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Génes 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 génes Hox
chez le poisson a poumon australien, régulation fine des génes Hox
dans les membres chiridiens et ptérigiens et utilisation de ces mécanismes
\”comme critére d'homologie super-profonde. Conclusions du cours 2021-2022
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2021-2022
Geénes 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 phylogenése des animaux & membres pairs, fossiles.

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

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

Cours 4: Utilisation de marqueurs génétiques, genes Hox et marquages cellulaires, inactivations
fonctionnelles et mutagenése chez le poisson-zébre

Cours 5: L'études d'espéces 'intermédiaires’, poisson-spatule, roussette, poissons & 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 génes Hox13 et les autopodes '-
HoxA Al A2 A3 Ad A5 A8 A7 A9 A10 A11 |AIS *Deux clusters de génes Hox (sur les
quatre)  furent ‘recrutés’ pour
D1 D3 D4 D8 D3 D10 D11D1R DY, fonctionner dans les membres, A et D.
HoxD {3}
. *Les génes #13 sont impliqués dans la
Paralogies 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112{ fabrication des autopodes.
*L'inactivation des génes Hoxal3 et
i Hoxd13  produit ~ des  animaux
pratiquement sans autopodes.
\ \
; =
HoxA137
HoxD13”

Co, Vol 75, 431441, November 5, 1993, Copyright © 193 by Cad Press JOURNAL ARTICLE | 01

Disruption of the Hoxd-13 Gene Induces Hoxa-13 and Hoxd-13 play a crucial role in the patterning of

Localized Heterochrony Leading to Mice the limb autopod ©

i i C. Fromentai-Ra X. Warot, N. Mes q, M. LeMeur, P. Dolie, P. Chambon
with Neotenic Limbs Yomeniare ’ r.P.Oole, P. Che
A
Pascal Doli¢,* Andrée Dierich,* Marianne LeMeur,* Owvetopment (1996) 322 (10K 2997-3011. =
Thomas Schimmang,' Brigitte Schuhbaur,* an.—u»o;. and stom cots

Pierre Chambon,* and Denis Duboule!!




COLLEGE
DE FRANCE

Rappel; Inactivation fonctionnelle des genes Hox13
LETTER

La fonction des différents génes 13 est alors évaluée par un

Digits and fin rays share common developmental approche de perte de fonction utilisant CRISPR/cas9
histories (lignées et croisements pour KO multiples). Examen des

spécimens par micro CT-scan

8 SEPTEMBER 2016 | VOL 537 | NATURE | 225

Morphologie 'normale’ contrble ‘ [

Morphologie app 'normale’ Hoxd13a"

?

Rayons réduits en longueur, endosquelette normal Hoxa13b"

Rayons réduits en longueur, endosquelette normal Hoxa13a” f
[

Rayons trés réduits en longueur, endosquelette augmenté  Hoxal3a™
de app 10% (masse) et augmentation de #radiaux distaux ~ Hoxa13b”

Rayons trés réduits en longueur, endosquelette augmenté  Hoxa13a”
de app 10% (masse) et augmentation de #radiaux distaux, ~ Hoxa13b™
plus un ‘pattern’ anormal de radiaux proximaux (?) Hoxd13a™

yveeey
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Rappel; Conclusion et hypothese

LE I I ER Figure 4 | Shared developmental histories in fin rays and digits. In mice
PR —— (top row), late phase Hox expression (red) marks the distal cells of the
limb bud that result in bones of the autopod (wrists and digits). Double
L. knockout of Hoxal3 and Hoxd 13 results in the loss of the autopod. In
Digits and fin rays share common developmental zebrafish wild-type fins (middle row), cells marked by late .‘m'w hox
histories expression (red) end up in the fin fold and within osteoblasts of the
Tetsrrs Nekmmery's, Andiew K Gebrha'. Nt Lember', M Seymasse’ & Ned H. Shabin dermal rays, Haxal3 double knockout fish (hoxal3a™'",al3b™"") and
the triple knockout (mosaic for hoxal 3b and hoxd | 3a) have extremely
reduced fin rays with increased distal endochondral radials. Note that

Hox13

8 SEPTEMBER 2016 | VOL 537 | NATURE | 225

développement

»  adult

Les génes Hox13 marquent les cellules distales e w
du bourgeon du membre amniote. L'inactivation souris contréle
de ces génes conduit 4 la perte des structures T e ©
les plus distales (les autopodes). 4
elzt Hox 13-
résultat
Chez le ZF, les génes Hox13 marquent
2alernent les cellules distales (?) du bourgeon
la nageoire (mais voir Ahn and Ho..). Ces
cellules  migrent dans le  repliement
ectodermique et participent au squelette = = -
dermique. Leur inactivation affecte ce squelette 48 hpt 60 hp!

Hox13-
et augment légérement la partie endochondrale zF o:fox 13+

Interprétation: En absence de protéine HOX13,
les cellules du mésenchyme du disque ——
endochondral ne m:'?rent plus dans le repli et

donc vont faire plus de disque endochondral..
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Rappel; Information de qualité ou de position?

Dans le contexte du développement des membres (chiridiens et ptérygiens),
les gene 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'?

information qualitative (1er, ZQe, 3eme...)

E

18 mare 1088 10 wers 1088 4 seprembes 1088

dovussiee 1007 1 12 feerser 1809

information topologique (le plus distal..)

10 wrd 1088 14 sepramiee 1688 14 cesceew 1888 Po—— P 20 decarmdew | ASS 20 jasivier 1889 15 feersar 1809

https://france3-regions.francetvinfo.fr/paris-ile-de-france/paris/paris-tour-eiffel-130-ans-1647182.html
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Rappel; Autres possibilités...

LETTER P
Digits and fin rays share common developmental
histories

8 SEPTEMBER 2016 | VOL 537 | NATURE | 225

*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 systémes 'phylogénétiquement''intéressants' afin de voir si telle ou
telle hypothése est confirmée/infirmée.

*Comparer les systémes de régulations de ces génes Hox en détails pour estimer la
profondeur de I'nomologie...




Rappel; Mutagenése chez le poisson-zébre @ —

Cell. 2021 Feb 18;184(4):899-911.e13. doi: 10.1016/j.cell.2021.01.003. Epub 2021 Feb 4.
Article

Latent developmental potential to form
limb-like skeletal structures in zebrafish

M. Brent Hawkins,” “ *  Katrin Henke,' * and Matthew P. Harris’ ***
"Department of Genetics, Harvard Medical School, Boston, MA 02115, USA

?Department of Orthopedic Research, Boston Chidren's Hospital, Boston, MA 02115, USA
30rganismic and Evolutionary Biology, Harvard University, Cambricge, MA 02138, USA
“Museum of Comparative Zoology, Harvard University, Cambridge, MA 02138, USA

SUMMARY

Changes in appendage structure underlie key transitions in vertebrate evolution. Addition of skeletal ele-
ments along the proximal-distal axis facilitated critical transformations, including the fin-to-limb transition
that permitted generation of diverse modes of locomotion. Here, we identify zebrafish mutants that form su-
pemumerary long bones in their pectoral fins. These new bones integrate into musculature, form joints, and
articulate with neighboring elements. This phenotype is caused by activating mutations in previously unrec-
ognized regulators of appendage patterning, vav2 and wasib, that function in a common pathway. This
pathway is required for appendage development across vertebrates, and loss of Was/ in mice causes defects
similar to those seen in murine Hox mutants. Concordantly, formation of supernumerary bones requires
Hox11 function, and mutations in the vav2/wasl pathway drive enhanced expression of hoxa11b, indicating
developmental homology with the forearm. Our findings reveal a latent, limb-like pattern ability in fins that is
activated by simple genetic perturbation.

Les auteurs procedent a un criblage génétique par gain de Hommeniiaee
fonction. en utilisant le mutagéne ENU (N—nitroso—N—etF\y urée (I JOL
-N-ethyl-N-nitrosourea (ang.), qui agit par transfert du groupe HiC” N7 NH,
éthyl de I'ENU sur une base d'ADN (en général la thymine). ﬁ\\
Efficacité tres élevée de 1 hit par 700 loci... °
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Rappel; Conclusion de I'étude (commentaire)

¢ CelPress Cell

Leading Edge
Previews
Bones of contention: skeletal patteming
across the fin-to-limb iti
Frank J. Tulenko'** and Peter D. Currie’ ** ! Ceeiirens - =
Toleosts [ Tetrapods
Zebrafish Lungfish Mouse

%t e W

Wild type  Reph mutant
1) partie 'proximale/intermédiaire

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

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

Saviaton

Lossot  and erigin
he pro-  Of Bigts

prarypum

Supernumensy scuated long

I Mecsormgum e e pateia 3 [ Hox1 sepencemn

I Prsseronm s messtorton H [~

Figure 1. Model for fin-limb evolution in bony fishes and skeletal phenctype of the ZebrafisH
roph mutant
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Rappel; Autres possibilités...

LETTER

Digits and fin rays share common developmental
histories

8 SEPTEMBER 2016 | VOL 537 | NATURE | 225
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Comment faire avancer la discussion?

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

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

Trois angles d'attaque:

telle hypothése est confirmée/infirmée.

*Comparer avec d'autres systémes ‘phylogénétiquement"intéressants' afin de voir si telle ou

11

Rappel; Etude du poisson-spatule (spatulaire)

Acipenseriformes (espéces assez proches)

——— -

esturgeon poisson-spatule
les chondrostéens sont ~
considérés comme les 0. ©

actinoptérigiens les plus
primitifs, en partie car ils )
ont un squelette qui est
incomplétement  ossifié, |
principalement formé de
cartilages.

Polypterus Acipanser Amia calva Danio rerio
senegaius stellatus , e
holostéens téléostéens

chondrostéens

actinoptérigiens

' f——————————=sarcoptérigiens

chondrichtyens =

phylogénie adaptée de P. Janvier (1996)

COLLEGE
DE FRANCE

poisson-zebre

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

12




Rappel; Etude du poisson-spatule (spatulaire)

efish and

PROCEEDINGS B Fin-fold de ment in paddie
r

k and implications for the HoxA
rspbroplsocetypublishing aey 5 3
evolution of the autopod
2016
Frank |, Toenks', James | Massey’, Elshia Holmquist', Gabsel Kigunde',
Research

= Surzh Thomas', Susan M. £ Sth, Sybvie Mazan* aed Marass C D!
Chw T artider et £ Mamey A Teprnt o Wi ool (i Soto, S Uy Geepy A WA B4
Wit L Ggende & Tamas . Sy Symoutee Seds bt gyl
S Va5, Ot U 617 v
fropeest ' uddieeh 4né oRbt
gt b e rhton o e aswpod
P £ S 6 204 DN,
L )

L 080008 130 142 WD, 90080 Jd 40

Régne Animata

Embranchement  Chordata

Sous-embe. Vertotrata
Super-classe Osseichthyyes
Classe Acseoplonygi
Sous-classe Chondroste:
= Ordre Acpenserformes
HorAL3 Al Sous-ordre Acpensecoidel

T >
: \ ﬁ . Famille Polyodontidae

‘ , Stade 45

—

A
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Rappel; Génes Hox chez la petite roussette G st

PN ACCESS Frosty svalable snine “ prosone

Biphasic Hoxd Gene Expression in Shark Paired Fins
Reveals an Ancient Origin of the Distal Limb Domain

Rerata Freitan'”, Gusopden Thang', Martin 1. Cobn'**

1 Depament of Zovkegy. CanceuGerenics Reseasch Compes, Universty of Florda, Gaineswille. Florkia, Unied Satis of Amedca, 2 Deguriment of
Aetormy and Cek Bickogy, CanceeGewics Research Compiex, Univerty of Florida, Gainevvilie, lcrida, Unted States of Armerica

p
Pg ~
0 O
°
m
&
/pg - :
L]
Polypterus Acipenser

petite roussette
(saumonette)

Amia cava Danio rerio
senegalus stedatus

Classification
Rogre Animadia
Embranchoment  Chordata
Sous-embx. Vortedrata

actinopterygians

Classe Chondrichtiyes
Sous-ciasse Elasmotranchii chondrichtyens
Super-ordre Euselachil (poissons ca_rtilagineux. phylogénie adaptée de P. Janvier (1996)
Ordre Carchashindormes. requins..)
Famille ScySorhinidae
Genre Scyforminus

14



Rappel; Génes Hox chez la petite roussette

OPEN G ACCESS Froedy svatable srine

* pLos one

Biphasic Hoxd Gene Expression in Shark Paired Fins
Reveals an Ancient Origin of the Distal Limb Domain

Merata Freitas”, Gusnpden Dhang', Martin 1. Cob'**

10wparvmert of Zoclogy. CanceGaness Resmanh Compls, Uneriy of Hoada, Gunewite, Flarida, Unied Sus f Amadca. 2Onprenent of
Aetoemy and Cek tickogy, CanceeGaneecs Resesrch Comples, Urivernity of Fiorida, Gaimevvie, Florida, Unted States of

La roussette est un poisson cartilagineux, et par conséquent moins
informatif concernant les relations entre endo- et exo-squelette, ce
dernier (Iépidotriches) étant inexistant (mais des actinotriches sont
la. La nageoire se compose de rayons cartilagineux et d'une
plaque de polygones de cartilages dans son aspect antérieur.
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Rappel; Génes Hox chez la petite roussette

PN ACCESS Frosty svalable snine * plos one

Biphasic Hoxd Gene Expression in Shark Paired Fins
Reveals an Ancient Origin of the Distal Limb Domain

Rerata Freitan'”, Gusopden Thang', Martin 1. Cobn'**

1 Depanment of Zockogy. CanceuGenencs Reseanch Complen, Usiversty of Flonda, Gamesville. | a3

Mooy o S, CaomSGaratcs Rsearch Compli. Untouihy of Pk, Gobereli i
Les auteurs concluent a une {
expression  'biphasique’  des

génes Hoxd. Ces deux phases,
qui ne semblent pas co-exiser, ne
sont pas totalement évidentes (a
mes yeux) et certainement pas
comparables aux deux phases
observées chez les amniotes.

Hoxd12 ©

D
4]
)
3
T

basal lineage of jawed vertebrates. We report that at early stages, 5'Hoxd genes are expressed in anteroposteriory nested

patterns, consistent with the initial wave of Hoxd transcription in teleost and tetrapod paired appendages. Unexpectedly,
2 second phase of expression occurs at later stages of shark fin development, in which Hoxd12 and Hoxd?3 are re-expressed
along the distal margin of the fin buds. This second phase is similar to that observed in tetrapod limbs. The results indicate that
2 second, distal phase of Hoxd gene expression is not uniquely associated with tetrapod digit development, but is more likely
a plesiomorphic condition present the common ancestor of chondrichthyans and osteichthyans. We propose that a temporal

E:> extension, rather than de novo activation, of Hoxd expression in the distal part of the fin may have led to the evolution of
digits.

16




Rappel; Génes Hox chez la petite roussette 3:{?

PROCEEDINGS B

oy
) Frank ), Telesks', James L. Masey’, Elshia Helmauist, Gabel Kigund',
Research Saah Thomas', Susan M. £ Sekh', Sytve Mazan* and Marcus €. Divis’
O s artid: Mo £, Momey A, Drprnt of Wbl i (i Sy, Mo Sin Uy, G4 N4, B84
Mo g & o st s i ot S o o
S a5t 200 o Ve ¢t o ey b b s b 3 B0,
Ladreipulr o e o o . s e b 408
ot fn Qe S of S et L 90080080 G T2 WD 00 2080 Jed 1N
P S B 204 DI -
ictvipviilesio
) And HoxAl3
33
S <
= o
=
)
A
% COLLEGE
N . . DE FRANCE
Rappel; Les génes Hoxd; deux phases distinctes ,

Developmental Cell 10, §3-103, January, 2006 2006 Elsevier Inc.  DOI 10.1016/).devcel 2005.11.014

COl!tf0| of HOX'd Genes’ Collinearity 1 :Croissance distale. Génes d'abord exprimés
during Early Limb Development dans les FUTURES cellules proximales (vert),

'Bwl-mvh‘h;:‘ and Dm:uw‘*_ - mais qui sont distales a 9.5 (...) puis dans les

National Research Centre “Frontiers in Genetics™ cellules distales (noir)
University of Geneva

Hoxd13 Hoxd12 Hoxd11 Hoxd10

rrr.r

autopode
zeugopode t1(E9.5)
stylopode

autopode
mésopode ——» t2 (E11)

zeugopode q q q

stylopode :>
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I Poissons sarcoptérygiens @

mammiféres [ =8
oiseaux /L‘—L
ATLAS
squamata DES VERTEBRES f_@
——— P
-370 1 350 -300
ot / Arthur Escher / Robin Marchant
< . http://editionslep.ch
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P & GO v o>
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I Poissons sarcoptérygiens @ o
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*Les  plus  proches
survivants de la lignées
dont sont dérivés les
tétrapodes
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SCIENCE ADVANCES | RESEARCH ARTICLE

DEVELOPMENTAL BIOLOGY To elucidate (ang. éclaircir, éclairer... pas

Sarcopterygian fin ontogeny elucidates the origin seulement résoudre’...

of hands with digits

Joost M. Woltering', Iker Irisarri'", Rolf Ericsson™, Jean M. P. Joss”, Paolo Sordino’, Axel Meyer'

Woltering et al., Sci. Adv. 2020; 6 : eabc3510 19 August 2020 A quel(s) niveau(x) I'homologie entre les

autopodes des amniotes et les parties
distales des nageoires doivent-ils étre
considérés? Simple, profonde,
ontologique?

A resolution of the alternative explanations on-tlie origin of limbs

therefore requires their testing using sarcopterygian fish species.
This has been challenging since coelacanths inhabit inaccessible
oceanic realms, while the African and South American lungfishes—
the sister lineage to the tetrapods (20)—have strongly secondarily
reduced fins. Here, we use the Australian lungfish (Neoceratodus
forsteri) as the only tractable sarcopterygian fish model for this
question (8) to analyze the expression domains of hand- and digit-
related genes in developing fins.

Le seul modéle de  poisson

sarcoptérygien disponible pour étudier
les nageoires

COLLEGE
DE FRANCE
1830 ——

IEtude du poisson a poumons (Neoceratodus) 8=

21

coL
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I Neoceratodus forsteri

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

3

R
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B
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o
o

mm
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Neoceratodus forsteri et
Article

Giantlungfishgenome elucidates the Noccermodis orswl
conquest ofland by vertebrates

et 31088 Asel MeyertoH, 5 ¥, Kang D", 3508t M. Woltering™,

. Thor Irisarr”, Wi Yoo Wong", ’, ?, )
M2 . " Herman P, Spaink™, Jean-Nicolas Volff",

Acceptad: 6 Janusey 2021 o * ity M, Tanaka™* -

Published online: 18 January 2021

Dipreuste dAustale

Lungfishes belong to lobe-fined fish (Sarcopterygii) that, in the Devonian period, *Génome séquengé en 2021

‘conq d’the land and ulti gave rise to all land vertebrates, including
humans' . Here inethec -quality genome of the
lungfish whichisk tohave g fany /I *Un génome de 43 x 107 pb (14 fois le génome humain...).
animal. The vast size of this genome, which is about 14 x larger than that of humans, is
attributable mostly to huge intergenic regions and introns with high repeat content *Tailles des introns et des régions intergémquesA
(around 90%), the components of which resemble those of tetrapods (comprising
maInI{lonngerspersednuclearelememsimomlhanlheydo(hoseofuy-ﬁnned *Présence de séquences répétées abondantes, du type de
. " ~ " s

n?h' The arestill active), through N tothoseof th \' celles trouvées chez les tétrapodes.
B f: The17 fully hy .o L. L, , . ,
malntain toother p andallmicroe 4' Synténie générale' conservée avec les tétrapodes.

intai ancient withthe karyotype. Our
p i 1} onfirm previ ports that lungfish occupy a key
evolutionary position as the closest living relatives to tetrapods**, underscoring the
Importance of lungfish for understanding innovati clatedwith *Pré-adaptations a la vie terrestre, telle que |'apparition de
ter S Lt L I'expression de Hoxc13 aux extrémités distales des
limb-liks joni suchas hoxcl3and salllin their lobed membres...
fins. Increased rates of evol and the dupli fgen: dwithoblj
air-breathing, such as lung surfactants and the expansion of odorant receptor gene
families (which encode proteinsinvolved in detecting airborne odours), contribute to
thetetrapod-like biology of lungfishes. These findings advance our understanding of
thi ) i g vertebrate tion.

23
. SR
Neoceratodus forsteri et
*Dipneuste d'Australie, vit dans les rivieres du Queensland Neoceratodus forsteri

*Un poumon relié a 'oesophage (ressemble a une vessie natatoire?)

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

Classification

Régne Animalia

Embranchement  Chordata

Sous-embr. Vertebrata
P Osteichthyes
(nageoire archiptérigiale, Ciasse Sarcopterygi
axe central, symétrie..) Sous-classe Dipncs
Ordre Ceratodontdormes
Famille Neoceratodontidae
Genre Neoceratodus

24



Neoceratodus forsteri

EARTH SCIENCE

Early evolution of the lungfish pectoral-fin endoskeleton:
evidence from the Middle Devonian (Givetian) Pentlandia
macroptera

Emma Jude', Zerina Johanson'*, Anton Kearsley’ and Matt Friedman'

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

C) développement ultérieur des modeles
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
mésoméres suivants est plus délicate (..)
a établir...

scc: scapulocoracoide
cla: clavicule

post-axial
cle: cleithrum

2 mm
25
% COLLEGE
. . . DE FRANCE
Neoceratodus forsteri; homologies des nageoires -
SCIENCE ADVANCES | RESEARCH ARTICLE
DEVELOPMENTAL BIOLOGY
Sarcopterygian fin ontogeny elucidates the origin Toujours la méme question, mais posée cette
of hands with digits fois sur une 'base d'homologies' plus 'robuste’
Joost M. Woltering'®, Iker Irisarri', Rolf Ericsson®", Jean M. P. Joss’, Paolo Sordino’, Axel Meyer'
Woltering et al., Sci. Adv. 2020; 6 : eabc3510 19 August 2020
Metapterygial axis I?ans la r?ageoir.e ‘sarcopterigie‘n\ne ,
' I'homologie  primaire  des  piéces
Rays \S’/ proximales avec les os longs
Digits/ proximaux du membre tétrapode
l// Autopod ? metacarpals semble &tre acquise  (nombreux
: / ——travaux..).

/// 3 Wrist
// ? Cette homologie 'admise’ renforce la
/ Ulna position critique de ces poissons
comme  ancétres  proches  des
tétrapodes.
Humerus Elle pose donc la question de
I'homologie (status) de I'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)
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Expression of meis and hoxal1

in dipnoan and teleost fins provides new
insights into the evolution of vertebrate
appendages

Fermanda Langetioto', Maria Ficrenzing’, Elona De Felce’, Luigh Caputi®, Valera Nioll”, Jean M. P Joss®
and Paoko Sordina '@

IEtude de Neoceratodus forsteri (2018) @

DE FRANCE

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

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

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

*Proximalisation de la nageoire?

Hoxal1 cartilages

Meis1

st. 46

27
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Expression of meis and hoxal1

_ : : The evidence in pad-
dlefish pectoral fins of proximal meis2 expression makes
us favor the hypothesis of distal meis! and meis3 expres-
sion pattern being simply an independently derived dip-
noan specialization. Cenainjmnmhies_ti&edlg:i
fins, such as distal Meis expression, are perhaps
expected given the current phylogenetic position of dip-
noans relative to tetrapods,|...]

IEtude de Neoceratodus forsteri (2018) @ BeTgaNCE

in dipnoan and teleost fins provides new » fl
. . . . Langfsh Tevagod
insights into the evolution of vertebrate
appendages
Fermanca Langeliotto', Maria Fiorenting’, Elena De Felce', Luigh Caputr®, Valeria Niol, Jean M. P Joss®
and Paoko Sording™@
ACTINOPTERYGIANS
s . . . N SARCOPTERYGIANS
‘Rupture épistémologique' qui reflete CHONORICHTHYANS Mais
parfaitement les difficultés d'application
de ces notions d'homologies (a - iz
plusieurs niveaux..)
Conclusions: Our data raise the possibility that the origin of stylopod and zeugopod kes much deeper in gnathos-
tome evolution and that variation in meis and hoxal 1 has played a I role in the
\ of appendage anatomy.

Thus, in terms of Hox gené expression, the

paired fins of N. forsteri may be viewed as lacking an
autopod (hoxd13 expression is not exclusive to a distal
region beyond hoxall expression).

Apomorphie: caractére lié 3 UNE espéce (groupe) particuliere
(homoplasie de Tiktaalik avec Sauripterus.....)

28
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Etude de Neoceratodus forsteri (2020)

SCIENCE ADVANCES | RESEARCH ARTICLE

DEVELOPMENTAL BIOLOGY

Sarcopterygian fin ontogeny elucidates the origin
of hands with digits

Joost M. Woltering'®, Iker Irisarri’, Rolf Ericsson’", Jean M. P. Joss’, Paolo Sordino’, Axel Mey«

Metaptékycjial axis

Digits/
Woltering et al., Sci. Adv. 2020; 6 : eabc3510 19 August 2020 ¢ me(agarpals
L 3 Wrist
\\ Radi %Ulna
/ Humerus

..nous montrons |'organisation d'un domaine
qui ressemble a un autopode...

Actinoptérygiens Sarcoptérygiens Tétrapodes

COLLEGE
DE FRANCE

Abstract

How the d and digits originated from fish fins during the Devonian fin-to-limb transition remains unsolved.
Controvergy in this conundrum stems from the scarcity of ontogenetic data from extant lobe-finned fishes. We
patterning of an autopod-like domain by hoxa13 during fin devel oftheA lian lungfish, the
most closely related extant fish relative of tetrapods ||

P

29
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Etude de Neoceratodus forsteri (2020)

Woltering et al,, Sci. Adv. 2020; 6 : abc3510 19 August 2020  Hoechst| — ADN, noyaux cellulaires
—» sarcoméres muscles
— actinodine (squelette dermique)
St 42-44 St 45/46 St 48/49 colzat | collagéne

'sr a2 |

Hoxa13 d'abord postero-distal, puis dans la nageoire entiére,
puis dans les dondensations de I'axe métaptérigien (et aussi
latéralement, 13 ou les rayons et les radiaux se formeront.
Donc un domaine (autopode-like) dans le squelette distal, a
I'exclusion des parties les plus proximales.

hoxal3
2|
t

20

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 a la
situation chez les amniotes.

hoxd13

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

hoxd11

COLLEGE

30
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Geénes Hox chez le poisson

(_()LLt(L

s zébre

Tri-phasic expression of posterior Hox genes
during development of pectoral fins in
zebrafish: Implications for the evolution of
vertebrate paired appendages

amniotes

Dcvdopmu\lal Biology

1 Octobes 2008, Pages 220-233

Quant aux génes 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 e
bourgeon (30hpf) et est continu,
contrairement aux deux domaines
observés pour Hoxd11 (proximal et
distal) chez les amniotes.

aa h 3 ‘F
e —y
hoxd12a ' II - .

25hpf

7;

30hpf

36hpf  48hpf

60hpf

31

Woltering et al., Sci. Adv. 2020; 6 : eabc3510

19 August 2020

hand?2

alx4

pax9

Etude de Neoceratodus forsteri (2020)

COLLEG
DE F

Hoechst| — ADN, noyaux cellulaires

——» sarcoméres muscles

— actinodine (squelette dermique)
colzat 1 collagéne

Hand2, un géne 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 I'antérieur’.

Au contraire, les génes alx4 et pax9 qui sont des marqueurs
de la partie antérieure sont effectivement exprimés antérieurs
a I'axe métaptérigien

32




..mais, chez la roussette...

2015

A shift in anterior-posterior positional
information underlies the fin-to-limb evolution

Ko Orimary, SNgehiro Kurahis, Watars Takag, Susumes Mysdo, Jmes Sharpe ™, Micko Tansks ®

Scyliorhinus

A

ANTERIOR

Propterygium
Mesopterygium

L)) Frank ). Tlesks', James L. Maney', Eichla Holmquit, Gabsel Kiundu,
Research = Suah Thomas', Susan ML £ S, Syve Mazan* and Marcs C D'

8 R 4

And HoxAI3 .
for-posteri in Scyfi canicula pectoral fin buds.
(A) Skeletal patterns of 5. canicuia pectoral fin and mouse limb. Blue colours, homologous
elements. (8-G) In situ hybridisation for Alx4(8), Pax9(C), Hand1 (D), Zic3 (), Hand2 (F), and

St.29
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Etude de Neoceratodus forsteri (2020)

SCIENCE ADVANCES | RESEARCH ARTICLE

of

DEVELOPMENTAL BIOLOGY

Sarcopterygian fin ontogeny elucidates the origin

hands with digits

Joost M. Woltering', Iker Irisarri'", Rolf Ericsson™, Jean M. P. Joss®, Paolo Sordino’, Axel Meyer'
Woltering et al., Sci. Adv. 2020; 6 : eabc3510 19 August 2020

Conclusions (des auteurs):

*Une spécification proximo-distale de type 'tétrapodes' avec Hoxall 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 contrélée par la signalisation Shh,
venant de la ZPA. La ZPA est détectée chez le poisson-poumons et c'est peut-étre un probléme de signalisation qui est a
I'origine de I'absence de cette absence de postériorisation (peut-étre par le repliement de I'ectoderme..).

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

*Cette derniére 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..).

34
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Etude de Neoceratodus forsteri (2020)

SCIENCE ADVANCES | RESEARCH ARTICLE

DEVELOPMENTAL BIOLOGY

Sarcopterygian fin ontogeny elucidates the origin Hoxal1?

of hands with digits

Joost M. Woltering'*, Iker Irisarri'’, Rolf Ericsson®™, Jean M. P. Joss®, Paolo Sordino®, Axel Meyer'

Woltering et al,, Sci. Adv. 2020; 6 : eabc3510 19 August 2020 poisson-zébre poisson-poumons  tétrapodes

Ontogeny

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

urewop 16iq

Homologie (semi-)profonde (basée principalement sur Hoxd13)
des structures 'doigts' pendant le développement et chez [>

proliferation (ou migration) du domaine postérieur vers le distal.

Limbs

,,,,,, Metapterygial axis ‘

35
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Etude de Neoceratodus forsteri (2020)

SCIENCE ADVANCES | RESEARCH ARTICLE

DEVELOPMENTAL BIOLOGY

Sarcopterygian fin ontogeny elucidates the origin Hoxal1?
of hands with digits

Joost M. Woltering'*, Iker Irisarri’’, Rolf Ericsson™, Jean M. P. Joss®, Paolo Sordino’, Axel Meyer'
Woltering et al,, Sci. Adv. 2020; 6 : eabc3510 19 August 2020 poisson-zébre poisson-poumons  tétrapodes

ANQQ

Cependant (0D) !

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

*Les amniotes chez qui les génes Hoxd (tous) ont été enlevé
ont toujours une main et des pieds bien formés (avec de
petits problémes) montrant ainsi que le géne Hoxal3 fait
plus que déterminer une région autopode.. (chez les
amniotes ad minima). Il peut fabriquer I'autopode.

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

il O ;
*L'alternative de Langellotto et al. (pas d'autopode chez l Mll- i

neoceratodus mais une longue prolongation d'un zeugopode
4 un stade précoce) n'est pas a éliminer a priori. ‘ hoxa13 hand?  hoxd13 -—---- Metapterygial axis ‘

urewop 161q
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La suite...

LETTER e

Digits and fin rays share common developmental
histories

8 SEPTEMBER 2016 | VOL 537 | NATURE

*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:

*Comparer les systtmes de régulations de ces génes Hox en détails pour estimer la
profondeur de I'homologie...

37

Comparer les systéemes de régulations

\ _." COLLEGE
JEIl SR

Trois angles d'attaque:

*Comparer les systémes de régulations de ces génes Hox en détails pour estimer la
profondeur de I'nomologie...

L

*Neoceratodus ne montre aucune des deux 'caractéristiques Hox' qui différencient
I'autopode du zeugopode chez les amniotes: 1) la séparation des domaines Hoxa13 et
Hoxal1. La présence de DEUX domaines pour les génes Hoxd, le domaine distal
n'étant pas relié au domaine proximal.

L

L'approche consiste & comprendre comment ces deux caractéristiques sont mises en
place du point de vue de la régulation de ces génes chez les amniotes, de facon a
comparer avec les poissons et de voir si ces mécanismes la sont conservés tout ou partie.
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Régulation bimodale des génes Hoxd &

Control of Hoxd Genes’ Collinearity

. o
during Early Limb Development Deux phases de régulation

distinctes
Basile Tarchini' and Denis Duboule’*
" Department of Zoology and Animal Biology and
National Research Centre “Frontiers in Genetics™
University of Geneva
S S S
X X X x x . Ego L r §
X X X X e "_ r r r
*Une premiére phase établit _— 92 =
I'expression des genes Hox il Xar B 0 g
‘proximaux' dans la partie = % % P S ; - =
proximale du membre 2 e
o o A e r r r
ﬁ T N ‘
|t v s Hem o ma e
*Une deuxiéme phase s SR g X r 2
. établit I'expression des o
génes 'distaux' dans la 2 "
| partie la plus distale des @6 Q C‘ a a m d] m
bourgeons de membres q
‘) ’ ’ \ VY @ =
€12.0) L{ =y Y
39
@ COLLEGE
= e . DE FRANCE
Séquences enhancers, paysages de régulations -

Rappel cours 2020

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

review [RTEE

Chromatin
b

& C& &6¢& é¢
[ [ [ [ F [ | [

Figure 2 | The mammalian regulatory jungle.
Modifié de: de Laat and Duboule, 2013 Nature

Nucleus
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Capture de Conformation Chromosomique

Rappel cours 2020

Mais comment fonctionne un enhancer a une telle distance du géne cible?

M COUPGI’ avec une enzyme
*Approche par interaction physique s de restriction 'fréquente’

(Job Dekker et collegues)

>

Ligation de I'ADN
(qui sera donc favorisée
par la proximité)

Enlever le
‘cross-linking’
(relache I'ADN)

Production d'une
librairie de boucles d'ADN et
séquengage
massif (amorces etc..)

Le nombre de 'reads' mixtes
reflete la proximité entre les deux
°cC segments d'ADN dans |'espace

0,0
o°
o

Q.0

'Cross-linking'
ADN-protéines

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

41
% COLLEGE
. . DE FRANCE
Capture de Conformation Chromosomique o
Chromosome Conformation Capture Rappel cours 2020
(3C, 4C, 5C, HiC.))
Adapté de Long, Prescot and Wysocka, Cell, 2016
AL TAD3
Interaction
strongth/
froquency
Weak/none
;
W Stong/requent
Genome-wide measurement of
pairwise interaction frequency 406_'50":;";‘ I':’:":‘;:;‘:hlh
*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)
Chase Bolt,
EPFL Lausanne
42

21



COLLEGE

Chromosome Conformation Capture %

(3C, 4C, 5C, HiC.))

Chromosome Conformation Capture

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

TAD3

Genome-wide measurement of
pairwise interaction frequency

. Active

Interaction
strongth/
froquency

Woak/none

L L LD

Stong/frequent

~1 Mb in mammals
~100-500 kb in drosophila

Adapté de Long, Prescot and Wysocka, Cell, 2016

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

43

A Switch Between Topological
Domains Underlies HoxD Genes
Collinearity in Mouse Limbs

Guillaume Andrey,’ Thomas Montavon,'* Bénédicte Mascrez,” Federico Gonzalez,”t
Daan Noordermeer, Marion Leleu,” Didier Trono,” Frangols Spitz,” Denis Duboule™ 1

www sciencemagorg  SCIENCE VOL 340 7 JUNE 2013

COLLEGE

Régulation bimodale des génes Hoxd {5 sease

Phase précoce, proximale

Phase tardive, distale l
*Deux domaines de
régulation distincts
/ \‘ » pp— o
Digits HoxD Arm/Forearm
- ' A PRl s '
v v LA v v v v

*La phase précoce implique des
enhancers localisés dans le domaine de
régulation télomérique (T-DOM) et
contréle des géne Hoxd qui 'fabriquent’
le bras et I'avant-bras

Phase précoce

C-DOM

<t

*La phase tardive implique des
enhancers localisés dans le domaine de
régulation centromérique (C-DOM) et
contréle des géne Hoxd qui 'fabriquent’
les mains et les pieds (autopodes)

CDOM ¢ T-DOM
&
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Régulation bimodale des génes Hoxd

RN & "~

mI1 1Sall ) !!! a!ﬂm!.

Andrey et al., Science 2013; Rodriguez-Carballo et al. Genes & Dev. 2017

45

Homologies 'Super-profondes’ (ontologiques)

TAD 'distal’ TAD 'proximal’
-

RS«

., ) 79

B

*Le TAD 'proximal' contient de nombreux enhancers de toutes spécificités, qui contrélent
I'activité des génes Hoxd1 a Hoxd11 dans beaucoup de tissus, organes, a 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 I'évolution?
Q: Sont-ils apparus en paralléle ou en série..?

COLLEGE
DE FRANCE

Q: La présence et l'origine de ces paysages de régulations chez des espéces
différentes peuvent-ils nous renseigner sur |'évolution des organes/structures

qu'ils contrélent? (homologie 'ontologique’)

46
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A single three-dimensional chromatin compartment in
amphioxus indicates a stepwise evolution of vertebrate
Hox bimodal regulation

Rafael D Acemel', Juan | Tema', Ibai Irastorza- Azcarate’, Ferdinand Marlétaz**, Carlos Gomez-Marin',
Elisa de la Calle-Mustienes', Stépbanie Bertrand’, Sergio G Diaz', Danbel Aldea’, fean-Marc Aury’,

Sophie Mangenot!, Peter W H Holland”, Damien P Devos, Ignacko Maeso’, Hector Escriva’ &

José Luis Goaez-Skarmeta!

VOLUME 48 | NUMBER 3 | MARCH 2016 NATURE GENETICS

Evolution des régulations au locus HoxD, I'Amphioxus

Branchiostoma lanceolatum

/

Bilatérions
Hémichordés
Lophotrochozoaires
Protostomiens . Ecdysozoaires
i — Cnidaires
§ o
3 phores
3

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

Venébrés >
. Régre Anmaka
| Emeanchement  Chordata
Crordie Tuniciers p r— Cephalochondata
l Ondre. Armchextormas
& Famdie Brarnchostomatcian
Céphalochordés <l — =
Deutirostomiens S
Branchiostome
Echinodermes Patas, 1770
Antufecraives Le lancelet

Quelques caractéres des céphalochordés
qui en font des chordés:

*Présence d'une notochorde (rigide)
*Tube nerveux dorsal (épineuriens)
*Fentes pharyngiennes

*Queue post-anale

47

Etude de I'Amphioxus, génes Hox

Pascost Ay ot o, (vcevo 2012, 328
1P el comicantent VA

[ EvoDevo

RESEARCH Open Access

rity of the amphioxus Hox cluster

a Avarez’, Shigens Kuratant, Sabatore DY Anielo

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

Une seul grand cluster de 15 génes Hox

Céphalochordés i>

Branchiostoma floridoe

——

Urochordés

1ére et 2éme duplications
génomiques

Vertébrés

3éme duplication
génomique

Branchiostoma lanceolatum

(97 0000EH=F o =Em

7z

1514 13 121110 9 8 7 6 5 4 3 2 1

SHVOHOMOOVIID

OO0 0000 0HEHE EHE B OHEHE

< )

o

) emioienimi
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A single three-dimensional chromatin compartment in

Etude de I'Amphioxus, régulation bimodale

COLLEGE
DE FRANCE

amphioxus indicates a stepwise evolution of vertebrate
Hox bimodal regulation

Rafael D Acemel', Juan | Tema', Ibai Irastorza- Azcarate', Ferdinand Marlétaz™*, Carlos Gomez-Marin',
Elisa de la Calle-Mustienes', Stépbanie Bertrand’, Serglo G Diaz', Dansel Aldea’, Jean-Marc Aury!,

Sophie Mangenot!, Peter W H Holland?, Damien P Deves’, Ignacko Maeso', Hector Escrivi’ &

José Luls Goenez-Skarmets'

Chez  Amphioxus, la structure semble
correspondre & un seul domaine, sans
séparation claire des contacts d'un cété ou de
I'autre.

VOLUME 48 | NUMBER 3 | MARCH 2016 NATURE GENETICS

Hox2
I — e i
Hoxé
Hox13
Hox15
e iAo cinicton
Meoox Copz  Cbx Smugl 45 8 1Mi514 Lnp Gpatch8
T (T I T i R R e
Me2 Hompa Skap Mo 1 79 1012 Evxb
Hox cluster
contacts 'antérieurs’ contacts 'postérieurs’
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A single three-dimensional chromatin compartment in

Etude de I'Amphioxus, régulation bimodale

COLLEGE

amphioxus indicates a stepwise evolution of vertebrate
Hox bimodal regulation

Rafael D Acemel', Juan | Tema', Ibal Irastorza- Azcarate', Ferdinand Marlétaz**, Carlos Gomez- Marin',
Elisa de la Calle-Mustienes', Stépbanie Bertrand’, Serglo G Diaz', Danbel Aldea’, Jean-Marc Aury*,

Sophie Mangenot, Peter W H Holland?, Dusicn P Deves’, Ignacko Maeso’, Hector Escrivi’ &

Joué Luls Goemez-Skarmeta'

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

VOLUME 48 | NUMBER 3 | MARCH 2016 NATURE GENETICS

HoxD

souris

Anterior erior

- poisson-zébre

At

atpSg3a chnl
pdlla mir148hnrnpa3 9 noa creb2latt2
HoxDa cluster
contacts 'antérieurs’ contacts 'postérieurs’
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A single three-dimensional chromatin compartment in
amphioxus indicates a stepwise evolution of vertebrate
Hox bimodal regulation

Rafael D Acemel', Juan | Tena ', Ibai Irastorza- Azcarate', Ferdinand Marlétar™", Carlos Gomez-Marin',
Elisa dela Calle-Mustienes', Stépbanie Bertrand’, Sergio G Diaz', Danel Aldea’, Jean-Marc Aury*,

Sophie Mangenot!, Peter W H Holland?, Damiien P Devos’, Ignacko Maeso', Hecter Excriv’ &

fosé Luis Géeez-Skarmeta'

VOLUME 48 | NUMBER 3 | MARCH 2016 NATURE GENETICS

Etude de I'Amphioxus, régulation unimodale...

COLLEGE
DE FRANCE

Chez  Amphioxus, la structure semble

correspondre a un seul domaine, sans
séparation claire des contacts d'un cété ou de

I'autre. Bien visible en 'HiC virtuel'...

L !
TADp

Matrices de contacts (in silico)

poisson-zébre

+———— | cluster Hox

Amphioxus

——— | cluster Hox
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A single three-dimensional chromatin compartment in
amphioxus indicates a stepwise evolution of vertebrate
Hox bimodal regulation

Rafael D Acemel', Juan | Tema', Iba Irastorza-Azcarate’, Ferdinand Marlétaz™, Carlos Gomez-Marin',
Elisa de la Calle-Mustienes', Stépbanie Bertrand’, Sergho G Diaz', Dansel Aldea’, Jean-Marc Aury!,

Sophie Mangenot’, Peter W H Holland?, Damica P Devos’, Ignacko Maeso', Hector Excrivi’ &

José Luis Gomez-Skarmeta'
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Etude de I'Amphioxus, régulation unimodale...
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Hypothése: Les domaines de régulations
(TAD) apparaissent a des temps différents et
sont déja présents a l'origine des vertébrés.
Q: Sont-ils fonctionnellement comparables?

Protostomes
LCA des chordés

LCA des bilateria

Deutérostomes

LCA: dernier ancétre commun (Last Common Ancestor)

TADa(p)

Céphalochordés

Vertébrés
TADp

Vertebrates
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Conservation and Divergence of Regulatory Strategies at
Hox Loci and the Origin of Tetrapod Digits

o1

January 2014 | Volume 12 | Issue 1 | e1001773

fion Lelew’, Denis Duboule'**

g, Daan Noordermeer”,

Pour une approche fonctionnelle, par transgenése de TADs entiers, Classifcation

le génome du poisson zébre n'est pas pratique (bien que deux fois e s

plus petit que celui de la souris). Le choix se porte sur le tétraodon I

5-embe. Vertobrata

nigroviridis. Swperciasse  Ostoichityes
Ordre Totracdontiformes
Familie Tetracdonticae
Gerve Tetraodon

Espéce
*'Tétraodon vert' ou 'poisson ballon & points verts' Tetraodon nigroviridis

*Le plus petit des tétraodons (10-15cm)
*Sri-Lanka, Indonésie

*Eau chaude, saumatre

*Il gonfle lorsqu'il se sent menacé...
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Tétraodontiformes

g Molecular Phylogenetics and Evolution
PR | October 201, Pages 177-187

A new phylogeny of tetraodontiform fishes
(Tetraodontiformes, Acanthomorpha) based on 22

loci
téléostéens... tétraodontiformes...
infra-cl S PP
(infra-classe) (ordre) L > stes grisssndcaise) Ol

Ostraciidao (possons-cofire) 5

Triacanthidao (viacanthes) . ¢

Tracanthosdas £

Poisson lune

Batsictan (poissons baisios) SRRy
Monacanthidae (poissons-ime) "-

Molicae (poissons-une) @9 B —

| Emne s 2

Totracdorticas (potssons-giote) i

Poisson-ballon a points verts
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Genome duplication in the teleost fish
Tetraodon nigroviridis reveals the early

vertebrateproto-karyotype

Clvier Jaition', Joan-Mars Aury

', Alain Barmet’, ', David Jafle', Shesla Finber', -'nn-- Carsie Dossat',

Claire Jubln', Vasina Castelt', lnn-l-- Bencit Vacherte', Chritian Sidment , Tineb Skall, Laurence Catioico’, Jule Postain',
'\ ,l-n-m,
4 MoKarnan’, ’, Manells Katbs',
Roderic Guigd’, Michaet C. Zody', -.-v:u-l-unnnndhuzu--lun-z(-ul-u--xu--l-'

ke 5. Lander' *, Joan Wetssenbach' & Hogues Roest Crotius
NATURE | VOL 43121 OCTOBER 2004 |

Abstract

isa puffer fish with the smallest known vertebrate genome. Here, we report a draft genome
sequence with mwhhprmthmnh&mwmmmMMI
greatly improved fish gene catalogue, mmmmmmmnmmm.mm
MMMOMMMMMMWW than their mammalian homologues.
Comparison with the human genome suggests 900 previously mnmmmolmmrmmm
genomes shows that whole-genome duplication occurred in the teleost fish lineage, subsequent to mmalmm
The analysis also makes it possible to infer the basic structure of the ancestral bony vertebrate genome, which was composed of
12 chromosomes, to history of anci leading

Finally, the overall genome size was directly
measured by flow cytometry experiments on several fish; an
average value of 340 Mb was obtained, consistent with the sequence
assembly and smaller than the previously reported estimate of
350-400 Mb.

ZF: 1.4x107, ca. 5 fois plus petit
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sew) ey oy st oes HPLOS |vece BAC: Chromosome artificiel de bactérie, un grand
Conservation and Divergence of Regulatory Strategies at morceau d'ADN qui peut étre maintenu et amplifié
Hox Loci and the Origin of Tetrapod Digits en bactéries et utilisé comme transgéne (100-200kb)

Joost M. Woltering', Daan Noordermeer”, Marion Leleu’, Denis Duboule'**

. G Sttt L S Tt e o e Un BAC couvrant les domaines de régulation
January 2014 | Volume 12 | Issue 1 | 1001773 'postérieurs' des clusters HoxAa et HoxAb de

tétraodon nigroviridis sont introduits dans la souris..
50kb

Evx2
-

. Ildl ;
déa (19?”01313 12a
Hoxd11a Hoxd12a
@ TADant (proximal)

HoxDa

@ TADpost (distal)

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
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Conservation and Divergence of Regulatory Strategies at morceau d'ADN qui peut étre maintenu et amplifié
Hox Loci and the Origin of Tetrapod Digits en bactéries et utilisé comme transgéne (100-200kb)

(N

'MWMMM

“ . Deux BACs couvrant les domaines de régulation
January 2014 | Volume 12 | Issue 1 | e1001773 'postérieurs' des clusters HoxAa et HoxAb de
tétraodon nigroviridis sont introduits dans la souris..

50kb
JIAZE1 ai3a alfa
il S {3 HoxAa
OSBPL3a CREBSa Evx1
Hoxalla Hoxa13a

mmuHoxd11 Hoxa11b 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

— Hoxa10b Hoxa11b Hoxa13b HIBADHb  TAX1BP1b JAZF1b

FIRIETR

a13b al0b
JAZF1b HIBADHS atp g0 az
- =m0

{3 HoxAb

et
TAX1BP1b
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Conservation and Divergence of Regulatory Strategies at
Hox Loci and the Origin of Tetrapod Digits

Joost M. Woltering', Daan Noordermeer”, Marion Leleu’, Denis Duboule'**

1 ot o G ot B, Gy of Garwes Gamevn Sttt et of L i, Fatns s f o, L. mmbond

Conclusions de cette étude:
(et du cours?)

January 2014 | Volume 12 | Issue 1 | 1001773

Abstract

The evolution of tetrapod limbs from fish fins enabled the conquest of land by b and thus rep akey step in
evolution. Despite the use of comp gene critical aspects of this transformation remain
controversial, in particular the origin of digits. Hoxa and Hoxd genes are essential for the specification of the different limb
segments and their functional abrogation leads to large truncations of the appendages. Here we show that the selective
transcription of mouse Hoxa genes in proximal and dislal limbs is related to a bimodal higher order chromatin structure,

similar to that reported for Hoxd genes, thus g a generic latory sua(egy pl d by both gene clusters
during limb development. We found the same bimodal chromatin ardutccture Iﬂ fish embryos, mdnatmg tha( the
regulatory mechanism used to pattern tetrapod limbs may predate the d fish and

when assessed in mice, both fish regulatory landscapes mggered transcnptwn in pmxlmal rather than dlstal limb (ermones.
i lutionary scenario whereby digits arose as h genetic g of p
vegulatovy Iandscapes We discuss the posslbllny to conslder regulatory circuitries, rather than emression panems. as |_
to define evol

Nous avons trouvé la méme organisation structurelle bimodale de la chromatine chez les poissons, ce qui suggére que
les mécanismes de régulations utilisés pour le é)attemlng des membres tétrapodes pourraient prédater la divergence
évolutive entre les poissons et les tétrapodes. Cependant, Iorsque analysés chez la souris, les paysages de régulations
des clusters Hox du poisson ne stimulent la transcription des génes Hox que dans la partie proximale, plutét que dans
les territoires distaux. Cette observation parle en faveur d'un scénario par lequel les doigts des tétrapodes sont des
nouveautés évolutives, apparues grace a la pré-existence et a |'utilisation (retroffiting) de structures de régulations.

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