que le pôle 

postérieur (manteau, branchies et entonnoir) est au centre. A partir du stade 21, l’embryon 

se redresse et sa conformation se rapproche de celle de l’individu adulte : la bouche et la 

couronne brachiale se retrouvent du côté du vitellus tandis que la masse viscérale et le 

manteau sont à l’opposé. La correspondance des plans antéro-postérieur et dorso-ventral 

n’est pas évidente dans ce contexte.  

En second lieu, les Céphalopodes ne montrent pas de chaîne nerveuse ventrale ou 

dorsale, structure organisatrice dans de nombreux autres groupes (Coolen et al., 2009 ; 

Holland, 2002), ce qui interroge sur les mécanismes de régionalisation chez l’embryon de 

seiche. De telles particularités suggèrent que les mécanismes de mise en place pourraient 

être différents de ce qui est connu jusqu’à présent.  

 
 
 

2.1. L’orientation dorso-ventrale, quels rôles pour Pax6 et shh ? 

 

Chez S. officinalis, l’expression de Pax6 à des stades précoces concerne l’ensemble 

du SNC, incluant à la fois la future masse supra-œsophagienne et la masse sous-

œsophagienne. Non seulement les territoires présomptifs des ganglions cérébroïdes sont 

marqués, mais il en est de même, par exemple, pour les futurs lobes palleoviscéraux.  

Chez les Vertébrés, au niveau de la corde neurale, Pax6 est exprimé uniquement au 

niveau dorsal du fait d’une double inhibition. Le gène est, d’une part, inhibé directement 

par SHH, exprimé au niveau ventral ; d’autre part, il est soumis à une inhibition 

intracellulaire par NK2, activé par SHH, toujours au niveau ventral. Le gène définit ainsi 

l’identité de motoneurones et interneurones à destinée dorsale (Ericson et al., 1997b). Par 

ailleurs, plus tard dans le développement, Pax6 est nécessaire pour l’expression de gènes 
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qui confèrent des caractéristiques dorsales au niveau du télencéphale (Manuel and Price, 

2005). Cette dichotomie dorsal/ventral est ici considérée au sein même d’une structure. Si 

l’on considère uniquement le cerveau de S. officinalis, l’expression dans la partie supra-

œsophagienne du cerveau, impliquée dans l’analyse des afférences sensorielles, est 

congruente avec l’expression de Pax6 dans des structures sensorielles. Mais de façon 

surprenante, Pax6 est exprimé dans la partie sous-œsophagienne du cerveau, composée de 

centres moteurs comme les lobes palleoviscéraux et pédieux. L’expression de Pax6 n’est 

donc pas restreinte dorsalement ou ventralement dans le SNC de S. officinalis comme cela 

peut être observé dans la corde neurale des Vertébrés.  

A ces stades précoces, les différents territoires présomptifs des ganglions sont 

étendus dans le disque embryonnaire (fig. 10a). L’embryon n’a pas encore pris de volume 

dans le sens antéropostérieur. Si l’on considère l’orientation dite « physiologique » avec la 

bouche au niveau dorsal et les branchies au niveau ventral, aucune restriction de marquage 

dorsal ou ventral n’est notable pour Pax6 si l’on observe les structures ganglions par 

ganglions. Là encore, il semblerait que Pax6 ne soit pas préférentiellement exprimé à un 

niveau dorsal ou ventral.  

 

Pendant l’embryogenèse de S. officinalis, Pax6 s’exprime dans les ganglions 

cérébroïdes, viscéraux, mais également, dans les ganglions optiques. L’expression de Pax6 

concerne une large partie du SNC, alors que chez Helobdella sp. (Quigley et al., 2007), un 

autre Lophotrochozoaire sans métamorphose, l’expression de HauPax6A est restreinte à la 

lignée de N-téloblastes, qui donne naissance à environ 2/3 des neurones ganglionnaires. De 

plus, dans les deux espèces, pour lesquelles les patterns d’expression de Pax6 sont 

observés à partir de stades très précoces jusqu’à la fin du développement, l’expression 

précède la formation des ganglions (Quigley et al., 2007). Le SNC de la sangsue 

Helobdella est composé de 34 ganglions (Blackshaw and Nicholls, 1995), alors que celui 

des Céphalopodes montre le plus haut degré de centralisation parmi les Mollusques, avec 

37 et 38 lobes, composant les masses supra et sous-œsophagiennes du cerveau 

(Budelmann, 1995). Si Pax6 n’est pas impliqué dans l’orientation dorso-ventrale, il 

pourrait toutefois être essentiel à la détermination et à la différenciation d’une grande 

partie du SNC chez S. officinalis.  
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Shh montre des expressions délimitant les côtés droit et gauche du manteau, d’abord 

du côté ventral, puis des côtés ventral et dorsal. L’expression dorsale au stade 16 anticipe 

les expressions dorso-ventrales au stade 20. Une telle expression de ce gène a également 

été montrée chez un embryon d’Octopus à un stade équivalent (Shigeno, comm. pers., 

2010). Un rôle de shh dans le patterning dorso-ventral peut être concevable comme ce qui 

a déjà été montré chez les Vertébrés, chez lesquels shh induit des types cellulaires à 

destinée ventrale au niveau du tube neural de façon dépendante à la concentration en shh 

(Briscoe et al., 1999).  

Chez de nombreux Protostomiens, dont la larve du Mollusque Patella vulgata, hh est 

exprimé le long de la ligne médiane ventrale (Nederbragt et al., 2002). Cette expression a 

été interprétée, suivant la théorie de l’inversion de l’axe dorso-ventral de Dohrn (1875), 

comme une preuve supportant l’homologie entre la corde nerveuse dorsale des 

Deutérostomes et la chaîne ventrale des Protostomes. Mais, contrairement à d’autres 

Mollusques, les Céphalopodes n’ont pas de cordon neural. D’autres Protostomes ne 

montrent pas d’expression de hh en relation avec la chaîne nerveuse ventrale. En effet, 

chez la sangsue Helobdella robusta, Hro-hh est exprimé dans l’épiderme de la plaque 

germinale, mais sans relation avec la chaîne nerveuse en développement (Kang et al., 

2003) et chez Euscorpius flavicaudis (chelicerate), hh est exprimé en bandes ventrales 

continues, excluant la chaîne nerveuse ventrale (Simonnet et al., 2004). Ainsi, l’expression 

de shh dans les zones centrales des organismes (en tout cas, des Protostomes) ne semble 

pas liée à la présence d’une corde nerveuse, mais correspond plus certainement à une 

délimitation bilatérale du système nerveux.   

L’étude de la symétrie droite/gauche chez plusieurs organismes modèles ouvre des 

perspectives évolutives. Elle pourrait aussi révéler des mécanismes nouveaux 

d’établissement des plans du corps. Comme la détermination de la symétrie droite/gauche a 

pour contexte la mise en place des régions antéropostérieure et dorso-ventrale, l’étude de la 

mise en place de la symétrie droite/gauche peut nous donner des indices sur la manière 

dont les axes antéropostérieur, dorso-ventral et droite/gauche interagissent pour faire 

parvenir aux cellules des informations de position exactes lors du développement. Ces 

données sont cruciales dans le contexte des études sur l’origine de la bilatéralité, 

synapomorphie des Bilatériens. Les études portant sur la symétrie droite/gauche chez les 

Protostomiens étaient, jusqu’ici, limitées aux Gastropode Lymnée et Nématode C. elegans.  
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2.2. Shh semble être impliqué dans la mise en place de la bilatéralité chez S. 

officinalis  

 

2.2.1. Shh s’exprime le long de l’axe de symétrie bilatérale pendant le 

développement de S. officinalis 

 

Shh s’exprime le long de l’axe de symétrie droite/gauche au niveau du manteau des 

embryons aux stades précoces, 16 à 20, (fig. 25d et 25g). Cela suggère un lien entre ce 

gène et l’établissement de la bilatéralité chez S. officinalis. En fait, SHH a déjà montré un 

rôle direct dans l’attraction d’axones à la ligne médiane ventrale du tube neural de la souris 

(Charron et al., 2003) ou dans celle d’axones de neurones dopaminergiques dans le cerveau 

moyen (Hammond et al., 2009). Shh pourrait donc intervenir dans la différenciation 

neuronale proche ou dans la délimitation de la croissance axonale chez les Céphalopodes. 

Pourtant, chez le poisson-zèbre, le signal hh ne semble pas guider directement les axones 

rétinaux et comissuraux dans le cerveau antérieur (Ertzer et al., 2007). Les signaux hh 

semblent affecter le guidage axonal de façon indirecte, via son rôle dans l’organisation de 

la ligne médiane (Dale et al., 1997 ; Karlstrom et al., 2003 ; Mason and Sretavan, 1997). 

Le gradient de SHH pourrait conditionner l’arrêt de la croissance axonale et spécifier 

l’identité cellulaire. Chez S. officinalis, un immunomarquage à la tyrosine hydroxylase, 

enzyme intervenant dans la voie de synthèse de la dopamine, révèle la présence de 

neurones sensoriels primaires au même niveau sur le manteau que les marquages shh au 

même stade (Baratte and Bonnaud, 2009). Il n’y a aucun croisement d’axones au niveau de 

la ligne de symétrie droite/gauche. Shh pourrait, par conséquent, avoir un rôle dans la mise 

en place de cette symétrie en agissant comme molécule répulsive des axones en croissance 

des motoneurones et, donc, permettre la mise en place de la bilatéralité chez S. officinalis. 

Ceci, vraisemblablement, en association avec d’autres molécules de guidage de la 

croissance axonale appartenant, par exemple, à la famille des netrin ou robo. Un même 

marquage suivant l’axe de symétrie droite/gauche au niveau du manteau a été montré au 

cours de l’embryogenèse d’Octopus vulgaris (Shigeno, comm. pers., 2010), ce qui conforte 

l’hypothèse d’un rôle dans la mise en place de la bilatéralité pour SHH chez les 

Céphalopodes de façon générale.  
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Les gènes shh et Pax2/5/8 montrent des expressions dans le système nerveux central 

et des rôles dans sa formation et sa mise en place chez toutes les espèces étudiées, 

Vertébrés (shh : 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 

Lophotrochozoaires (shh : Kang et al., 2003 ; Pax2/5/8 : O’Brien and Degnan, 2003). Chez 

S. officinalis, Pax2/5/8 montre des expressions très restreintes et transitoires au niveau des 

ganglions pédieux dans les stades précoces, puis dans les tractus optiques au stade 22. Les 

expressions de Pax2/5/8 se cantonnent principalement à des structures musculaires. Si 

SHH semble avoir des liens avec le système nerveux, notamment en collaboration avec 

PAX6 dans la délimitation des ganglions, il ne présente aucune expression au sein même 

des ganglions, aux stades où ces derniers sont déjà visibles en tant que structures 

ganglionnaires, c’est-à-dire à partir du stade 20 en coupe. La mise en place du SNC 

répondrait donc à d’autres gènes, d’autres voies moléculaires chez S. officinalis. Ainsi, 

l’émergence de cette structure convergente n’aurait pas forcément nécessité la même 

« trousse à outils génique » que le cerveau des Vertébrés.  

 

Si les patterns d’expression des gènes nous permettent d’émettre des hypothèses 

quant à leurs rôles possibles, la mise en œuvre d’approches fonctionnelles reste 

indispensable pour une meilleure compréhension de leurs fonctions. 

 

 
2.2.2. L’inactivation de la voie shh entraîne malformations et asymétries 

 
 

La voie de signalisation SHH a été inactivée avec de la cyclopamine, un inhibiteur 

connu de cette voie chez les Vertébrés (Cooper et al., 1998 ; Incardona et al., 1998, 2000) 

et les Lophotrochozoaires (Kang et al., 2003). La cible de la cyclopamine est la protéine 

Smoothened (Smo) (Chen et al., 2002). Cette protéine possède 7 domaines 

transmembranaires ; elle est reliée aux récepteurs couplés à la protéine. Dans les cellules 

non exposées au morphogène SHH, l’activité de Smo est inhibée par la protéine Patched 

(Ptc) qui est aussi le récepteur de Shh. Lorsque SHH se fixe à Ptc, l’inhibition sur Smo est 

levée et Smo peut stimuler des facteurs de transcription, Gli chez les Vertébrés et Ci chez 

la drosophile. Ces facteurs de transcription induisent ensuite l’expression des gènes cible 

de HH (fig. 30). 
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Figure 30 : Mode d’action de la cyclopamine sur la voie SHH. Smo, smoothened ; Ptc, 
Patched 
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 Des embryons ont été traités au SB431542 à une concentration de 10µM en fin de 

segmentation, au stade 9 où on observe un amas de cellules au pôle animal, tandis que 

l’épibolie continue vers le pôle végétatif. Parmi ceux ayant poursuivi leur développement 

(environ 33%), 58% présentent des retards de développement sur un côté droit ou gauche 

du disque embryonnaire (fig. 31a et 31b). Alors que l’œil et la couronne brachiale sont 

bien visibles d’un côté, ils le sont nettement moins de l’autre. Le manteau, par contre, est 

visible dans son intégralité, sans différence par rapport à l’axe de symétrie bilatérale.  

Les traitements à la cyclopamine à partir du stade 16 (alors que l’embryon est sous 

forme de disque), en début d’organogenèse, jusqu’au stade 24, ont eu pour conséquence un 

grand nombre de malformations chez les embryons au niveau de la région tête/pied 

(formée par les bras, les tubes de l’entonnoir et les lobes optiques) et du manteau. Les 

embryons arrêtés à des stades 20 et 21 ont montré, pour 61% d’entre eux, des déformations 

telles que des hypertrophies dans la région optique et des dispositions asymétriques des 

bras (fig. 32b). Un deuxième type de phénotype est également observé aux stades 20 et 21 

chez 22% des embryons traités en début d’organogenèse et ayant poursuivi leur 

développement. Il s’agit de phénotypes de type « boule » avec des bourgeons de bras en 

forme de boule, qui présentent un retard dans le développement en longueur (fig. 32a). On 

a pu observer avec les HIS que shh s’exprimait dans les bourgeons de bras, puis dans les 

cordes nerveuses brachiales. Ce retard de développement des bras, et notamment en 

longueur, serait donc cohérent avec un rôle de ce gène dans la formation et l’orientation de 

ces structures. Les embryons arrêtés à des stades plus tardifs (23 et 24) ont montré des bras 

plus courts que les témoins et disposés de façon asymétrique ainsi que des manteaux plus 

courts, découvrant les branchies, pour 80% des embryons, notamment, au niveau ventral 

(fig. 33). Ces mêmes déformations se retrouvent chez les embryons dont le traitement a 

commencé plus tardivement, à des stades 22/23 (fig. 34), ce qui suggère une large fenêtre 

d’action au cours du développement pour le gène shh.   

Ces résultats confortent l’hypothèse d’un rôle de SHH dans la mise en place de la 

bilatéralité ; hypothèse déjà proposée au vu des expressions du gène. Ce rôle serait très 

précoce, au moins dès le début de l’organogenèse. Il a été montré que des souris invalidées 

pour shh manifestaient de multiples défauts de latéralité très tôt également, dès 8 jours 

post-fécondation (Tsukui et al., 1999).  
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Figure 31 : Embryons traités à la cyclopamine, traitement démarré stade 9, photos sur 
animaux vivants stade 17. T, témoin, échelle 100µm. a, b, embryons traités présentant des 
retards unilatéralaux de développement (pointillés rouges) ; c, témoin. m, manteau ; o, œil.  
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Figure 32 : Embryons traités à la cyclopamine, traitement démarré stade 15, photos sur 
animaux vivants stade 20. T, témoin, échelle 250µm. a, embryon traité présentant un 
phénotype « boule » ; b, embryons traité présentant des asymétries (pointillés rouges) ; c, 
d, témoins. m, manteau ; o, œil. 
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Figure 33 : Embryons traités à la cyclopamine, traitement démarré stade 15, photos sur 
animaux vivants stade 23. T, témoin, échelle 1mm. a, embryon traité vue dorsale, le 
manteau est plus court que chez le témoin (double flèches rouges) ; b, embryon traité vue 
ventrale ; c, témoin vue dorsale ; d, témoin vue ventrale. e, entonnoir ; m, manteau ; o, œil. 
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Figure 34 : Embryons traités à la cyclopamine, traitement démarré stade 22, photos sur 
animaux vivants stade 23+.  T, témoin, échelle : 1mm. a, c, embryons traités  vues 
dorsales ; b, d, embryons traités vues ventrales ; e, témoin vue dorsale. e, entonnoir ; m, 
manteau ; o, œil. 
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        Chez l’embryon de poulet, une substance proche de l’activine (famille des TGFβ) 

sécrétée uniquement dans la partie droite de la ligne primitive supprime l’expression de 

shh de ce côté. L’expression restante de shh, du côté gauche s’est révélée capable d’induire 

l’expression de Nodal (Levin et al., 1997). Chez la souris, Nodal est notamment impliqué 

dans l’organisation de l’axe de symétrie droite/gauche pendant le développement 

embryonnaire précoce. Nous avons donc tenté d’inactiver Nodal pendant le développement 

de S. officinalis pour en déduire les rôles et les éventuelles interactions avec SHH.  

 

 

2.3. Nodal, un autre facteur clé pendant l’embryogenèse de S. officinalis  

 

Nodal a été inactivé par l’application de SB431542. Le SB431542 (4-(5-

benzo[1,3]dioxol-5-yl-4-pyridin-2-yl-1H-imidazol-2-yl)-benzamide) a pour cible les 

récepteurs « kinase-like » de type I, ALK5, ALK4, récepteurs de l’activine et le récepteur 

de Nodal, ALK7. Le SB431542 interfère avec la fixation de Nodal sur son récepteur. Il n’a 

aucun effet sur les récepteurs de la famille ALK qui reconnaissent les BMPs (Bone 

Morphogenetic Protéins). De ce fait, le SB431542 est un inhibiteur sélectif de l’activine 

endogène et de Nodal (Inman et al., 2002). Chez les Vertébrés, ce sont principalement les 

gonades qui sécrètent l’activine. Or, les gonades de S. officinalis restent indifférenciées 

jusqu’à la fin du développement embryonnaire. La distinction histologique des ovaires et 

testis n’est possible qu’au moment de l’éclosion (Mangold –Wirz, 1963). De plus, aucune 

trace de l’activine n’a été trouvée dans la banque d’ESTs réalisée à partir d’embryons de S. 

officinalis. Cependant, il n’est pas impossible que les ARNm correspondants à l’activine 

soient présents en trop petite quantité pour être détectés. On ne peut donc pas exclure que 

le SB431542 appliqué durant le développement d’embryons de seiche ait pu toucher 

également la voie de l’activine.   

L’interaction entre Nodal et son récepteur ALK7 conduit à la libération intracellulaire 

de Smad2 qui va interagir avec Smad4 et être transloqué au noyau. Le complexe Smad2-

Smad4 interagit avec les protéines Fast-1 ou Mix/Bix, ce qui va avoir pour conséquence la 

transcription de gènes cibles de Nodal tel que Lefty (Stemple, 2000).  

 

Chez les Vertébrés, avant le début de l’organogenèse, Nodal est exprimé au niveau 

du nœud embryonnaire (centre organisateur localisé à l’extrémité apicale de la ligne 
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primitive et responsable de l’organisation du tronc) suivant un courant orienté de la droite 

vers le mésoderme de la lame latérale gauche. Nodal y active plusieurs gènes comme Pitx 

dont les produits permettent la traduction du signal asymétrique en différences 

morphologiques pendant l’organogenèse (pour revue : Hamada et al., 2002). Le rôle de 

Nodal est donc très précoce dans le développement. Le traitement au SB431542 se devait 

d’être également le plus précocement possible dans le développement de S. officinalis. Les 

embryons traités de la façon la plus précoce l’ont été en fin de segmentation, au stade 9, à 

une concentration de 10µM. Les embryons de S. officinalis traités au SB431542 à partir de 

la fin de segmentation (stade 9, 31 embryons traités) sont tous morts sans avoir avancé 

dans le développement. Une inhibition de Nodal avant le début de la gastrulation serait 

donc létale chez S. officinalis. Des embryons du Gastropode Biomphalaria glabrata traités 

au SB431542 à une concentration de 10 µM à des stades très précoces du développement 

(1-16 cellules) ont donné des embryons dont la gastrulation n’était pas complète et ont 

résulté en des juvéniles sans coquille. En ce qui concerne S. officinalis, Nodal paraît 

indispensable à la mise en place de la gastrulation comme pour le Gastropode B. glabrata.  

Des souris invalidées pour Nodal meurent très vite, mais seulement après la 

gastrulation (Reissmann et al., 2001). Cela suggère que, chez les Vertébrés, la gastrulation 

ne dépendrait pas uniquement de Nodal. Cependant, bien que le « knock out » soit plus 

sépcifique, Sun et al. (2006) ont montré qu’une balnéation en présence de SB431542 

provoquait un développement anormal chez l’embryon de Danio rerio, ceci de façon 

dépendante à la concentration de l’inhibiteur. Les embryons étaient traités au stade « une 

cellule » et montraient « seulement » des malformations au niveau des yeux après avoir 

séjourné dans une solution contenant du SB431542 à une concentration de 20 µM. 

L’impact sur le développement précoce était donc moins définitif à une concentration 

pourtant supérieure à celle utilisée pour les traitements des Mollusques B. glabrata et S. 

officinalis. Cela montre que, si chez les Vertébrés Nodal ne joue pas un rôle prépondérant 

dans le déclenchement de la gastrulation, chez les Mollusques, il est déterminant à son 

démarrage.   

Parmi les 52% d’embryons de S. officinalis traités en début d’organogenèse (stade 

15) ayant survécu, 32% montrent un retard de développement d’un côté gauche ou droit 

par rapport à l’axe de symétrie bilatéral (fig. 35a). Par la suite, en avançant dans le 

développement, les sacs coquilliers restent ouverts jusqu’à des stades 22/23 (fig. 35c), 

tandis que chez les témoins, les sacs se sont fermés dès le stade 20. Les embryons montrent 
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des phénotypes de type « boule » avec des bourgeons de bras en forme de boule, qui 

présentent un retard dans le développement vers l’avant (fig. 35b et 35d). Parmi les 

embryons ayant avancé, on constate chez une grande majorité (76%) que le manteau est 

plus court que chez les témoins, et semble « gonfler » (fig. 36, flèches rouges). La 

sécrétion de la coquille est trés retardée. Chez le gastropode B. glabrata, certains embryons 

dont la gastrulation était achevée, montraient des coquilles non enroulées. Ce phénotype dit 

de « coquille droite » était observé chez 43% des animaux à gastrulation complète traités à 

une concentration de 10 µM (Grande and Patel, 2009). Alors que chez le Gastropode, 

Nodal semble nécessaire seulement à l’enroulement de la coquille et à sa conformation 

chirale, chez la seiche, Nodal semble être impliqué dans la formation du sac coquillier et 

dans la formation de la coquille elle-même. L’internalisation de la coquille chez les 

Coléoides a pu se faire en parallèle d’un switch de l’action de Nodal dans cette même 

structure. Une modification de forme de la coquille a eu lieu concomitamment à son 

internalisation. La coquille interne de S. officinalis n’est pas enroulée mais droite. L’action 

de Nodal a pu basculer d’un contrôle de forme, comme chez les Gastropodes, au contrôle 

de la formation de la structure elle-même chez les Coléoides. Ce facteur pourrait avoir 

contribué à la régression de la coquille et, de ce fait, au développement des structures 

musculaires locomotrices comme le manteau.   

 

Les embryons traités après le stade 22 ne montrent pas d’anomalies morphologiques. 

Tous les embryons traités avant organogenèse sont morts sans avoir progressé dans le 

développement. Les embryons traités en début d’organogenèse présentent de sévères 

malformations. Nodal interviendrait donc en tout début de développement de S. officinalis, 

avec un rôle décisif pour le démarrage de l’organogenèse. Son implication pourrait 

s’étendre jusqu’aux stades 21/22 à partir desquels l’inhibition du gène ne provoque plus de 

malformations.   
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Figure 35 : Embryons traités au SB431542, traitement démarré stade 15, photos sur animaux 
vivants. Les stades sont indiqués en bas à droite sur les photos. T, témoin, échelle : 250µm. 
a, embryon traité présentant un retard de développement (pointillés rouges) ; b, c, embryons 
traités présentant un phénotype « boule » ; c, embryon traité présentant un sac coquillier 
ouvert (cercle noir) ; e, témoin stade 18 ; f, témoin stade 21. m, manteau ; o, œil. 
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Figure 36 : Embryons traités au SB431542, traitement démarré stade 15, fixées au stade 
24. Echelle 1mm. a, témoin vue ventrale ; b, embryon traité vue dorsale ; c, témoin vue 
postérieure ; d, embryon traité vue ventrale ; e, témoin vue latérale ; f, embryon traité vue 
latérale. Les flèches rouges indiquent les gonflements du manteau. e, entonnoir ; m, 
manteau ; o, œil. 
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De façon générale, le taux de mortalité augmente avec la précocité du traitement 

pendant le développement de S. officinalis (fig. 37). Plus le traitement est tardif, plus le 

taux de survie est important. Les deux gènes étudiés auraient donc des fonctions 

déterminantes dans les stades précoces de l’embryogenèse pour la spécification et la 

détermination des territoires. La variation du taux de survie est progressive chez les 

embryons traités à la cyclopamine, Il passe de 33% pour les traitements avant 

organogenèse à 42% pour les traitements début organogenèse. Il augmente nettement 

(65%) chez les embryons traités plus tardivement, au stade 22. Par contre, en ce qui 

concerne les embryons qui se sont développés en présence de SB431542, la variation du 

taux de survie est beaucoup plus tranchée puisqu’elle passe de 0% avant organogenèse à 

100% chez les stades tardifs, en passant par environ 50% pour les embryons traités stade 

15 (fig. 37). Ces résultats laissent penser que la fenêtre d’action de SHH serait beaucoup 

plus large que celle de Nodal. D’après ces résultats, Nodal serait indispensable au 

démarrage de l’organogenèse mais pas à l’embryogenèse tardive, après le stade 22.  
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Variation du taux de survie en fonction du stade de  début de 
traitement
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Figure 37 : Graphique représentant la variation du taux de survie en fonction du traitement 
et du stade de début de traitement. n, le nombres d’individus total par lot (un lot : un pool 
d’animaux traité au stade x).  
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          Chez l’embryon de poulet, il a été montré qu’une substance proche de l’activine 

(famille des TGFβ) sécrétée uniquement dans la partie droite de la ligne primitive 

supprime l’expression de shh de ce côté. L’expression restante de shh, du côté gauche s’est 

révélée capable d’induire l’expression de Nodal (Levin et al., 1997). Chez les mammifères, 

shh n’a jamais montré d’expressions asymétriques. Les souris mutantes pour shh 

présentent des défauts de latéralité comme des poumons gauche des deux côtés ou 

l’absence d’expression de Lefty (Tsukui et al., 1999). Chez S. officinalis, le pattern 

d’expression de Nodal est encore inconnu. Les résultats des balnéations montrent, 

cependant, que son rôle serait très précoce, avant organogenèse. En ce qui concerne le gène 

shh, une expression très précoce a été observée, dès le premier stade étudié, le stade 15. 

Ces résultats ne permettent pas d’établir de chronologie entre l’expression de ces deux 

gènes. Des HIS avant organogenèse seraient nécessaires pour répondre à cette question. 

Par ailleurs, si l’expression de shh ne semble pas indispensable au démarrage de 

l’organogenèse, celle de Nodal paraît cruciale. Si l’expression de Nodal dépendait de celle 

de shh en amont, l’inactivation de shh serait, elle aussi, décisive pour la phase de 

gastrulation, ce qui n’est pas le cas chez S. officinalis. Une interaction entre ces deux gènes 

n’est donc pas évidente ici. Néanmoins, la présence de phénotypes similaires pour les 

embryons traités au SB421543 d’un côté, et à la cyclopamine de l’autre, au stade 15 

suggère des fonctions en relation pour Nodal et SHH et, éventuellement, un lien 

moléculaire. En effet, les deux traitements ont provoqué des retards de développement 

d’un côté de l’embryon aux stades précoces, puis des phénotypes « boules » aux stades 

suivants. Les deux gènes interviendraient donc dans la mise en place de la bilatéralité. 

Quant au lien précis entre les deux voies, il reste à éclaircir.  

Chez les Vertébrés, SHH agit par diffusion de la partie ventrale de la corde neurale 

vers les côtés gauche et droit et contrôle ainsi la différenciation neuronale de part et d’autre 

de l’axe de symétrie bilatérale (Ericson et al., 1997b). Cette fonction dans la mise en place 

de la bilatéralité semble avoir été conservée chez les Céphalopodes en dépit de l’absence 

de chaîne nerveuse centrale. D’après les résultats d’HIS et d’inactivation de cette voie par 

balnéation, il semblerait que la zone originelle de diffusion du morphogène soit au niveau 

du manteau, le long de l’axe de symétrie droite/gauche. Le morphogène pourrait intervenir 

en agissant comme molécule répulsive des axones en croissance. L’inactivation de la voie 

shh entraînerait alors des déformations asymétriques majeures.  
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Le système nerveux des Céphalopodes est, parmi les Mollusque et, plus largement, 

les Lophotrochozoaires, exceptionnellement complexe. Il se constitue d’une part, de 

structures fortement convergentes avec les Vertébrés comme leur système nerveux central, 

et il présente d’autre part, des différences de taille comme l’absence de cordon nerveux 

central. Le développement du SNC des Céphalopodes aurait été rendu possible par 

l’implication de gènes, tel que Pax6, gène intervenant aussi dans la formation du cerveau 

des Vertébrés, ce qui suggère que la formation de structures analogues nécessite l’action 

des mêmes gènes. Cela avait été largement montré pour les structures photosensorielles et 

nous montrons ici que ce serait également le cas pour un organe aussi complexe que le 

cerveau.  

On constate, de même, que certains gènes connus pour intervenir dans la mise en 

place du système nerveux central, comme shh ou Pax2/5/8, chez d’autres espèces, ne sont 

pas ou peu impliqués chez S. officinalis. L’apparition du cerveau aurait aussi nécessité 

l’intervention d’autres gènes, qui demandent encore à être caractérisés. D’après les 

expériences de balnéations en présence d’inhibiteurs, la mise en place de la symétrie 

droite/gauche chez les Céphalopodes requiert probablement les mêmes gènes, homologues 

chez les Vertébrés, tels que shh et Nodal. Cependant, l’absence de chaîne nerveuse centrale 

chez les Céphalopodes nous amène à penser que la zone origine de cette mise en place est 

différente chez les Céphalopodes. Cette zone pourrait bien correspondre à l’axe de 

symétrie bilatérale au niveau du manteau, comme suggéré par l’expression de shh à ce 

niveau. Le contrôle nerveux du manteau musculeux doit se faire simultanément des côtés 

gauche et droit pour permettre la propulsion et donc une fuite rapide. Le système nerveux 

était probablement mis en place en grande partie avant l’émergence et le développement 

des structures modifiées et dérivées permettant la locomotion. Son niveau de complexité 

chez les Céphalopodes a sans doute été un élément de première importance qui a permis 

l’apparition de ces innovations morphologiques, sous les pressions sélectives liées au 

milieu aquatique.   
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III. Évolution des familles de gènes 
 
 

 
Dans la présente étude, nous avons caractérisé des gènes et établi leurs patterns 

d’expression pendant le développement du Céphalopode S. officinalis. Des approches 

fonctionnelles nous ont également permis d’affecter des rôles à certains de ces gènes. Les 

familles étudiées sont les familles des gènes Pax, le cluster NK ainsi que shh et Nodal. Ces 

groupes de gènes sont connus pour avoir des rôles essentiels dans la mise en place des axes 

du corps (shh, Nodal), l’organisation du système nerveux (shh, Pax6), mais également la 

myogenèse (NK4, Pax2/5/8). Dans cette troisième et dernière partie, nous proposons de 

faire un bilan et d’inférer des hypothèses quant à la place des gènes caractérisés chez S. 

officinalis au sein de l’évolution de leurs familles respectives.   

 

 

1. La famille Pax 

 

Les gènes Pax forment une grande famille de facteurs de transcription qui jouent des 

rôles clés au niveau du développement embryonnaire chez tous les Métazoaires. La 

caractéristique principale de la famille des gènes Pax est la présence d’une « paired-box » 

de 384 pb qui code pour un domaine de liaison à l’ADN de 128 acides aminés (pour 

revue : Noll, 1993).  
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Les gènes Pax sont divisés en plusieurs groupes : 

- groupe I : Pax1, Pax9 

- groupe II : Pax2, Pax5, Pax8 

- groupe III : Pax3, Pax7 

- groupe IV : Pax4, Pax6 

Deux groupes présentant un homéodomaine complet, les groupes III et IV, sont assez 

éloignés, tandis que les groupes I et III d’une part, et II et IV d’autre part, formeraient deux 

sous-groupes de par leur homologie structurelle. Le groupe I comprenant Pax1 et Pax9, 

présente un domaine paired, un octapeptide mais pas d’homéoboîte ; le groupe II, Pax2, 

Pax5 et Pax8, contient les 3 domaines, avec un homéodomaine tronqué ; le groupe III, 

Pax3 et Pax7, présente également les 3 domaines mais l’homéodomaine n’est pas tronqué ; 

enfin, le groupe IV, Pax6 et Pax4, montre un domaine paired et un homéodomaine mais 

pas d’octopeptide (Walther and Gruss, 1991). Ces quatre groupes majeurs ont émergé 

avant la divergence entre les Ecdysozoaires et les Vertébrés.  

Le domaine paired du groupe I partage un ancêtre commun avec le gène Pox meso de 

la drosophile, le groupe II avec le gène Pox neuro, le groupe III avec paired (prd), 

gooseberry (gsb) et gooseberry neuro (gsbn) et le groupe IV avec eyeless (fig. 38). Chez la 

drosophile, les trois gènes gsb, gsbn et prd sont les produits de deux événements de 

duplication. Le premier a donné naissance à prd d’un côté et gsb/gsbn de l’autre, tandis 

que la deuxième duplication a permis l’émergence de gsb et gsbn (Balczarek et al., 1997). 

La présence des gènes Pax2, Pax5 et Pax8 chez les téléostéens et les mammifères (fig. 39) 

ainsi que le haut degré de similitude entre leurs séquences suggèrent fortement que leur 

origine résiderait dans une duplication d’un gène ancestral commun qui se serait produite 

avant ou au moment de la divergence de la lignée des Vertébrés (Pfeffer and Busslinger, 

données non publiées) (fig. 39). 
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1.1. PaxB, à l’origine des gènes Pax2/5/8 et Pax6 

 

En 2000, Gröger et al. caractérisent un gène de la famille Pax chez un Cnidaire, 

Podocoryne carnea. Il s’agit de PaxB, très proche de Pax2/5/8 d’après des comparaisons 

de séquences. Les chercheurs démontrent pour ce gène un rôle probable dans le 

développement nerveux, mais pas dans le développement musculaire, le gène n’est pas 

exprimé dans les cellules musculaires en développement ou adultes. Des expressions de 

Pax2/5/8 au niveau musculaire n’ont été décrites que chez des Mollusques comme 

l’abalone Haliotis asinina chez laquelle le gène s’exprime en particulier dans les muscles 

de la coquille et dans le pied (O’Brien and Degnan, 2003). Chez le Céphalopode S. 

officinalis, nous avons montré des expressions importantes dans toutes les structures 

musculaires dérivées du pied des Mollusques, bras et entonnoir, mais également dans le 

manteau à partir de stades très précoces. Jamais une aussi grande implication de Pax2/5/8 

dans la myogenèse n’avait été montrée jusqu’ici. Il semblerait que le recrutement de 

Pax2/5/8 pour la formation des tissus musculaires soit secondaire au niveau de la 

divergence des Lophotrochozoaires. Dans la lignée des Céphalopodes, un recrutement 

massif de ce gène concomitamment à la formation de structures musculaires à fonction 

locomotrice, spécifiques aux Céphalopodes a pu être de première importance pour leur 

adaptation au milieu aquatique.  

 

Dans la mesure où tous les gènes de la famille Pax dérivent d’un seul gène ancêtre 

commun, il n’est pas impossible que certains gènes puissent avoir des patterns 

d’expression et des rôles en commun. Le gène ancestral devait probablement avoir de 

multiples fonctions chez des organismes moins complexes que les Bilatériens, chez 

lesquels ce gène s’est dupliqué, permettant ainsi la sous-fonctionnalisation de multiples 

gènes. Ces gènes auraient alors participé à la diversification des organismes bilatériens.  

Le gène PaxB a été également caractérisé en 2003 chez une autre méduse, Tipedalia 

cystophora (Kozmik et al., 2003). Chez cet organisme, PaxB est exprimé dans les organes 

photosensibles et les statocystes. Ce gène a des propriétés doubles du type Pax6 et 

Pax2/5/8. Sa structure présente un octapeptide, caractéristique des gènes Pax2/5/8 ; de la 

même façon, le domaine de transactivation en C-terminal montre une structure se 

rapprochant beaucoup plus de Pax2/5/8 que de Pax6 (Kozmik et al., 2003). Une des 

spécificités de Pax6 est que ce gène est suffisant pour induire des yeux ectopiques chez la 
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Drosophile en se liant via son domaine paired au promoteur de l’homologue de Pax6 chez 

la Drosophile, ey (Nornes et al., 1998). Or, PaxB a également montré cette capacité et il en 

est de même pour l’homologue de Pax2/5/8 chez la drosophile.  

Avant la divergence entre les « diploblastiques » et les triploblastiques, le gène Pax, 

déjà associé aux organes photosensibles, avait à la fois les propriétés de Pax6 et celles de 

Pax2/5/8. Celles-ci se sont ensuite distinguées dans la lignée des Vertébrés. Cependant, 

certaines fonctions ont pu être conservées dans les deux gènes tel que le rôle dans la 

formation des yeux comme montré chez Drosophila (Kozmik et al., 2003). Pendant le 

développement de S. officinalis, le gène Pax6 s’exprime au niveau des vésicules optiques 

dès le début de l’organogenèse. Cette expression persiste ensuite et s’étend aux lobes 

optiques. Le gène Pax2/5/8 montre également des expressions au niveau optique, rappelant 

le phénomène de conservation de fonction entre gènes d’une même famille déjà observé 

chez la Drosophile (Kozmik et al., 2003). Cependant, Pax6 est exprimé beaucoup plus 

précocement que Pax2/5/8 et Pax2/5/8 n’est pas exprimé dans les lobes optiques mêmes, 

mais au niveau des tractus optiques. Pax6 apparaît donc comme un gène maître dans la 

formation des yeux, avec un rôle dans l’organisation des lobes optiques, tandis que 

Pax2/5/8 intervient plus tardivement, et de façon plus transitoire pendant le développement 

de S. officinalis. Il semblerait donc que ces deux gènes se soient différenciés en ce qui 

concerne leurs fonctions respectives dans la formation des organes photosensibles de la 

seiche. Toutefois, cette complémentarité apparente dans les rôles de ces gènes n’exclut pas 

que Pax2/5/8 soit capable de relayer Pax6 et d’avoir les mêmes propriétés, même si celles-

ci ne sont pas exploitées du fait de la présence de Pax6. Seules des expériences 

d’inactivation de gènes pourraient aider à résoudre cette question.  
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Céphalochordés 

Urochordés 

Vertébrés 
Pax2 
Pax5 
Pax8 
 

Pax258a 
Pax258b 
 

duplications de gènes 

Pax2/5/8 

PaxB 

sPax2/5/8 

Ecdysozoaires 

Lophotrochozoaires 

Pax2/5/8, Paxβ 

Figure 39 : Évolution possible du gène Pax2/5/8. PaxB pourrait être à l’origine de Pax6 et 
Pax2/5/8.  
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1.2. Pax2/5/8 

 

Au niveau de la séquence du gène Pax2/5/8 de S. officinalis, on trouve bien un 

domaine paired (fig. 40, en bleu), une séquence du type octapeptide ((GST)YSINGILG(I), 

en vert) et une zone KR (fig. 40 en violet), riche en lysine et arginine, signalée par 

Bassham et al. en 2008 pour les gènes Pax2, Pax5 et Pax8 de Vertébrés. En revanche, on 

n’observe pas d’homéodomaine évident. On ne retrouve notamment pas le début de 

l’homéodomaine, à savoir une tyrosine suivie d’une phénylalanine ou encore une séquence 

QLE ou FE. De façon générale, les domaines paired, que ce soit celui de Pax2/5/8 d’un 

côté ou celui de Pax6 de l’autre, sont très conservés au sein des Lophotrochozoaires. Les 

séquences partagent plus de 75% d’identité dans tous les cas (fig. 41).  
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Drosomelan      -----------HGGVNQLGGVFVNGRPLPDVVRQRIVELAHNGVRPCDISRQLRVSHGCV 
Pdumerilii      -----------HGGVNQLGGVFVNGRPLPDVVRTRIVELAHQGVRPCDISRQLRVSHGCV 
Cfornicata      KKKGPAKRKKGHGGVNQLGGVFVNGRPLPDSVRTRIVKLSQEGIRPCEISRRLRVSHGCV 
Sepiaoffic      ------------------------------VDRTRIVELAHQGVRPCDISRQLRVSHGCV 
                                                * ***:*:::*:***:***:******** 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                    5         15        25        35        45        55      
 
Drosomelan      SKILSRYYETGSFKAGVIGGSKPKVATPPVVDAIANYKRENPTMFAWEIRDRLLAEAICS 
Pdumerilii      SKILGRYYETGSVRPGVIGGSKPKVATPKVVGAICKYKRENPTMFAWEIRDRLLAEGVCD 
Cfornicata      SKILCRFQETGSTKPGVIGGSKPKVATPQVVGAISRYKAENPTMFAWEIRDKLIADQVCS 
Sepiaoffic      SKILGRYCETGSIKPGVIGGSKPKVATPKVVEAISKYKQENPTMFAXEIRDRLLSENICS 
                **** *: **** :.************* ** **..** ******* ****:*::: :*. 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                    65        75        85        95       105       115      
 
Drosomelan      QDNVPSVSSINRIVRNKAAEKAKHVHHHQQHHVSQSLGGGHIATESVDSSTGTIGEPQPP 
Pdumerilii      QENVPSVSSINRIVRNKAAEKAKHS-------ISPPLQTG--------------SPPLQP 
Cfornicata      PDNAPSVSSINRIVRTRTVDAA-------------------------------------- 
Sepiaoffic      QDNVPSVSSINRIVRNRAAEKAKAQN--PQAQSSPPLQG----------------EAPPP 
                 :*.***********.::.: *                                       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   120       125       135       145       155       165      
 
Drosomelan      TSNSSANSVNTNVSASASVHASIPTSGTDSVQVSVGHINANSNETTHINSTAEQRTTGYS 
Pdumerilii      TSTPSATP-----------------------------------------------AAGYT 
Cfornicata      ------------------------------------------------------------ 
Sepiaoffic      ALNQTQAPAG---------------------------------------ADGMTRPGPYS 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   175       185       195       205       215       225      
                                                                         
Drosomelan      INGILGIQHGHHSHNNNNSSVNNNNTESSCNRKRIEAHDENHDTNIHSDNDDGKRQRMNN 
Pdumerilii      IMGILG----------PGAPALTAADPAGQKRKREDVNGHADGDVTNNNNENRQDHNIWF 
Cfornicata      ------------------------------------------------------------ 
Sepiaoffic      ISGILGI----------PSQNSANLNNGNFKRKRDDESVQNGHADPENRTDTQNDQMIYP 
                                                                                    ** 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   235       245       255       265       275       285      
                                                                             
Drosomelan      STYSGDQLYTNIWSGKWCIKDDHKLLAELGN---LTASTGNCPATYYEASNGFSTTPISG 
Pdumerilii      DPYT-----------KLARLDDENHVWERS------------------------------ 
Cfornicata      ------------------------------------------------------------ 
Sepiaoffic      TEHTVIPPKVSRIDHNSNSNGQNYSVYQPAFNNFVPNTSANEIPKDYQPIK--QEMPLPG 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   295       305       315       325       335       345      

 
 
 

Figure 40 : Alignement des séquences protéiques patielles de PAX2/5/8. 
domaine paired, octapeptide, zone KR  
Pdumeriliis dumerilii (Lophotrochozoaire, Annélide), Crepidula fornicata (Mollusque, 
Gastropode), Drosophila melanogaster (Ecdysozoaire, Arthropode), Sepia officinalis 
(Mollusque, Céphalopode) 
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1.2.1. Rôle ancestral de PAX2/5/8 

 

Pax2/5/8 s’exprime au niveau des branchies pendant l’embryogenèse de S. 

officinalis. Ce type d’expression dans les branchies a déjà été relevé chez d’autres 

organismes : l’Urochordé Oikopleura dioica (Bassham et al., 2008) et l’amphioxus, un 

Céphalocordé (Kozmik et al., 1999). De plus, PAX2 jouerait un rôle dans la perforation 

des branchies chez Xenopus (Heller and Brändli, 1999). Une des fonctions ancestrales du 

gène pourrait donc être liée à la perforation et à la fusion de couches épithéliales. Cette 

hypothèse est corroborée par l’expression de Pax2/5/8 au niveau du sac coquillier chez S. 

officinalis d’une part, et au niveau de la cavité palléale d’H. asinina d’autre part. Le rôle de 

PAX2/5/8 dans la formation de cavités semble avoir été largement conservé.  

 

 

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

 

Chez les Vertébrés, les membres de la famille Pax2/5/8 régulent directement le gène 

engrailed dans la mise en place de la frontière entre le cerveau postérieur et le cerveau 

moyen (Song et al., 1996). Le rôle dans la mise en place de frontières entre différentes 

parties du SNC paraît peu probable chez S. officinalis, étant donné la presque absence 

d’expression de Pax2/5/8 dans le SNC. Effectivement, Pax2/5/8 ne s’exprime qu’au niveau 

du tractus optique, et ce, de façon très transitoire. Par contre, il est possible qu’un tel lien 

existe entre engrailed et Pax2/5/8 dans la zone du sac coquillier. En 2007, Baratte et al. 

montrent la présence de la protéine Engrailed dans les bords du sac coquillier à des stades 

très précoces de l’organogenèse (stades 16 et 17). Pax2/5/8, quant à lui, s’exprime dans les 

bordures du sac coquillier à des stades plus tardifs, avec un pic d’expression au stade 25. 

Cette chronologie entre la synthèse de la protéine Engrailed à des stades précoces et 

l’expression du gène Pax2/5/8 à des stades plus tardifs suggère une collaboration entre ces 

deux gènes pour la mise en place du sac coquillier pendant le développement de S. 

officinalis. Ce lien a été démontré au niveau moléculaire chez un Vertébré, mais dans une 

structure tout à fait différente, le cerveau. Néanmoins, on sait que dans certains cas, seule 

la fonction moléculaire de deux protéines homologues, mais pas leur fonction biologique, a 

été conservée au cours de l’évolution. Cette conservation peut s’accompagner de la 

réutilisation d’une partie de la cascade régulatrice associée (Bally-Cuif, 2000).  
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Figure 41 : Pourcentages d’identité entre les séquences nucléotidiques de S. officinalis et 
celles d’autres organismes pour les gènes caractérisés de la famille Pax. 
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                 1.2.3. Pax3/7, une interchangeabilité possible avec Pax2/5/8 ? 

 

Nous avons pu déceler la présence du gène Pax3/7 chez S. officinalis au sein de la 

banque d’ESTs faite à partir des stades de développement 15 à 30 (correspondant au début 

de l’organogenèse) de S. officinalis. Il a été montré que ce gène était exprimé, entre autres, 

au niveau du tissu mésodermique des néphridies en développement de la sangsue 

(Woodruf et al., 2007). Son pattern d’expression reste encore à déterminer chez S. 

officinalis. Nous n’avons cependant pas pu caractériser Paxβ, gène lié à la formation de 

tissus mésodermiques chez de nombreux Lophotrochozoaires (Schmerer et al., 2010). 

L’absence possible de ce gène dans le génome de S. officinalis pourrait expliquer un 

recrutement du gène Pax2/5/8 pour des fonctions nouvelles. La présence de Pax3/7 

pourrait, quant à elle, suggérer une interchangeabilité avec le gène Pax2/5/8 du fait de leurs 

fonctions possiblement similaires. En effet, Pax2/5/8 montre une intervention majeure dans 

le développement de structures musculaires dérivées du pied des Mollusques pendant 

l’embryogenèse de S. officinalis, tandis que Pax3/7 est connu pour avoir un rôle important 

dans la mise en place des muscles squelettiques, donc à fonction locomotrice chez les 

Vertébrés (Buckingham and Relaix, 2007 ; Kassar-Duchossoy et al., 2005).  

 
 
 
 

Le rôle de Pax6 dans la mise en place du SNC et de la zone optique semble avoir été 

conservé chez les Céphalopodes. Cependant, ces deux structures, cerveau et yeux, sont 

justement des structures convergentes majeures par rapport aux Vertébrés. Le gène Pax6 a 

donc bel et bien été recruté pour la formation de structures analogues, confortant Pax6 

dans son statut de « gène maître », notamment, dans la formation des structures 

photosensibles. Le cas de Pax2/5/8 paraît plus compliqué. Le rôle de régionalisation du 

SNC des gènes Pax2, Pax5 et Pax8 est bien établi chez les Vertébrés (Wada et al., 1998). 

Ce rôle ne se retrouve absolument pas chez S. offiicinalis malgré la présence d’un véritable 

cerveau. Il semblerait plutôt que ce gène ait été recruté pour une fonction dans la mise en 

place de tissus mésodermiques chez les Lophotrochozoaires (abalone, sangsue). Chez les 

Mollusques, s’ajoute un rôle dans la mise en place de la coquille comme on l’observe chez 

S. officinalis, et dans le pied et les structures dérivées du pied, bras et entonnoir, pour S. 

officinalis, soit des structures mésodermiques à destinée musculaire. Pax2/5/8 est sans 

doute un des gènes ayant participé à la mise en place de ces structures à fonction 



 - 238 - 

locomotrice pendant l’évolution, peut-être en lieu et place de Pax3/7. Cependant, il est 

également possible que Pax3/7 s’exprime de façon si restreinte qu’il n’est pas détectable 

dans la banque ESTs.  

 
 
 
2. La famille NK 
 
 

2.1. Origine du cluster NK 

 

Les gènes NK auraient pour origine le megacluster ANTP, pour « Antennapedia », 

qui a aussi donné les gènes Hox et ParaHox (Garcia-Fernandez, 2005). L’ancêtre commun 

des Protostomiens et Deutérostomiens devait posséder un cluster de 9 gènes NK : Msx, 

NK4/tinman, NK3/bagpipe, Lbx/ladybird, Tlx/cl5, NK7, NK6/hgtx, NK1/slouch et 

NK5/Hmx (fig. 42). Des duplications au cours de l’évolution des Métazoaires auraient 

entraîné différents états de clusterisation et de dispersion des gènes dans les 

diverseslignées. Des clusters de gènes NK ont été caractérisés chez une éponge 

Amphimedon queenslandica, ce qui suggère que le regroupement des gènes à homéoboîte 

du megacluster ANTP a eu lieu avant la divergence d’avec les Bilateria et les Cnidaires 

(Larroux et al., 2007). Par contre, aucun gène Hox ou ParaHox n’a été identifié chez ce 

même organisme, ce qui peut signifier soit que ces gènes trouvent leur origine après la 

divergence entre les Spongiaires et les Eumétazoaires, soit qu’ils ont été secondairement 

perdus, la première solution étant la plus parcimonieuse (Larroux et al., 2007). Le maintien 

du cluster NK chez les éponges et les bilatériens au cours de l’évolution reflète les 

contraintes qui pèsent sur les mécanismes régulateurs du développement et qui doivent être 

inhérentes à l’organisation de ce cluster.  



 - 239 - 

M
sx

(B
ur

es
ie

t a
l.,

 
20

10
, n

on
 p

ub
lié

)
M

sx
(D

en
es

et
 a

l.,
 2

00
7;

 
S

au
de

m
on

te
t a

l.,
 2

00
8)

M
sx

(L
ar

ro
ux

et
 

al
., 

20
07

)
m

sx
(G

al
le

 e
t 

al
., 

20
05

)

m
us

cl
e 

se
gm

en
t 

ho
m

eo
bo

x
(m

sh
) 

ou
 

dr
op

(L
or

d 
et

 a
l.,

 1
99

5)
M

sx
1,

 M
sx

2,
 M

sx
3

m
sx

Lb
x

(F
ar

fa
n

et
 d

e 
C

ou
et

, 2
00

4,
 n

on
 

pu
bl

ié
)

Lb
x

(S
au

de
m

on
te

t a
l.,

 2
00

8)
lb

x

La
dy

bi
rd

ea
rly

(lb
e)

,
La

dy
bi

rd
la

te
(lb

l) 
(J

ag
la

et
 a

l.,
 1

99
7)

Lb
x1

, L
bx

2
Lb

x

N
K

7
N

k7
N

K
7

N
k6

(D
en

es
et

 a
l.,

 2
00

7)
N

K
6

hg
tx

(J
ag

la
et

 a
l. 

20
01

)
N

kx
6.

1,
 N

kx
6.

2,
 N

kx
6.

3
N

K
6

N
K

5 
(S

au
de

m
on

te
t a

l.,
 

20
08

)

N
K

5/
6/

7a
, 

N
K

5/
6/

7b

H
m

x
H

m
x

(W
ot

to
n

et
 a

l.,
 2

00
9)

N
kx

5.
3/

H
m

x1
, 

N
kx

5.
3/

H
m

x2
, 

N
kx

5.
1/

H
m

x3
, 

N
kx

5.
4/

H
m

x4
N

K
5/

H
m

x

N
K

4
(E

lli
ot

te
t a

l.,
 

20
06

, N
av

et
 e

t a
l.,

 
20

08
) 

N
K

4
(S

au
de

m
on

te
t a

l.,
 

20
08

)
tin

m
an

(A
zp

ia
zu

et
 

F
ra

sc
h,

 1
99

3)
N

kx
2.

3,
 N

kx
2.

5,
 N

kx
2.

6
N

K
4

N
K

3 
(S

au
de

m
on

te
t a

l.,
 

20
08

)
N

K
3

ba
gp

ip
e

(A
zp

ia
zu

et
 

F
ra

sc
h,

 1
99

3)
N

kx
3.

1,
 N

kx
3.

2,
 N

kx
3.

3,
 

N
K

3

N
k2

.2
(D

en
es

et
 a

l.,
 2

00
7)

ve
nt

ra
l n

er
vo

us
sy

st
em

de
fe

ct
iv

e
(v

nd
) 

(J
im

en
ez

et
 a

l.,
 

19
95

)
N

kx
2.

2,
 N

kx
2.

8
N

K
2.

2

N
K

2.
1

(N
av

et
 e

t a
l.,

 
20

10
, n

on
 p

ub
lié

)
N

k2
.1

(S
au

de
m

on
te

t a
l.,

 
20

08
)

N
K

2/
3/

4

N
K

2

sc
ar

ec
ro

w
(s

cr
o)

 
(Z

af
fr

an
et

 a
l.,

 2
00

0)
N

kx
2.

1,
 N

kx
2.

4
N

K
2.

1

N
K

1
(S

au
de

m
on

te
t a

l.,
 

20
08

)
N

K
1

sl
ou

ch
(S

59
) 

(K
ni

rr
et

 
al

., 
19

99
)

N
kx

1.
2

N
K

1

C
ép

ha
lo

po
de

s
Lo

ph
ot

ro
ch

oz
oa

ire
s

S
po

ng
ia

ire
s 

(F
ah

ey
et

 a
l.,

 2
00

8)

C
ni

da
ire

s
(R

ya
n 

et
 a

l.,
 

20
06

)
D

ro
so

p
h

ila
M

am
m

ifè
re

s 
(r

ev
ue

 : 
W

ot
to

n
et

 a
l.,

 2
00

9)

M
sx

(B
ur

es
ie

t a
l.,

 
20

10
, n

on
 p

ub
lié

)
M

sx
(D

en
es

et
 a

l.,
 2

00
7;

 
S

au
de

m
on

te
t a

l.,
 2

00
8)

M
sx

(L
ar

ro
ux

et
 

al
., 

20
07

)
m

sx
(G

al
le

 e
t 

al
., 

20
05

)

m
us

cl
e 

se
gm

en
t 

ho
m

eo
bo

x
(m

sh
) 

ou
 

dr
op

(L
or

d 
et

 a
l.,

 1
99

5)
M

sx
1,

 M
sx

2,
 M

sx
3

m
sx

Lb
x

(F
ar

fa
n

et
 d

e 
C

ou
et

, 2
00

4,
 n

on
 

pu
bl

ié
)

Lb
x

(S
au

de
m

on
te

t a
l.,

 2
00

8)
lb

x

La
dy

bi
rd

ea
rly

(lb
e)

,
La

dy
bi

rd
la

te
(lb

l) 
(J

ag
la

et
 a

l.,
 1

99
7)

Lb
x1

, L
bx

2
Lb

x

N
K

7
N

k7
N

K
7

N
k6

(D
en

es
et

 a
l.,

 2
00

7)
N

K
6

hg
tx

(J
ag

la
et

 a
l. 

20
01

)
N

kx
6.

1,
 N

kx
6.

2,
 N

kx
6.

3
N

K
6

N
K

5 
(S

au
de

m
on

te
t a

l.,
 

20
08

)

N
K

5/
6/

7a
, 

N
K

5/
6/

7b

H
m

x
H

m
x

(W
ot

to
n

et
 a

l.,
 2

00
9)

N
kx

5.
3/

H
m

x1
, 

N
kx

5.
3/

H
m

x2
, 

N
kx

5.
1/

H
m

x3
, 

N
kx

5.
4/

H
m

x4
N

K
5/

H
m

x

N
K

4
(E

lli
ot

te
t a

l.,
 

20
06

, N
av

et
 e

t a
l.,

 
20

08
) 

N
K

4
(S

au
de

m
on

te
t a

l.,
 

20
08

)
tin

m
an

(A
zp

ia
zu

et
 

F
ra

sc
h,

 1
99

3)
N

kx
2.

3,
 N

kx
2.

5,
 N

kx
2.

6
N

K
4

N
K

3 
(S

au
de

m
on

te
t a

l.,
 

20
08

)
N

K
3

ba
gp

ip
e

(A
zp

ia
zu

et
 

F
ra

sc
h,

 1
99

3)
N

kx
3.

1,
 N

kx
3.

2,
 N

kx
3.

3,
 

N
K

3

N
k2

.2
(D

en
es

et
 a

l.,
 2

00
7)

ve
nt

ra
l n

er
vo

us
sy

st
em

de
fe

ct
iv

e
(v

nd
) 

(J
im

en
ez

et
 a

l.,
 

19
95

)
N

kx
2.

2,
 N

kx
2.

8
N

K
2.

2

N
K

2.
1

(N
av

et
 e

t a
l.,

 
20

10
, n

on
 p

ub
lié

)
N

k2
.1

(S
au

de
m

on
te

t a
l.,

 
20

08
)

N
K

2/
3/

4

N
K

2

sc
ar

ec
ro

w
(s

cr
o)

 
(Z

af
fr

an
et

 a
l.,

 2
00

0)
N

kx
2.

1,
 N

kx
2.

4
N

K
2.

1

N
K

1
(S

au
de

m
on

te
t a

l.,
 

20
08

)
N

K
1

sl
ou

ch
(S

59
) 

(K
ni

rr
et

 
al

., 
19

99
)

N
kx

1.
2

N
K

1

C
ép

ha
lo

po
de

s
Lo

ph
ot

ro
ch

oz
oa

ire
s

S
po

ng
ia

ire
s 

(F
ah

ey
et

 a
l.,

 2
00

8)

C
ni

da
ire

s
(R

ya
n 

et
 a

l.,
 

20
06

)
D

ro
so

p
h

ila
M

am
m

ifè
re

s 
(r

ev
ue

 : 
W

ot
to

n
et

 a
l.,

 2
00

9)

F
ig

ur
e 

42
 : 

T
ab

le
au

 r
ep

ré
se

nt
an

t 
le

s 
ho

m
ol

og
ue

s 
de

s 
gè

ne
s 

du
 c

lu
st

er
 N

K
 d

éc
rit

s 
ju

sq
u’

ic
i 

da
ns

 l
es

 p
rin

ci
pa

ux
 

gr
ou

pe
s 

ph
yl

og
én

ét
iq

ue
s 

ét
ud

ié
s.

 L
es

 c
as

es
 g

ris
ée

s 
si

gn
ifi

en
t q

ue
 le

 g
èn

e 
co

rr
es

po
nd

an
t s

e
ra

it 
ab

se
nt

 
du

 g
ro

up
e.

  



 - 240 - 

 

La possibilité d’organiser les cellules le long d’un axe primaire du corps devait 

exister avant l’origine des gènes ProtoHox. L’apparition des ProtoHox a sans doute 

contribué à une complexification des morphologies et de l’organisation du corps.  

Chez la drosophile, ont été caractérisés Tinman (NK4), bagpipe (NK3), ladybird 

early et ladybird late, slouch (NK1), scro (NK2.1), vnd (NK2.2), drop (Msx), NK7 et NK6 

(Jagla et al., 2001) (fig. 42). 

Pendant l’évolution des Vertébrés à mâchoire, plusieurs duplications de génome se 

sont produites, ce qui a eu pour conséquence de créer de multiples copies des gènes NK. 

Les phénomènes de crossing-over n’ont fait qu’augmenter cette diversité et permettre des 

sous-fonctionnalisations. Les gènes ainsi dupliqués ont alors pu acquérir de nouvelles 

fonctions et, de cette façon, se différencier des gènes d’origine. Les gènes appartenant au 

cluster NK sont donc nombreux chez les Vertébrés (cf. tableau).  

 

Chez les Mollusques, les seuls travaux qui ont été menés à propos du cluster NK ont 

été réalisés sur les Céphalopodes. En 2006, Elliott et al. caractérisent le gène NKx2.5 

(NK4) chez Loligo pealii. Cependant, ils ne montrent de pattern d’expression que sur un 

stade tardif du développement (stade 26) dans le cœur systémique et dans le sac d’encre. 

Nous avons, pour notre part, caractérisé les gènes NK4 et NK2.1 chez S. officinalis. 

D’autres gènes appartenant au megacluster ANTP ont également été identifiés : msx et gsx 

(gènes paraHox) et otx (gène à homéoboîte).  

 

 

2.2. Les gènes NK2 

 

Chez les Lophotrochozoaires, Saudemont et al. (2008) caractérisent les gènes NK1, 

NK2.1, NK3, NK4 et NK5 chez Platynereis. La même année, Denes et al. identifient 

également les gènes NK2.2 et NK6 chez ce même annélide. Seul NK7 n’a pas été 

caractérisé pour le moment. Il semblerait, cependant, que tous ces gènes étaient présents 

chez l’ancêtre commun des Lophotrochozoaires et que la duplication de NK2 donnant 

NK2.1 et NK2.2 ait déjà eu lieu au moment de la divergence de cette lignée.  

Nous avons cherché à caractériser le gène NK2.2 qui intervient dans la voie 

moléculaire SHH et qui présente des rôles dans la détermination et différenciation des 
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territoires nerveux chez les Vertébrés (Ericson et al., 2006). Ce gène n’a pu être caractérisé 

même avec l’aide de la banque d’ESTs. Son expression durant le développement de S. 

officinalis est pourtant très probable. Le gène shh n’a pas été retrouvé non plus au sein de 

la banque (son amplification a été rendue possible grâce à des amorces dégénérées) et, 

cependant, nous avons montré son expression au cours de l’embryogenèse chez la seiche. 

Par ailleurs, NK2.2 a été caractérisé chez le Lophotrochozoaire P. dumerilii (Denes et al., 

2007) et tout porte à croire qu’il existe bel et bien dans la lignée des Céphalopodes. Son 

expression est sans doute trop faible pour pouvoir être détectée dans la banque. Cela 

pourrait traduire un rôle mineur pour ce gène ou, du moins, une expression faible et 

transitoire, comme c’est d’ailleurs le cas pour shh. En ce qui concerne NK2.1, nous avons 

observé une expression assez large autour de la bouche à des stades précoces (fig. 43). Ce 

gène est associé au développement de structures appartenant au tube digestif chez de 

nombreux autres groupes. Chez la drosophile, NK2.1/Scarecrow est exprimé dans le 

pharynx en développement (Zaffran et al., 2000). Chez les Vertébrés, Nkx2.1 est impliqué 

dans le développement de la thyroïde et des poumons, deux structures dérivées du tube 

digestif (Minoo et al., 1999), et chez le Lophotrochozoaire Annélide Platynereis, le gène 

est exprimé dans le bulbe buccal (Tessmar-Raible et al., 2007). Il semblerait donc que cette 

fonction dans des tissus d’origine endodermique ait été conservée au cours de l’évolution.  
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Figure 43 : Expression de NK2.1 au stade 16 de l’embryogenèse de S. officinalis. 
Hybridation in situ in toto.  
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2.3. NK4 

 

On retrouve bien l’homédomaine de 60 acides aminés dans les séquences NK2.1 et 

NK4 de S. officinalis (fig. 44). L’homéodomaine du gène NK4 de S. officinalis porte bien 

une tyrosine en position 260, une caractéristique des gènes dits de la famille de NK2, en 

référence à la terminologie des gènes NK chez les Vertébrés (l’homologue de NK4 est 

nommé Nkx2.5 chez les Vertébrés). Cet acide aminé serait essentiel à la spécificité du site 

de liaison à l’ADN (Tsao et al., 1994).  

En 2006, Elliott et al. définissent un nouveau domaine, le domaine YRD, conservé 

dans la séquence du gène Nkx2.5. Ce domaine aurait coévolué avec l’homéodomaine. Des 

mutations au niveau de cette zone n’affectent pas la liaison à l’ADN mais le domaine YRD 

serait essentiel à la fonction du gène dans la cardiogenèse chez l’embryon, d’après des 

expériences in vivo sur embryons de souris. Le domaine YRD des Céphalopodes contient 4 

tyrosines (fig. 44, flèches rouges). La comparaison des séquences montre 72% d’identité 

avec la séquence de Nkx2.5 de Danio rerio et seulement 32% avec la séquence de tinman 

de Drosophila melanogaster (fig. 45). Il semblerait que l’architecture de l’homéodomaine 

de NK4 ait été établie avant la divergence entre les Protostomiens et les Deutérostomiens et 

que tinman ait beaucoup dérivé.  

 

Le gène NK4, associé juqu’ici au développement des muscles cardiaques (Harvey, 

1996 ; Mann and Caroll, 2002 ; Lints and al., 1993 ; Kim and Nirenberg, 1989 ; Okkema et 

al., 1997), s’exprime dans les tissus mésodermiques des bras, manteau et entonnoir, des 

structures à fonction locomotrice pendant le développement de S. officinalis. Chez la 

sépiole Eurpymna scolopes, six gènes Hox sont exprimés dans le SNC. Les gènes Hox sont 

exprimés au niveau de la couronne brachiale, du tube de l’entonnoir et dans le ganglion 

stellaire (Lee et al., 2003).  

 

Les gènes appartenant au cluster ANTP semblent donc avoir eu des rôles essentiels 

dans le développement de nouvelles structures morphologiques liées à la fonction de 

locomotion dans la lignée des Céphalopodes. Le recrutement massif de gènes Hox, mais 

également de gènes appartenant au cluster NK pour la mise en place du manteau, des bras 

et de l’entonnoir, semble avoir été un des mécanismes majeurs ayant contribué à 

l’adaptation de ce groupe au milieu aquatique.    
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Drosophila      TSENEKSKGDSNNNG--------ETSGDCALLRQRQRRKPRVLFSQAQVFELERRFKQQR 
Daniorerio      EPGEDLKLDDAERPK------------------QRKRRKPRVLFSQAQVYELERRFKQQK 
Pdumerilii      TSSQSNSASSKSSSKNKEGRDVKEEEEECHLLRQRQKRKPRVLFSQAQVYELERRFKQQR 
Capitellas      ASKAPPPEGAKKSHK------MAADDAECHLLRQRTKRKPRVLFSQAQVYELERRFKQQR 
Eurprymnas      TSENEKSKGDSNNNG--------ETSGDCALLRQRQRRKPRVLFSQAQVFELERRFKQQR 
Sepiaoffic      TAENDKGKGDSNNNA--------DTNGDCALLRQRQRRKPRVLFSQAQVFELERRFKQQR 
                 .      .  .                     ** :************:*********: 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   175       185       195       205       215       225      
 
Drosophila      YLSAPEREQLANMLKLTSTQVKIWFQNRRYKCKRQRQDKSLEMSTMHPPRRVAVPVLVRD 
Daniorerio      YLSAPERDHLANVLKLTSTQVKIWFQNRRYKCKRQRQDQTLEMVGIAPPRRISVPVLVRD 
Pdumerilii      YLSAPEREQLASMLKLTSTQVKIWFQNRRYKMKRQRQDKTLELTALQPPRRVAVPVLVRD 
Capitellas      YLSAPEREQLASMLKLTSQQVKIWFQNRRYKMKRQTQDKTLELGALHSPRRVAVPVLVRD 
Eurprymnas      YLSAPEREQLANMLKLTSTQVKIWFQNRRYKCKRQRQDKSLEMSTMHPPRRVAVPVLVRD 
Sepiaoffic      YLSAPEREQLANMLKLTSTQVKIWFHNRRYKCKRQRQDKSLEMSTMHPPRRVAVPVLVRD 
                *******::**.:***** ******:***** *** **::**:  : .***::******* 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   235       245       255       265       275       285      
 
 
Drosophila      GKPCLGQSNVSPPYSTPYNVNPFAYSNVPAYTNNNNNNNNYGSVNNQLQQSGYVQSQI-- 
Daniorerio      GKPCLGDTSTYNTS---YNVGINHFTYNTYPAFSNFPSPGNSNYSCSYPSSMSSIQPSQS 
Pdumerilii      GKPCMGNGMAYPSA--PYNVNPFCYPNPSVYAPAYTTTNNYLP---MHQASYGQSQVH-- 
Capitellas      GKPCLAAGYSTS-----YAMSPLG--YRSSYG------NALQS---LSTASTYAHAQC-- 
Eurprymnas      GKPCLGQSNVSPPYSTPYNVNPFAYSNVPAYTNNNNNNNNYIGSVNQLQQSGYVQSQI-- 
Sepiaoffic      GKPCLGQSDVSPAYSTSYNVNPFAYSTGPAYN--THIHTPYLTSVIIHRADMYNPD---- 
                ****:.           * :. :     .         .           .          
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   295       305       315       325       335       345      

 

 

Figure 44 : Alignement des séquences protéiques partielles de NK4. 
 
 homéodomaine, zone YRD,     : tyrosine conservée 
 
Euprymna scolopes (Mollusque, Céphalopode), Sepia officinalis (Mollusque, 
Céphalopode), Platynereis dumerilii (Lophotrochozoaire, Annélide), Capitella sp. 
(Lophotrochozoaire, Annélide), Drosophila melanogaster (Ecdysozoaire, Arthropode), 
Danio rerio (Vertébrés, Téléostéens) 
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Figure 45 : Pourcentages d’identité entre les séquences nucléotidiques de S. officinalis et 
celles d’autres organismes pour les gènes caractérisés du cluster NK. 
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3. Shh 

 

La séquence de shh de S. officinalis montre plus de 70% d’identité avec les séquences 

des Céphalopodes et Gastropodes présentées (fig. 46), ce qui est congruent avec leur 

appartenance commune aux Mollusques. Le plus surprenant est le pourcentage d’identité 

très élevé avec la séquence de Mus musculus, un Vertébré Mammifère. Chez les Vertébrés, 

les principaux rôles de SHH concernent la mise en place de l’axe nerveux central, avec son 

rôle dans la différenciation neuronale au niveau ventral (McMahon et al., 2003). Chez la 

seiche, certaines des expressions observées pour shh semblent être indépendantes des axes 

antéropostérieur et dorsoventral. C’est le cas notamment pour les patterns au niveau des 

bras. Shh, pourtant très lié à cet axe chez les Vertébrés (Ericson et al., 1997b), est exprimé 

tout le long de la corde nerveuse brachiale dans les stades tardifs du développement. Cela 

suggère que ce gène a pu être co-opté pour fonctionner dans divers contextes 

développementaux, sans nécessairement être relié aux axes du corps. La fonction de SHH 

dans la mise en place des bras des Céphalopodes peut être rapprochée de celle du gène 

homologue dans la mise en place des membres des Vertébrés. Shh est exprimé par la Zone 

d’Activité Polarisante (ZPA), zone située dans la région postérieure des membres, et en 

établit le pattern antéropostérieur (Johnson and Tabin, 1995 ; Dahn et al., 2007). 

L’expression précoce de shh dans les bourgeons des bras de S. officinalis des stades 16 à 

20 peut être liée à une polarisation des bras et tentacules. Cette hypothèse conduit à penser 

que le rôle de SHH dans la mise en place des bras de S. officinalis serait de deux types à 

différents moments de l’embryogenèse : d’abord, la régulation de l’orientation des 

membres à des stades précoces (16 à 20), puis le contrôle de la mise en place du système 

nerveux associé dans les stades tardifs (21 à éclosion). Quoi qu’il en soit, la conservation 

de séquence du gène shh entre Céphalopodes et Vertébrés n’est pas forcément à rapprocher 

avec une conservation des rôles respectifs de ces homologues. Le recrutement du gène 

pour de nouvelles fonctions, ou des fonctions similaires dans des structures différentes 

n’est pas allé de pair avec des modifications majeures de la séquence du gène.  
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Figure 46 : Pourcentages d’identité entre les séquences nucléotidiques de S. officinalis et 
celles d’autres organismes pour le gène shh. 
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Au sein de la famille des gènes Pax, Pax6, Pax2/5/8 et Pax3/7 sont présents et 

exprimés au cours du développement de S. officinalis. Seul le gène Pax1/9 n’a pas été 

trouvé. Ce gène n’a été décrit que chez un Lophotrochozoaire Brachiopode, Terebratula 

transversa (Hejnol, 2010) mais jamais encore chez un Mollusque. Sa perte dans ce groupe 

n’est pas impossible à envisager. Les autres gènes Pax caractérisés montrent que les gènes 

« en place » au moment de la divergence des Lophotrochozoaires le sont restés dans la 

lignée des Mollusques et celle des Céphalopodes. Quant aux gènes du cluster NK, NK2.2 

reste crucial à caractériser du fait de son intervention connue dans la cascade shh chez les 

Vertébrés (Ericson et al., 1997b). Celui-ci a été décrit chez Platynereis dumerilii, un 

Lophotrochozoaire, par Denes et al. en 2007. Cela laisse penser que ce gène est bien 

présent chez les Céphalopodes. Il en est de même pour le gène NK6, intervenant également 

dans la régionalisation du système nerveux chez les Vertébrés (Prakash and Wurst, 2006).  

Les séquences des gènes étudiés, Pax6, Pax2/5/8, Pax3/7, NK4, NK2.1 et shh sont 

globalement bien conservées chez S. officinalis. Il ne faut cependant pas occulter le fait que 

les portions de séquences comparées comportent justement les domaines les mieux 

conservés dans le règne animal de façon générale, les résultats décrits ici ne sont pas 

déduits des séquences entières. Les nombreux remaniements dans les expressions et 

potentiels rôles des gènes étudiés pendant le développement de S. officinalis pourraient ne 

pas être dus à des modifications profondes dans leurs séquences. Les mêmes mécanismes 

moléculaires que ceux décrits chez des Vertébrés ou Ecdysozoaires seraient impliqués 

mais dans de nouveaux contextes structuraux, en liaison avec le développement d’une 

fonction cruciale dans l’adaptation au milieu aquatique, la locomotion, et plus précisément 

la locomotion par propulsion à réaction observée chez les Teuthidae et les Sepiidae dont 

fait partie la seiche.  
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
 
 
 
 

Les Céphalopodes possèdent un plan de corps très dérivé en comparaison d’autres 

groupes de Mollusques. Nombre des innovations morphologiques observées dans leur 

lignée sont liées à la locomotion, fonction indispensable dans les processus adaptatifs à  

l’environnement. C’est pourquoi nous avons choisi de faire un focus sur les systèmes 

directement impliqués dans cette fonction : les systèmes nerveux et musculaire. Etudier 

l’implication de gènes développementaux dans la mise en place du système 

neuromusculaire pendant l’embryogenèse du Céphalopode S. officinalis a permis 

d’approcher quelques-uns des mécanismes à l’origine de l’émergence des innovations 

morphologiques liées à la locomotion. Nous nous sommes intéressés principalement à trois 

familles de gènes, Pax, NK et shh, du fait de leurs rôles majeurs dans la mise en place du 

système nerveux et musculaire montrés chez les espèces étudiées jusqu’à présent, 

majoritairement, des modèles « conventionnels » appartenant aux Vertébrés ou aux 

Ecdysozoaires. Ces données nous ont permis non seulement d’accroître les données déjà 

disponibles pour comprendre l‘histoire évolutive des familles de gènes étudiées, mais 

également d’approcher les mécanismes d’évolution des structures parmi les 

Lophotrochozoaires et les Métazoaires de façon plus générale.  

L’expression du gène NK4, jusque-là associé à la mise en place des tissus cardiaques 

chez les Vertébrés (Olson, 2006) et la drosophile (Bodmer, 1993), concerne chez S. 

officinalis des structures mésodermiques qui sont surtout des structures dérivées au sein 

des Mollusques, impliquées dans la locomotion par propulsion : le manteau externe, les 
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bras et le tube de l’entonnoir. Il semblerait que NK4 ait été recruté de façon secondaire 

pour la différenciation de muscles puissants locomoteurs, utiles pour s’échapper en 

l’absence d’une coquille protectrice. L’émergence de structures musculaires massives se 

serait donc faite concomitamment à un élargissement important des rôles de ce gène à la 

mise en place des muscles locomoteurs. Une telle modification d’une structure originelle, 

l’unique pied des Mollusque, a nécessité d’autres modifications au niveau du contrôle 

génique.  

Dans cette étude, nous décrivons aussi l’expression de Pax2/5/8 pendant 

l’embryogenèse de la seiche. Ce gène montre chez S. officinalis des expressions 

mésodermiques. Ceci concorde avec les expressions observées déjà dans le pied des 

Mollusques étudiés (O’Brien and Degnan, 2003). Ces marquages concernent chez S. 

officinalis les structures appartenant à l’hydrostat, mais de façon plus importante, les 

structures dérivées du pied, les bras et le tube de l’entonnoir. Dans la branche des 

Mollusques, il y aurait eu une conservation du rôle de Pax2/5/8 dans le pied. Les 

expressions de NK4 et Pax2/5/8 dans le tube de l’entonnoir, et non dans la poche, 

suggèrent des origines différentes pour ces deux parties, ne formant qu’un seul et même 

organe chez l’organisme adulte.  

Tandis que la coquille s’internalisait, un mode de locomotion plus adapté était 

nécessaire à la survie de ces animaux dépourvus d’une protection par une coquille externe. 

L’émergence des structures appartenant à l’hydrostat a donné un avantage considérable 

aux Céphalopodes et, plus particulièrement, aux Coléoides : une locomotion rapide par 

propulsion à réaction permettant un mode de prédation efficace et une fuite rapide. Ceci 

s’est fait notamment grâce au recrutement de gènes pour de nouvelles fonctions dans les 

muscles locomoteurs, tel que NK4, ou grâce à la conservation des rôles de gènes dans une 

structure unique, le pied des Mollusques. C’est ce qui a été observé pour Pax2/5/8 dont les 

expressions s’étendent parallèlement à la modification de l’unique pied en plusieurs 

organes participant à la locomotion.  

En revanche, Pax2/5/8 ne montre aucune expression au niveau du SNC, sinon une 

expression transitoire au niveau des tractus optiques. Il s’agit pourtant d’un gène clé dans 

la régionalisation du SNC des Vertébrés. Il semblerait que dans ce cas précis, l’émergence 

du cerveau des Céphalopodes, convergent avec celui des Vertébrés n’ait pas impliqué les 

mêmes gènes. Cette hypothèse est confirmée par l’absence d’expression de shh, un autre 

gène important dans la mise en place du système nerveux chez d’autres organismes, dans 
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le SNC pendant le développement de S. officinalis. Le cerveau des Céphalopodes est une 

structure très innovatrice non seulement parmi les Mollusques mais aussi parmi les 

Lophotrochozoaires. Les processus d’abord de multiplication des ganglions ancestraux 

puis de regroupement vers l’avant et enfin de coalescence de ces ganglions en un cerveau 

n’auraient pas exigé les mêmes modifications génétiques que celles intervenues 

concomitamment à l’émergence du cerveau des Vertébrés. L’apparition de structures 

analogues n’aurait donc pas encore requis forcément la même « trousse à outils génique » 

durant l’évolution. Cependant, SHH présenterait des rôles en relation avec la 

régionalisation du système nerveux chez la seiche, notamment dans la délimitation des 

ganglions, exprimant Pax6, et dans la mise en place de la bilatéralité.  

La bilatéralité est un phénomène important à éclaircir dans la branche des 

Céphalopodes dépourvus de cordon nerveux central. Nous apportons dans cette étude 

quelques éléments de réponse quant à son mode de mise en place. Grâce à des balnéations 

en présence d’inhibiteurs, nous montrons que les gènes shh et nodal seraient bien 

impliqués dans la régionalisation droite/gauche de la seiche. Ces gènes auraient donc 

conservé ces fonctions, montrées chez d’autres groupes d’animaux, en dépit de l’absence 

de cordon nerveux. La zone origine de cette mise en place pourrait se situer le long de 

l’axe de symétrie bilatérale chez les Céphalopodes, au niveau du manteau, comme suggéré 

par les HIS du gène shh. Les mêmes gènes assureraient par conséquent les mêmes 

fonctions, mais dans différents contextes développementaux. La question de la perte d’une 

chaîne nerveuse centrale peut se poser dans la lignée des Céphalopodes. Un scénario 

possible consiste à penser qu’une série de ganglions alignés ventralement chez l’ancêtre 

commun des Mollusques se seraient regroupés vers l’avant. La situation du système 

nerveux des Gastropodes constituerait l’état de transition vers cette cérébralisation 

poussée. Le groupement des ganglions, devenus véritables lobes de cerveau chez les 

Céphalopodes, ne se serait pas produit simultanément avec un « déplacement » de 

l’expression du gène shh vers l’avant également. Ce gène aurait conservé une expression 

de long de l’axe de symétrie. On trouve chez les Céphalopodes des ganglions périphériques 

spécifiques, les ganglions stellaires, qui se situent latéralement, de part et d’autre de l’axe 

de symétrie droite/gauche dans le manteau. Nous n’avons pas noté d’indice quant à 

l’implication de cette structure dans la mise en place du système nerveux en général dans 

cette étude. Les mécanismes de formation de cette structure restent pourtant un point 



 - 256 - 

essentiel à éclaircir pour avoir une vision plus complète des processus de modifications 

intervenus dans le système nerveux des Céphalopodes au cours de l’évolution.  

Le développement de la locomotion par propulsion à réaction chez les Coléoides a 

donc exigé des bouleversements non seulement musculaires mais également nerveux. Ces 

innovations morphologiques ont été accompagnées de modifications dans le contrôle 

génétique de la mise en place de ces tissus. Si les voies moléculaires n’ont probablement 

pas été touchées, elles ont pu se mettre en place dans différents contextes structuraux, et 

même, tissulaires.  

 

La présente étude montre l’intérêt et la pertinence du modèle Céphalopode en Evo – 

Dévo. S’ils appartiennent à un groupe encore peu étudié, les Lophotrochozoaires, ce fait 

est loin d’être leur principal atout. Pour constituer un « bon modèle » dans le domaine de 

l’Evo – Dévo, en plus de remplir les « trous phylogénétiques », le modèle doit également 

être approprié à l’étude de thèmes clés dans cette discipline. C’est le cas des Céphalopodes 

qui, par leurs nombreuses innovations morphologiques et structures convergentes, 

permettent une approche des mécanismes pouvant générer de telles caractéristiques. 

L’étude des mécanismes ayant conduit à des structures nouvelles dans la branche des 

Céphalopodes parmi les Mollusques est une fenêtre ouverte sur les mécanismes qui ont 

rendu possible la diversification à l’échelle plus grande des Métazoaires.  

 

Nous nous sommes attachés ici à l’étude de deux processus impliqués dans la 

locomotion : d’une part, la spécification et la détermination au niveau nerveux ; d’autre 

part, la mise en place des tissus musculaires. D’autres systèmes restent encore à étudier, 

comme le système circulatoire clos, état unique au sein des Mollusques, en relation avec la 

fonction de locomotion, puisqu’il favorise une meilleure distribution de l’oxygène aux 

muscles locomoteurs. Les convergences physiologiques entre les systèmes circulatoires des 

Céphalopodes et des Vertébrés ont déjà été soulignées (Schipp, 1987 ; Wells and Smith, 

1987). Certaines expressions de gènes observées pendant l’embryogenèse de S. officinalis 

peuvent être considérées comme des pistes d’étude à même de nous conduire à mieux 

saisir les mécanismes de la formation de ce système dérivé. Les branchies, par exemple, 

sont positives pour Pax6 à des stades précoces et les vaisseaux aux stades tardifs. C’est la 

première fois qu’une expression de ce gène est observée dans des tissus participant du 

système circulatoire. Pax6 a pu être recruté chez les Céphalopodes avec le développement 
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d’un système circulatoire plus complexe, ceci peut-être en liaison avec le développement 

musculaire. Il ne s’agit là qu’une des voies de recherche encore inexplorée chez les 

Céphalopodes. Les mécanismes d’adaptation sur le plan physiologique, et notamment au 

cours du développement, constituent aussi une perspective importante de recherche dans le 

cadre d’une étude « Eco-Evo-Dévo ». Les œufs de seiche étant régulièrement découverts 

au rythme des marées et donc exposés à des variations environnementales majeures, les 

mécanismes de régulation physiologique seraient cruciaux à caractériser dans le contexte 

de l’adaptation à l’environnement.  

 

Cette étude présente une approche des mécanismes qui permettent l’émergence de 

caractères nouveaux dans une lignée. La duplication de gènes et leur sous-

fonctionnalisation ultérieure ont joué très certainement un rôle majeur dans la 

diversification des organismes tels que les Vertébrés. Durant cette étude, nous n’avons pas 

caractérisé de gènes spécifiques aux Céphalopodes appartenant à quelques-unes des 

familles géniques particulièrement importantes pendant le développement, notamment les 

familles Pax et NK. Par ailleurs, certains gènes caractérisés chez d’autres espèces tels que 

Pax1/9 ou Paxβ, l’un et l’autre présents chez des Lophotrochozoaires, n’ont pu être 

caractérisés. Cependant, la diversification par duplication et sous-fonctionnalisation 

n’exclut pas la perte de certains gènes. Les Vertébrés à mâchoire (Gnasthostomes), par 

exemple, ont perdu le gène NK7, qui est présent pourtant chez l’amphioxus (Takatori et al., 

2008). La présence de gènes nouveaux dans la lignée des Céphalopodes n’est pas à écarter, 

puisque la banque ESTs contient des séquences correspondant à des protéines putatives, 

sans homologue connu chez d’autres espèces. Des gènes propres aux Céphalopodes ont pu 

intervenir dans la formation de structures spécifiques. Néanmoins, la présente étude montre 

que d’autres mécanismes peuvent également intervenir dans l’apparition de nouveautés 

morphologiques. En ce qui concerne les structures dérivées du pied des Mollusques, 

l’entonnoir et les bras des Céphalopodes, on peut suggérer le scénario suviant : 1/ un 

premier recrutement, Pax2/5/8, pour l’apparition du pied des Mollusques chez les 

Lophotrochozoaires, 2/  une extension des rôles pré-existant de ce même gène au sein des 

Céphalopodes dans le même tissu pour la spécialisation du pied en bras et entonnoir, 3/ un  

second recrutement, NK4,  toujours pour l’émergence de ces structures. Nous montrons 

aussi qu’un troisième mécanisme est possible, il s’agit de conservations de fonctions dans 

des structures ou des caractères analogues (Pax6, shh, nodal) comme la bilatéralité. 
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Des gènes ayant des rôles très complexes chez les Vertébrés sont aussi présents chez 

les Spongiaires et les Cnidaires. Des gènes connus pour être de première importance dans 

la formation et la mise en place du système nerveux chez les Vertébrés ont des homologues 

chez les Spongiaires qui ne possèdent pas de cellule nerveuse. PaxB, par exemple, 

s’exprime de façon transitoire durant le développement de l’éponge Amphimedon (Larroux 

et al., 2010). Ces gènes ont des rôles ancestraux mais possèdent une forte plasticité. C’est 

le cas pour les gènes des familles Pax, NK ou shh. Les résultats obtenus chez S. officinalis 

confortent l’idée de l’importance du potentiel évolutif de ces gènes « maîtres » au cours du 

développement. Si les caractéristiques structurales des gènes étudiés n’ont été que peu 

remaniées durant l’évolution comme le montre les alignements de séquences notamment, 

des bouleversements plus importants ont pu porter sur leur mode d’action et leurs rôles, tel 

que le suggèrent les patterns d’expression de ces gènes pendant le développement de S. 

officinalis. L’originalité de certaines structures des Céphalopodes irait de pair avec des 

changements dans les voies moléculaires de contrôle et possiblement dans les relations 

entre les gènes au niveau spatio-temporel. C’est justement cette plasticité génétique 

extraordinaire qui permet l’émergence et les modifications des structures en réponse à la 

pression environnementale. Les « switch » ou extension de rôles de gènes chez un groupe 

aussi dérivé que les Céphalopodes, montrant dans leur lignée un degré de spécificité assez 

exceptionnel, ouvrent des pistes sur les mécanismes génétiques permettant la 

diversification des organismes.  
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Annexe 1 
 
Table de développement embryonnaire de Sepia officinalis L. (Mollusque 
Céphalopode), Lemaire, 1970 
 
 
 

a. Segmentation 
 
Stade 1 
Œuf fécondé insegmenté. 
 
Stade 2 
Deux cellules, le premier plan de segmentation est méridien et coïncide avec le plan de 
symétrie bilatérale du blastoderme 
 
Stade 3 
Quatre cellules. Le 2ème plan de segmentation, légèrement oblique par rapport au premier, 
entraîne une division inégale des cellules du stade 2. Dès le stade 3, la segmentation 
devient donc inégale mais la symétrie bilatérale persiste. 
 
Stade 4 
Huit cellules. Les divisions deviennent inégales et asynchrones.  
 
Stade 5 
Seize cellules. Le blastoderme présente deux zones :  
- une zone centrale constituée par deux cellules bien délimitées : les blastomères ; 
- une zone périphérique constituée par quatorze éléments dépourvus de limite 
périphérique : les blastocônes. Ce sont eux qui vont former le syncytium vitellin.  
Le blastoderme présente encore une symétrie bilatérale bien nette. 
 
Stade 6 
Trente-deux cellules : douze blastomères et vingt blastocônes. 
 
Stade 7 
Soixante-quatre cellules : trente-six blastomères et vingt-huit blastocônes. La symétrie 
bilatérale n’est plus apparente. 
 
Stade 8 
Morula : segmentation avancée. Les blastomères forment un disque central entouré par les 
blastocônes.  
 
Stade 9 
Blastula : fin de segmentation. Les blastocônes ne sont plus contigus. Ils ont une forme 
caractéristique en massue.  
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b. Gastrulation 
 
Stade 10 
Début de la gastrulation qui se traduit par l’apparition de l’anneau entomésodermique à la 
périphérie du blastoderme. A l’extérieur de cet anneau, les noyaux des blastocônes se 
divisent, formant des files radiales. 
 
Stade 11 
Extension de l’anneau entomésodermique. Apparition des noyaux « vitellins » qui se 
forment à partir des éléments des files radiales. 
 
Stade 12 
Le syncytium vitellin commence à recouvrir le vitellus. 
Le blastoderme présente 3 zones bien distinctes : 

- une région centrale où se formera le sac de la coquille ; 
- une région moyenne qui correspond à la mise en place de l’entomésoderme ; 
- une région périphérique très étroite : c’est la membrane périvitelline ou syncytium 

vitellin qui s’est constituée à partie des noyaux vitellins. 
 
Stade 13 
Epibolie 1/3. Début de la formation de l’ébauche embryonnaire qui présente une symétrie 
bilatérale marquée. Dès ce stade, on peut distinguer une aire embryonnaire (régions 
centrale et moyenne) et une aire extra-embryonnaire (syncytium vitellin).  

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

- une région périphérique où s’esquisse une différenciation morphologique sous 
forme d’épaississements symétriques. C’est par le bord externe de cette zone que 
se fait l’accroissement de l’aire embryonnaire, la zone centrale gardant les mêmes 
dimensions. 

 
Stade 14 
Epibolie 2/3. L’aire embryonnaire s’accroît et poursuit sa différenciation ; l’apparition de 
certaines ébauches permet d’orienter le futur embryon : 

- épaississements ovalaires dorso-latéraux qui formeront les parties latérales de la 
tête et les yeux ; ce sont les lobes céphaliques de Kölliker ; 

- épaississement plus marqué du cercle central à l’origine du manteau ; 
- épaississement ventral à l’origine des bras (épaississement brachial). 
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c. Organogenèse 
 
Stade 15 
Stade du bouchon vitellin. Environ 5/6 du vitellus sont recouverts par le syncytium vitellin 
et l’ectoderme extra-embryonnaire.  
L’épaississement correspondant à l’ébauche du manteau, limitant la zone centrale, s’est 
élargi en forme d’écusson pentagonal dont la pointe est orientée ventralement.  
L’épaississement brachial enveloppe maintenant les lobes céphaliques ; les ébauches des 
bras commencent à s’individualiser. Ebauches paires des bras 5, 4, 3, 2, l’ébauche 3 étant 
plus discrète, voire absente. Ebauche des branchies pas encore bien nette.  
Apparition de l’ébauche oculaire sous forme d’épaississement plus marqué dans la moitié 
supérieure de chaque lobe céphalique. 
Au stade 15, il y a formation d’espaces sanguins au niveau du syncytium vitellin, en 
continuité avec les lacunes sanguines entourant la masse vitelline dans le sac vitellin 
externe. Ce système circulatoire primaire est parcouru par les vagues contractiles régulières 
sur la surface de l’enveloppe vitelline. Les sinus sanguins situés dans l’embryon 
deviennent différenciés comme une partie du système veineux définitif. 
 
Stade 16 
Le sac vitellin externe est définitivement constitué (vitellus + syncytium vitellin + 
ectoderme extra-embryonnaire).  
Une fois le sac vitellin refermé, des vagues péristatiques de contractions se propagent sur 
le sac vitellin externe et permet le mouvement du sang des lacunes du sac vitellin externe 
vers les sinus sanguins de l’embryon. Les nutriments produits par le syncytium vitellin 
passent par les espaces intercellulaires des tissus vers les sinus sanguins. 
Invagination du stomodeum et apparition de la bouche. Formation de la vésicule optique 
primaire par invagination de l’ébauche oculaire. 
Ebauches paires des bras 5, 4, 3, 2, l’ébauche 3 étant plus discrète. Ebauches de branchies 
bien nettes. 
Apparition de l’entonnoir sous forme de deux paires d’ébauches bien distinctes et 
symétriques par rapport à l’axe du blastoderme : 

- deux épaississements latéraux correspondent à la base de l’entonnoir et aux 
muscles rétracteurs du siphon ; 

- deux replis ventraux correspondent au tube de l’entonnoir. 
Apparition des statocystes sous forme d’épaississements circulaires. 

  
Stade 17 
Vésicule optique primaire à demi fermée. Les 10 ébauches des bras sont visibles : les 5,4,2 
sont dédoublés ; les 1 et 3 sont encore simples et moins développés. Les ébauches des 
autres organes s’accentuent. 
 
Stade 18 
Vésicule optique primaire fermée. Bouche bien délimitée. Branchies pédiculisées. Bords 
du manteau plus épaissis et légèrement relevés. 
 
Stade 19 
Début de pédiculisation de l’embryon : constriction du sac vitellin au niveau de la 
couronne brachiale. Fermeture du sac coquillier. Les bords du manteau commencent à se 
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rabattre sur le blastoderme et à recouvrir les branchies. Les replis du tube de l’entonnoir se 
sont soudés aux replis correspondant à la base des muscles rétracteurs du siphon. 
Les 10 ébauches des bras sont paires. Invagination des statotcystes. Glandes salivaires 
visibles au fond du stomodeum. 
 
Stade 20 
La séparation entre l’embryon et le sac vitellin externe est plus accusée. 
Le sac coquiller est fermé. Les statocystes se sont invaginés mais s’ouvrent encore à 
l’extérieur. L’ébauche dédoublée des bras commence à s’estomper : les 3 sont encore plus 
réduits, les 4, plus développés que les autres, correspondent aux futurs tentacules.  
Les ébauches du tube de l’entonnoir se sont réunies entre elles sur la ligne médiane. 
Ebauche des lobes optiques sous forme de masses proéminentes en arrière de l’œil. 
Le manteau continue sa progression et recouvre la base des branchies. Apparition des 
nageoires. 
 
Stade 21 
Les bras 5, 4, 3, 2 sont ramenés ventralement tandis que les bras dorsaux sont situés prés 
de la bouche. 
Apparition des replis de l’iris. 
Les extrémités antérieures des ébauches du tube de l’entonnoir se sont rapprochées. 
Ebauche du cristallin et des ventouses sur les bras. 
Différenciation des branchies : 2 à 3 feuillets branchiaux apparaissent sous forme de petits 
plis transversaux par rapport à l’axe des branchies. 
Lobes optiques proéminents en arrière de l’œil. 
 
Stade 22 
Soudure des ébauches du tube de l’entonnoir par leur face 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 où l’embryon va se redresser et prendre du volume dans le sens 
antéropostérieur, le sac vitellin va se compresser et former 2 sacs, interne et externe.  
Le sac vitellin externe va devenir un organe à part entière comprenant des systèmes 
respiratoire et circulatoire avec une musculature active bien avant la formation des cœurs. 
La surface du sac est recouverte de cils qui permettent une circulation continue du fluide 
périvitellin autour de l’embryon. 
 
Stade 23 
Les ébauches antérieures de l’entonnoir ont totalement fusionné pour former le tube 
siphonal. Les parties postérieures de l’entonnoir (base et muscles du siphon) laissent entre 
elles une ouverture triangulaire. 
Présence de 6 à 7 feuillets branchiaux. 
Apparition de l’organe de Hoyle 
Longueur dorsale du manteau : 1,1 + ou - 0,1mm. 
Le sac vitellin interne est compressé et ce qu’il contient est extrudé vers le sac vitellin 
externe par les organes contractiles de l’embryon. 
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Stade 24 
L’entonnoir est définitivement constitué. 
Le bord du manteau recouvre la base de l’entonnoir et la papille anale, laissant 
découvertes les extrémités des branchies. 
Cristallins sphériques. Début de la pigmentation de la rétine en jaune-orangé. 
Longueur dorsale du manteau : 1,5 + ou - 0,2 mm. 
Le sac vitellin diminue en taille du fait de l’absorption du vitellus (basé sur l’action du 
syncytium vitellin qui libère le matériel nutritif dans le flux sanguin) et du fait du transfert 
du vitellus directement dans le sac vitellin interne.  
 
Stade 25 
Le manteau a totalement recouvert les branchies et les muscles de l’entonnoir. Rétine 
orangée. 
Apparition de quelques chromatophores jaune-orange sur la face dorsale, au niveau du 
« col », entre la tête et le manteau.  
Longueur dorsale du manteau : 2 + ou - 0,2 mm. 
 
Stade 26 
Poche du noir visible sur la face ventrale. Rétine orangée. 
Apparition de la cornée secondaire. 
Multiplication des chromatophores jaune - orange sur la face 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 l’œil. Rétine rouge-orangée. 
Chromatophores dorsaux plus nombreux et plus foncés (orangés).  
Longueur dorsale du manteau : 4 + ou - 0,3mm. 
 
Stade 28 
Œil entièrement recouvert par la cornée secondaire. Rétine marron. 
Longueur dorsale du manteau : 4,7+ ou - 0,3 mm. 
 
Stade 29 
Apparition de la paupière secondaire ventrale et des chromatophores sur la face ventrale. 
Chromatophores dorsaux très nombreux et foncés (marrons noirs).  
Longueur dorsale du manteau : 5,5 + ou - 0,4 mm 
 
Stade 30 
Stade de l’éclosion. Pupilles en W. 
Sac vitellin externe totalement résorbé ou presque. 
Longueur dorsale du manteau : 7 + ou - 1 mm. 
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Annexe 2 
 
Alignements des séquences nucléotidiques et protéiques pour chacun des gènes 
caractérisé chez S. officinalis 
 
Les positions des amorces utilisées pour l’amplification sont indiquées par des flèches.  
 
Alignement des séquences nucléotidiques du domaine paired de Pax6 
 
 
Pdumerilii      TGTGATATCTCACGAATTTTACAGGTGTCGAACGGTTGTGTTAGCAAAATTCTGGGGCGT 
Hasinina        TGTGACATATCTAGAATTTTGCAAGTATCGAACGGTTGTGTGAGCAAAATTTTGGGCCGT 
Iobsoleta       TGCGACATCTCGCGCATCCTGCAGGTCTCCAACGGCTGCGTGTCCAAGATCCTGGGCCGC 
Euprymnasc      TGCGATATCTCTCGTATACTCCAGGTGTCCAACGGTTGTGTTAGCAAAATTCTTGGACGG 
Sepiaoff        ---------------------------TCCAACGGCTGCGTTAGCAAGATTCTCGGACGG 
                                           ** ***** ** **   *** **  * ** **  
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                    5         15        25        35        45        55      
 
Pdumerilii      TACTACGAAACGGGGTCGATCAGACCCCGCGCCATCGGCGGATCTAAGCCTCGGGTGGCG 
Hasinina        TACTACGAGACCGGCTCCATCCGGCCAAGAGCCATTGGTGGCAGCAAACCAAGAGTGGCT 
Iobsoleta       TATTACGAGACGGGCTCCATCCGGCCCCGGGCCATCGGCGGAAGCAAGCCTCGCGTAGCC 
Euprymnasc      TACTATGAGACCGGCTCCATAAGGCCGCGCGCGATCGGGGGCAGTAAGCCGAGAGTGGCG 
Sepiaoff        TACTATGAGACGGGCTCCATAAGGCCGCGCGCGATCGGGGGCAGCAAGCCAAGAGTGGCG 
                ** ** ** ** ** ** **  * **  * ** ** ** **    ** **  * ** **  
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                    65        75        85        95       105       115      
 
Pdumerilii      ACCCCGGAAGTCGTCAACAAAGTAGCCCAGTACAAGCGGGAATGCCCCTCCATTTTCGCC 
Hasinina        ACAAATGACGTTGTTTCAAAAATTGCGCAGTTTAAACGCGAGTGCCCGTCTATC------ 
Iobsoleta       ACAGTGGACGTGGTGGCCCGCATCGCCCAGTACAAGCGCGAGTGCCCCTCAATCTTCGCC 
Euprymnasc      ACCCCGGAAGTGGTACAGAAAATCGCCCAATTCAAGAGGGAGTGCCCCTCGATATTCGCA 
Sepiaoff        ACCCCTGAAGTTGTGCAGAAAATAGCCCAATTCAAGAGGGAGTGCCCCTCGATATTCGCA 
                **    ** ** **        * ** ** *  **  * ** ***** ** **        
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   120       125       135       145       155       165      
Pdumerilii      TGGGAAATAAGGGACCGTTTACTCAGTGAAGGAGTCTGTAATCAGGATGATATACCCAGT 
Hasinina        ------------------------------------------------------------ 
Iobsoleta       ------------------------------------------------------------ 
Euprymnasc      TGGGAAATTAGGGATCGATTGCTGTCAGAAGGAGTTTGCACTCAGGATAATATACCAAGT 
Sepiaoff        TGGGAAATTAGGGACCGATTGCTGTCAGAAGGAGTTTGCACACAGGATAATATACCAAGT 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   175       185       195       205       215       225      
 
Pdumerilii      GTTTCCTCCATCAACAGGGTGCTCAGAAACTTGGCCAGTGAAACGCAAAAGACGACATTA 
Hasinina        ------------------------------------------------------------ 
Iobsoleta       ------------------------------------------------------------ 
Euprymnasc      GTATCTTCGATAAACAGGGTGCTTCGTAATCTTGCAAGCGAAAATCAGAAGGTTCTTGGT 
Sepiaoff        GTTTCTTCGATAAACAGGGTGCTTCGTAATCTTGCAAGCGAAAATCAGAAGGTTCTTGGT 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   235       245       255       265       275       285      
 
Pdumerilii      TCACAAAATCCTATGTATGACAAACTGGGTTTCCTAAATGGACAAGCTTGGCCTAGGACG 
Hasinina        ------------------------------------------------------------ 
Iobsoleta       ------------------------------------------------------------ 
Euprymnasc      CAGGGGACTACAATGTACGATAAACTTGGTCTCCTGAATGGCCAGGCATGGCCCCGCCCA 
Sepiaoff        CAGGGGACTACAATGTACGATAAACTTGGTCTTCTGAATGGTCAAGCTTGGCCACGCCCA 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   295       305       315       325       335       345      
 
 
 
 

Pax6-F1 
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Pdumerilii      AATCCTTGGTACGCCCCAAATGCACCTATGCATGGACTGAGTATGA 
Hasinina        ---------------------------------------------- 
Iobsoleta       ---------------------------------------------- 
Euprymnasc      AATCCCTGGTACGCACCTAACGCCTCTATGGCCGGACTGAGCGCTC 
Sepiaoff        AATCCCTGGTACGCACCTAATGCCTCCATGA--------------- 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|.  
                   355       365       375       385       395       
 
 
 
       
 

Haliotis asinina (Mollusque, Gastropode), Ilyanassa obsoleta (Mollusque, Gastropode) 
Pdumeriliis dumerilii (Lophotrochozoaire, Annélide), Euprymna scolopes (Mollusque, 
Céphalopode), Sepia officinalis (Mollusque, Céphalopode) 

Pax6-R4 
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Alignement des séquences protéiques du domaine paired de PAX6 
 
 
Pdumerilii      CDISRILQVSNGCVSKILGRYYETGSIRPRAIGGSKPRVATPEVVNKVAQYKRECPSIFA 
Hasinina        CDISRILQVSNGCVSKILGRYYETGSIRPRAIGGSKPRVATNDVVSKIAQFKRECPSI-- 
Iobsoleta       CDISRILQVSNGCVSKILGRYYETGSIRPRAIGGSKPRVATVDVVARIAQYKRECPSIFA 
Euprymnasc      CDISRILQVSNGCVSKILGRYYETGSIRPRAIGGSKPRVATPEVVQKIAQFKRECPSIFA 
Sepiaoff        ---------SNGCVSKILGRYYETGSIRPRAIGGSKPRVATPEVVQKIAQFKRECPSIFA 
                         ******************************** :** ::**:*******   
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                    5         15        25        35        45        55      
Pdumerilii      WEIRDRLLSEGVCNQDDIPSVSSINRVLRNLASETQKTTLSQNPMYDKLGFLNGQAWPRT 
Hasinina        ------------------------------------------------------------ 
Iobsoleta       ------------------------------------------------------------ 
Euprymnasc      WEIRDRLLSEGVCTQDNIPSVSSINRVLRNLASENQKVLGQGTTMYDKLGLLNGQAWPRP 
Sepiaoff        WEIRDRLLSEGVCTQDNIPSVSSINRVLRNLASENQKVLGQGTTMYDKLGLLNGQAWPRP 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                    65        75        85        95       105       115      
 
Pdumerilii      NPWYAPNAPMHGLSM 
Hasinina        --------------- 
Iobsoleta       --------------- 
Euprymnasc      NPWYAPNASMAGLSA 
Sepiaoff        NPWYAPNASM----- 
                ....|....|....| 
                   120       125 

 
 
Haliotis asinina (Mollusque, Gastropode), Ilyanassa obsoleta (Mollusque, Gastropode) 
Pdumeriliis dumerilii (Lophotrochozoaire, Annélide), Euprymna scolopes (Mollusque, 
Céphalopode), Sepia officinalis (Mollusque, Céphalopode) 
 
Le groupe IV, Pax6 et Pax4, montre un domaine paired et un homéodomaine mais pas 
d’octopeptide. 
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Alignement des séquences nucléotidiques partielles de Pax2/5/8 
 
 
 
Drosophila      -------------------------------GTCATGGAGGCGTTAATCAACTTGGTGGC 
Pdumerilii      ---------------------------------CACGGCGGCGTGAATCAATTGGGGGGA 
Cfornicata      AAAAAGAAGGGCCCAGCTAAACGGAAGAAGGGACACGGGGGCGTGAATCAGCTGGGCGGG 
Sepiaoff        -----------------------------GAGATTCGCGATCGTTTATTATC---AGAGA 
                                                    *    ***  ** *        *  
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                    5         15        25        35        45        55      
 
Drosophila      GTATTCGTTAATGGTCGCCCACTTCCCGATGTCGTTC----GTCAGCGTATTGTGGAGCT 
Pdumerilii      GTATTTGTAAATGGAAGACCTCTCCCAGACGTGGTTC----GAACGCGGATAGTGGAGTT 
Cfornicata      GTGTTTGTCAACGGACGACCGTTACCAGACTCGGTAC----GGACTCGCATCGTCAAGCT 
Sepiaoff        ATATCTGCAGCCAAGACAATGTTCCGAGCGTCAGTTCTATTAACAGAATAGTCCGGAATC 
                 * *  *               * *  *     ** *            *      *    
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                    65        75        85        95       105       115      
 
Drosophila      GGCCCATAATGGGGTCCGCCCATGTGACATATCACGTC-AATTACGTGTTAGTCACGGTT 
Pdumerilii      AGCCCACCAAGGAGTCCGACCATGTGACATCTCACGGC-AGCTCAGAGTTTCCCATGGCT 
Cfornicata      GTCGCAGGAGGGAATACGTCCTTGCGAGATTTCTAGAC-GACTCCGTGTCTCGCATGGAT 
Sepiaoff        GAGCCGCAGAAAAAGCCAAGGCTCAAAACCCGCAGGCCCAGTCGAGTCCCCCACTTCAAG 
                    *           *     *   *     *  * *       *       *       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   120       125       135       145       155       165      
 
Drosophila      GTGTGTCTAAAATACTTTCAAGATATTATGAGACTGGTAGTTTTAAAGCTGGTGTTATTG 
Pdumerilii      GTGTCTCAAAGATTTTAGGAAGGTACTACGAGACAGGCTCAGTCCGCCCAGGGGTCATTG 
Cfornicata      GCGTGAGCAAAATTCTCTGCAGGTTCCAGGAGACGGGGTCCACCAAGCCCGGGGTGATCG 
Sepiaoff        GTGAGGCCCCACCACCGGCTCTTAACCAGACTCAGGCTCCTGCTGGGGCAGATGGTATGA 
                * *                        *       *            * *  *  **   
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   175       185       195       205       215       225      
 
Drosophila      GCGGGTCCAAACCTAAAGTGGCCACTCCCCCGGTTGTAGATGCAATAGCAAACTATAAAC 
Pdumerilii      GTGGCTCCAAGCCCAAGGTGGCCACCCCCAAAGTCGTAGGGGCCATCTGCAAATACAAGA 
Cfornicata      GCGGCTCCAAGCCTAAAGTGGCCACGCCCCAAGTGGTGGGCGCCATCAGCCGCTACAAGG 
Sepiaoff        CACGACCCGGACCCTATTCAATAAGTGGAATCTTGGGAATCCCTTCTCAAAACTCAGCGA 
                   *  **   **  *       *         * *      *          *       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   235       245       255       265       275       285      
 
Drosophila      GCGAAAATCCCACAATGTTTGCTTGGGAGATACGAGATCGACTTTTGGCAGAAGCTATAT 
Pdumerilii      GAGAAAACCCGACAATGTTCGCCTGGGAGATCAGGGACCGGCTACTGGCTGAAGGAGTGT 
Cfornicata      CCGAAAACCCCACCATGTTCGCCTGGGAGATACGGGACAAGCTCATCGCCGACCAAGTGT 
Sepiaoff        ATTTGAATAATGGAAACTTTAAACGGAAAAGAGATGACGAATCGGT-GCAAAATGGCCAT 
                     **       *  **     ** * *     **        * **  *       * 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   295       305       315       325       335       345      
 
Drosophila      GC-TCCCAAGATAATGTTCCCAGCGTTTCTTCGATAAACCGA-ATTGTAAGGAATAAAGC 
Pdumerilii      GT-GATCAAGAAAATGTCCCAAGCGTTAGTTCTATCAACAGA-ATTGTGAGAAACAAAGC 
Cfornicata      GT-TCCCCTGACAATGCCCCCAGCGTCAGCTCTATTAACAGG-ATCGTACGCACCAGAAC 
Sepiaoff        GCAGATCCAGAAAACAGAACAGACAC--GCAAAATGACCAGATGATTTATCCAACAGAAC 
                *     *  ** **     *   *         ** * * *      *    *  * * * 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   355       365       375       385       395       405      
 
 
 
 
 
 
 

 Pax3/7F1 
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Drosophila      CGCCGAGAAAGCCAAACAC-------GTACATCATCACCAGCAGCATCATGTTTCTCAGA 
Pdumerilii      AGCAGAAAAAGCCAAACACAGCATCAGTCCGCCCCTCCAGACAGGCTCGCCTCCCCTCCA 
Cfornicata      AGTGGACGCTGCTCG--------------------------------------------- 
Sepiaoff        ATACCGTAATTCCACCCAAGGTTTCACGTATTGATCACAACTCCAACTCGAACGGACAGA 
                           *                                                 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   415       425       435       445       455       465      
 
 
Drosophila      GTCTGGGTGGGGGGCATATTGCCACGGAAAGTGTTGACAGCAGCACAGGAACAATCGGAG 
Pdumerilii      GCC-AACCAGCACCCCCTCCGCCACCCCCGCCGCTGGTTACACAATCATGGGCATCTTAG 
Cfornicata      ------------------------------------------------------------ 
Sepiaoff        ATTATTCGGTGTATCAACCCGCTTTCAACAATTTTGTTCCGAATACCTCAGCAAACGAAA 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   475       485       495       505       515       525      
                                                                             
Drosophila      AACCGCAGCCACCAACTAGTAATAGCAGTGCTAATTCTGTAAACACAAACGTATCGGCGT 
Pdumerilii      GGCCCGGTGCTCCCGCCCTCACCGCCGCCGACCCTGCTGGACAGAAGAGAAAGAGAGAGG 
Cfornicata      ------------------------------------------------------------ 
Sepiaoff        TACCAAAAG-ACTATCAGCCAATTAAGCAGGAAATGCCGTTACCTGGGTC--ATTGGCCT 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   535       545       555       565       575       585      
 
                                                                            
Drosophila      CGGCGAGTGTACACGCATCTATTCCAACGTCTGGCACTGATTCTGTCCAAGTTTCAGTCG 
Pdumerilii      ATGTGAACGGACATGCTGATGGAGATGTAACGAACAACAACAATGAAAACAGACAAGACC 
Cfornicata      ------------------------------------------------------------ 
Sepiaoff        CGCCGGGTGGTGGTGGCGTTGAAGGTTCGAATTACAGTCCGCCCATTGCTCCTGCAACCA 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   595       605       615       625       635       645      
                                                                            
 
Drosophila      GTCATATCAATGCCAATAGCAATGAAACCACCCATATAAACTCAACGGCTGAACAAAGAA 
Pdumerilii      ACAATATCTGGTTCGACCCGTATACGA--AGCTAGCCCGACTTGACGACGAGAACCACGT 
Cfornicata      ------------------------------------------------------------ 
Sepiaoff        CATACAGTACAAGCCAAATTTATTCCAGTTCAACGGTTGGCGTATCACCTCTGGTCCCTC 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   655       665       675       685       695       705      
                                                                             
 
Drosophila      CGACTGGATATAGCATAAATGGAATATTAGGAATACAACATGGACACCATTCTC 
Pdumerilii      CTGGGAGAGGTCTT---------------------------------------- 
Cfornicata      ------------------------------------------------------ 
Sepiaoff        CCACTGGCTACAACGGAAGCGTACCAACTAACGAC------------------- 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|.... 
                   715       725       735       745       755          

 
 

Platynereis dumerilii (Lophotrochozoaire, Annélide), Crepidula fornicata (Mollusque, 
Gastropode), Drosophila melanogaster (Ecdysozoaire, Arthropode), Sepia officinalis 
(Mollusque, Céphalopode) 
 

Pax3/7R1 
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Alignement des séquences protéiques partielles de PAX2/5/8 
 
 
Drosophila      -----------HGGVNQLGGVFVNGRPLPDVVRQRIVELAHNGVRPCDISRQLRVSHGCV 
Pdumerilii      -----------HGGVNQLGGVFVNGRPLPDVVRTRIVELAHQGVRPCDISRQLRVSHGCV 
Cfornicata      KKKGPAKRKKGHGGVNQLGGVFVNGRPLPDSVRTRIVKLSQEGIRPCEISRRLRVSHGCV 
Sepiaoff        ------------------------------VDRTRIVELAHQGVRPCDISRQLRVSHGCV 
                                                * ***:*:::*:***:***:******** 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                    5         15        25        35        45        55      
 
Drosophila      SKILSRYYETGSFKAGVIGGSKPKVATPPVVDAIANYKRENPTMFAWEIRDRLLAEAICS 
Pdumerilii      SKILGRYYETGSVRPGVIGGSKPKVATPKVVGAICKYKRENPTMFAWEIRDRLLAEGVCD 
Cfornicata      SKILCRFQETGSTKPGVIGGSKPKVATPQVVGAISRYKAENPTMFAWEIRDKLIADQVCS 
Sepiaoff        SKILGRYCETGSIKPGVIGGSKPKVATPKVVEAISKYKQENPTMFAXEIRDRLLSENICS 
                **** *: **** :.************* ** **..** ******* ****:*::: :*. 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                    65        75        85        95       105       115      
 
Drosophila      QDNVPSVSSINRIVRNKAAEKAKHVHHHQQHHVSQSLGGGHIATESVDSSTGTIGEPQPP 
Pdumerilii      QENVPSVSSINRIVRNKAAEKAKHS-------ISPPLQTG--------------SPPLQP 
Cfornicata      PDNAPSVSSINRIVRTRTVDAA-------------------------------------- 
Sepiaoff        QDNVPSVSSINRIVRNRAAEKAKAQN--PQAQSSPPLQG----------------EAPPP 
                 :*.***********.::.: *                                       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   120       125       135       145       155       165      
 
Drosophila      TSNSSANSVNTNVSASASVHASIPTSGTDSVQVSVGHINANSNETTHINSTAEQRTTGYS 
Pdumerilii      TSTPSATP-----------------------------------------------AAGYT 
Cfornicata      ------------------------------------------------------------ 
Sepiaoff        ALNQTQAPAG---------------------------------------ADGMTRPGPYS 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   175       185       195       205       215       225      
                                                                         
Drosophila      INGILGIQHGHHSHNNNNSSVNNNNTESSCNRKRIEAHDENHDTNIHSDNDDGKRQRMNN 
Pdumerilii      IMGILG----------PGAPALTAADPAGQKRKREDVNGHADGDVTNNNNENRQDHNIWF 
Cfornicata      ------------------------------------------------------------ 
Sepiaoff        ISGILGI----------PSQNSANLNNGNFKRKRDDESVQNGHADPENRTDTQNDQMIYP 
                                                                                    ** 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   235       245       255       265       275       285      
                                                                             
Drosophila      STYSGDQLYTNIWSGKWCIKDDHKLLAELGN---LTASTGNCPATYYEASNGFSTTPISG 
Pdumerilii      DPYT-----------KLARLDDENHVWERS------------------------------ 
Cfornicata      ------------------------------------------------------------ 
Sepiaoff        TEHTVIPPKVSRIDHNSNSNGQNYSVYQPAFNNFVPNTSANEIPKDYQPIK--QEMPLPG 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   295       305       315       325       335       345      
                                                                           
Drosophila      SGATASGNDTSMLYDSITTISQTQSSIYTPAIGPSIGCSSVVPGSDYAYNPAYTQYGGAY 
Pdumerilii      ------------------------------------------------------------ 
Cfornicata      ------------------------------------------------------------ 
Sepiaoff        SLASPGGGGVEGSNYSPPIAPATTYSTSQIYSSSTVGVSPLVPPTGYNGSVPTNDYSNNY 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   355       365       375       385       395       405      
                                                                             
Drosophila      GSYGYGTGSGLINSSYYYESGQTQSPLTHDLRSPLVATRANSLASAASPGSGSACTK 
Pdumerilii      --------------------------------------------------------- 
Cfornicata      --------------------------------------------------------- 
Sepiaoff        GPYAP----------YSYNDHHWVS------RYPSVINPAYYYSSTIPRAND----- 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|..  
                   415       425       435       445       455       465      
 

Pdumeriliis dumerilii (Lophotrochozoaire, Annélide), Crepidula fornicata (Mollusque, 
Gastropode), Drosophila melanogaster (Ecdysozoaire, Arthropode), Sepia officinalis 
(Mollusque, Céphalopode)  
 

domaine paired, octapeptide, zone KR 
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Alignement des séquences nucléotidiques partielles de Pax3/7 
 
 
Drosophila      CCGTTGCCCAATCACATTCGACTGAAGATCGTGGAAATGGCGGCCAGTGGAGTGCGGCCT 
Helobdella      ---------------------CTGAAAATTGTTGAGATGGCCTCTCAGGGCGTGAGGCCG 
Capitella       ---CTTCCCAATCACATTCGCCTGAAGATCATCGAGATGGCGTCCCAAGGAGTGCGTCCG 
Sepiaoff        ------------------------------GTTGAACTGGCAGCGCAAGGGGTTCGACCC 
                                               * **  ****  *    ** **  * **  
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                    5         15        25        35        45        55      
 
Drosophila      TGTGTAATATCGCGCCAGCTCCGCGTGTCTCACGGCTGCGTATCGAAGATTCTGAACCGA 
Helobdella      TGTGTCATCAGCCGAACCCTCTGCGTGTCACACGGCTGCGTCAGTAAGATTTTGCAGAGG 
Capitella       TGCGTCATCAGTCGCACGCTGCGAGTGTCACACGGATGTGTGTCGAAGATCCTGCAACGC 
Sepiaoff        TGTGTGATCAGCCGCCAACTGCGGGTGTCTCACGGATGCGTCAGTAAAATCCTCCAGCGC 
                ** ** **    **     *  * ** ** ** ** ** **    ** **  *  *  *  
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                    65        75        85        95       105       115      
 
Drosophila      TACCAGGAGACGGGTTCTATTAGACCGGGCGTAATAGGTGGATCTAAGCCCAAGGTGACC 
Helobdella      TACCAAGAAACAGGAAGCATCAGGCCCGGGGCTATCGGGGGCAGCAAGCCCAGGGTTAAG 
Capitella       TATCAAGAAACTGGAAGCATTAGGCCTGGGTCGATCGGAGGAAGCAAGCCCCGAGTAGCC 
Sepiaoff        TACCAGGAAACCGGTAGTATACGGCCGGGAGTCATCGGGGGCTCGAAACCGCGCGTTGCT 
                ** ** ** ** **    **  * ** **    ** ** **    ** **    **     
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   120       125       135       145       155       165      
 
Drosophila      TCTCCCGAAATTGAAACGCGGATCGATGAGCTGCGAAAGGAAAACCCCAGCATATTCAGC 
Helobdella      ATGGAAGATGTCGAGAAAAAAATTGAAGAGTACAAAAAGGAGGATCCGAGCATATTTAGT 
Capitella       ACTCCCGACGTAGAGGACCGCATCCACGACCTGAAGAAGGAGAACCCGGGCATCTTCAGC 
Sepiaoff        ACTCCTGAGGTCGAGAAGCGGATCGAGCAGTACAAGAAAGATAACCCAGGTATTTTCAGC 
                      **  * **       **  *  *       *  **  * **  * ** **     
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   175       185       195       205       215       225      
 
Drosophila      TGGGAAATACGCGAAAAGCTGATAAAGGAGGGC-TTTGCG----GATC--CACCATCAAC 
Helobdella      TGGGAGATCAGAGAGAGGCTAATCAAGGAAGGCATTTGTGACGAGAACAGTGTCCCCAGC 
Capitella       TGGGAGATCCGAGATCGTCTCCTCAAGGACGGAGTTTGCGATCGGTCGTCGGTGCCGAGC 
Sepiaoff        TGGGAGATTCGCGACAAGCTGCTGAAAGAAGGCGTGTGCGACCGCAGCACGGTGCCCAGC 
                ***** **  * **    **    ** ** **  * ** *                 * * 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   235       245       255       265       275       285      
 
Drosophila      ATCG--TCGATCAGTCGCTTATTGCGG--------------------------------- 
Helobdella      GTCAGCTCCATCAGCAGACTTCAAAAGCA----------AACAAGAACGCCCCC--CAAC 
Capitella       GTATCATCCATCAGCCGGGTTCTGCGCTC------------------------------- 
Sepiaoff        GTCAGTTCCATCAGTCGTGTGCTCAGGAGCCGGTTTCACAGCGAAGACGATGACGATGAT 
                 *    ** ** *   *  *                                         
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   295       305       315       325       335       345      
 
Drosophila      ---------GGAAGCGATCGCGGCA------------------GCGAAGATGGTCGGAAG 
Helobdella      AACAACTCCAACAACAACTGCAGCATCAACAATAACGACATCTGCAACAACAGCAAGAAT 
Capitella       -------------ACATTTACGTGAAG----------------GGGACGAGGATAAGATT 
Sepiaoff        TGCGACGACGACGACGATGACGAAAAACGGATCAAAATGGCTCGCAGTGAGAACGGAAGC 
                                        *                  *     *       *   
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   355       365       375       385       395       405      
 
Drosophila      GACTATACCATAAAT------------GGAATTCTTGGAG--GGCGAGACT--CAGATAT 
Helobdella      GATAGCGAGATCACCAA----------GGGATTGTCCTCG--GCCAGCGTCGATGGAGAC 
Capitella       GACGACGAAGACGAA------------GAGGAGAGCAAGGATGACGATGACGATGATGAC 
Sepiaoff        GACAAAAATACCAACCACAGCATCGACGGAATTTTAGGAGAGGTCGAACTGCACAAATCC 
                **                         *           *  * *                
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   415       425       435       445       455       465      



 - 271 - 

 
 
 
 
Drosophila      AAGT-----GACAC---------GGAATCGGAGCCTGGGATTCCGCTGAAACGCAAGCAG 
Helobdella      GACTCCAT-GCTGTCT--GACGTGGACGTCGAACCAGGCTTCAAGCTGCTGCGCAAACAG 
Capitella       GATTCAGA-ATCGT--------TGACCTCCGAACCAGGATTATCACTGAGTAGGAAGCAA 
Sepiaoff        GACAAAGATGATATCTCAGACGTTGACTCGGAACCGGGATTTCAAGTCAAACGCAAGCAG 
                 *                            ** ** **  *     *     * ** **  
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   475       485       495       505       515       525      
 
Drosophila      CGTCGCTCCCGCACCACCTTCACCGCCGAGCAGCTAGAGGCACTCGAGCGAGCCTTTTCC 
Helobdella      CGAAGGAGCAGGACGACATTCGACGCTGAACAAACGACCCAGTTGGAGAAGGCCTTCTCG 
Capitella       CGCCGCAGCCGAACTACTTTTTCGGCGGACCAACTGGAACATCTAGAAAAGGCCTTCGAC 
Sepiaoff        AGACGCAGTCGCACAACATTTACTGCTGATCAACTGGAAGAGTTGGAGAAGGCGTTCGAG 
                 *  *     * ** ** **    ** ** **           * **    ** **     
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   535       545       555       565       575       585      
 
Drosophila      CGCACCCAATACCCG-GACGTCTACACCCGGGAAGAGCTGGCTCAGACCACGGCCCTCAC 
Helobdella      AGAACGCACTACCCC-GACATCTACACAAGGGAAGAACTCGCGCAAACATCTGGTCTAAC 
Capitella       CGCACGCACTACCCA-GACATTTACACGCGGGAAGAACTAGCCCAACGGTCCGGGCTGAC 
Sepiaoff        CGCACCCACTACCCA-GATATTTATACTCGCGAGGAGCTGGGCCAGAGGACAAAACTGAC 
                 * *  ** ** **  **  * ** *                                   
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   595       605       615       625       635       645      
 
Drosophila      CGAAGCCCGTATCCAGGTATGGTTCTCCAACCGCAGGGCACGCCTTCGCAAGCACTCTGG 
Helobdella      TGAGGCACGGATTCAGGTCTGGTTTAGCAATCGACGAGCAAGATGGAGAAAACAAAATGG 
Capitella       AGAAGCTCGCGTACAGGTTTGGTTTAGCAACCGTCGAGCAAGGTGGCGCAAGCAAATGGG 
Sepiaoff        AGAAGCTCGCGTCCAGGTTTGGTTTAGTAACCG--------------------------- 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   655       665       675       685       695       705      

 
 
 
Helobdella obsoleta (Lophotrochozoaire Annélide), Drosophila melanogaster 
(Ecdysozoaire, Arthropode), Sepia officinalis (Mollusque Céphalopode), Capitella sp. 
(Lophotrochozoaire, Annélide) 
 
 
Le groupe III, Pax3 et Pax7, présente également les 3 domaines mais l’homéodomaine 
n’est pas tronquée. 
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Alignement des séquences protéiques partielles de PAX3/7 
 
 
 

Drosophila      NHIRLKIVEMAASGVRPCVISRQLRVSHGCVSKILNRYQETGSIRPGVIGGSKPKVTSPE 
Helobdella      LNIRLKIVEMASQGVRPCVISRTLCVSHGCVSKILQRYQETGSIRPGAIGGSKPRVKMED 
Capitella       NHIRLKIIEMASQGVRPCVISRTLRVSHGCVSKILQRYQETGSIRPGSIGGSKPRVATPD 
Sepiaoff        -------VELAAQGVRPCVISRQLRVSHGCVSKILQRYQETGSIRPGVIGGSKPRVATPE 
                       :*: :.********* * **********:*********** ******:*   : 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                    5         15        25        35        45        55      
 
Drosophila      IETRIDELRKENPSIFSWEIREKLIKEGFADP---PSTSSISRLLRGSDRGSEDGRKDYT 
Helobdella      VEKKIEEYKKEDPSIFSWEIRERLIKEGICDENSVPSVSSISRLQKQTRTPPNNNSNNNC 
Capitella       VEDRIHDLKKENPGIFSWEIRDRLLKDGVCDRSSVPSVSSISRVLRSHLREGDEDK---- 
Sepiaoff        VEKRIEQYKKDNPGIFSWEIRDKLLKEGVCDRSTVPSVSSISRVLRSRFHSEDDDDDCDD 
                :* :*.: ::::*.**:****::* *:*..*    ** ***:*: :               
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                    65        75        85        95       105       115      
 
Drosophila      ------------------------INGILG------GRDSDISDTESEPGIPLKRKQRRS 
Helobdella      S---------INNNDICNNSKNDSEITKGLSSASVDGDDSMLSDVDVEPGFKLLRKQRRS 
Capitella       ----------IDDEDE-EESKDD------------DDDDDDSESLTSEPGLSLSRKQRRS 
Sepiaoff        DDDDEKRIKMARSENGSDKNTNHSIDGILGEVELHKSDKDDISDVDSEPGFQVKRKQRRS 
                              :                     .     ..   ***: : ****** 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   120       125       135       145       155       165      
 
Drosophila      RTTFTAEQLEALERAFSRTQYPDVYTREELAQTTALTEARIQVWFSNRRARLRKHSGGSN 
Helobdella      RTTFDAEQTTQLEKAFSRTHYPDIYTREELAQTSGLTEARIQVWFSNRRARWRKQNGVTI 
Capitella       RTTFSADQLEHLEKAFDRTHYPDIYTREELAQRSGLTEARVQVWFSNRRARWRKQMGSGQ 
Sepiaoff        RTTFTADQLEELEKAFERTHYPDIYTREELGQRTKLTEARVQVWFSN------------- 
                **** *:*   **:**.*:: *                 *:                    
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   175       185       195       205       215       225      
 
Drosophila      SGLSPMNSGSSNVGVGVGLSGAT 
Helobdella      ----------------------- 
Capitella       LASSFNSLLSAASGYSS------ 
Sepiaoff        ----------------------- 
                ....|....|....|....|... 
                   235       245          
 

 
 

domaine paired, octapeptide, zone KR  
 

Helobdella obsoleta (Lophotrochozoaire Annélide), Drosophila melanogaster 
(Ecdysozoaire, Arthropode), Sepia officinalis (Mollusque Céphalopode), Capitella sp. 
(Lophotrochozoaire, Annélide) 
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Alignement des séquences nucléotidiques partielles de NK4 
 
 
Drosophila      ------------------------GACAAACTCTTATGGAGCGCATCGTCACTACGTAAA 
Daniorerio      ------------------------------------------------------------ 
Pdumerilii      TTGTTGAATCTGGGCGACCAGTCTAATAACTGCTCTTTGGATTTTCCTTCACAGGGTGCC 
Capitella       ----------------------------GGATCTCCTACCTGTGCTGCTCAGGTGATTGG 
Euprymna        ------------------------------------------------------------ 
Sepiaoff        -------------CTTTGCTAGATATCAGCCAGCAATCCGTCTTTCGACAAACGGACGGG 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                    5         15        25        35        45        55      
                                                                          
Drosophila      CCCTACACTCTGAATGCACAAGGGCACTATATTTTAAAAAAAAAAGTGACTTAATAGGAT 
Daniorerio      ------------------------------------------------------------ 
Pdumerilii      GCCATGAACTACATGGGCCACCACCACGGGGCCCCGGTGCACGGACCTGCTCACTACGGG 
Capitella       GGATAGATTCACTGGATTAAGCATGTCGACTATTTGATGTGTCTACTCATCTTCCGC-CT 
Euprymna        ------------------------------------------------------------ 
Sepiaoff        GTTGGATACCTGGAGGCAGACGACGGAGGAGGCGGCATGTATCCTAGTGTAGGTTACTCG 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                    65        75        85        95       105       115      
                                                                             
Drosophila      TATAAGAAAGGCAAATATTCGCTAAAAGTTCTTAAACATACCAAACAAAATATGTATGTA 
Daniorerio      ------------------------------------------------------------ 
Pdumerilii      GGCCACCACGCTCTCTCTGCCCAGATGGAACTTACCTCGCACGCCCTGACCAGTGGTCAT 
Capitella       TCTCCTCTCGCTCGATATTTCGACATGTTCTTTCCGACCCTGACCGTCAACTACGGACAC 
Euprymna        ------------------------------------GCGGGACAGTCGAACATGTTCGAT 
Sepiaoff        ACGCCTTTCTCTGTGAAGGACATTTTGAACTGGTCTGAACAACAGTCGAACATGTTCGAT 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   120       125       135       145       155       165      
                                                                             
Drosophila      CATAATATGTATATCTGTGTACTGTATGTACATATGCACTACATATGCAATTATATACAT 
Daniorerio      ------------------ATGTTTA----GCAGCCAGATGACCAGCACC---CCGTTTAG 
Pdumerilii      GCCCCCCTCAGTATAGACGCTGTAG----TGGATCACGTCGTGAACTCTTC-CTGTGAGT 
Capitella       TTCCACCCGGCAGCCACCGCCACCGCGCCGCAGCCGCATCACGTGCACGGCCCAGAGCCC 
Euprymna        AACTATTCCGGGGTCGGAGGTGTGA----ACACCTTTGGTATGAACTTT---CAGATTGG 
Sepiaoff        AACTATTCCGGAGTCGGAGGTGTAA----ACAACTTTGGCATGAACTTT---CAGCTGGG 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   175       185       195       205       215       225      
                                                                             
Drosophila      ATGTGAACACGTTTTTGGTGCAATGCCAAGATTCGAAATGAAGGTATTCATCCCATAAAG 
Daniorerio      CGTGCGTGATATTCTGAACCTGGAACAGAACCAGGAAGATATGGTGAGCC-TGGATATGA 
Pdumerilii      ACGGGGGCACATCTTCCGGGGGCAGCTCGGCCACAATGTTACAGCAACCC-CTGTCTTAC 
Capitella       CACCAGCAGCCCCACCACCCGGGCCACCTCCTCAGCGCATACCACCCTCACTTGCACGGC 
Euprymna        AGGCGGCTATAATGT-----GGAATCACTACAAAACACGAACAATGGCCGACTGGTCGAG 
Sepiaoff        GTCAGGCTACAATGT-----GGAATCGCTACCAAATTCGAACAATGGCCGACTTGTTGAG 
                                                        *       *            
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   235       245       255       265       275       285      
 
Drosophila      GCGAAATAT-----------TATTAAAAATGTTGCTCTATTTAGACAACTTCACATATCA 
Daniorerio      GCCAGCGTC-----------TGGATAGCGCGCTGATTCCGACCAGCAGCTGCATGCTGAG 
Pdumerilii      CCCAGCACC--------CTGACGGACTTGAACCAGGGG-GGC--ATGGCCTCTCTCCGTA 
Capitella       GCCAACGCC--------------GGCATGAGCGCCTTCCCCTCGCTGGACGGCCACCCGG 
Euprymna        GCTGGCGGC---------------------ACCAATGCTGGT--GTGGACCCACACATTG 
Sepiaoff        GCCGGCGGCGGAGGTGTCGGTACTGCTGGCACCAATGGTGGT--GTGGAACCACACATTG 
                 *                                                           
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   295       305       315       325       335       345      
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Drosophila      TGTT-ATTCATCTCTATTAAATCATAACAGTTTCAAGTGAAATAAACAATAATATATGAG 
Daniorerio      CACC-TTTAAACAGGAACAGTTTATGGAAATGCCGAGCGGCAGCAGCCTGTTTAGCGAAG 
Pdumerilii      TGGC-CCAGGACTACCACCTGCCACCCCACTCGCTCTCGCCACCTGTCTCCTCCCCGAGC 
Capitella       GGGCGCCTCCCCTGTCGCACCCCTCACCCGCACCGTGTGCCTACGCAGCCCCTCACCAAC 
Euprymna        TGTC-CGTATCCAACAACCCTTCGTGTATCTACGGGAACACACCAAACCAGCCACCGAAT 
Sepiaoff        TGTC-CGTATCCAACAATCCGTCAGGTATCTACGGGAACACTCCAAATCAACCGCCGAAC 
                           *                                                 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   355       365       375       385       395       405      
 
 
Drosophila      AGCGTAACGTTTAAAC-CAAACATATTCCCCACGATTTATTTATTTGTTAGCTTAGTACA 
Daniorerio      ATCTGCAGGAAGATA-----AAGGCAACAAAATTAACAGCCTGAACTTTAGC-GCGAGCG 
Pdumerilii      CCCCTCAGTCAACAGTGCCGAGAGGAACTCGTC-AGGGAACTCA-CGTCACTCGATAGAA 
Capitella       CCCCTCCCTACTCGGATATATACTACTCATCACCCCCGACCACGGCGTCACCATCACGCA 
Euprymna        AACACGTCTTTGCAA--CCGACATATACCAGTCTATCATGCTCTTCGTCATTAGCTAGCG 
Sepiaoff        CCTTCGTCTCTGCAA--CCGACTTACACCAGTCTACCGTGTTCTTCGTCGGTAGCTAGCG 
                                           *                   *             
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   415       425       435       445       455       465      
 
Drosophila      CTCTTAAAATCAAGTGTGCGAAAATCTGCACTTGAGCGCCACTTGACAACCGTTTAATAC 
Daniorerio      GCT-----TTTATGCGAAAAACTTTCTGGAA-ATGGATTATGTGAAAGAT--GCGAAAAC 
Pdumerilii      GTAAACC-CTCGTGTGCGGAAGTTTCCAAATTGAAAACGTCGTCGTCGAC--ATCGATGG 
Capitella       CGG------CTAAGGACGACGACGATAGCGACGAGGATGACGTCGAAGAGGCGCCGCCCA 
Euprymna        ACAG----TTTACACAACACACCTCCAACGCCGGGGACCACACAGTCGTCTTGTAGAGAA 
Sepiaoff        ACAG----TTTACATAACACACCTCCTACGCCGGGGACCACACCGTCGTCTTGCAGAGAG 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   475       485       495       505       515       525      
                                                                             
Drosophila      ACAAGACGCGCGGACAAACGTAAATACATGGGGACTATAAAACTTAAGGACTTTACGATA 
Daniorerio      CGATGATACCTTTG-AAAACAAAGAA----------AAAAAAGATATTGGCTGCTGCCAG 
Pdumerilii      TGACGTCATCACAGTCAAACAGTGCGTCGTC-----GAAGTCGTCATCAA--AGAACAAA 
Capitella       -AAGGTCATCAGCCAAGGTCAATACAA-GCCAGCAAAGCCCCGCCGCCAGAGGGCGCGAA 
Euprymna        CAAGATGGGATCGATAAAAAAATGACTTGCCCGTCAACATCGGAAAACGAAAAGAGCAAA 
Sepiaoff        GAAGATGGACTTGACAAAAGAATGACGTGTCCCAATACAGCCGAAAACGACAAAGGCAAA 
                  *                                                          
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   535       545       555       565       575       585      
 
Drosophila      ATAAATACGGATACTTAAGCTCAAGTAGCGAAACAAAATCAGCATAAAGTGGCTGCGAAC 
Daniorerio      GAAGAACCGGGCG-AAGATCTGAAACTGGATGATGCGGAACGTCCGAAAC---AGCGTAA 
Pdumerilii      GAAGGTCGTGACG-TCAAGGAGGA---AGAGGAGGAGTGTCATTTATTACGTCAGAGACA 
Capitella       GAAGTCTCACAAA-ATGGCGGCGGA--CGACGCTGAGTGTCATCTGCTTCGTCAGCGGAC 
Euprymna        GGCGATTCCAATA-ACAACGGCGAAACCAGTGGTGACTGCGCCTTATTACGCCAGCGTCA 
Sepiaoff        GGCGATTCCAATA-ACAACGCAGACACAAACGGCGACTGTGCCTTATTACGTCAACGACA 
                                                                        *    
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   595       605       615       625       635       645      
 
Drosophila      AAACAACTAATAACAACGGGGAGCAGCTGGAGGAGTCGGTTATTGAATCTGATAGTCAGG 
Daniorerio      ACGTCGTAAACCGCGT-GTGCTGTTTAGCCAGGCGCAGGTGTATGAACTGGAACGTC-GT 
Pdumerilii      AAAGAGAAAACCCCGA-GTGCTGTTTAGCCAGGCACAAGTTTATGAACTAGAGAGAA-GG 
Capitella       GAAAAGGAAACCTCGG-GTGTTGTTCTCACAAGCGCAAGTCTACGAATTGGAACGCC-GC 
Euprymna        GCGACGGAAACCGCGA-GTACTTTTCTCGCAGGCTCAGGTATTTGAACTGGAGAGAC-GT 
Sepiaoff        ACGACGGAAACCCCGG-GTACTTTTCTCACAGGCTCAGGTCTTTGAATTAGAAAGAC-GC 
                        **   *   *            * *     **    ***   **  *   *  
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   655       665       675       685       695       705      
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Drosophila      TACAAGTGTGTGCGATTGTGCAAAGATACTTTCATACATGCATACAAGCATACATGTTTG 
Daniorerio      TTTAAACA-GCAGAAATATCTGAGCGCGCCGGAACGTGATCAT-CTGGCGAACGTGCTGA 
Pdumerilii      TTTAAGCA-GCAGAGGTATCTATCCGCTCCTGAGCGGGAGCAA-CTGGCCAGCATGCTCA 
Capitella       TTTAAGCA-GCAGCGCTACCTATCGGCGCCCGAGAGGGAACAA-CTCGCCAGTATGCTAA 
Euprymna        TTCAAGCA-ACAGCGTTACTTGTCGGCCCCGGAACGCGAACAG-CTGGCCAACATGCTCA 
Sepiaoff        TTCAAGCA-GCAGCGTTACCTATCTGCCCCTGAACGCGAACAG-CTGGCTAACATGCTCA 
                *  **           *           *           **  *  **     ** *   
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   715       725       735       745       755       765      
 
Drosophila      GAATTAGTGATGGACAGAACTTAAAATATATTGTCAATACCATATATATTCTTAAGCTAT 
Daniorerio      AACTGACCAGCACCCAGG--TGAAAATTTGGTTTCAGAACCGTCGTTAT----AAATGCA 
Pdumerilii      AACTAACTTCAACCCAAG--TGAAAATATGGTTCCAAAACAGACGGTAT----AAAATGA 
Capitella       AACTGACCAGCCAACAGG--TCAAGATTTGGTTCCAGAATAGACGCTAC----AAAATGA 
Euprymna        AATTGACTTCGACACAGG--TGAAAATCTGGTTTCAGAACCGTCGGTAT----AAATGCA 
Sepiaoff        AATTGACGTCGACACAGG--TAAAAATCTGGTTCCACAACCGCCGCTAT----AAATGCA 
                 * * *        **    * ** ** *  *  **  *       **     **      
                  ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   775       785       795       805       815       825      
 
 
Drosophila      TAGATTAAATTTACAAATGTAATACATAAAT-TTAGTTTTTTATATTTGGATACATATTT 
Daniorerio      AACGTCAGCGTCAGGATCAGACCCTGGAAATGGTGGGCATTGCGCCGCCGCGTCGTATTA 
Pdumerilii      AGCGACAACGACAGGATAAAACTCTCGAACTTACAGCCCTCCAACCCCCTCGAAGGGTGG 
Capitella       AACGCCAAACACAGGACAAGACTCTTGAGCTGGGGGCGTTGCATTCGCCTCGCAGGGTGG 
Euprymna        AGCGACAACGCCAGGACAAAAGCCTGGAGATGTCGACGATGCACCCGCCAAGACGTGTTG 
Sepiaoff        AGCGACAGCGCCAAGACAAAAGCCTCGAGATGTCGACAATGCATCCTCCGAGGCGCGTAG 
                      *     *  *    *      *  *        *                 *   
                  ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   835       845       855       865       875       885      
 
Drosophila      TATAAATCTCCTAAGCATATGACAGCCTCGCACATCTCTAGCGCAGAAGAGCGAG-ATGC 
Daniorerio      GCGTGCCGGTGCTGGTGCGTGATGGCAAACCGTGCCTGG--GCGATACCAGCACC--TAT 
Pdumerilii      CTGTCCCCGTTCTGGTCAGAGACGGAAAACCCTGCATGG--G-CAACGGAATGGC----C 
Capitella       CAGTCCCGGTGCTAGTGCGGGACGGCAAGCCCTGTCTGGCCGCCGGATACTCAAC-GTCT 
Euprymna        CCGTTCCTGTTTTGGTCCGAGATGGTAAACCCTGCCTAG--GACAAAGCAACGTCAGTCC 
Sepiaoff        CCGTTCCAGTCCTGGTCCGCGATGGGAAACCCTGCTTAG--GTCAGAGCGACGTCAGTCC 
                              *     **  *     *     *                        
                  ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   895       905       915       925       935       945      
 
Drosophila      CGCACTCGCATTCCGATGCTGTGCTG-TGATTGGCTCCGGGGCGGCCATTTTGCCCGTAT 
Daniorerio      AACACCAGCTATAACGTG-GGCATTAACCATTTTACCTATAACACCTATCCGGCGTTTAG 
Pdumerilii      TACCCCTCCG-CCCCCTACAACGTGAACCCCTTCTGTCCCCCTTACCCCTCGGTGTCCGC 
Capitella       TACGCCATGAGCCCGTTGGGATACAGGTCGTCGTACG-GCAACGCCCTGCAGTCACTAAG 
Euprymna        TCCCTATTCGACCCCTTATAATGTCAACCCTTTTGCATATTCGAATGTACCTGCTTATAC 
Sepiaoff        CGCATATTCGACTTCTTACAACGTTAATCCTTTTGCATATTCGACTGGCCCCGCCTACAA 
                  *             *                                            
                  ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   955       965       975       985       995       1005      
 
Drosophila      GCTCAGTTCGCTCACACACATCCAAAAACACAGTGGCATGAGGCGGTCTGGGGTGAAAGG 
Daniorerio      ---CAACTTTCCGAGCCCGGGCAACAGCAACTATAGCTGCAGCTATCCGAGCAGCA--TG 
Pdumerilii      ---CCCCGCTTATACGACCACCAACAACTAC-CTT---CCAATGCATCAAGCTTCTTATG 
Capitella       ---CACGGCATCGACGTACGC--GCATGCGCAGTGTCAGCAGGGAGTCAGAACATG-GTG 
Euprymna        ---AAATAATAACAATAACAACAACAATAAC-ATAGGGTCTGTGAATCAA-CTTCAGCAG 
Sepiaoff        ---CACCCACA-TACACACACCACCACTTAC-AT-----CTGT-AATCA---TTCA-CAG 
                             *           *    *  *             *           * 
                  ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   1015      1025      1035      1045      1055      1065      
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Drosophila      AGTACGCGTTCAGTACCAAAATCGAGCTGACA--AATTGCAGACACGGTCGAGTGCGCAT 
Daniorerio      AGCA-GCATTCAGCCGAGC--CAGAGC-AACAGCAACTATATGAACTTTGGCG--TGGGC 
Pdumerilii      GACA-GAGCCAGGTTCACCACCAGGGC--ATAAGGGCTTGGTAGTCTATGGTTAATTAAT 
Capitella       ATCG-AACTTTATTTCCAAAGACCGTTTTATTGTGCATTCATGTGTCAATGTGTGTGTGT 
Euprymna        AGCG-GA--TACGTGCAATCACAAATCCATCACGGGATCCGAGCATGGTGAACA-TTGAT 
Sepiaoff        AGCG-GA--TATGTACAACC-CAGATT-ATCACGGGATTCGAGCATGGTGAAAAATCCAC 
                                                     *                       
                  ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   1075      1085      1095      1105      1115      1125      
 
Drosophila      CGGAACGGCGCTTTACGGCTTACGGGTTACGGACTACTGATTGCCGATTACGGGCTACGA 
Daniorerio      GATCTGAACAACGTGCAGGCGAGC-TTTCAGAGCAGCAGCGTGCCGAGCCTGCATGGC-A 
Pdumerilii      TATCGCAATCTCTTATTATCACAAATGACTGTTTTATTCACTTCAAAAACTGTTTAGC-A 
Capitella       GTGTTTGATGTTGCATTAAAGATTATGTTCCAACC------------------------- 
Euprymna        TTGTCAAATCACATTAAATTGAACATGATTTAA--------------------------- 
Sepiaoff        TTAAATGGGGACAACCTTACAAACCTTTTTTATTTTTTATTTTTTGACA----------- 
                  ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   1135      1145      1155      1165      1175      1185      
 
 
                                                                             

homéodomaine 
 
Euprymna scolopes (Mollusque, Céphalopode), Sepia officinalis (Mollusque, 
Céphalopode), Pdumeriliis dumerilii (Lophotrochozoaire, Annélide), Capitella sp. 
(Lophotrochozoaire, Annélide), Drosophila melanogaster (Ecdysozoaire, Arthropode), 
Danio rerio (Vertébrés, Téléostéens) 
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Alignement des séquences protéiques partielles de NK4 
 
                                                                            
 
Drosophila      ------------------------AGQSNMFDNYSGVGGVN---TFGMNFQIGGGYNVES 
Daniorerio      -----------MFSSQMTSTPFSVRDILNLEQNQEDMVSLD------MSQRLDSALIPTS 
Pdumerilii      -------LLNLGDQSNNCSLDFPSQGAAMNYMGHHHGAPVHGPAHYGGHHALSAQMELTS 
Capitella       -----------ACRLFDVSTHLPPSPLARYFDMFFPTLTVN----YGHFHPAATATAPQP 
Euprymna        ------------------------AGQSNMFDNYSGVGGVN---TFGMNFQIGGGYNVES 
Sepiaoff        GGGGMYPSVGYSTPFSVKDILNWSEQQSNMFDNYSGVGGVN---NFGMNFQLGSGYNVES 
                                                       :.                  . 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                    5         15        25        35        45        55      
 
Drosophila      LQNTNN---------GRLVEAGG-------TNAGVDPHIVSVSNNP-----------SCI 
Daniorerio      SCMLST--------------------------FKQEQFMEMPSGSS-------------- 
Pdumerilii      HALTSGHAPLSIDAVVDHVVNSSCEYGGTSSGGSSATMLQQPLSYPSTLTDLNQGGMASL 
Capitella       HHVHGPEPHQQPHHPGHLLSAYHPHLHGANAGMSAFPSLDGHPGAP----PLSHPSPAPC 
Euprymna        LQNTNN---------GRLVEAGG-------TNAGVDPHIVSVSNNP-----------SCI 
Sepiaoff        LPNSNN---------GRLVEAGGGGVGTAGTNGGVEPHIVSVSNNP-----------SGI 
                    .                                 :    . .               
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                    65        75        85        95       105       115     
 
Drosophila      YGNTPNQPPNNTSLQPTYTSLSCSSSLASDSLHNTPPTPGTTQSSCREQDGIDKKMTCPS 
Daniorerio      LFSEDLQEDKGNKINSLNFS---ASGFYAKNFLEMDYVKDAKTDDTFENKEKKDIGCCQE 
Pdumerilii      RMAQDYHLPPHSLSPPVSSPSPLSQQCREELVRELTSLDRSKPSCAEVSKLKTSSSTSMV 
Capitella       AYAAPHQPPPYSDIYYSSPPTTASPS------RTAKDDDDSDEDDVEEAPPKGHQPRSIQ 
Euprymna        YGNTPNQPPNNTSLQPTYTSLSCSSSLASDSLHNTPPTPGTTQSSCREQDGIDKKMTCPS 
Sepiaoff        YGNTPNQPPNPSSLQPTYTSLPCSSSVASDSLHNTPPTPGTTPSSCREEDGLDKRMTCPN 
                      :    .       .   :                :  .             .   
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   120       125       135       145       155       165      
 
Drosophila      TSENEKSKGDSNNNG--------ETSGDCALLRQRQRRKPRVLFSQAQVFELERRFKQQR 
Daniorerio      EPGEDLKLDDAERPK------------------QRKRRKPRVLFSQAQVYELERRFKQQK 
Pdumerilii      TSSQSNSASSKSSSKNKEGRDVKEEEEECHLLRQRQKRKPRVLFSQAQVYELERRFKQQR 
Capitella       ASKAPPPEGAKKSHK------MAADDAECHLLRQRTKRKPRVLFSQAQVYELERRFKQQR 
Euprymna        TSENEKSKGDSNNNG--------ETSGDCALLRQRQRRKPRVLFSQAQVFELERRFKQQR 
Sepiaoff        TAENDKGKGDSNNNA--------DTNGDCALLRQRQRRKPRVLFSQAQVFELERRFKQQR 
                 .      .  .                     ** :************:*********: 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   175       185       195       205       215       225      
 
Drosophila      YLSAPEREQLANMLKLTSTQVKIWFQNRRYKCKRQRQDKSLEMSTMHPPRRVAVPVLVRD 
Daniorerio      YLSAPERDHLANVLKLTSTQVKIWFQNRRYKCKRQRQDQTLEMVGIAPPRRISVPVLVRD 
Pdumerilii      YLSAPEREQLASMLKLTSTQVKIWFQNRRYKMKRQRQDKTLELTALQPPRRVAVPVLVRD 
Capitella       YLSAPEREQLASMLKLTSQQVKIWFQNRRYKMKRQTQDKTLELGALHSPRRVAVPVLVRD 
Euprymna        YLSAPEREQLANMLKLTSTQVKIWFQNRRYKCKRQRQDKSLEMSTMHPPRRVAVPVLVRD 
Sepiaoff        YLSAPEREQLANMLKLTSTQVKIWFHNRRYKCKRQRQDKSLEMSTMHPPRRVAVPVLVRD 
                *******::**.:***** ******:***** *** **::**:  : .***::******* 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   235       245       255       265       275       285      
 
 
Drosophila      GKPCLGQSNVSPPYSTPYNVNPFAYSNVPAYTNNNNNNNNYGSVNNQLQQSGYVQSQI-- 
Daniorerio      GKPCLGDTSTYNTS---YNVGINHFTYNTYPAFSNFPSPGNSNYSCSYPSSMSSIQPSQS 
Pdumerilii      GKPCMGNGMAYPSA--PYNVNPFCYPNPSVYAPAYTTTNNYLP---MHQASYGQSQVH-- 
Capitella       GKPCLAAGYSTS-----YAMSPLG--YRSSYG------NALQS---LSTASTYAHAQC-- 
Euprymna        GKPCLGQSNVSPPYSTPYNVNPFAYSNVPAYTNNNNNNNNYIGSVNQLQQSGYVQSQI-- 
Sepiaoff        GKPCLGQSDVSPAYSTSYNVNPFAYSTGPAYN--THIHTPYLTSVIIHRADMYNPD---- 
                ****:.           * :. :     .         .           .          
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   295       305       315       325       335       345      
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Drosophila      ------------------------HHGIRAW 
Daniorerio      NYMNFGVGDLNNVQASFQSSSVPSLHGIRAW 
Pdumerilii      ------------------------HQGIRAW 
Capitella       ------------------------QQGVRTW 
Euprymna        ------------------------HHGIRAW 
Sepiaoff        ------------------------YHGIRAW 
                                         :*:*:* 
                ....|....|....|... 
                   355       365      

 
 
 
homéodomaine, zone YRD,     : tyrosine conservée 
 
Euprymna scolopes (Mollusque, Céphalopode), Sepia officinalis (Mollusque, 
Céphalopode), Pdumeriliis dumerilii (Lophotrochozoaire, Annélide), Capitella sp. 
(Lophotrochozoaire, Annélide), Drosophila melanogaster (Ecdysozoaire, Arthropode), 
Danio rerio (Vertébrés, Téléostéens) 
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Alignement des séquences nucléotidiques partielles de NK2.1 
 
 
Drosophila      ACAACCTTTCTAGTATTCACCACCTCCAAAACCTGCATAGTCAGCATCAAAGTACTTTAT 
Daniorerio      -----------------------------------------------------ATGAGCC 
Pdumerilii      ------------------------------------------------------------ 
Sepiaoff        --------------GTGTGCAAACTGGATGTGAGCGTGGTGCCGCTGGAAAGCATGAGCC 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                    5         15        25        35        45        55      
                                                                             
 
Drosophila      TTAATAGTAATCACTCAACACCCTTTAGCGTGACCGATATCTTAAGTCCAATTGAAGAAT 
Daniorerio      TGAGCCCGAAACATAGCACCCCGTTTAGCGTGAGCGATATTCTGAGCCCGATTGAAGAAA 
Pdumerilii      -----------------ATGCTGCTGGATCATCATGATATTCTGAGCCCGATTGAAGAAC 
Sepiaoff        TGAGCCCGAAACATACCACCCCGTTTAGCGTGACCGATATTCTGAGCCCGATTGAAGAAA 
                                 *  *   *          *****  * ** ** *********  
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                    65        75        85        95       105       115      
 
Drosophila      CGTATCGCAAA-CTGGAACTGAACGGA--AATCCA---CCATC-----TCCGTTTCGATC 
Daniorerio      CCTTTAAAAAATTTGCGGCGATGGAAAGCAGCGCGAGCCTGGCGAGCCCGCTGTATCGTC 
Pdumerilii      ATTATAAAAAAACCACCATTGAAGCGAGCATTCCG---CCGCTGGTGCCGGGCTATCGTA 
Sepiaoff        CCTATAAAAAAACCACCATTGAAGCGAGCATTCCG---CCGCCGAGCTATCGTAACAGCC 
                  * *   ***               *  *   *    *                      
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   120       125       135       145       155       165      
 
Drosophila      AAACTCTAGTAGCAG----------CAGTATTAATTCTCCTGGAACATTAAC-------- 
Daniorerio      AG-AGCCAGGTGAGCCAGGCG-AACCTGCAGCAGCATAGCATGAGCCATAACG-CGTATC 
Pdumerilii      ACCAGCAGAGCGCGACCAGCATGACCAGCATGAGCGGCATGGCGGCGGCGGCGGCGGGCA 
Sepiaoff        AGCATCCGCAGGCGGGCGGCGTGACCGGCATGAGCGTGACCGGCGTGCAGCCGGCGAGCA 
                *    *     *             * * *  *                  *         
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   175       185       195       205       215       225      
 
Drosophila      ---TACATCA--ACTATGGCGAATCCGTACGCTAT---GGGAACCTTATATC-ACAGCCC 
Daniorerio      ATATGCCGCATAGCCA-GTTTAGCCATAGCACCAT-GGGCGGCTATTGCAACGGCA--CC 
Pdumerilii      ACCCGTATCATAACTATGTGCCGCAGCTGAGCCATCATAGCACCAGCGCGTTTCCGAGCC 
Sepiaoff        GCGCGTATCATAACTATGTGCCGCCGCTGAGCCATCAT---ACCATT---TTTACCACCC 
                        **   * * *             * **                   *   ** 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   235       245       255       265       275       285      
 
Drosophila      AGGTGTACA--------GACCT--------------ATTGCGGACCTACCGATAAC---- 
Daniorerio      ATTGGCGCGATGG--GCGATCT--GCCG----AGCTATCAGGAAAGCATGCGTAACGGCG 
Pdumerilii      AGTATTGCAACGGCAGCGATCTGAGCCATTATGGCGATCCGATGAGCATGAGCACCCGTC 
Sepiaoff        AGTATTGCAACGGCAGCGATATTGGCCATTATGGCGATGCG---------------CGTC 
                *      *         **  *              **                       
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   295       305       315       325       335       345      
 
Drosophila      ---CTATCTCTGGCTGGT----CACTA-CACTGACATGAGAAATTCTG----CATCGTGG 
Daniorerio      CGACCGCGACCGCGTGGTATGGCAGCAACCCGGAACCGCGTTAT---------------- 
Pdumerilii      ATAGCAGCGCGAGCTGGTATAGCGCGAACCCGGATCCGCGTCTGACCATTAGCCGTCTGA 
Sepiaoff        AGACCACCCCGGGCTGGTATACCACCAACCCGGATCCGCGTTTTACCA---ACTTTGTGC 
                         *    ****    *   * * * **   * *                     
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   355       365       375       385       395       405      
 
Drosophila      TACGGATCAACAGCTAACGACCCAAGATTT-----GCAATTTCACGCCTAATGAGTTCAT 
Daniorerio      --------------------------------CCGACCATTAGCCGTTTT---------- 
Pdumerilii      TGGGCCCGAGCAGCTGCAGCATGAGCGGCGTGAGCGGCATGAGCGGC---ATGACCGGCA 
Sepiaoff        AGAACTGCCGTAGCTATCCGACCTGGATTGAAGAAGAAGTGAGCCGT---CTGATGGGCA 
                                                       *     *               
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   415       425       435       445       455       465      

NK2F1 
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Drosophila      CAGCCAGTGGAACAATGAGTCATATGGG---AAACATGAGTG-------------GACTA 
Daniorerio      -----------------------------------ATGGGCCCGAGCGCGGGCATGAACA 
Pdumerilii      TGAGCGGC---ACCATGAACCATATGAACATGAACATGACCG---------GCATGAACA 
Sepiaoff        CCAGCAGCTGCGCGATGAGCCCGATGAGCAGCAGCATGAGCC---------ATGTGAACA 
                                                   ***                 **  * 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   475       485       495       505       515       525      
 
Drosophila      GCAGCTTGCAGTGTAAGC--GATTCAAAACCGC------TACAGTTTCCTTTAGCACAAA 
Daniorerio      TGGGCACCCTGCCGGGCATGGATGCGAGCAAAAGCATGGTGACCCTGCATGCGGCGCCGC 
Pdumerilii      TGAGCGGCCTGGGCGGCCTGGATCAGAAAACC---GGCATGCAGTTTCCGATGACCCAGC 
Sepiaoff        TGAGCGCGCTGGGCGGCCTGGATCAGAAACCGCCGGGCGTGCGTTTTCCGATTACCCAGC 
                   **   * *         ***   *            *     * *      * *    
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   535       545       555       565       575       585      
 
Drosophila      GAAGAAAGCGAAGAGTTTTGTTTACGCAAGCCCAGGTGTATGAACTTGAAAGAAGATTTA 
Daniorerio      GTCGTAAACGTCGTGTGCTGTTTAGCCAGGCGCAGGTGTATGAACTGGAACGTCGTTTTA 
Pdumerilii      GTCGTAAACGTCGTGTGCTGTTTACCCAGGCGCAGGTGTATGAACTGGAACGTCGTTTTA 
Sepiaoff        GTCGTAAACGTCGTGTGCTGTTTAGCCAGGCGCAGGTGTATGAACTGGAACGTCGTTTTA 
                *  * ** **  * **  ******  ** ** ************** *** *  * **** 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   595       605       615       625       635       645      
 
 
Drosophila      AGCAGCAGAGATATCTTTCAGCTCCAGAACGAGAACACCTGGCTAGTCTTATTCACTTAA 
Daniorerio      AACAGCAGAAATATCTGAGCGCGCCGGAACGTGAACATCTGGCGAGCATGATTCATCTGA 
Pdumerilii      AACAGCAGAAATATCTGAGCGCGCCGGAACGTGAACATCTGGCGAGCATGATTAACCTGA 
Sepiaoff        AAACCCAGAAATATCTGAGCGCGCCGGAATGGGAACATCTGGCGAGCATGATTAACCTGA 
                *    **** ******    ** ** *** * ***** ***** **  * *** *  * * 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   655       665       675       685       695       705      
 
Drosophila      CCCCGACGCAGGTGAAAATTTGGTTCCAAAATCACAGATACAAATGTAAAAGACAAGCGA 
Daniorerio      CCCCGACCCAGGTGAAAATTTGGTTTCAGAACCATCGTTATAAAATGAAACGTCAGGCGA 
Pdumerilii      CCCCGACCCAGGTGAAAATTTGGTTTCAGAACCATCGTTATAAAAACAAACGTGCGCAGA 
Sepiaoff        CCCCGACCCAGGTGAAAATTTGGTTTCAGAACCCGCGTTATAAATGCAACC---CGCAGA 
                ******* ***************** ** ** *   * ** ***   **         ** 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   715       725       735       745       755       765      
 
Drosophila      AAAGAAAGGCAATGGCTGAACAAAATCAACATAAT-----CAGCCTGCAAGCTCACCAAG 
Daniorerio      AAGATAAAGCGAGCCAGCAGCAGGATAGCGGCAACATGTGCGCGCAGCAGAGC--CCGCG 
Pdumerilii      AAGATAAAGAAAAACTGGATCAGCAGAGCGGCAGC---------CAGCATAGC--CCGAA 
Sepiaoff        AAAAAAAAAAAAAAA------AAATGAAAAGCATT---------CTGCAT-----CCG-- 
                **   **    *         *          *           * ***      **    
                  ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   775       785       795       805       815       825      
 
Drosophila      GCGAGTTGCTGTTCCTGTACTTGTGAAAGACGGTAAA-CCGTGTTCTGGAAATAACAGTT 
Daniorerio      TCGTGTGGCGCTGCCGGTGCTGGTGAAAGATGGCAAA-CCGTGCCAGAACGGCAGCGGCA 
Pdumerilii      ACGTGTGGCGGTGCCGGTGCTGGTGAAAGATGGCAAA-CCGTGCACCGGCAGCAACAGCA 
Sepiaoff        -CATAAAGCGACCAAAACCAAAAAAAAAAACAACAAAACCGGCGGCCATCCGCCGCCGCC 
                 *     **                *** *    *** ***              * *   
                  ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   835       845       855       865       875       885      
 
 
 
 
 
 
 

NK2R2 
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Drosophila      CAAGTCAATCGCAACAGCATGGAACCAATTCGACGTCAGCAG--GCAATAATACCGGTTC 
Daniorerio      CCCC--GA-CCCCGATTCATCAG-CAGGTGCAGAGCGTGCTG----GGCAGCGAAACCCT 
Pdumerilii      GCGAAGAA-GGCGGCCATCCGGG-CCATAGCAGCGGCGGCCATGGCGGCAACCTGGGCGG 
Sepiaoff        GC----AG-GGCGGCATTCCGGG-CCGTGGCGAAAAACGTCA-------GACCCTGGCGC 
                           *            *     *       *                      
                  ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   895       905       915       925       935       945      
 
 
Drosophila      AGCAAATAAT-GGAAATGCTAACAGTGGAATA--GTTTCTGTAACTGCAAATGTTTCGGG 
Daniorerio      GGCGAGCGCG--GAAGATCT--GGAAGAAAT---GAGCCCGAGCCCGCCGCTGATG--GG 
Pdumerilii      CACCACCGCGGTGGTGAGCCCGCCGAGCAAC----GGCCCGCAT--ATGGCGGATA--GC 
Sepiaoff        TGCGTGTGCG-TGAAGAAACCACCCCGAAATTTCAGAACCGTGC--GCCGAGCATT--GG 
                  *         *             * **        * *             *   *  
                  ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   955       965       975       985       995       1005      
 
Drosophila      TGGTCTCAATCTTATAACAGGAGACGCTCCCAACTCCC-ACTCACCGGACACATCTTCAT 
Daniorerio      CGGCCTGAGCC---AGACCGATG-------CGGCGCT--GATTGAATATACCAGCAGCAT 
Pdumerilii      CCGACCCTGCCG-ATGGCGGGCAGCCCGAGCGGCAGCCTGAGCGTGGATACCAGCCATAG 
Sepiaoff        CAAACCGAACCC-GAAACCG-----CCGAGCGGCGGC--GCGCGTCG-TAACACCCGTTT 
                    *     *      * *          *  *                 ** *      
                  ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   1015      1025      1035      1045      1055       1065    
 
Drosophila      CTTTACTAGCTAGTTATGGGACTGTTGGAGGTTCTAA 
Daniorerio      GGTGAGCAGCAAC------------------------ 
Pdumerilii      CCTG--------------------------------- 
Sepiaoff        TCTGAAC------------------------------ 
                  *                                   
                  ....|....|....|....|....|....|....|.. 
                   1075      1085      1095      1105    
   
 
     

homéodomaine 
Pdumeriliis dumerilii (Lophotrochozoaire, Annélide), Sepia officinalis (Mollusque, 
Céphalopode), Danio rerio (Vertébrés, téléostéen), Drosophila melanogaster 
(Ecdysozoaire, Arthropode) 
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Alignement des séquences protéiques partielles de NK2.1 
 
 
Drosophila      NLSSIHHLQNLHSQHQSTLFNSNHSTPFSVTDILSPIEESYRKLELNGNPPS----PFRS 
Daniorerio      -----------------MSLSPKHSTPFSVSDILSPIEETFKKFAAMESSASLASPLYRQ 
Pdumerilii      -------------------------MLLDHHDILSPIEEHYKKTTIEASIPPLV-PGYRN 
Sepiaoff        ----VCKLDVSVVPLESMSLSPKHTTPFSVTDILSPIEETYKKTTIEASIPP---PSYRN 
                                           :.  ******** ::*     . ..     :*. 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                    5         15        25        35        45        55      
 
Drosophila      NSS-----SSSINSPGTLTTSTMANPYAMGTLYHSPG--VQTYCGPTDNLSLAGHYTDMR 
Daniorerio      SQ------VSQANLQQHSMSHNAYHMPHSQFSHSTMGGYCNGTIGAMGDLPSYQESMRN- 
Pdumerilii      QQS--ATSMTSMSGMAAAAAGNPYHNYVPQLSHHSTSAFPSQYCNGS-DLSHYGDPMSMS 
Sepiaoff        SQHPQAGGVTGMSVTGVQPASSAYHNYVPPLSHHXTIXFTTQYCNGS-DIGHYGDA---- 
                ..       :  .      : .  :       :           .   ::    .      
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                    65        75        85        95       105       115      
 
Drosophila      ---NSASWYGSTANDPRFA----------------ISRLMSSS-ASGTMS---HMGNMSG 
Daniorerio      -GATATAWYGSNP-EPRY---------------PTISRF---------------MGPSAG 
Pdumerilii      TRHSSASWYSANP-DPRLT--ISRLMGPSSCSMSGVSGMSGMTGMSGTMN--HMNMNMTG 
Sepiaoff        -RQTTPGWYTTNP-DPRFTNFVQNCRSYPTWIEEEVSRLMGTS--SCAMS--PMSSSMSH 
                   .:..** :.. :**                  :* :                   :  
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   120       125       135       145       155       165      
 
Drosophila      LAACSVS--DSKP--LQFPLAQRRKRRVLFTQAQVYELERRFKQQRYLSAPEREHLASLI 
Daniorerio      MNMGTLPGMDASKSMVTLHAAPRRKRRVLFSQAQVYELERRFKQQKYLSAPEREHLASMI 
Pdumerilii      MNMSGLGGLDQKT-GMQFPMTQRRKRRVLFTQAQVYELERRFKQQKYLSAPEREHLASMI 
Sepiaoff        VNMSALGGLDQKPPGVRFPITQRRKRRVLFSQAQVYELERRFKTQKYLSAPEWEHLASMI 
                :    :   * .   : :  : ********:************ *:****** *****:* 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   175       185       195       205       215       225      
 
Drosophila      HLTPTQVKIWFQNHRYKCKRQAKRKAMAEQNQHN-QPASSPRRVAVPVLVKDGKPCSGNN 
Daniorerio      HLTPTQVKIWFQNHRYKMKRQAKDKASQQQDSGNMCAQQSPRRVALPVLVK-----DGKP 
Pdumerilii      NLTPTQVKIWFQNHRYKNKRAQKDKEKLDQQSG---SQHSPKRVAVPVLVKDGKPCTGSN 
Sepiaoff        NLTPTQVKIWFQNPRYKCNPQKKKKKKMKSILH---PHKATK--------------TKKK 
                :************ *** :   * *   ..      .  :.:                .  
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   235       245       255       265       275       285      
 
Drosophila      SSSQSQQHGTNSTSAGNNTGSANNGNANSGIVSVTANVSGGLNLITGDAPNSHSPDTSSS 
Daniorerio      CQNGSGTP----------------------------------TPIHQQVQSVLGSETLAS 
Pdumerilii      SSEEGGHPGHSSGGHGGNLGGTTAVVSPPSNGPHMADSPT--LPMAGSPSGSLSVDTSHS 
Sepiaoff        NNKTGGHP------------------PPPQGG----------IPGRGEKRQTLALRVREE 
                 .. .                                          .     .  .  . 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   295       305       315       325       335       345      
 
Drosophila      LLASYGTVGGSNVAMLQQPCNNTLMSNSLAMAYRNQNNFIFNGHQQQCGGYLPLQGRAW 
Daniorerio      AEDLEEMSPSPPLMGGLSQT----DAALIEYTSSMVSSNLLYGRTW------------- 
Pdumerilii      LSAHTSPQSSLNSIHMHNAA----LNYSAAAANMSSSSYLLNGRTW------------- 
Sepiaoff        TTPKF--QNRAPSIGKPNPK----PXPSGGAR---RNTRFLN----------------- 
                                 .                  .. ::                   
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   355       365       375       385       395       405      
 
 

homéodomaine, EH1 
Pdumeriliis dumerilii (Lophotrochozoaire, Annélide), Sepia officinalis (Mollusque, 
Céphalopode), Danio rerio (Vertébrés, téléostéen), Drosophila melanogaster 
(Ecdysozoaire, Arthropode)
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Alignement des séquences nucléotidiques partielles de shh 
 
                    
 
 
Drosophila      CGGCATCCGGCTGCTGGTCACCGAGAGCTGGGACGAGGACTACCATCACGGCCAGGAGTC 
Musmusculu      TGGAGTGAAGCTGCGAGTGACCGAGGGCTGGGATGAGGACGGCCATCATTCAGAGGAGTC 
Hasinina        GGGAGTCAAGCTGCGGGTCACCGAGGCATGGGATGAGGATGGCACTCACTCAAAGGATTC 
Patellavul      AGGAGTTATGTTACGAGTGACGGAAGCGTGGAATGATAACAATTCTCATGCTAAAGATTC 
Octopusbim      TGGAGTAAAATTACGCGTGACTGAAGCTTGGGATACACAGGGCCACCATGCACCCACATC 
Euprymnasc      TGGTGTCAAATTACGAGTGACCGAAGCCTGGGACACGGAGGGGCACCATGCGCCCACTTC 
Sepiaoff        ----GTGAAATTACGAGTTACCGAGGCTTGGGACACGGAGGGACACCACGCTCCCACCTC 
                     *     * *  ** ** **    *** *     *       **          ** 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                    5         15        25        35        45        55      
 
Drosophila      GCTCCACTACGAGGGCCGAGCGGTGACCATTGCCACCTCCGATCGCGACCAGTCCAAATA 
Musmusculu      TCTACACTATGAGGGTCGAGCAGTGGACATCACCACGTCCGACCGGGACCGCAGCAAGTA 
Hasinina        TCTACATTATGAGGGCAGAGCTGTAGATATCACCACCTCGGATAAAGACAGAGCCRAATA 
Patellavul      CCTCCATTACGAGGGACGGGCTGTAGACATAACAACGTCAGATAAAGACAGGGCTAAATA 
Octopusbim      ACTTCACTACGAGGGTCGAGCAGTGGACATAACTACTAGTGATCGAGTTCGATCACGCTA 
Euprymnasc      GCTGCACTATGAGGGTCGGGCGGTAGACATCACCACCAGCGACAGGGAACGATCCAGATA 
Sepiaoff        ACTACACTACGAAGGACGAGCCGTGGACATCACCACCAGCGACCGAGAGCGATCCCGATA 
                 ** ** ** ** **  * ** **    **  * **    **    *           ** 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                    65        75        85        95       105       115      
 
Drosophila      CGGCATGCTCGCTCGCCTGGCCGTCGAGGCTGGATTCGATTGGGTCTCCTACGTCAGCAG 
Musmusculu      CGGCATGCTGGCTCGCCTGGCTGTGGAAGCAGGTTTCGACTGGGTCTACTATGAATCCAA 
Hasinina        TGGTATGCTCGCGCGCCTCGCTGTGGAATCGGGTTTTGATTGGGTCTACTACGAGTCTCG 
Patellavul      TGGTATGTTAGCACGTCTGGCAGTAGAAGCCGGTTTTGATTGGGTGTATTATGAATCACG 
Octopusbim      TGGGATGCTGGCGCGTTTAGCTGTGGAAGCAGGCTTTGACTGGGTTTACTACGAGTCAAG 
Euprymnasc      TGGAATGTTGGCCAGGTTAGCCGTTGAAGCTGGCTTTGACTGGGTCTATTATGAATCTCG 
Sepiaoff        TGGCATGTTGGCCAGATTAGCAGTCGAAGCCGGCTTTGACTGGGTCTATTATGAATCCAG 
                 ** *** * **  *  * ** ** **  * ** ** ** ***** *  ** *        
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   120       125       135       145       155       165      
 
Drosophila      GCGCCACATCTACTGCTCCGTCAAGTCAGATTCGTCGATCAGTTCCCACGTGCACGGCTG 
Musmusculu      AGCTCACATCCACTGTTCTGTGAAAGCAGAGAACTCCGTGGCGGCCAAATCCGGCGGCTG 
Hasinina        GAATCATATTCATTGTTCCGTAAAGTCGGATTCCTCTGTGGCGATCAAAATC-------- 
Patellavul      TGGTCATATACACTGTTCAGTGAAATCAGATTCATCGGTTGCCATTAAAATAGGGGGATG 
Octopusbim      AAGCCACATTCACTGTTCAGTGCGATCGGATTCGCTTGATACTACCCACTACGGAGGATG 
Euprymnasc      GAGTCATATCCACTGTTCAGTCAGATCTGACTCTGTGGCTGCTTCTAACTACGGTGGATG 
Sepiaoff        GAGTCATATCCACTGTTCAGTCAGATCAGACTCTGTGGCTGCTTCTAACTACGGTGGGTG 
                    ** **  * ** ** **     * **                 *             
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   175       185       195       205       215       225      
 
Drosophila      CTTCACGCCGGAGAGCACAGCGCTGCTGGAGAGTGGAGTCCGGAAGCCGCTCGGCGAGCT 
Musmusculu      TTTCCCGGGATCCGCCACCGTGCACCTGGAGCAGGGCGGCACCAAGCTGGTGAAGGACTT 
Hasinina        ------------------------------------------------------------ 
Patellavul      TTTCCCAGGTACGGG---AGTTTTACAGACAGAAACAGGCTGGAAAACCATGTCACAAGT 
Octopusbim      CTTCCCAAGAACAGGCAAAGTCGTTGTTCGAAACAAAGGCACCATAACCCTGGACCAGTT 
Euprymnasc      TTTCCCTATGAATGGGCAAGTGACTGTACAGGGTAAAGGAACCGTACAGTTGTCCCAACT 
Sepiaoff        TTTCCCCATGAGCGGACAAGTGAAGGTACAAGGTAAAGGAACTTTACCATTGTCACAGCT 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   235       245       255       265       275       285    
 
 
 
 
 
   
                                                                             
 

HH-F2 
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Drosophila      CTCTATCGGAGATCGTGTTTTGAGCATGACCGCCAACGGACAGGCCGTCTACAGCGAAGT 
Musmusculu      ACGTCCCGGAGACCGCGTGCTGGCGGCTGACGACCAGGGCCGGCTGCTGTACAGCGACTT 
Hasinina        ------------------------------------------------------------ 
Patellavul      AGTAGCCGGGGACAGTGTTTTAAGTATGAATAGCAATGGGAAATTAGAATACAGTCCAGT 
Octopusbim      AAAAGTTGGTGACAGCGTTTTATCGGTCGACCTTCAAGGCGAGTTAACTTACAGTGAAGT 
Euprymnasc      AAAGGTAGGGGACGAAGTCCTTGCGTTGAATTCCCAGGGAAAATTGGTTTACAGCGAAGT 
Sepiaoff        AAATGTAGGAGATGAGGTTCTTTCAATGAATGCCGACGGCAAATTGGTTTACAGCGAAGT 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   295       305       315       325       335       345      
Drosophila      GATCCTCTTCATGGACCGCAACCTCGAGCAGATGCAAAACTT-TGTGCAGCTGC-ACACG 
Musmusculu      CCTCACCTTCCTGGACCGCGACGAAGGCGCCAAGAAGGTCTTCTACGTGATCGAGACGCT 
Hasinina        ------------------------------------------------------------ 
Patellavul      TATAGCGTTTATAGACAGAAATGAACGGGAGTTGGAACGGTATATCACTCTTC--ATACG 
Octopusbim      GATAGCATTTTTGGACACCAATAAGGATTCTAGTGGCTACTTTCACCGAATTG--AAACA 
Euprymnasc      CATCGCTTTCCTTGACATCAAGAACGATACCAGCGGTCATTTCTATGTGCTTG--AGACA 
Sepiaoff        CATCGCCTTCCTCGACATAAAGAATGATACCAGTGGCCATTTTTACAAGATTG--AAACT 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   355       365       375       385       395       405      
                                                                            
Drosophila      GACGGTGGAGCAGTGCTCACGG-TGACGCCGGCTCACCTGGTTAGCGTTT---------- 
Musmusculu      GGAGCCGCGCGAGCGCCTGCTGCTCACCGCCGCGCACCTGCTCTTCGTGGCGCCGCACAA 
Hasinina        ------------------------------------------------------------ 
Patellavul      GAAGATAAAAAAGACATT-ACGTTAACATCTAAACACCTCATTTACATGTCGACATCAAA 
Octopusbim      GAGAACGGCCATACAATT-CGACTGACCGGAAAGCACTTAATTTATTCCTCTTACACAAA 
Euprymnasc      GAAAATGGTCACAAGGTT-CACCTGACCGGCAAACACCTCATCTACACTTCCGAAACAAA 
Sepiaoff        GAAAGTGGTCACGAGGTA-CATCTGACCGGCAAACATCTCATCTACTCTTCCGATACGAA 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   415       425       435       445       455       465      
                                                                             
 
Drosophila      ---------------------------------------------- 
Musmusculu      CGACTCGGGGCCCACGCCC--GGGCCAAGCGCGCTCTTTGCCAGCC 
Hasinina        ---------------------------------------------- 
Patellavul      CGTCACAACCGATGACGTAACAGACTCTTTTAATGTGGTGTATGCC 
Octopusbim      TCGAACACGGTTTGACCTG---AATGACAATGATTCTGAGTTCGAA 
Euprymnasc      TCGGACCTCATTCGTGCTT---GACTCTGCAAGTTCCCGATTCGAA 
Sepiaoff        CCGGACCTCTTTTGTCCTC---GACTCTGTAGATTCTCGATTC--- 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|. 
                   475       485       495       505       515         

 
 

Haliotis asinina (Mollusque, Gastropode), Patella vulgata (Mollusque, Gastropode), 
Octopus bimaculoides (Mollusque, Céphalopode), Euprymna scolopes (Mollusque, 
Céphalopode), Sepia officinalis (Mollusque, Céphalopode) 
 
 

HH-R3 
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Alignement des séquences protéiques partielles de SHH  
 

 
 

Drosophila      ADRLMSKRCKEKLNVLAYSVMNEWPGIRLLVTESWDEDYHHGQESLHYEGRAVTIATSDR 
Musmusculu      ADRLMTQRCKDKLNALAISVMNQWPGVKLRVTEGWDEDGHHSEESLHYEGRAVDITTSDR 
Hasinina        -------RCKEKLNMLAISVMNQWPGVKLRVTEAWDEDGTHSKDSLHYEGRAVDITTSDK 
Patellavul      -------RCQDKLNSLAVSVMNNWKGVMLRVTEAWNDNNSHAKDSLHYEGRAVDITTSDK 
Octopusbim      -------RCKDKLNTLAIAVMNEWPGVKLRVTEAWDTQGHHAPTSLHYEGRAVDITTSDR 
Euprymnasc      -------RCKDKLNSLAIAVMNEWPGVKLRVTEAWDTEGHHAPTSLHYEGRAVDITTSDR 
Sepiaoff        --------------------------VKLRVTEAWDTEGHHAPTSLHYEGRAVDITTSDR 
                                          : * ***.*: :  *.  ********* *:***: 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                    5         15        25        35        45        55      
 
Drosophila      DQSKYGMLARLAVEAGFDWVSYVSRRHIYCSVKSDSSISSHVHGCFTPESTALLESGVRK 
Musmusculu      DRSKYGMLARLAVEAGFDWVYYESKAHIHCSVKAENSVAAKSGGCFPGSATVHLEQGGTK 
Hasinina        DRAXYGMLARLAVESGFDWVYYESRNHIHCSVKSDSSVAIKI------------------ 
Patellavul      DRAKYGMLARLAVEAGFDWVYYESRGHIHCSVKSDSSVAIKIGGCFPGTGVLQTETG-WK 
Octopusbim      VRSRYGMLARLAVEAGFDWVYYESRSHIHCSVRSDSLDTTHYGGCFPRTGKVVVRNKGTI 
Euprymnasc      ERSRYGMLARLAVEAGFDWVYYESRSHIHCSVRSDSVAASNYGGCFPMNGQVTVQGKGTV 
Sepiaoff        ERSRYGMLARLAVEAGFDWVYYESRSHIHCSVRSDSVAASNYGGCFPMSGQVKVQGKGTL 
                 :: **********:***** * *: **:***:::.  : :                    
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                    65        75        85        95       105       115      
 
Drosophila      PLGELSIGDRVLSMTANGQAVYSEVILFMDRNLEQMQNFVQLHT-DGGAVLTVTPAHLVS 
Musmusculu      LVKDLRPGDRVLAADDQGRLLYSDFLTFLDRDEGAKKVFYVIETLEPRERLLLTAAHLLF 
Hasinina        ------------------------------------------------------------ 
Patellavul      TMSQVVAGDSVLSMNSNGKLEYSPVIAFIDRNERELERYITLHT-EDKKDITLTSKHLIY 
Octopusbim      TLDQLKVGDSVLSVDLQGELTYSEVIAFLDTNKDSSGYFHRIET-ENGHTIRLTGKHLIY 
Euprymnasc      QLSQLKVGDEVLALNSQGKLVYSEVIAFLDIKNDTSGHFYVLET-ENGHKVHLTGKHLIY 
Sepiaoff        PLSQLNVGDEVLSMNADGKLVYSEVIAFLDIKNDTSGHFYKIET-ESGHEVHLTGKHLIY 
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|  
                   120       125       135       145       155       165      
                                                                             
 
Drosophila      VWQPE------SQKLT---FVFADRIEEKNQVLVRDVET 
Musmusculu      VAPHNDS--GPTPGPS---ALFASRVRPGQRVYV----- 
Hasinina        --------------------------------------- 
Patellavul      MSTSNVTTDDVTDSFN---VVYADDVIEGDYVLV----- 
Octopusbim      SSYTNRTRFDLNDNDSEFEATYADQVQIGD--------- 
Euprymnasc      TSETNRTSFVLDSASSRFEAIYADHTQIGD--------- 
Sepiaoff        SSDTNRT------------SFVLDSVDSRF--------- 
                ....|....|....|....|....|....|....|.... 
                   175       185       195       205       

 
 

Haliotis asinina (Mollusque, Gastropode), Patella vulgata (Mollusque, Gastropode), 
Octopus bimaculoides (Mollusque, Céphalopode), Euprymna scolopes (Mollusque, 
Céphalopode), Sepia officinalis (Mollusque, Céphalopode) 
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Annexe 3 
 
Protocole d’extraction d’ADN 
 
 
 
 
Technique QIAgen Kit DNeasy Tissue® 
 
 
 

180µl 
tampon ATL

Remise en
suspension

+ 20µl 
protéinase K

Vortex 15s

200µl 
tampon AL

Incubation à 55°C
pendant 2h 

minimum

70°C pdt 10min

200µl 
d’éthanol (96-100%)

6 000g, 1 min

Changement
de tube

6 000g, 1 min

500µl 
tampon AW 1

Changement
de tube

10 000g,
3 min

500µl 
tampon AW 2

Changement
de tube 2ml

100µL 
EDS

Température 
ambiante 1 min

6 000g, 1 min
1 x

200µl éluat

Précipité blanc
ou gélatineux

Précipité blanc
à transférer 

dans la colonne

Morceau 
de tissu 
~30 mg

Fragmentation du
morceau de tissu 

PCR

180µl 
tampon ATL

Remise en
suspension

+ 20µl 
protéinase K

Vortex 15s

200µl 
tampon AL

Incubation à 55°C
pendant 2h 

minimum

70°C pdt 10min

200µl 
d’éthanol (96-100%)

6 000g, 1 min

Changement
de tube

6 000g, 1 min

500µl 
tampon AW 1

Changement
de tube

10 000g,
3 min

500µl 
tampon AW 2

Changement
de tube 2ml

100µL 
EDS

Température 
ambiante 1 min

6 000g, 1 min
1 x

200µl éluat

Précipité blanc
ou gélatineux

Précipité blanc
à transférer 

dans la colonne

Morceau 
de tissu 
~30 mg

Fragmentation du
morceau de tissu 

PCR
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Annexe 4 
 
Protocole d’extraction d’ARN 
 
 

Extraction des ARN au Tri Reagent® 
 
 

1. Suspendre le tissu dans du Tri Reagent® : 1 mL de Tri Reagent pour 50 à 
100 mg 

2. Incuber 5 min à T ambiante. 
3. Ajouter 0.2 mL de chloroforme par  mL de Tri Reagent Agiter 

vigoureusement par inversion pendant 15 sec 
4. Incuber à T ambiante 2 à 15 min 
5. Centrifuger 12000rpm 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 être récupéré pour une 
autre manip) 

 
6. Récupérer la phase aqueuse dans un nouveau tube sans prélever l’anneau de 

l’interface. 
7. Rajouter 0.5 mL d’isopropanol par mL de Tri Reagent 
8. Incuber 10 min à température ambiante 
9. Centrifuger 12000rpm 15 min 4 °C (programme 17) : L’ARN précipite en 

culot 
10. Enlever le surnageant 
11. Laver le culot avec 1 mL d’éthanol 75%  par mL de Tri Reagent 
12. Centrifuger 10000rpm 10 min 4 °C (programme 18) 
13. Enlever le surnagent par inversion et laisser sécher sous la hotte ( ne pas 

dessécher le culot) 
14. Reprendre le culot dans 20 à 40 µL d’eau DEPC 
15. Incuber 10 min à 55 à 60 °C 
16. Congeler à – 80 °C 
17. Diluer l’ARN dans 60 µL d’eau DEPC pour faire la lecture de densité 

optique à 260 nm 
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Annexe 5 
 
Carte du plasmide pCR® 4-TOPO® (Invitrogen) utilisé lors des clonages de 
séquences PCR 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
Le plasmide possède un gène de résistance à la kanamycine et un gène de résistance 

à l’ampicilline, utilisé pour la sélection des clones. 
pUC ori désigne l’origine de réplication du plasmide. 
Plac est le promoteur du gène LacZ codant pour la β-galactosidase. 
Les sites « M13 reverse » et « M13 forward  » encadrant le site de ligation du 

produit PCR sont reconnus par des amorces correspondantes fournies dans le kit 
permettant une PCR test. 

T3 et T7 « priming sites » correspondent aux sites d’hybridation entre l’ARN et la 
polymérase T3 ou T7 utilisées pour la  synthèse de sonde. 
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Annexe 6 
 
Protocole de synthèse de sonde 
 

 
 
Kit de transcription Roche ® 
 
Mix  

Plasmide linéaire (au moins insert + site)          7 µl 

Mix U            2 µl (1 DigUTP+ 1 UTP) 

Mix ACG           6 µl (2 ATP +2 CTP + 2 

GTP) 

Tp 10x            2 µl 

Rnase inhibitor          1 µl 

RNA polymérase (sp6, T7 ou T3… selon plasmide)     2 µl 

Volume final          20 µl  

 

- Mélanger doucement, centrifuger brièvement si nécessaire 

- Incuber ON à 37°C (2h au minimum) 

- Ajouter 2 µl de DNAse I, incuber 30 min à 37 °C 

- Stopper la réaction avec 2 µl EDTA 0,2M pH 8 

 

- Faire migrer 2 µl de sonde et 2 µl de bleu sur un gel agarose à 1% � Bande 

de la taille attendue présente 

� Précipitation au chlorure de lithium (cf. protocole en annexe 3) 

Reprendre le culot dans 100µl d’eau MiliQ® (Eurobio) 

Lecture des rapports de densité optique et calcul de la concentration 
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Annexe 7 
 
Solutions utilisées pour les HIS in toto 
 
 
PBS 10X    

KCl   0,5g 
KH2PO4  0,5g 
NaCL  20g 
Na2HPO4,2H2O 2,87g 

 qsp H2O 250ml 
Autoclaver  
 
 
SSC 20X    
  

Citrate de Sodium  3M 
 88,2g 

NaCl  3M 
 175,3g 

H2O   
 800ml 

NaOH jusque pH 7 
  qsp H2O  1L 

 Autoclaver 
 
 
SDS 20% 

10g dans 50ml H2O 
 
 
PTW 

PBS 1X  100ml 
Tween 0,1% 100µl 

 
 
SH      

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

qsp H2O (15,05ml) 70ml 
 
 
BS = Buffer pour blocking solution 
MABT 

Maleic acid     100mM 
 5,8g 

NaCl     150mM, pH 7,5 4,35g 
NaOH    3,5g 
Tween    5,5ml 

 qsp H2O    500ml 
 
 
 
BB 10% 

blocking powder 2g dans 20ml AP 
buffer, chauffer au micro-onde pour 
dissoudre 
Aliquoté la solution non utilisée et Stocké 
à -20°C 
 
 
AP buffer (Tampon phosphatase 
alcaline) 
Respecter l’ordre 
     Tris pH9.5  100mM 12,1g 

NaCl   100mM 5,85g 
MgCl2,6H2O 50mM  4,76g 

qsp H2O    1L 
 Tween 20 0,1%  1ml 

 
 
RNase buffer 

NaCl    500mM       29,25g 
Tris HCl pH 8   10mM           1,57g 
EDTA      1mM  0,37g 

qsp H2O    1L 
 
 
RNase A solution 

RNase A     20mg 
Acetate Na 0,01M, pH 5,2  2ml 
Chauffer  à 100°C pdt 15min, laisser 

refroidir 
Ajout 0,1 volume (200µl) Tris HCL1M, 

pH 7,4 
Aliquoté en 250µl. Stocké à -20°C 
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H2O DEPC (diethylpyrocarbonate) 0,1% 
 H2O  500ml 
 DEPC  500µl 
Au moins une nuit à 37°C 
Autoclaver 45min 
 
 
 
Levamisol 100mM 24mg/ml H2O 
Aliquoté en 180µl. Stocké à -80°C  
 
 
 
 
Héparine   5mg/ml de SSC 4X 
Aliquoté en 500µl. Stocké à -20°C. 
 
 
 
 
tRNA     100mg/ml d’H2O 
Ajouter directement 1ml d’H 2O dans le flacon d’origine 
Aliquoté en 50µl. Stocké à -20°C. 
 
 
 
 
FBS 
A décomplémenter  
Décongeler puis 30 min à 56°C (bain-marie) 
Aliquoté en 1,8 ml 
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Annexe 8 
 
Protocole d’HIS in toto 
 
 

 
 

1,1ml 
60%Me

tOH 

PTW 

PTW  
+ PK 

0,5ml 
30%Me

tOH 

PTW 

5mi 5mi 5mi

5mi 5mi 40mi

PFA 
3,7%  

 

SH  

0,9ml 

50%PT
W 

 

15mi 5mi

1ER Jour  

1,8ml PTW 

0,9µl ProtéinaseK (20mg/ml) 

PTW : 260µl de Tween 20 

           qsp 260ml PBS 1X  

SH : 125ml formamide 
        62,5ml SSC 20X 

        2,5ml Tween 20 

        6,25ml SDS 20% 
         qsp 250ml H O 

180µl PFA 37% 
qsp 1,8ml PTW 

(1,62ml) 

1,8ml SH 
9µl héparine (5mg/ml) 

1,8µl tRNA (100mg/ml)  

à 

1,5ml SH 
6µl tRNA (100mg/ml)  

300ng/ml sonde  
10µl héparine 

(5mg/ml) 

Pour 9 bêtes + 5 pré 
absorptions :  

PTW 

5mi

  

  

 

 

La 

Tp Hybri 
Tp Hybri 

+ 
sonde 

6 

Tp Hybri 
préabsorption 

2ème Jour  

Pré absorption de l’anticorps 

1,8µl AbDIG  
18µl FBS* 

900µl BS 

à 4°C toute la journée 

 

*FBS :sérum de veau 
décomplémenté (56°C pdt 30 

  

  

 

 

La nuit 

Tp 
Hybri 

Tp 
Hybri 

+ 

6 heures 

La nuit 

Tp Hybri 
préabsorptio

n 
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BS 
 

La nuit à 4°C 

3ème Jour  

à 4°C 

Antidig 
Ab 

BS 
 

BS 
 

BS 
 

 
 

La nuit 

30s 30s 

30min 

SH 

 
SH 

 

 
SH 

 

SH  

SH 

SH 

30s 30s 30min 

30min 30min 30min 
SSC 2X 

BS BS 
 

BB 4% 
BS 

0,9ml 
50% Tp 
RNase 

BS 

15mi 15mi 5mi

5mi 1

2ème Jour  

  
0,45ml 

25% SH 

0,9ml 
50% SH 

50% 

15min  

Antidig  
Ab   

La nuit à 4°C 

à 65°C 

15min 

720µl BB 10% 
270µl FBS 
810µl BS 

450µl 
antidig 

1,8ml BB 2% 

15min 

BB 2% : 540µl BB 10% 
             450µl FBS 

       qsp 1,8ml BS 
(810µl) 

à 55°C 

à T°C ambiante 

tampon 
RNase 

RNase A 
5min 1 à  

37°C 

18µl RNase A (10mg/ml) 

qsp 1,8ml tampon RNase  
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Antidig  

Ab   

BS 

BS 

 

BS 

BS 

La nuit à 4°C 
30 30

30m La 

AP 
levaniso

l 

AP 
levamis

ol 

 

 

 

NBT 

BCIP 

5min 24-72H 

PTW   

PBS 

PFA 

3,7%  

 

PTW 

PBS 

5min min 24H 

5min 5min 

5mi

5min 

à T°C ambiante 

à 4°C à T°C ambiante 

180µl PFA 37% 
qsp 1,8ml PTW 

(1,62ml) 

à l’obscurité 

AP 1,8ml + 18µl 
levamisol 
BCIP 6,66µl (50mg/ml) 
NBT 6,66µl (100mg/ml) 

9µl levamisol (100mM) 

qsp 1,8ml tampon AP 

4ème Jour  
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