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Gènes du développement et évolution. La transition 
des nageoires aux membres des tétrapodes

Cours #6, 21 juin 2022, 17h

Rappel des notions du cours #5, études du
développement des nageoires et expression des gènes Hox 

chez le poisson à poumon australien, régulation fine des gènes Hox 
dans les membres chiridiens et ptérigiens et utilisation de ces mécanismes

comme critère d'homologie super-profonde. Conclusions du cours 2021-2022
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Denis Duboule

2021-2022
Gènes du développement et évolution. La transition 

des nageoires aux membres des tétrapodes

Déroulé du cours
Cours 1: Des nageoires aux membres, introduction, définitions des membres ptérygiens et chiridiens,
notions de phylogenèse des animaux à membres pairs, fossiles.

Cours 2: Homologies 'classiques', 'profondes', 'super-profondes', développement embryonnaire des
membres tétrapodes, développement de l'appareil cartilagineux, branchements et segmentation

Cours 3: Développement des membres ptérygiens (nageoires), AER versus AEF, squelette dermique
(exo-) versus squelette endochondral (endo-), origine de l'exosquelette

Cours 4: Utilisation de marqueurs génétiques, gènes Hox et marquages cellulaires, inactivations
fonctionnelles et mutagenèse chez le poisson-zèbre

Cours 5: L'études d'espèces 'intermédiaires', poisson-spatule, roussette, poissons à poumons, nous
éclaire-t-elle sur les homologies possibles?

Cours 6: Homologies super-profondes (mécanistiques, régulatives..) et conservation des régulations
dans les membres ptérygiens et chiridiens. Conclusions
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Rappel; Les gènes Hox13 et les autopodes

*Deux clusters de gènes Hox (sur les
quatre) furent 'recrutés' pour
fonctionner dans les membres, A et D.

*Les gènes #13 sont impliqués dans la
fabrication des autopodes.

*L'inactivation des gènes Hoxa13 et
Hoxd13 produit des animaux
pratiquement sans autopodes.

Denis Duboule/2021-2022
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Rappel; Inactivation fonctionnelle des gènes Hox13 

La fonction des différents gènes 13 est alors évaluée par un
approche de perte de fonction utilisant CRISPR/cas9
(lignées et croisements pour KO multiples). Examen des
spécimens par micro CT-scan

contrôle

Hoxd13a-/-

Hoxa13b-/-

Hoxa13a-/-

Hoxa13a-/-

Hoxa13b-/-

Hoxd13a-/-

Hoxa13a-/-

Hoxa13b-/-

Morphologie 'normale'

Morphologie app 'normale'

Rayons réduits en longueur, endosquelette normal

Rayons réduits en longueur, endosquelette normal

Rayons très réduits en longueur, endosquelette augmenté 
de app 10% (masse) et augmentation de #radiaux distaux

Rayons très réduits en longueur, endosquelette augmenté 
de app 10% (masse) et augmentation de #radiaux distaux, 
plus un 'pattern' anormal de radiaux proximaux (?)

Denis Duboule/2021-2022
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Rappel; Conclusion et hypothèse 

adultdéveloppement

souris

Hox13

ZF

Hox13-/-

contrôle

Hox13-/-

Les gènes Hox13 marquent les cellules distales
du bourgeon du membre amniote. L'inactivation
de ces gènes conduit à la perte des structures
les plus distales (les autopodes).

Chez le ZF, les gènes Hox13 marquent
également les cellules distales (?) du bourgeon
de la nageoire (mais voir Ahn and Ho..). Ces
cellules migrent dans le repliement
ectodermique et participent au squelette
dermique. Leur inactivation affecte ce squelette
et augment légèrement la partie endochondrale

Interprétation: En absence de protéine HOX13,
les cellules du mésenchyme du disque
endochondral ne migrent plus dans le repli et
donc vont faire plus de disque endochondral..

Hox13-/-

Denis Duboule/2021-2022

résultat

hypothèse
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https://france3-regions.francetvinfo.fr/paris-ile-de-france/paris/paris-tour-eiffel-130-ans-1647182.html

information qualitative (1er, 2ème, 3ème...)

information topologique (le plus distal..)

Denis Duboule/2021-2022

Dans le contexte du développement des membres (chiridiens et ptérygiens), 
les gène Hox déterminent-ils une structure ou une position relative?

Chez la souris, le double mutant Hox13 induit-il la perte des 'mains'  ou la 
perte 'de la partie la plus distale des membres'?

Rappel; Information de qualité ou de position?
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*Partager des histoires développementales (?) Des mécanismes? Des linéages?... 

*Des structures homologues (homologie simple, profonde ou ontologique?)

Comment faire avancer la discussion?

Trois angles d'attaque:

*Poursuivre et creuser les analyses chez le ZF (outils génétiques et cellulaires..imagerie..).

*Comparer avec d'autres systèmes 'phylogénétiquement''intéressants' afin de voir si telle ou
telle hypothèse est confirmée/infirmée.

*Comparer les systèmes de régulations de ces gènes Hox en détails pour estimer la
profondeur de l'homologie...

Rappel; Autres possibilités...
Denis Duboule/2021-2022
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Les auteurs procèdent à un criblage génétique par gain de
fonction, en utilisant le mutagène ENU (N-nitroso-N-éthylurée (fr)
-N-ethyl-N-nitrosourea (ang.), qui agit par transfert du groupe
éthyl de l'ENU sur une base d'ADN (en général la thymine).
Efficacité très élevée de 1 hit par 700 loci...

Rappel; Mutagenèse chez le poisson-zèbre
Denis Duboule/2021-2022

9

1) partie 'proximale/intermédiaire

2) partie 'dépendante'....(mais 13 dans endosquelette..)

3) points d'interrogation pour le zeugopode...

4) point d'interrogation pour le domaine 13 de neoceratodus

Rappel; Conclusion de l'étude (commentaire)
Denis Duboule/2021-2022
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*Partager des histoires développementales (?) Des mécanismes? Des linéages?... 

*Des structures homologues (homologie simple, profonde ou ontologique?)

Comment faire avancer la discussion?

Trois angles d'attaque:

*Poursuivre et creuser les analyses chez le ZF (outils génétiques et cellulaires..imagerie..).

*Comparer avec d'autres systèmes 'phylogénétiquement''intéressants' afin de voir si telle ou
telle hypothèse est confirmée/infirmée.

*Comparer les systèmes de régulations de ces gènes Hox en détails pour estimer la
profondeur de l'homologie...

Denis Duboule/2021-2022
Rappel; Autres possibilités...
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Rappel; Etude du poisson-spatule (spatulaire)

chondrostéens

phylogénie adaptée de P. Janvier (1996)

sarcoptérigiens

actinoptérigiens

chondrichtyens

Les éléments proximaux
semblent former une
structure 'homologue', au
niveau anatomique. Peut-on
étayer cela avec des
marqueurs moléculaires?

téléostéensholostéens

esturgeon poisson-spatule

poisson-zèbre

Acipenseriformes (espèces assez proches)

les chondrostéens sont
considérés comme les
actinoptérigiens les plus
primitifs, en partie car ils
ont un squelette qui est
incomplètement ossifié,
principalement formé de
cartilages.

Denis Duboule/2021-2022
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Rappel; Etude du poisson-spatule (spatulaire)

Stade 45

2016

HoxA

Denis Duboule/2021-2022
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Rappel; Gènes Hox chez la petite roussette  

phylogénie adaptée de P. Janvier (1996)

petite roussette
(saumonette)

chondrichtyens
(poissons cartilagineux,

requins..)

Denis Duboule/2021-2022
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La roussette est un poisson cartilagineux, et par conséquent moins 
informatif concernant les relations entre endo- et exo-squelette, ce 
dernier (lépidotriches) étant inexistant (mais des actinotriches sont 
là. La nageoire se compose de rayons cartilagineux et d'une 
plaque de polygones de cartilages dans son aspect antérieur.

Denis Duboule/2021-2022
Rappel; Gènes Hox chez la petite roussette  

15

Les auteurs concluent à une
expression 'biphasique' des
gènes Hoxd. Ces deux phases,
qui ne semblent pas co-exiser, ne
sont pas totalement évidentes (à
mes yeux) et certainement pas
comparables aux deux phases
observées chez les amniotes.

Denis Duboule/2021-2022
Rappel; Gènes Hox chez la petite roussette  
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Denis Duboule/2021-2022
Rappel; Gènes Hox chez la petite roussette  
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Rappel; Les gènes Hoxd; deux phases distinctes

:Croissance distale. Gènes d'abord exprimés 
dans les FUTURES cellules proximales (vert), 
mais qui sont distales à 9.5 (...) puis dans les 
cellules distales (noir)

t1 (E9.5)

t2 (E11)

zeugopode
stylopode

autopode

autopode

zeugopode

stylopode

mésopode

Denis Duboule/2021-2022
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Poissons sarcoptérygiens

oiseaux
squamata

mammifères

-370 -350 -300
Arthur Escher / Robin Marchant

http://editionslep.ch
*Les plus proches
survivants de la lignées
dont sont dérivés les
tétrapodes

osseux

cartilagineux

Denis Duboule/2021-2022
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Poissons sarcoptérygiens

oiseaux
squamata

mammifères

-370 -350 -300
Arthur Escher / Robin Marchant

http://editionslep.ch
*Les plus proches
survivants de la lignées
dont sont dérivés les
tétrapodes

Denis Duboule/2021-2022
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Etude du poisson à poumons (Neoceratodus) 

A quel(s) niveau(x) l'homologie entre les
autopodes des amniotes et les parties
distales des nageoires doivent-ils être
considérés? Simple, profonde,
ontologique?

Le seul modèle de poisson
sarcoptérygien disponible pour étudier
les nageoires

Denis Duboule/2021-2022

To elucidate (ang. éclaircir, éclairer... pas
seulement 'résoudre'...

21

Neoceratodus forsteri 

*Dipneuste d'Australie, vit dans les rivières du Queensland
*Un poumon relié à l'oesophage (ressemble à une vessie natatoire?)

Denis Duboule/2021-2022
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Neoceratodus forsteri 

*Génome séquençé en 2021

*Un génome de 43 x 109 pb (14 fois le génome humain...).

*Tailles des introns et des régions intergéniques.

*Présence de séquences répétées abondantes, du type de 
celles trouvées chez les tétrapodes.

*'Synténie générale' conservée avec les tétrapodes.

*Pré-adaptations à la vie terrestre, telle que l'apparition de 
l'expression de Hoxc13 aux extrémités distales des 
membres...

Denis Duboule/2021-2022

23

Neoceratodus forsteri 

*Dipneuste d'Australie, vit dans les rivières du Queensland
*Un poumon relié à l'oesophage (ressemble à une vessie natatoire?)

*Nageoire de type 'pédonculé' 'lobe-finned fish' (nageoire 
rattachée au corps par une structure de type pédoncule..

axe métaptérigial
(nageoire archiptérigiale, 
axe central, symétrie..)

Denis Duboule/2021-2022
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Neoceratodus forsteri 

pré-axial

post-axial

A) condensations chondrogéniques des
mésomères (m) Humérus m1 etc..

C) développement ultérieur des modèles
cartilagineux avec apparition des radiaux
pré- et post-axiaux

D) organisation finale de la nageoire
avant ossification. Fusion entre le radius
et l'ulna (cubitus). L'homologie des
mésomères suivants est plus délicate (..)
à établir...

A B

C

D

scc: scapulocoracoïde
cla: clavicule
cle: cleithrum

Denis Duboule/2021-2022

25

Neoceratodus forsteri; homologies des nageoires 

Toujours la même question, mais posée cette 
fois sur une 'base d'homologies' plus 'robuste' 

Dans la nageoire 'sarcoptérigienne',
l'homologie primaire des pièces
proximales avec les os longs
proximaux du membre tétrapode
semble être acquise (nombreux
travaux..).

Cette homologie 'admise' renforce la
position critique de ces poissons
comme ancêtres proches des
tétrapodes.

Elle pose donc la question de
l'homologie (status) de l'autopode et
du mésopode avec une plus grande
précision et justification que dans les
cas vus précédement avec les
poissons condrichtyens et
actinoptérygiens.Actinoptérygiens Sarcoptérygiens Tétrapodes

e.g. Langellotto et al. (2018)

Denis Duboule/2021-2022
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Etude de Neoceratodus forsteri (2018) 

Hoxa11 Meis1cartilages

*Dans les deux cas, ces marqueurs de la partie
proximale du membre amniote sont exprimés jusqu'à
la partie la plus distale de la nageoire.

*Hoxa11 est exclu de la condensation la plus proximale
(humerus)

*Les ARNs Meis1 sont restreint à l'aspect proximal aux
stades précoces, puis s'étendent vers la partie distale.

*Proximalisation de la nageoire?

Denis Duboule/2021-2022

27

Etude de Neoceratodus forsteri (2018) 

[...]

'Rupture épistémologique' qui reflète
parfaitement les difficultés d'application
de ces notions d'homologies (à
plusieurs niveaux..)

Denis Duboule/2021-2022

Apomorphie: caractère lié à UNE espèce (groupe) particulière
(homoplasie de Tiktaalik avec Sauripterus.....) 

28
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Actinoptérygiens Sarcoptérygiens Tétrapodes

Etude de Neoceratodus forsteri (2020) 

Abstract

[...][...]

..nous montrons l'organisation d'un domaine
qui ressemble à un autopode...

Denis Duboule/2021-2022
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Etude de Neoceratodus forsteri (2020) 

collagène

actinodine (squelette dermique)

sarcomères muscles

ADN, noyaux cellulaires

Hoxa13 d'abord postero-distal, puis dans la nageoire entière,
puis dans les dondensations de l'axe métaptérigien (et aussi
latéralement, là où les rayons et les radiaux se formeront.
Donc un domaine (autopode-like) dans le squelette distal, à
l'exclusion des parties les plus proximales.

Hoxd13 est initialement exprimé dans la partie postérieure
du bourgeon, comme chez les tétrapodes, mais son
expression n'envahit' pas la partie distale par la suite et reste
restreinte aux cellules postérieures, contrairement à la
situation chez les amniotes.

Hoxd11 montre une tendance similaire à celle de Hoxd13,
bien que les résultats au stade 48-49 ne soient pas très clairs.

Denis Duboule/2021-2022
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Gènes Hox chez le poissons zèbre 

Quant aux gènes Hoxd, les domaines
d'expression tardifs (48, 60hpf)
indiquent des différences notables
d'avec les amniotes. Hoxd13 n'est pas
plus distal que Hoxd11 avec lequel il
semble partager son domaine
d'expression.

Ce domaine conserve la préférence
postérieure observée dans le
bourgeon (30hpf) et est continu,
contrairement aux deux domaines
observés pour Hoxd11 (proximal et
distal) chez les amniotes.

Denis Duboule/2021-2022

amniotes Hoxd11                        Hoxd13

31

Etude de Neoceratodus forsteri (2020) 

collagène

actinodine (squelette dermique)

sarcomères muscles

ADN, noyaux cellulaires

Hand2, un gène qui chez les amniotes est exprimé comme
Hoxd13 semble également conserver sa restriction
postérieure et ses ARNs n'occupent' jamais la partie distale
comme chez les amniotes. Donc une continuation (extension)
d'un domaine postérieur qui va s'étendre distal sans 'rentrer'
dans l'antérieur'.

Au contraire, les gènes alx4 et pax9 qui sont des marqueurs
de la partie antérieure sont effectivement exprimés antérieurs
à l'axe métaptérigien

Denis Duboule/2021-2022
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..mais, chez la roussette...
Denis Duboule/2021-2022

2017

2015

33

Etude de Neoceratodus forsteri (2020) 

Conclusions (des auteurs):

*Une spécification proximo-distale de type 'tétrapodes' avec Hoxa11 marquant la transition stylopode-zeugopode et
Hoxa13 marquant une partie distale post-zeugopode. Donc existence d'un domaine 'autopod-like', malgré la persistence
distale des ARNs Hoxa11.

*Mais, la 'postériorisation' de la partie distale, comme illustrée chez les amniotes par le domaine de Hoxd13, n'est pas
observée chez Neoceratodus. Chez les tétrapodes, cette partie distale est largement contrôlée par la signalisation Shh,
venant de la ZPA. La ZPA est détectée chez le poisson-poumons et c'est peut-être un problème de signalisation qui est à
l'origine de l'absence de cette absence de postériorisation (peut-être par le repliement de l'ectoderme..).

*Donc un evolution distincte pour les deux types de gènes Hox #13, correspondant à deux phases différentes. D'abord la
formation d'une partie 'distale', fixant le future territoire de l'autopode. Ensuite, la 'colonisation' de cette partie distale par
le domaine Hoxd13 (postériorisation), passant d'une logique postérieure à une logique distale, par exemple sous le
contrôle d'une ZPA, ou par évolution d'un système de régulation particulier.

*Cette dernière étape aurait transformé en quelque sorte un autopode ancestral (Neoceratodus) en une structure avec des
doigts et une articulation. Dans ce schéma explicatif, la notion d'autopode est déconnectée des structures qui définissent
ce segment de nos membres (les doigts..).

Denis Duboule/2021-2022

34
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Etude de Neoceratodus forsteri (2020) 

Homologie (semi-)profonde (basée principalement sur Hoxa13)
des domaines 'autopodes' pendant le développement et des
structures présentes chez l'adulte.

poisson-zèbre poisson-poumons tétrapodes

Homologie (semi-)profonde (basée principalement sur Hoxd13)
des structures 'doigts' pendant le développement et chez
l'adulte. L'axe métaptérigien apparaît courbé suite à la sur-
proliferation (ou migration) du domaine postérieur vers le distal.

Hoxa13
Hoxd13
Hoxa11?
Alx4

Denis Duboule/2021-2022
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Etude de Neoceratodus forsteri (2020) 

poisson-zèbre poisson-poumons tétrapodes

Hoxa13
Hoxd13
Hoxa11?
Alx4

Cependant (DD) !

*Aucune différence morphologique essentielle n'existe entre
les radiaux postérieurs et antérieurs.

*Les amniotes chez qui les gènes Hoxd (tous) ont été enlevé
ont toujours une main et des pieds bien formés (avec de
petits problèmes) montrant ainsi que le gène Hoxa13 fait
plus que déterminer une région autopode.. (chez les
amniotes ad minima). Il peut fabriquer l'autopode.

*Neoceratodus ne montre aucune des deux 'caractéristiques
Hox' qui différencient l'autopode du zeugopode chez les
amniotes: 1) la séparation des domaines Hoxa13 et Hoxa11.
La présence de DEUX domaines pour les gènes Hoxd, le
domaine distal n'étant pas relié au domaine proximal.

*L'alternative de Langellotto et al. (pas d'autopode chez
neoceratodus mais une longue prolongation d'un zeugopode
à un stade précoce) n'est pas à éliminer a priori.

Denis Duboule/2021-2022

36



19

*Partager des histoires développementales (?) Des mécanismes? Des linéages?... 

*Des structures homologues (homologie simple, profonde ou ontologique?)

Comment faire avancer la discussion?

Trois angles d'attaque:

*Poursuivre et creuser les analyses chez le ZF (outils génétiques et cellulaires..imagerie..).

*Comparer avec d'autres systèmes 'phylogénétiquement''intéressants' afin de voir si telle ou
telle hypothèse est confirmée/infirmée.

*Comparer les systèmes de régulations de ces gènes Hox en détails pour estimer la
profondeur de l'homologie...

La suite...
Denis Duboule/2021-2022

37

Comparer les systèmes de régulations

Trois angles d'attaque:

*Poursuivre et creuser les analyses chez le ZF (outils génétiques et cellulaires..imagerie..).

*Comparer avec d'autres systèmes 'phylogénétiquement''intéressants' afin de voir si telle ou
telle hypothèse est confirmée/infirmée.

*Comparer les systèmes de régulations de ces gènes Hox en détails pour estimer la
profondeur de l'homologie...

*Neoceratodus ne montre aucune des deux 'caractéristiques Hox' qui différencient
l'autopode du zeugopode chez les amniotes: 1) la séparation des domaines Hoxa13 et
Hoxa11. La présence de DEUX domaines pour les gènes Hoxd, le domaine distal
n'étant pas relié au domaine proximal.

L'approche consiste à comprendre comment ces deux caractéristiques sont mises en
place du point de vue de la régulation de ces gènes chez les amniotes, de façon à
comparer avec les poissons et de voir si ces mécanismes là sont conservés tout ou partie.

Denis Duboule/2021-2022
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*Deux phases de régulation
distinctes

*Une première phase établit
l'expression des gènes Hox 
'proximaux' dans la partie

proximale du membre

*Une deuxième phase 
établit l'expression des 
gènes 'distaux' dans la 

partie la plus distale des 
bourgeons de membres

Régulation bimodale des gènes Hoxd 
Denis Duboule/2021-2022
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THOMAS HUXLEY, 1893

Importance des enhancers pour modifier les régulations dans des 
cellules différentes du même embryon ('paysage de régulation', 2003)

Séquences enhancers, paysages de régulations  

Modifié de: de Laat and Duboule, 2013 Nature

Rappel cours 2020

Denis Duboule/2021-2022

40
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Mais comment fonctionne un enhancer à une telle distance du gène cible?

*Approche par interaction physique
(Job Dekker et collègues)

Capture de Conformation Chromosomique

'Cross-linking' 
ADN-protéines

Couper avec une enzyme 
de restriction 'fréquente'

Ligation de l'ADN
(qui sera donc favorisée 

par la proximité) 

Adapté de Dekker and Misteli, Cold Spring Harb Perspect Biol , 2015 

Enlever le
'cross-linking'

(relâche l'ADN)

Production d'une 
librairie de boucles d'ADN et 

séquençage
massif (amorces etc..)

Le nombre de 'reads' mixtes 
reflète la proximité entre les deux
segments d'ADN dans l'espace

Rappel cours 2020

Denis Duboule/2021-2022

41

Chromosome Conformation Capture 
(3C, 4C, 5C, HiC..)

Chase Bolt, 
EPFL Lausanne 

*Le nombre de reads est  représenté par l'intensité de la couleur
*Une carte des interactions au niveau du génome entier (ici sur 2-3 mégabases)

Adapté de Long, Prescot and Wysocka, Cell, 2016

Rappel cours 2020

Capture de Conformation Chromosomique
Denis Duboule/2021-2022

42
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Chromosome Conformation Capture 
(3C, 4C, 5C, HiC..)

Chromosome Conformation Capture

Adapté de Long, Prescot and Wysocka, Cell, 2016

TADs: Topologically-associating
domains (cours de la Prof. E. Heard)

TADs: Domaines (paysages) d'action des enhancers, unités fonctionnelles...

Denis Duboule/2021-2022

43

*Deux domaines de 
régulation distincts

Phase précoce

Phase tardive

*La phase précoce implique des 
enhancers localisés dans le domaine de 

régulation télomérique (T-DOM) et 
contrôle des gène Hoxd qui 'fabriquent' 

le bras et l'avant-bras

*La phase tardive implique des 
enhancers localisés dans le domaine de 
régulation centromérique (C-DOM) et 

contrôle des gène Hoxd qui 'fabriquent' 
les mains et les pieds (autopodes)

Régulation bimodale des gènes Hoxd
Phase précoce, proximale
Phase tardive, distale 

Denis Duboule/2021-2022
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Andrey et al., Science 2013; Rodriguez-Carballo et al. Genes & Dev. 2017

1 Mb

Régulation bimodale des gènes Hoxd 
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Homologies 'Super-profondes' (ontologiques)

TAD 'proximal'TAD 'distal'

*Le TAD 'proximal' contient de nombreux enhancers de toutes spécificités, qui contrôlent
l'activité des gènes Hoxd1 à Hoxd11 dans beaucoup de tissus, organes, à différents temps de
développement.

*Le TAD 'distal' contient surtout des enhancers pour la partie distale des membres (et pour les
organes génitaux externes..).

Q: A quels moments ces paysages de régulations sont-ils apparus dans l'évolution?
Q: Sont-ils apparus en parallèle ou en série..?

Q: La présence et l'origine de ces paysages de régulations chez des espèces
différentes peuvent-ils nous renseigner sur l'évolution des organes/structures
qu'ils contrôlent? (homologie 'ontologique')
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Evolution des régulations au locus HoxD, l'Amphioxus

Le lancelet

De: Sébastien Darras: https://planet-vie.ens.fr

Quelques caractères des céphalochordés
qui en font des chordés:

*Présence d'une notochorde (rigide)

*Tube nerveux dorsal (épineuriens)

*Fentes pharyngiennes

*Queue post-anale

Denis Duboule/2021-2022
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Etude de l'Amphioxus, gènes Hox

L'amphioxus (ainsi que les uro-chordés) est
particulièrement intéressant dans l'étude de
l'évolution fonctionnelle des génomes car il
représente une forme proche de la 'formule
génomique ancestrale', avant les duplications
génomiques qui accompagnèrent l'émergence des
vertébrés (bien que ce soit une animal vivant...).

Une seul grand cluster de 15 gènes Hox

Céphalochordés

Urochordés

Vertébrés

1ère et 2ème duplications
génomiques

3ème duplication
génomique
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Etude de l'Amphioxus, régulation bimodale

Hox2

Hox6

Hox13

Hox15

Chez Amphioxus, la structure semble
correspondre à un seul domaine, sans
séparation claire des contacts d'un côté ou de
l'autre.

contacts 'antérieurs' contacts 'postérieurs'

Denis Duboule/2021-2022
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Etude de l'Amphioxus, régulation bimodale

souris

Hoxd4

Hoxd10

Hoxd11

Hoxd13

poisson-zèbre

Chez le poisson-zèbre, la structure en deux
TADs séparant le cluster de gènes est
conservée. Mais la séparation des contacts est
moins stricte que chez la souris...

contacts 'antérieurs' contacts 'postérieurs'

!

!
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Etude de l'Amphioxus, régulation unimodale...

Chez Amphioxus, la structure semble
correspondre à un seul domaine, sans
séparation claire des contacts d'un côté ou de
l'autre. Bien visible en 'HiC virtuel'...

Matrices de contacts (in silico)

poisson-zèbre

Amphioxus

cluster Hox

cluster Hox

TADp

TADa

TADp

TADa

TADa(p)
TADa(p)
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Hypothèse: Les domaines de régulations
(TAD) apparaissent à des temps différents et
sont déjà présents à l'origine des vertébrés.
Q: Sont-ils fonctionnellement comparables?

Etude de l'Amphioxus, régulation unimodale...

LCA des chordés

LCA des bilateria

Protostomes

Deutérostomes

Céphalochordés

Vertébrés

LCA: dernier ancêtre commun (Last Common Ancestor)

TADa(p)

TADa
TADp

Denis Duboule/2021-2022
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Origine des TADs ou...des régulations?

Pour une approche fonctionnelle, par transgenèse de TADs entiers,
le génome du poisson zèbre n'est pas pratique (bien que deux fois 
plus petit que celui de la souris). Le choix se porte sur le tétraodon 
nigroviridis.

*'Tétraodon vert' ou 'poisson ballon à points verts'
*Le plus petit des tétraodons (10-15cm)
*Sri-Lanka, Indonésie
*Eau chaude, saumâtre
*Il gonfle lorsqu'il se sent menacé...
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Tétraodontiformes

téléostéens...
(infra-classe)

Baliste Picasso

Poisson-ballon à points verts

Poisson lune

tétraodontiformes...
(ordre)
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Origine des TADs ou...des régulations?

Abstract

ZF: 1.4x109 , ca. 5 fois plus petit 
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Origine des TADs ou...des régulations?

BAC: Chromosome artificiel de bactérie, un grand
morceau d'ADN qui peut être maintenu et amplifié
en bactéries et utilisé comme transgène (100-200kb)

Un BAC couvrant les domaines de régulation
'postérieurs' des clusters HoxAa et HoxAb de
tétraodon nigroviridis sont introduits dans la souris..

HoxDa

Une expression proximale est détectée (zeugopode distal, mésopode?), mais aucune
expression distale n'est observée, ni avec le BAC 'antérieur, ni avec le BAC postérieur

50kb

TADant (proximal)

TADpost (distal)
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Origine des TADs ou...des régulations?

BAC: Chromosome artificiel de bactérie, un grand
morceau d'ADN qui peut être maintenu et amplifié
en bactéries et utilisé comme transgène (100-200kb)

Deux BACs couvrant les domaines de régulation
'postérieurs' des clusters HoxAa et HoxAb de
tétraodon nigroviridis sont introduits dans la souris..

50kb

HoxAa

HoxAb

Une expression proximale est
détectée (zeugopode distal,
mésopode?), mais aucune
expression distale n'est
observée, ni avec le BAC HoxAa
ni avec le BAC HoxAb
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Origine des TADs ou...des régulations?

Nous avons trouvé la même organisation structurelle bimodale de la chromatine chez les poissons, ce qui suggère que
les mécanismes de régulations utilisés pour le 'patterning' des membres tétrapodes pourraient prédater la divergence
évolutive entre les poissons et les tétrapodes. Cependant, lorsque analysés chez la souris, les paysages de régulations
des clusters Hox du poisson ne stimulent la transcription des gènes Hox que dans la partie proximale, plutôt que dans
les territoires distaux. Cette observation parle en faveur d'un scénario par lequel les doigts des tétrapodes sont des
nouveautés évolutives, apparues grâce à la pré-existence et à l'utilisation (retroffiting) de structures de régulations.

Nous discutons la possibilité de considérer les circuits de régulations, plutôt que les patrons d'expression géniques,
comme paramètres essentiels pour définir des [..la présence de..] synapomorphies évolutives [homologie ontologique..]

Conclusions de cette étude:
(et du cours?)
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