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Introduction générale 
 

« tous les êtres organisés qui ont vécu sur la terre descendent probablement d’une 

même forme primordiale dans laquelle la vie a été insufflée à l’origine. » (Darwin, 

1859) 

a diversité des êtres vivants est fascinante lorsque l’on considère le fait qu’ils dérivent tous 

d’un ancêtre unique. Au sein des êtres pluricellulaires, les mêmes structures peuvent 

adopter des formes extrêmement variées, comme la fleur chez les Angiospermes ou le 

membre antérieur des Mammifères qui peut servir d’aile chez les chauves-souris, de nageoire chez les 

baleines, ou le plus souvent de membre marcheur. Cette diversité de formes est décrite par les 

anatomistes depuis plusieurs siècles, mais les mécanismes de l’évolution de cette diversité à partir 

d’une base commune commencent seulement à être déchiffrés.  

L’avènement de l’évo-dévo, l’étude comparée du développement embryonnaire au niveau 

cellulaire et moléculaire, a permis de nombreuses avancées dans la compréhension des causes 

développementales de la diversification. Ainsi, la modification de l’expression des gènes de 

développement d’une structure, que ce soit un changement de position de l’expression (hétérotopie) ou 

un changement dans le temps (hétérochronie), semble un mécanisme fréquent à l’origine de 

l’évolution des formes. Plus récemment encore, les avancées dans le séquençage des génomes et la 

génomique comparée ont permis de comprendre les modifications sous-jascentes de l’ADN, les causes 

génétiques de ces modifications.  

Dans une perspective évolutionniste, la question des causes distales des modifications de formes se 

pose elle aussi : quelles forces évolutives ont conduit au changement observé ? Le changement 

permettait-il une meilleure adaptation à l’environnement, auquel cas la sélection naturelle l’a 

maintenu ? Ou était-il neutre, et s’est-il répandu par hasard, au gré de la dérive génétique ? La question 

des forces évolutives est particulièrement intrigante dans le cas de l’évolution régressive, c’est-à-dire 

lorsque l’évolution procède dans le sens de la simplification plutôt que de la complexification, à 

l’encontre du sens commun.  

Au cours de ma thèse, j’ai tenté de répondre à la question des causes développementales, 

génétiques et évolutives d’une modification particulière : la perte de l’œil chez un poisson cavernicole, 

Astyanax mexicanus. Au sein de cette espèce existent à la fois des populations de poissons de rivière 

« classiques » et des populations de grottes, pour la plupart aveugles et dépigmentées. La comparaison 

de ces deux morphotypes par une approche évo-dévo permet de comprendre les mécanismes 

d’évolution dans les grottes.  

L 
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L’introduction se concentrera d’abord sur l’origine des différences morphologiques et les moyens 

de les étudier. Puis, nous décrirons le développement de l’œil et plus particulièrement du cristallin, la 

partie de l’œil la plus affectée chez Astyanax mexicanus. Enfin, nous nous intéresserons aux animaux 

cavernicoles et à leur intérêt pour étudier les différences phénotypiques, avant de décrire le cas 

particulier du poisson cavernicole Astyanax mexicanus.  

Le premier article (publié) s’attache à décrire le développement des morphotypes de rivière et de 

ceux de la grotte Pachón, dans une table de développement. Il montre que les grandes étapes du 

développement des deux morphotypes sont synchrones, ce qui permet de comparer rigoureusement les 

embryons.  

Le deuxième article (en préparation) présente la comparaison du développement des placodes du 

cristallin et de l’épithélium olfactif dans les deux morphotypes, et le rôle des modifications de 

signalisations précoces dans l’embryon sur ces différences.  

Le troisième article (soumis) montre les modifications de différenciation du cristallin chez les 

morphotypes de grotte, en étudiant les gènes de différenciation que sont les cristallines, du point de 

vue de leur séquence et de leur expression. La fonction de deux de ces cristallines est également 

étudiée. 

Le quatrième article (publié) s’intéresse à l’évolution moléculaire des Astyanax de rivière et de 

ceux de la grotte Pachón : l’analyse de données transcriptomiques permet de montrer que les gènes du 

système visuel du poisson cavernicole accumulent des mutations, ce qui suggère un relâchement de la 

pression de sélection sur ces gènes.  
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Liste d’abréviations  

 

Bmp :  Bone Morphogenetic Protein 

CF :   poisson cavernicole (Astyanax) 

dpf :  jours post-fécondation 

EST :   fragment de transcrit séquencé (expressed sequence tag) 

F0, F1, F2 : génération des parents, 1
e
 génération de descendants, puis 2

e
 génération 

Fgf :   Fibroblast Growth Factor 

Hh :   Hedgehog 

hpf :  heures post-fécondation 

L-DOPA : L-3,4-dihydroxyphenylalanine 

Ma :   million d’années 

Mc1r :   MelanoCortin 1 Receptor 

Oca2 :   Oculocutaneous Albinism 2 

pb :   paire de bases 

QTL :   Quantitative Trait Locus 

RPE :  épithélium pigmenté de la rétine  

SF :   poisson de surface (Astyanax) 

Shh :   Sonic Hedgehog 

UV :   ultra-violet 

VAB :  comportement d’attraction pour les vibrations (Vibration Attraction Behavior) 

Wnt : Wingless-type mouse mammary tumor virus INTegration site family; famille 

d’orthologues du gène Wingless de Drosophile  
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Illustration Photographie d’un Astyanax CF Pachón (à gauche) et d’un SF (à droite) Photographie 

prise au laboratoire N&D par Sylvie Rétaux et Yannick Elipot.   
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A. Etude de l’origine des différences morphologiques  

 

 

Illustration Photographie du crâne de différents oiseaux du groupe des passereaux (de haut en bas, 

moineau commun, pinson des arbres, chardonneret, bec-croisé des sapins et pinson terrestre à gros 

bec). Notez en particulier les formes de bec très variables. D’après (Panafieu, 2007).  
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I. Forces évolutives 

’étude de la diversification morphologique au cours de l’évolution suscite la question, peu 

classique en biologie, du « pourquoi ? ». La différence observée est-elle adaptative, un 

avantage sélectif en résulte-t-il ? Et dans ce cas, quel est-il ? Ou cette différence est-elle due au hasard, 

s’est-elle fixée dans une population par simple dérive génétique ?  

Ainsi, en plus de la question des mécanismes développementaux gouvernant la formation de 

structures anatomiques, comprendre quelles forces évolutives sous-tendent l’acquisition de nouveautés 

est une autre question essentielle. 

En génétique des populations, on compte 6 forces évolutives qui peuvent faire varier la fréquence 

d’un allèle (Fig 1) : la mutation, la migration d’individus, la dérive génétique, la sélection positive 

(directionnelle), la sélection stabilisatrice (négative) et la sélection divergente (balancée).  

 

Figure 1 Forces évolutives ayant un effet sur la fréquence d’un allèle dans une population. D’après 

(Griffiths et al., 2002).  

 

Dans la suite de ce chapitre, nous définirons et discuterons des effets de ces forces évolutives. Nous 

ne nous intéresserons ni à la mutation (qui se produit au hasard) ni à la migration (qui agit de manière 

homogène sur tout le génome).   

a. Sélection positive 

« La moindre supériorité que certains individus, à un âge ou pendant une saison 

quelconque, peuvent avoir sur ceux avec lesquels ils se trouvent en concurrence, ou 

toute adaptation plus parfaite aux conditions ambiantes, font, dans le cours du temps, 

pencher la balance en leur faveur. » (Darwin, 1859) 

 L
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« La girafe n’acquit pas […] son long cou en désirant atteindre le feuillage des arbres 

les plus hauts et en étirant constamment son cou afin dʹy arriver, mais parce que toute 

variété au cou plus long que d’ordinaire apparaissant parmi ses congénères put 

s’assurer immédiatement un nouvel étage de pâturages sur le même sol que ses 

compagnons au cou plus court, et fut capable de leur survivre dès la première carence 

en nourriture. »   (Wallace, 1858) 

La force évolutive la mieux connue depuis la publication de « l’Origine des espèces » est la 

sélection positive, vulgarisée par l’expression « la loi du plus fort ». Cette force correspond en effet à 

la sélection au cours des générations des modifications avantageuses, grâce à la meilleure survie et 

reproduction des individus qui les portent. Ainsi, un allèle conférant une mutation avantageuse se 

fixera (atteindra une fréquence de 100%) rapidement dans la population où il apparaît (Fig 2).  

 

Figure 2 Evolution au cours du temps de la fréquence d’un allèle A avantageux dans une 

population d’individus aa. D’après (Griffiths, 2000).  

 

Certaines mutations peuvent avoir des effets moins tranchés. Ainsi, la déficience en glucose 6 

phosphate déshydrogénase, une des enzymes de la glycolyse qui protège du stress oxydatif, peut 

sembler a priori délétère. En réalité, elle est asymptomatique, sauf dans certaines conditions, 

infectieuses notamment, où elle peut provoquer des anémies. Et surtout, elle protège de la malaria, 

peut-être parce que le parasite Plasmodium falciparum survit mieux dans des hématies où les 

conditions redox sont optimales.  

Selon des modèles théoriques, cette mutation n’atteint la fixation que si les individus homozygotes 

et hétérozygotes survivent mieux que les autres, et si donc la résistance à la malaria procure un 

avantage supérieur à la protection contre le stress oxydatif. Si les hétérozygotes sont les plus 

avantagés, la fréquence atteinte finalement par la mutation sera 0.5 (Hedrick, 2011). En revanche, si 
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les homozygotes mutants et les hétérozygotes ont le même avantage sélectif, l’allèle ancestral finit par 

disparaitre car il est désavantageux (Fig 3).  

 

Figure 3 Evolution théorique de la fréquence d’une mutation A avantageuse dans le gène de la 

glucose 6 phosphate déshydrogénase, mutation qui protège de la malaria. D’après (Hedrick, 2011).  

 

Comment détecter la sélection positive ? La première possibilité est de montrer que la modification 

étudiée est adaptative, qu’elle permet aux individus la portant de survivre mieux que les autres. Il faut 

alors imaginer des expériences de compétition entre les individus porteurs de la modification et les 

autres. Par exemple, des truites domestiques, sélectionnées par les pisciculteurs, ont été mises en 

compétition avec des truites sauvages, et elles se sont révélées plus rapides pour consommer de la 

nourriture, même en présence de prédateur. Leur niveau d’activité était en effet plus élevé que celui de 

la truite sauvage, ce qui pourrait expliquer leur plus grande efficacité à se nourrir (Tymchuk et al., 

2007). Ici la nature exacte de la modification avantageuse pour la recherche de nourriture n’est pas 

connue, mais ce type d’expérience peut être utilisé entre des individus qui ne diffèrent que par un trait.   

Dans le cas où la valeur adaptative de la modification est difficile à tester, un indice fort de 

sélection positive correspond au fait que cette modification s’est produite indépendamment dans 

plusieurs lignées différentes. En effet, la convergence pour un même phénotype suggère que ce 

phénotype est avantageux. Ainsi, une expérience d’évolution expérimentale sur des bactéries dans un 

environnement pauvre en glucose pendant 40000 générations a permis de montrer que 3 gènes étaient 

systématiquement mutés, dans 11 lignées indépendantes, deux d’entre eux étant liés au métabolisme 
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des glucides. Cela suggère que dans cet environnement, ces 3 gènes sont sous sélection positive 

(Barrick et al., 2009).  

Il est également possible de détecter des traces de sélection positive dans des séquences 

nucléotidiques. L’un des moyens les plus simples de détection dans une séquence codante consiste à 

comparer le taux de substitutions à des sites synonymes (dS), c’est-à-dire dont la mutation ne modifie 

pas l’acide aminé codé et le taux à des sites non synonymes (dN), c’est-à-dire dont la mutation modifie 

l’acide aminé codé. En effet, dans le cas où une séquence évolue de façon neutre, les substitutions non 

synonymes devraient s’accumuler à la même vitesse que les  synonymes. Alors, le ratio dN/dS sera 

aux alentours de 1. Si la mutation du codon observé est avantageuse, les mutations non synonymes 

auront tendance à s’accumuler davantage et le ratio dN/dS sera au-delà de 1. Si au contraire, 

l’évolution du codon est très contrainte et qu’il est sous sélection stabilisatrice, seules les substitutions 

silencieuses pourront s’accumuler et le ratio dN/dS sera très inférieur à 1 (Kryazhimskiy and Plotkin, 

2008, Fig 4). 

 

 

Figure 4 Taux de substitutions non synonymes sur synonymes attendu en fonction du coefficient 

de sélection sur le codon (θ : taux de mutation). Le coefficient de sélection est une mesure de 

l’avantage sélectif que confère une mutation. D’après (Kryazhimskiy and Plotkin, 2008).  
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Ainsi, chez certaines souches du virus de la grippe, la résistance aux adamantanes, une classe de 

composés antiviraux, est conférée par des mutations dans un codon de la protéine M2 du virus, et ce 

codon est sous sélection positive avec un ratio dN/dS de 2.721 (Hill et al., 2009).  

Les méthodes s’appuyant sur le déséquilibre de liaison permettent de détecter des traces de 

sélection positive dans n’importe quelle région du génome (pas seulement les parties codantes). Ces 

méthodes s’appuient sur le fait que lorsqu’une mutation avantageuse est sélectionnée, la région 

génomique à laquelle elle appartient va elle aussi augmenter en fréquence, juste par l’effet de la liaison 

génétique : la recombinaison génétique n’est pas suffisamment efficace pour « casser » l’haplotype 

auquel appartient la mutation avantageuse avant qu’elle ne se fixe. Le résultat est que tous les allèles 

neutres de cette région chromosomique vont augmenter en fréquence avec la mutation avantageuse, et 

que le polymorphisme de la région va être fortement réduit. On appelle cet effet le balayage sélectif 

(Fig 5).  Les régions très peu polymorphiques dans le génome sont donc interprétées comme des 

régions qui ont subi une sélection positive récente (Suzuki, 2010).  

 

Figure 5 Représentation schématique d’un « balayage sélectif » après sélection positive.  

 

Cette méthode a permis de détecter que la persistance de l’activité lactase en Europe avait été 

sélectionnée positivement. En effet, l’enzyme lactase, qui permet de digérer le lactose, est 

normalement exprimée chez le nouveau-né, ce qui lui permet de digérer le lait maternel, puis 

l’expression s’éteint chez l’adulte. Or, en Europe, près de 80% de la population est capable de digérer 

le lait à l’âge adulte, ceci grâce à des mutations ponctuelles dans les régions régulatrices du gène de la 

lactase qui permettent la persistance de son expression chez l’adulte. Si aujourd’hui, cette mutation 

n’est probablement plus avantageuse, aux débuts de l’agriculture et de l’élevage (vers -9000 ans en 

Europe), elle a probablement permis à des adultes de survivre en buvant du lait en temps de famine. Or 

ces mutations du promoteur de la lactase se trouvent sur un haplotype particulièrement long (1Mb), 

peu polymorphe, suggérant une forte sélection positive il y a 5000-10000 ans (Bersaglieri et al., 2004).  
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b. Sélection purificatrice 

Alors que les modifications avantageuses sont sélectionnées positivement, celles qui sont délétères 

sont sous sélection négative ou purificatrice. Ainsi, la fréquence d’un allèle délétère décroît 

rapidement, car les individus qui le portent survivent et se reproduisent moins bien (Fig 6). 

 

Figure 6 Evolution au cours du temps de la fréquence d’un allèle désavantageux de la 

déshydrogénase malique dans une population de Drosophila melanogaster. Ligne rouge pointillée : 

courbe théorique. D’après (Griffiths, 2000).  

 

Cette force évolutive limite donc la variabilité. La plupart des séquences codantes sont sous 

sélection purificatrice, particulièrement les exons (1000 Genomes Project Consortium et al., 2010). On 

suppose que cela s’explique par le fait que les protéines ont atteint un optimum d’adéquation entre leur 

structure et leur fonction, si bien que la majorité des mutations qui les affectent sont délétères.  

Mais d’autres régions du génome sont sous sélection purificatrice. D’abord, comme dans le cas de 

la sélection positive, la sélection purificatrice a un effet sur le polymorphisme neutre voisin, et tend à 

le réduire. Il y a donc une sélection de « fond » au voisinage des gènes, qui élimine le polymorphisme 

(1000 Genomes Project Consortium et al., 2010). Et puis, des régions du génome non codant sont 

également fonctionnelles, et donc sous sélection, comme par exemple les enhancers. En effet, la 

comparaison des génomes de 29 Mammifères euthériens a permis de montrer que 4.2% du génome 

humain est sous sélection stabilisatrice, une proportion très importante lorsque l’on sait que seul 1.5% 

du génome code des protéines (Lindblad-Toh et al., 2011). Ici, la méthode pour détecter la sélection a 

été de comparer les taux de substitution le long du génome : les régions où le taux de substitution est le 

plus faible correspondraient à des régions où la variabilité a été éliminée par sélection purificatrice. 
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Le balayage sélectif par la sélection purificatrice a un effet moins drastique que celui lié à la 

sélection positive : en effet, il conduit à éliminer quelques haplotypes délétères parmi tous ceux 

existant (Fig 7). La sélection positive conduit, elle, à la fixation d’un haplotype avantageux unique.   

 

Figure 7 Représentation schématique d’un « balayage sélectif » après sélection purificatrice.  

 

c. Sélection divergente 

Pour certains phénotypes, c’est la variabilité qui est un avantage. L’exemple donné classiquement 

concerne le Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH), un complexe protéique essentiel dans la 

reconnaissance du soi. En effet, cette molécule exprimée à la surface de quasiment toutes les cellules 

de l’organisme présente des fragments de protéines intracellulaires. Lorsque les cellules sont infectées, 

des portions de protéines virales pourront être présentées et déclencher une réaction immunitaire. 

Cependant, un allèle de CMH donné ne pourra présenter qu’une partie des peptides, et il est donc 

avantageux pour chaque individu de porter 2 allèles différents, et pour la population, que ce locus soit 

le plus polymorphe possible. Les forces évolutives en jeu au locus du CMH-I chez les moineaux ont 

été étudiées. Une étude de génétique des populations en France a permis de montrer que la variabilité à 

ce locus était supérieur à celle de microsatellites choisis au hasard, et que la différenciation génétique 

(mesurée par l’indice de différenciation FST) entre les populations de moineaux était plus élevée pour 

ce locus que pour les autres (Loiseau et al., 2009). 

d. Dérive génétique 

« Des variations qui ne sont ni utiles ni nuisibles à l’espèce, et […] en conséquence la 

sélection naturelle ne s’en est pas emparée pour les rendre définitives » (Darwin, 

1859) 
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La plupart des mutations sont neutres : leur fréquence n’est pas soumise à sélection et évolue au 

hasard. Ainsi, à chaque génération, la fréquence allélique va être modifiée au hasard par rapport à celle 

de la génération précédente, suite au fait que tous les individus ne se reproduisent pas, ou pas autant. 

Ainsi, du seul fait du hasard, certaines mutations vont voir leur fréquence augmenter et être finalement 

fixées, et d’autres vont disparaître (Kimura, 1991, Fig 8). La probabilité de fixation d’une mutation 

neutre correspond à sa fréquence allélique. Ainsi, au moment où une mutation neutre apparaît dans une 

population d’une taille efficace de N individus, sa probabilité de fixation est de 1/2N (Griffiths et al., 

2002). On prend en effet en compte la taille efficace d’une population (la taille qu’aurait une 

population idéale, dans laquelle tous les individus se reproduiraient avec la même efficacité, ayant le 

même degré de variabilité génétique) plutôt que sa taille réelle, car c’est ce facteur qui influe sur la 

transmission des allèles d’une génération à la suivante. Pour donner un exemple de la différence entre 

les deux mesures, la taille efficace de la population humaine est estimée à moins de 10000 individus 

(Tenesa et al., 2007). 

 

Figure 8 Evolution au cours du temps de la fréquence d’allèles neutres dans une population. 

D’après (Griffiths, 2000).  

 

Cette force évolutive explique que lorsqu’une population est séparée en deux, les deux groupes 

isolés vont peu à peu se différencier, même en l’absence de différences environnementales. Si c’est un 

petit groupe qui se sépare de la population principale, l’effet d’échantillonnage lié à cette séparation 

aboutit à ce que la première génération de la petite population ait déjà des fréquences alléliques très 

différentes de la population principale. C’est ce qu’on appelle l’effet de fondation (Griffiths et al., 

2002). Ensuite, le fait que la population soit petite augmente la probabilité de fixation des mutations 

qui sont à l’état polymorphe dans la population initiale.  
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Les Travellers Irlandais sont ainsi un groupe itinérant isolé socialement de la population 

sédentaire : ils sont significativement différents génétiquement de la population irlandaise sédentaire, 

au point que certaines études avaient suggéré qu’il pourrait s’agir d’une population Rom plutôt 

qu’irlandaise. En fait, ils ont évolué par dérive génétique à partir d’un petit nombre d’Irlandais, et sont 

ensuite restés isolés des sédentaires. L’effet de fondation puis la dérive génétique ont suffi à 

différencier génétiquement cette population (Relethford and Crawford, 2013). 

Dans le cas d’un relâchement de la pression de sélection sur un gène qui est devenu non 

fonctionnel, ce gène évolue rapidement par dérive génétique. Ainsi, le gène de la cristalline αA, 

important pour le développement du cristallin, a accumulé des substitutions non synonymes chez le 

rat-taupe, un animal qui vit dans des galeries souterraines et a des yeux malformés (Hendriks et al., 

1987). 
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II. L’évo dévo, génétique évolutive du développement : origine 

développementale des différences morphologiques 

a. Historique de l’approche évo dévo 

’évo dévo est une approche consistant à comparer le développement d’espèces différentes, 

au point de vue notamment des patrons d’expression des gènes de développement, pour en 

tirer des conclusions sur l’homologie de certaines structures, ou comprendre leur diversification 

morphologique.  

C’est une discipline assez récente. Elle trouve ses racines dans l’anatomie comparée (pour l’aspect 

évolutif) et dans la génétique moléculaire du développement. L’embryologie, née dans les années 

1800, a montré assez tôt que les espèces se ressemblaient davantage pendant leur développement (pour 

revue, Hopwood, 2011).  Ainsi, Karl Ernst von Baer, en comparant le développement embryonnaire 

des Vertébrés, s’est aperçu que les embryons se ressemblaient davantage au début du développement 

(pour revue, Garfield and Wray, 2009 ; Fig 9).  

 

Figure 9 Embryologie de différents Vertébrés selon Karl Ernst von Baer (1892).  

 

Si certains des embryons de la figure présentée sont « faux », l’idée générale, notamment d’un 

stade « phylotypique » auquel tous les embryons d’un phylum donné se ressemblent, est restée (nous y 

 L



26 

reviendrons dans un prochain paragraphe). Pour von Baer cependant, la ressemblance des embryons 

n’était pas liée à l’héritage d’un ancêtre commun. C’est Ernst Haeckel qui a formulé en 1872 la théorie 

selon laquelle « l’ontogénie récapitule la phylogénie » : il suggérait ainsi que, de même que les 

espèces ont évolué en se diversifiant à partir d’un ancêtre commun, les embryons se développent en se 

différenciant de plus en plus à partir d’un stade précoce commun (pour revue, Olsson et al., 2010). 

L’évolution des formes aurait suivi celle du développement embryonnaire, et les espèces de Vertébrés 

auraient évolué à partir d’un ancêtre ressemblant à une gastrula (théorie Gastrae) (pour revue, Olsson 

et al., 2010). Au fur et à mesure de l‘évolution, chaque espèce aurait ajouté de nouveaux stades de 

développement, diversifiant peu à peu le développement par addition terminale de nouveaux stades, et 

permettant d’expliquer la diversité des morphologies adultes. Pour Haeckel, qui avait une conception 

gradiste des liens entre les espèces, les Vertébrés auraient tous eu initialement un développement de 

« poisson », ce qui explique pourquoi ils ont tous des arcs branchiaux, et certains (les plus « évolués ») 

auraient ajouté de nouvelles étapes de développement. Cette idée a été abandonnée, notamment parce 

que ce n’est pas forcément aux stades les plus précoces que les embryons se ressemblent le plus, mais 

surtout car l’idée d’une « échelle des êtres » a été abandonnée.  

L’embryologie comparée n’a pas connu de « trou noir » au XXe siècle (Fig 10). Ainsi, Gavin de 

Beer (1899-1972) qui a commencé sa carrière en embryologie expérimentale, a développé une théorie 

sur le rôle de l’hétérochronie dans l’évolution, c’est-à-dire des variations évolutives de la durée des 

différents stades de développement, et particulièrement, sur la rétention de caractères juvéniles chez 

les adultes (pour revue, Horder, 2006).  
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Figure 10 Apports de différentes disciplines à l’évo dévo actuelle. En violet, les noms de 

chercheurs représentatifs de différentes époques et de différentes disciplines. D’après (Love and Raff, 

2003). 

 

En 1973, DT Anderson s’est basé sur la littérature en embryologie pour tenter de déterminer si 

certains taxons étaient monophylétiques. En particulier, il a comparé les cartes de devenir présomptif 

des embryons au stade blastula de plusieurs groupes considérés comme arthropodes à l’époque 

(annélides, onycophores, myriapodes, insectes aptérygotes, insectes ptérygotes, crustacés et 

chélicérates), et en a déduit que les crustacés constituaient un groupe monophylétique, ainsi que les 

chélicérates (Fig 11). Cependant, il n’a pas trouvé assez de ressemblances entre tous les groupes 

considérés comme arthropodes pour les déclarer monophylétiques (Cather, 1974). Ce type de 

raisonnement comparatif sur les mécanismes de développement préfigure l’approche évo-dévo. La 

biologie évolutive et la génétique du développement ne sont donc pas les seules contributrices à 

l’apparition de l’évo-dévo. 
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Figure 11 Carte de devenir présomptif des embryons au stade blastula chez deux Annélides 

oligochètes. D’après (Anderson, 1966). 

 

La découverte majeure qui a permis l’avènement de l’évo dévo moderne est celle des gènes Hox 

(Fig 12). Ces gènes, qui contrôlent la formation et la segmentation de l’axe antéro-postérieur, ont été 

découverts d’abord chez la Drosophile (McGinnis et al., 1984), puis chez les Vertébrés (Duboule and 

Dollé, 1989). 

 

Figure 12 Organisation chromosomique des gènes Hox chez la Drosophile et chez la Souris. 

D’après (Duboule and Dollé, 1989; McGinnis et al., 1984). 

 

Au-delà de la conservation de séquence, les gènes Hox fonctionnent selon le même mécanisme 

dans différentes espèces : leur expression le long de l’axe antéro-postérieur est colinéaire par rapport à 
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leur position chromosomique (Lappin et al., 2006, Fig 13). Cette conservation de structure et de 

fonction à l’échelle des Bilatériens a marqué les esprits à l’époque puisqu’elle était totalement 

inattendue. Les plans d’organisation des insectes et des Vertébrés sont si différents qu’il paraissait 

invraisemblable que certains mécanismes développementaux soient conservés à si grande échelle 

évolutive. 

 

Figure 13 Conservation de l’expression des gènes Hox et des propriétés de colinéarité entre la 

Drosophile et la Souris. D’après (Lappin et al., 2006). 

 

C’est cette découverte qui a incité à comparer les mécanismes de développement dans des espèces 

distantes. Deux grands types d’approches ont été entreprises : soit utiliser l’expression de gènes de 

développement spécifiques comme indice de l’homologie de certaines structures (souvent à grande 

distance évolutive), soit comparer finement des espèces (souvent proches) pour comprendre l’origine 

de leurs différences morphologiques. Nous nous intéresserons uniquement à la 2
e
 approche, celle qui a 

été utilisée pour ma thèse.  

b. Evolution morphologique due à des mutations dans des séquences codantes 

L’évolution morphologique ne passe apparemment pas très couramment par la mutation de 

séquences codantes. La théorie actuelle est que de nombreux gènes affectant la morphologie ont des 

rôles pléiotropiques, et qu’une mutation dans leur séquence codante est donc fréquemment délétère 
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pour l’une des fonctions du gène. Ce sont donc essentiellement des gènes non pléiotropiques qui 

seraient affectés par les mutations codantes (Carroll, 2008). Ainsi, d’après une base de donnée 

recensant les mutations causales de différents phénotypes chez les êtres vivants pluricellulaires, 14/20 

mutations codantes affectant la morphologie chez des espèces sauvages affectent en fait la 

pigmentation, un caractère déterminé par des gènes peu pléiotropiques (Stern and Orgogozo, 2008). 

Ainsi, le gène Mc1r (melanocortin 1 receptor) est muté chez des représentants de nombreuses espèces 

(souris, homme, jaguar…), dont la pigmentation est modifiée.  

Chez les jaguars, certains individus sont complètement noirs au lieu d’avoir les tâches habituelles, 

et ce phénotype est lié à une délétion de 5 acides aminés de Mc1r  (Eizirik et al., 2003, Fig 14).  

 

Figure 14 Délétion dans la séquence codante de Mc1r chez le jaguar mélanique. D’après (Eizirik et 

al., 2003). 

 

Mc1r est en effet le récepteur de l’hormone stimulant les mélanocytes α (αMSH), et est exprimé 

principalement dans les mélanocytes. Lorsqu’il est activé par son ligand en présence d’UV, la synthèse 

de la mélanine est activée. Chez le jaguar mélanique, il est probable que le récepteur mutant soit 

constitutivement actif, car des mutations dans le même domaine du récepteur dans d’autres espèces 

provoquent son activation constitutive. 

Chez les mouches drosophiles, il existe une variabilité naturelle dans le nombre et la répartition des 

soies. Ainsi, une population marocaine de D. melanogaster a des soies ectopiques sur le dos. Ce 

phénotype est dû à une mutation dans le gène pad (poils au dos) qui code pour un facteur de 

transcription, conduisant à la perte du domaine de liaison à l’ADN. Cette mutation provoque 
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l’expression ectopique de scute, et le développement de soies surnuméraires. C’est donc ici une 

dérégulation qui est responsable du phénotype, mais il s’agit bien d’une mutation dans une séquence 

codante (Gibert et al., 2005).  

En ce qui concerne l’évolution non morphologique, il existe davantage de cas de mutations 

codantes. L’un des plus spectaculaires concerne la modification du comportement de recherche de 

nourriture chez le nématode Caenorhabditis elegans, suite à la mutation d’un unique acide aminé du 

récepteur de neuropeptide Npr1. En effet, dans cette espèce, lorsque la nourriture est abondante, 

certaines souches la recherchent de manière dispersée (souches dites « solitaires »), alors que d’autres 

souches s’agrègent (souches « sociales ») (de Bono and Bargmann, 1998, Fig 15). D’autres 

comportements sont modifiés de manière corrélée : les individus des souches sociales se déplacent 

plus vite que les solitaires. Les souches solitaires auraient en fait perdu la capacité de percevoir les 

signaux d’agrégation des autres individus. Npr1 est exprimé dans des neurones de la tête, de la corde 

nerveuse ventrale et dans le ganglion préanal. Le polymorphisme observé dans le récepteur npr1 doit 

modifier l’activité des neurones en réponse aux signaux d’agrégation. 

 

Figure 15 Une mutation ponctuelle (B) dans un gène 

exprimé dans des neurones (A) explique la différence 

de comportement de recherche de nourriture (C-D) 

chez plusieurs souches de C. elegans. D’après (de 

Bono and Bargmann, 1998). 
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c. Evolution morphologique due à des mutations dans des séquences non 

codantes 

L’un des exemples les plus célèbres de diversification morphologique est celui des pinsons de 

Darwin. Ces pinsons du genre Geospiza, vivant aux Galapagos, ont selon les espèces des becs de 

forme variée, liée à leur régime alimentaire. La forme du bec dépend de caractères craniofaciaux 

déterminés génétiquement. Il a été montré que l’expression de Bmp4 dans le mésenchyme de la 

« proéminence » du bec était plus importante et plus précoce dans les espèces à bec large, épais et 

relativement court. De plus, la surexpression de Bmp4 dans le mésenchyme fronto-nasal du poulet 

conduit à la formation d’un bec plus large et épais chez le poulet, apparemment via une augmentation 

de la chondrogenèse (Abzhanov et al., 2004, Fig 16). 

 

Il s’agit donc ici d’une évolution de la régulation de l’expression de Bmp4. Les bases génétiques ne 

sont pas connues, l’hypothèse la plus vraisemblable est que les séquences régulatrices de Bmp4 ont 

évolué.  

Un autre exemple dans lequel l’évolution de la cis régulation est l’hypothèse la plus probable est 

celui des cichlidés du lac Malawi, et la diversification de leurs cerveaux. En effet, dans ce lac, des 

centaines d’espèces de cichlidés sont présentes, par suite d’une radiation adaptative. Ces espèces se 

Figure 16 Des différences d’expression 

de Bmp4 sont corrélées à la forme du bec 

chez les pinsons Geospiza (A). La 

surexpression de Bmp4 dans le 

mésenchyme du bec chez le poulet 

provoque la formation d’un bec plus 

large et plus épais (B). D’après 

(Abzhanov et al., 2004). 
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sont spécialisées sur des environnements et des habitudes alimentaires différentes (Salzburger and 

Meyer, 2004), et leurs cerveaux se sont adaptés en conséquence. Les habitants des parties rocheuses 

du lac, dans des environnements complexes, ont un télencéphale plus grand et un thalamus plus petit 

que les habitants des parties sableuses, dont l’environnement est plus homogène. Une étude récente a 

montré que les tailles relatives du thalamus et du télencéphale sont influencées par un signal Wnt1 

exprimé à la frontière cerveau médian / cerveau postérieur (MHB), et un signal antagoniste médié par 

Six3 exprimé à la ride neurale antérieure (ANR). Ces deux signaux opposés déterminent la position de 

la zona limitans intrathalamica (zli), qui exprime Shh, ce qui définit la limite entre le télencéphale et 

le diencéphale (Sylvester et al., 2010, Fig 17). 

 

Figure 17 Des différences de régionalisation précoces du tube neural expliquent les différences de 

taille des régions du cerveau adulte chez les cichlidés du lac Malawi. D’après (Rétaux et al., 2013; 

Sylvester et al., 2010, 2013). 

 

Plus récemment, des différences de régionalisation au sein du télencéphale ont également été 

expliquées par des différences de signalisation. Chez les Mbuna, le sous pallium est étendu aux dépens 

du pallium, comparé aux non Mbuna. Cette différence s’explique par un territoire d’expression plus 

large de Shh pendant la neurulation, et par une expression plus tardive de Wnt8b (Sylvester et al., 

2013).  

Toutes ces modifications d’expression de molécules signalisatrices proviennent probablement de 

mutations dans des séquences régulatrices. 
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Comment les séquences régulatrices évoluent-elles ? Certains exemples mieux connus permettent 

de dégager quelques grandes idées.  

Ainsi, les mâles chez la mouche drosophile D. biarmipes ont au bout de l’aile une tâche sombre, 

contrairement à d’autres drosophiles. Cette tâche est due à la synthèse de pigments noirs, voie de 

synthèse à laquelle participe la protéine codée par le gène yellow. L’expression de yellow dans la pupe 

de D. biarmipes préfigure la position de la tâche pigmentée chez l’adulte. Or, chez D. biarmipes, il y a 

en amont du gène yellow un élément régulateur ou enhancer (appelé spot) qui est suffisant pour 

provoquer la transcription de yellow dans la future région pigmentée.  Cet élément est absent chez les 

espèces de Drosophiles sans pigmentation sur l’aile (Fig 18). Ici, un nouvel enhancer a donc évolué, 

de nouveaux sites de fixation pour des facteurs de transcription (Engrailed) sont apparus dans une 

séquence qui n’en possédait pas (Gompel, Prud'homme et al., 2005).  

 

Figure 18 A L’expression de yellow dans l’aile préfigure le patron de pigmentation. B Elément 

spot du gène yellow de D. biarmipes. D’après (Gompel, Prud'homme et al., 2005). 

 

Chez l’épinoche Gasterosteus aculeatus, certaines populations d’eau douce ont perdu les épines 

pelviennes, des structures apparemment impliquées dans la défense contre les prédateurs pour les 

populations marines. Des études de QTL ont permis de montrer qu’une région du génome avait un 

effet majeur sur la perte du squelette pelvien. Cette région comporte le gène Pitx1, un gène impliqué 

dans le développement du squelette des membres postérieurs chez la souris. Or, chez les épinoches 
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d’eau douce à pelvis réduit, Pitx1 n’est pas exprimé dans les précurseurs des nageoires pelviennes, 

contrairement à la situation chez les épinoches marines (Shapiro et al., 2004, Fig 19). C’est une 

délétion d’un enhancer de Pitx1 spécifiquement actif dans le bourgeon pelvien qui conduit à la perte 

du squelette pelvien chez les épinoches d’eau douce. En revanche, tous les autres enhancers de Pitx1, 

qui contrôlent son expression dans d’autres régions de l’organisme comme l’hypophyse, l’œil ou les 

arcs branchiaux, sont intacts chez l’épinoche d’eau douce. De manière remarquable, dans différentes 

populations d’eau douce, la délétion de l’enhancer du bourgeon pelvien n’est pas la même : il y a donc 

eu perte de cet élément dans plusieurs populations parallèlement, ce qui pourrait suggérer que ce 

changement est adaptatif (Chan et al., 2010). D’ailleurs, au niveau de cette région régulatrice, il y a 

perte de variabilité (l’hétérozygotie est faible), ce qui est une signature de sélection. 

 

Figure 19 Perte de l’épine pelvienne chez l’épinoche benthique Paxton et expression de Pitx1. 

D’après (Shapiro et al., 2004). 

 

Des modifications très réduites dans des séquences régulatrices peuvent expliquer des 

modifications morphologiques même à grande échelle évolutive. En effet, c’est un simple 

polymorphisme dans une région régulatrice qui explique que les serpents n’aient pas de vertèbres sans 

côtes (pas de vertèbres lombaires). Chez les Vertébrés, le facteur de transcription Hoxa10 est 

généralement impliqué dans la répression de la formation des côtes au niveau lombaire. Il réprime en 

effet l’expression de Myf5 dans les myotomes hypaxiaux, les précurseurs des muscles intercostaux. 

Myf5 active le développement de ces muscles, et indirectement le développement des côtes qui 

dérivent des sclérotomes adjacents. Or, chez les serpents, un polymorphisme d’un nucléotide dans un 
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enhancer de Myf5 empêche la fixation de Hoxa10, et rend Myf5 « insensible » à la présence de 

Hoxa10. Le même polymorphisme a été détecté chez plusieurs mammifères afrothériens dont 

l’éléphant et le lamantin, qui ont eux aussi des cages thoraciques allongées (Guerreiro et al., 2013). Un 

détail étonnant est que Hoxb6, le facteur Hox responsable de l’activation de Myf5 dans les vertèbres 

thoraciques, est toujours capable d’activer Myf5 chez le serpent. Or chez la souris, Hoxa10 et Hoxb6 

se lient à la même séquence. Cette apparente incohérence est résolue chez le serpent par le fait que 

Hoxb6 se lie à Pax3, lui-même fixé sur son site de liaison, et active Myf5 sans interagir directement 

avec l’ADN (Fig 20).  

 

Figure 20 Régulation de Myf5 chez la souris et le serpent. D’après (Mansfield, 2013). 

 

On a donc vu que l’évolution des séquences cis régulatrices peut se faire par perte ou par gain 

d’enhancers ou de sites de liaison. L’évolution des séquences cis régulatrices a des effets moins 

drastiques que celle des séquences codantes : elle modifie l’expression des gènes dans des tissus 

particuliers. Ceci est lié à la nature modulaire des séquences cis régulatrices : souvent, elles sont 

composées de plusieurs enhancers tissu-spécifiques, ce qui conduit à ce que les mutations modifient 

l’expression dans un tissu sans affecter les autres.  

De manière générale, nous avons vu que l’évolution morphologique impliquait principalement 

l’évolution de la séquence ou de l’expression de gènes de développement (comme Pad, Pitx1, Myf5) 

ou de gènes de signalisation (comme Bmp4, Shh, Wnt1, Wnt8b). Et l’évolution des séquences cis 

régulatrices semble plus fréquente, peut-être à cause de leur nature modulaire, excepté en ce qui 

concerne l’évolution de la pigmentation. Cette idée est défendue par Sean Carroll entre autres : “(1) 

form evolves largely by altering the expression of functionally conserved proteins; and (2) such 

changes largely occur through mutations in the cis-regulatory regions of mosaically pleiotropic 

developmental regulatory genes and of target genes within the vast regulatory networks they control”
1
 

(Carroll, 2008).  

  1 : « (1)la forme évolue largement par altération de l’expression de protéines conservées fonctionnellement ; et (2) des 

changements de ce type se produisent principalement grâce à des mutations  dans les régions cis-régulatrices de gènes 

régulateurs du développement pléiotropiques et de gènes cibles au sein des larges réseaux de régulation qu’ils contrôlent. » 
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III. Génomique comparée et évolution moléculaire 

a. Génomique comparée 

es études d’évo dévo présentées ci-dessus s’intéressaient à des différences morphologiques, 

et tentaient de les expliquer par des différences développementales, allant parfois jusqu’à 

déterminer les mutations en cause. L’approche de génomique comparée est différente : elle consiste à 

comparer les séquences génomiques d’espèces différentes et à déterminer les régions les plus 

divergentes. Une fois ces régions localisées, les gènes qui les composent peuvent être listés, ainsi que 

les fonctions des protéines qu’ils encodent, ce qui permet de savoir si certaines catégories de gènes 

sont enrichies dans ces régions. C’est donc une approche sans a priori, qui peut permettre de pointer 

des mutations importantes pour certaines différences phénotypiques, sans passer par la sélection de 

gènes candidats.  

La génomique comparée a pris récemment un essor considérable, grâce au développement des 

techniques de séquençage haut débit, qui permettent l’obtention de plus en plus facile des séquences 

génomiques et transcriptomiques. 

L’épinoche dont nous avons parlé plus tôt a été étudiée par ce type d’approche : des individus 

marins et d’eau douce ont vu leur génome séquencé (Jones et al., 2012, Fig 21).  

 

Figure 21 Localités d’échantillonnage des épinoches séquencées. Points bleus pour les épinoches 

d’eau douce, points rouges pour les marines. D’après (Jones et al., 2012). 

 

En fait, les épinoches d’eau de mer ont envahi de manière répétée différents milieux d’eau douce : 

les épinoches d’eau douce ne forment donc pas un groupe monophylétique, et leurs génomes ne sont 

pas plus proches entre eux qu’ils ne le sont des génomes d’individus marins. Les positions dans le 

L 
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génome où tous les individus d’eau douce se ressemblent par opposition aux individus d’eau de mer 

(appelés allèles écotypiques) correspondent donc à des évolutions parallèles, ce qui suggère que la 

modification de séquence observée est adaptative. 90 régions génomiques présentent une forte 

divergence entre les individus des deux milieux. Dans ces régions, on retrouve des gènes déjà connus 

pour expliquer certaines différences morphologiques entre les formes marines et d’eau douce, comme 

le gène Eda codant pour l’ectodysplasine, responsable de la perte des plaques osseuses chez les 

épinoches d’eau douce. Les gènes de ces régions ont ensuite été annotés selon leur fonction dans 

d’autres espèces : cette annotation est appelée GO term (Gene Ontology term). Dans les régions 

écotypiques, il y a un enrichissement de gènes impliqués dans la réponse cellulaire aux signaux, les 

interactions comportementales entre organismes, le métabolisme des acides aminés et des acides gras, 

les jonctions intercellulaires et la signalisation WNT. Certaines de ces catégories peuvent être 

expliquées : ainsi, Wnt7b et Wnt11 sont impliqués dans le développement des reins, et cet organe 

produit un volume d’urine beaucoup plus important chez les poissons d’eau douce que chez ceux 

d’eau de mer. La plupart des allèles écotypiques semblent être dans des régions régulatrices, ce qui 

confirme l’hypothèse selon laquelle l’adaptation passe principalement par l’évolution des séquences 

régulatrices. D’ailleurs, les gènes présents dans les régions divergentes sont enrichis en gènes 

différentiellement exprimés entre les 2 formes. L’évolution de la régulation de l’expression des gènes 

aurait donc eu un rôle important dans l’évolution parallèle des épinoches d’eau douce.  

Le rat-taupe, Heterocephalus glaber, un Mammifère des régions arides du Kenya, de la Somalie, et 

de l’Ethiopie, vit en colonies, composées de 75 à 80 individus, dans des galeries souterraines (Fig 22). 

L’adulte a des yeux malformés, jouit d’une exceptionnelle longévité et résiste au cancer. Son génome 

a été séquencé, et comparé à celui d’autres Mammifères connus (Kim et al., 2011). L’analyse des 

séquences des gènes a permis de déterminer lesquels étaient des pseudogènes (gènes avec des 

décalages du cadre de lecture ou des codons stop prématurés) chez le rat-taupe. En particulier, 10% 

des gènes impliqués dans la perception visuelle sont inactivés ou manquants. Les auteurs ont ensuite 

déterminé quels gènes étaient sous sélection positive en utilisant une méthode basée sur les taux de 

substitutions synonymes et non synonymes. Parmi ceux-ci, ils ont trouvé 2 gènes impliqués dans la 

régulation de la longueur des télomères, longueur qui diminue au cours de la vie et qui semble cruciale 

pour le vieillissement cellulaire. Les modifications de ces 2 gènes pourraient expliquer partiellement la 

longévité des rats-taupes. L’expression des gènes change peu avec l’âge des animaux, beaucoup moins 

que pour les autres Mammifères. En particulier, Smad3, un gène dont l’expression diminue avec l’âge 

chez les humains, voit son expression augmenter chez le rat-taupe. Or Smad3 tend à ralentir le cycle 

cellulaire, et donc à protéger du cancer. 
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Un autre résultat intéressant concerne la diversité génétique : en se basant sur le taux de positions 

hétérozygotes, il semble que les rats-taupes aient une diversité génétique très faible (aussi faible que 

celle des humains). Or, le mode de reproduction très particulier des rats-taupes (une seule femelle de 

chaque colonie se reproduit) tend à produire de la consanguinité. Cependant, il faut noter que 

l’individu séquencé provenait d’un élevage, et que la diversité génétique pourrait s’être effondrée au 

sein de l’élevage en quelques générations.  

Le génome du cœlacanthe a été séquencé récemment (Amemiya et al., 2013). Cet animal est un 

Sarcoptérygien (« poisson » à nageoires lobées) non Tétrapode, comme le dipneuste (Fig 23A). Le 

premier individu a été décrit en 1938, alors que l’on pensait le groupe des cœlacanthes éteint depuis 70 

millions d’années. De plus, sa morphologie externe est très proche de celle des fossiles auxquels il est 

apparenté, ce qui lui a valu la dénomination (incorrecte) de « fossile vivant ». Un autre intérêt de cet 

animal est que l’ancêtre commun qu’il partage avec les Tétrapodes était proche de « conquérir » le 

milieu aérien. Le séquençage de son génome a permis de préciser sa position phylogénétique : le 

dipneuste est plus proche des Tétrapodes que le cœlacanthe. Des analyses phylogénomiques ont 

également montré que les protéines du cœlacanthe évoluent lentement (d’où, peut-être, sa 

ressemblance avec des fossiles) : le taux de substitution par site, comparé au groupe externe 

actinoptérygien) est de 0.89 pour le cœlacanthe contre 1.05 pour le dipneuste et 1.21 pour les 

Mammifères.  

Figure 22 Morphologie du rat-taupe. 

D’après (Catania and Remple, 2002). 
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Figure 23 A Morphologie du coelacanthe L. chalumnae. B Expansion de la famille α des ORs 

(récepteurs d’odorants) chez les Sarcoptérygiens. D’après (Nikaido et al., 2013). 

 

L’analyse des séquences génomiques a également permis d’étudier plus spécifiquement la famille 

des récepteurs olfactifs, qui a beaucoup évolué chez les Tétrapodes (qui peuvent détecter des odorants 

volatils, alors que les Actinoptérygiens perçoivent des molécules dissoutes dans l’eau). Les Tétrapodes 

ont ainsi des expansions spécifiques de certaines familles de récepteurs, comme certains V1Rs, et les 

sous familles α et γ des ORs, ce qui doit leur permettre de détecter des odorants volatils. Or le 

cœlacanthe a dans son génome des gènes V1R proches des Tétrapodes, et une amplification des sous 

familles α et γ des ORs (Nikaido et al., 2013, Fig 23B). Cela modifie donc le scénario évolutif imaginé 

auparavant : l’expansion de ces familles de chimiorécepteurs ne s’est probablement pas produite au 

moment de la colonisation du milieu terrestre ; en fait, elle préexistait chez l’ancêtre des 

Sarcoptérygiens. Les « nouveaux » gènes ont ensuite été réutilisés (cooptés) pour la perception des 

molécules volatiles.  

Prenons un dernier exemple, de microévolution cette fois. Une étude de génomique comparée sur 

92 races de chiens a permis de relier certaines caractéristiques de gènes de développement à des 

caractères morphologiques des membres et du crâne (Fondon and Garner, 2004). En effet, plusieurs 
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gènes de développement comportent des répétitions en tandem d’acides aminés dans la séquence 

protéique, répétitions dont le nombre peut varier rapidement au cours de l’évolution. En l’absence de 

sélection, ces répétitions peuvent muter. Au contraire, des évènements récents d’expansion conduisent 

à des répétitions non dégradées. Chez les chiens, la « pureté » des répétitions est supérieure à celle 

décrite chez l’Homme, ce qui indique une sélection récente. Pour 5 gènes (Six3, Hoxa7, Runx2, 

Hoxd8, et Alx4), la variabilité du nombre de répétitions selon les races est particulièrement importante. 

Ainsi, chez le chien de montagne des Pyrénées, une délétion de 51bp dans Alx4 semble associé à la 

polydactylie du doigt I (le doigt I est dupliqué). Les individus sans polydactylie ne portent pas cet 

allèle, et les souris Alx4-/- ont un phénotype de polydactylie.  

Chez l’Homme, des mutations dans Runx2 sont associées à des malformations craniofaciales. Cette 

étude chez le chien montre une corrélation entre le rapport des répétitions polyglutamine sur les 

polyalanine dans Runx2 et la clinorhynchie (l’angle entre la base du tronc cérébral et l’os maxillaire) 

(Fig 24). 

 

Figure 24 Relation entre la longueur des motifs polyQ et polyA de Runx2 et un caractère 

craniofacial. D’après (Fondon and Garner, 2004). 

 

La génomique comparée permet de préciser les phylogénies d’espèces, et d’inférer des hypothèses 

sur le régime de reproduction à partir de la diversité génétique. De plus, à partir d’une étude sans a 

priori, elle permet de découvrir des gènes candidats pour être sous sélection, et qui peuvent donc avoir 

participé à l’acquisition de certains phénotypes. Bien sûr, ce genre d’approche nécessite d’être validée 

par des études fonctionnelles, pour confirmer l’implication de certains candidats. 
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b. Transcriptomique comparée 

La transcriptomique comparée peut constituer une alternative à la génomique comparée pour 

répondre à des questions d’évolution moléculaire des séquences codantes, dans le cas d’espèces non 

modèles dont le génome n’est pas séquencé. En effet, assembler de novo un transcriptome est 

beaucoup plus simple que d’assembler un génome complet. 

Ainsi, le transcriptome des feuilles et des fleurs de deux espèces proches de primevères, Primula 

poissonii et Primula wilsonii, a été séquencé (Zhang et al., 2013). P. poissonii se trouve dans des prés 

alpins à une altitude de 3200–3500 m. P. wilsonii pousse en milieu ouvert dans des forêts de feuillus à 

une altitude de 2500 m environ (Fig 25). Cette étude transcriptomique a permis, pour ces espèces non 

modèles, d’obtenir la séquence de nombreuses séquences codantes, ce qui constitue une ressource 

importante pour la communauté travaillant sur ces plantes. 

 

Figure 25 Morphologie de deux espèces proches de primevères dont le transcriptome a été 

séquencé. Photographies d’après (Eveleigh, 2000). 

 

De plus, le taux de substitutions synonymes a pu être utilisé pour estimer le temps de divergence 

entre les deux espèces (environ 1 million d’années). D’autre part, une analyse de dN/dS a permis de 

déterminer quels gènes sont sous sélection positive entre ces deux espèces. Parmi ceux-ci, les gènes 

impliqués dans la réparation de l’ADN et dans la résistance au stress étaient particulièrement 

nombreux chez l’espèce alpine. Or P. poissonii s’est adapté à des milieux d’altitude particulièrement 

élevée, avec des radiations ionisantes délétères pour l’ADN. Ce type d’analyse peut donc permettre de 

trouver des gènes candidats pour l’adaptation à des milieux différents. 
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La transcriptomique comparée permet aussi de comprendre l’évolution de l’expression des gènes. 

Elle a permis de revenir sur l’idée d’un stade « phylotypique », ce stade de développement 

embryonnaire pour lequel tous les embryons d’un phylum donné se ressembleraient, une idée héritée 

de Haeckel. En effet, une manière de vérifier qu’un stade de développement est particulièrement 

conservé entre espèces est d’étudier la conservation de l’expression des gènes.  

Une étude récente s’est appuyée sur les transcriptomes développementaux des embryons de souris, 

poulet, grenouille et poisson-zèbre à 4 stades différents (Irie and Kuratani, 2011). Elle a montré que le 

transcriptome le plus conservé correspond au stade pharyngula (le stade d’apparition des arcs 

pharyngiens, à la fin de la somitogenèse, au moment de l’expression des gènes Hox le long de l’axe 

antéro-postérieur) (Fig 26). 

 

Figure 26 Modèle en « sablier » du développement embryonnaire des Vertébrés. D’après (Irie and 

Kuratani, 2011) 

 

Les gènes dont l’expression est conservée à ce stade entre les différents Vertébrés sont en effet les 

gènes Hox, mais aussi des gènes de signalisation (comme Dkk, FGF8, Fzd2, ptch2, FGFRL1) et des 

facteurs de transcription (comme FoxG1, Pax6, myf6, Islet1 et Emx2). Il semble donc que le stade 

pharyngula soit celui où il y a le plus de mécanismes développementaux communs entre différentes 

espèces de Vertébrés. Cette étude supporte le modèle en « sablier » : les stades de développement 



44 

précoces sont assez variables (les modes de gastrulation en particulier), les stades tardifs également (ils 

expliquent les différences entre les adultes des différentes espèces), et le stade pharyngula est le plus 

contraint, celui qui supporte le moins de variations. 

Enfin, les études de transcriptomique permettent également de comprendre certaines différences 

morphologiques. Ainsi, le transcriptome de la tête d’un coléoptère cavernicole des Etats Unis, 

Ptomaphagus hirtus, a été séquencé (Friedrich et al., 2011). Ce scarabée a des yeux réduits et non 

pigmentés en comparaison d’espèces proches comme P. cavernicola, un scarabée capable de vivre à la 

fois dans et en dehors des grottes (Fig 27). L’analyse de ce transcriptome devait donc permettre 

d’établir quels gènes sont correctement exprimés dans les yeux réduits de P. hirtus. 

 

Figure 27 Morphologie du scarabée cavernicole Ptomophagus hirtus, et d’une espèce proche P. 

cavernicola. D’après (Friedrich et al., 2011). 

 

Ainsi, par comparaison avec les transcriptomes d’autres insectes, il a pu être établi que la plupart 

des gènes impliqués dans la phototransduction sont exprimés chez P. hirtus. Cependant, les protéines 

nécessaires à la formation correcte des rhabdomères, c’est-à-dire les extensions apicales des 

photorécepteurs, composées de nombreuses villosités, ne sont pas toutes exprimées : par exemple, les 

transcrits codant pour la protéine membranaire prominine sont absents du trancriptome. Plusieurs 

gènes impliqués dans la pigmentation de l’œil ne semblent pas exprimés non plus : des transporteurs 

des précurseurs des pigments comme white et scarlet, et des enzymes de la voie de synthèse des 

pigments comme prune et cinnabar. Ces modifications d’expression constituent des pistes à explorer 

pour expliquer la quasi-absence de l’œil chez P. hirtus. En particulier, il faudrait maintenant savoir si 

les gènes eux-mêmes sont affectés (délétion ou pseudogénisation par exemple), ou si seule leur 

expression est perdue chez P. hirtus.   
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B. Développement de l’œil 

 

 

 

Illustration Coupe transversale d’une tête de poisson-zèbre de 6dpf, montrant les yeux et leur 

connexion avec le cerveau. RPE épithélium pigmenté de la rétine, ON nerf optique, OC chiasma 

optique, GCL couche des cellules ganglionnaires, INL couche nucléaire interne, ONL couche 

nucléaire externe. D’après (Gestri et al., 2012). 
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I. Généralités sur le développement de l’œil de Vertébré  

a. Introduction au système visuel des Téléostéens 

’œil de téléostéen est un œil de Vertébré « classique », même s’il comporte quelques 

petites différences par rapport aux Mammifères, comme l’absence de muscles de l’iris 

(Soules and Link, 2005, Fig 28).  

 

Figure 28 Anatomie d’un œil de poisson zèbre adulte. Section à travers l’œil et schéma explicatif, 

indiquant les origines développementales de chaque composant. D’après (Graw, 2010; Pansky, 1982; 

Saint-Geniez and D’amore, 2004; Soules and Link, 2005). 

 

Les composants principaux en sont la rétine (qui comporte les photorécepteurs), le cristallin (qui 

permet la mise au point de l’image) et la cornée. Chez les Mammifères, à la fois le cristallin et la 

cornée concentrent les rayons lumineux grâce à leurs propriétés de réfraction. Chez les poissons, c’est 

le rôle du cristallin seul (Graw, 2010; Soules and Link, 2005). Chez les Téléostéens, le cristallin est 

sphérique, dur et non déformable, et le changement de mise au point est permis par le rapprochement 

ou l’éloignement du cristallin de la rétine. Chez les Mammifères, le cristallin est plus plat et mou, et 

 L
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les muscles accommodants en le déformant, permettent de changer la mise au point (Land and 

Nilsson, 2002).  

La rétine comporte les photorécepteurs, cônes et bâtonnets, qui détectent la lumière. Ils 

transmettent des signaux aux cellules bipolaires de la couche nucléaire interne, qui transmettent eux-

mêmes l’inform ation aux cellules ganglionnaires, dont les axones forment le nerf optique. Ces axones 

projettent de manière topographique dans différentes régions du cerveau dont le toit optique, la 

structure qui serait l’homologue du colliculus supérieur des Mammifères (Gestri et al., 2012, Fig 29). 

 

Figure 29 Schéma du circuit visuel chez le poisson zèbre, en vue dorsale. Les neurones de la rétine 

projettent dans le toit optique (violet), ceux situés au pôle nasal (N) de l’œil projetant dans la partie 

postérieure (P) du toit optique. Au contraire, les neurones de la partie temporale (T) de la rétine 

projettent dans la partie antérieure (A) du toit optique. D’après (Grove, 2008). 

 

La rétine est organisée en couches : la couche nucléaire externe contient les corps cellulaires des 

photorécepteurs ; la couche nucléaire interne contient ceux des cellules horizontales, bipolaires et 

amacrines ; la couche ganglionnaire contient ceux des cellules ganglionnaires. Les couches 

plexiformes sont situées entre les couches nucléaires et correspondent aux connexions synaptiques 

entre neurones : la couche plexiforme externe est faite des connexions entre les photorécepteurs, les 

cellules bipolaires et les cellules horizontales ; la couche plexiforme interne comporte les connexions 

entre les cellules bipolaires, amacrines et ganglionnaires (Graw, 2010, Fig 30). 
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Figure 30 Organisation en couches de la rétine et principaux types cellulaires. D’après (Graw, 

2010). 

 

b. Morphogenèse de la rétine de Téléostéen 

Les principaux éléments qui participent au développement de l’œil sont la plaque neurale (dont 

dérive de la rétine), les placodes (dont dérive le cristallin), l’ectoderme de surface (dont dérive 

l’épithélium de la cornée) et le mésenchyme périoculaire, formé par des cellules des crêtes neurales et 

du mésoderme de la tête (dont dérivent l’endothélium et le stroma de la cornée, la sclérotique et la 

choroïde) (Graw, 2010).  

Nous allons nous attarder sur le développement de la rétine, et dans les paragraphes suivants, sur 

celui du cristallin.  

Les rétines dérivent d’un seul champ dans la plaque neurale, le champ de l’œil, qui exprime opl 

(odd-paired like) et rx3 (Loosli et al., 2003; Varga et al., 1999). Ces gènes ont une importance majeure 

dans le développement de l’œil : les poissons-zèbres mutants pour rx3 ne développent pas d’œil, tandis 

que les mutants opl sont cyclopes (Graw, 2010; Loosli et al., 2003).   
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Pax6, souvent appelé  le « gène-maître » du développement de l’œil, aussi bien chez les insectes 

que chez les Vertébrés, est exprimé non seulement dans l’œil en développement, mais aussi dans 

certaines parties du cerveau. Lorsqu’il est muté, comme chez les souris mutantes small eye, les yeux 

sont absents à la naissance (Halder et al., 1995). 

Le champ de l’œil est ensuite séparé en deux par des mouvements morphogénétiques : les 

précurseurs de l’hypothalamus basculent vers l’avant pendant la neurulation et ceux de la rétine 

effectuent un mouvement latéral. Ce résultat, d’abord obtenu par des injections d’un marqueur 

fluorescent et des hybridations in situ (Varga et al., 1999), a été confirmé depuis par l’imagerie in vivo 

d’embryons de poisson-zèbre exprimant la GFP dans tous leurs noyaux et le suivi de cellules (England 

et al., 2006). Après la « subduction » de l’hypothalamus, les futures cellules de la rétine, séparées en 

deux champs, « migrent » vers les vésicules optiques (Fig 31).   

 

Figure 31 Cartes de devenir présomptif du champ de l’œil. A Carte de devenir présomptif de la plaque 

neurale antérieure en fin d’épibolie chez le poisson-zèbre, obtenue par injections de Rhodamine-

Dextran. Vues dorsales, antérieur en haut. B Suivi des cellules de la plaque neurale antérieure pendant 

la neurulation. Pour les vues dorsales, antérieur à gauche. Pour les vues frontales, dorsal en haut. 

D’après (England et al., 2006; Varga et al., 1999). 
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Suite à la formation des vésicules optiques, la morphogenèse se poursuit. Plusieurs mouvements 

des cellules de la future rétine s’opèrent : un mouvement d’évagination qui se poursuit à partir du 

cerveau, un mouvement d’élongation vers l’arrière et latéralement, un mouvement d’enveloppement, 

et une rotation antérieure (Kwan et al., 2011, Fig 32).  

 

Figure 32 Cartes de devenir présomptif des vésicules optiques. Carte de devenir présomptif des 

vésicules optiques chez le poisson-zèbre, obtenue par imagerie 4D. Vues dorsales et latérales, 

antérieur à droite. D’après (Kwan et al., 2011). 

 

Tous ces mouvements permettent la formation de cupules optiques. La couche la plus externe de 

ces cupules se différencie en épithélium pigmenté de la rétine (RPE), tandis que la partie interne forme 

la rétine neurale, et que différentes couches se forment, comportant les différents types cellulaires de la 

rétine (Graw, 2010).    
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II. Le cristallin, une structure placodale 

a. Formation de la région panplacodale 

 la fin de la gastrulation, l’ectoderme est subdivisé en neurectoderme (la plaque neurale), 

et en ectoderme non neural (le futur épiderme). A la frontière entre ces deux domaines se 

forme un territoire particulier, la bordure de la plaque neurale. Cette bordure a une identité 

particulière, elle exprime une combinatoire de gènes (dont des facteurs de transcription) très 

dynamique dans l’espace et le temps. Elle est ensuite elle-même subdivisée en 2 régions : celle des 

crêtes neurales et la région panplacodale (Streit, 2008, Fig 33). C’est de la région panplacodale que 

dérive le cristallin. 

 

Figure 33 Cartes de l’expression des gènes dans la bordure de la plaque neurale au cours du 

développement. Les domaines d’expression des gènes marqueurs de la plaque neurale (PN) et de 

l’ectoderme non neural (Non-N) se recouvrent en fin de gastrulation, là où la bordure de la plaque 

neurale (B) se forme. Des gènes spécifiques de la région panplacodale (RPP) et des crêtes neurales 

(CN) s’expriment ensuite dans ces deux domaines. D’après (Streit, 2008). 

 

Cette subdivision médio-latérale progressive de différentes régions au sein de l’ectoderme 

s’accomplit grâce à des signalisations des tissus environnants. Ainsi, les signaux FGF (issus du 

mésoderme) et Bmp (issus de l’ectoderme non neural) induisent la formation de la bordure de la 

plaque neurale. Les signalisations Bmp et Wnt (issue de l’ectoderme postérieur et du mésoderme) 

 A
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répriment ensuite l’expression des gènes placodaux dans les futures crêtes neurales, tandis qu’ils sont 

induits par la signalisation Fgf dans la région panplacodale (Grocott et al., 2012; Streit, 2007, Fig 34). 

 

Figure 34 Signalisations permettant de définir la bordure de la plaque neurale et la région 

panplacodale. A Vue schématique d’un embryon de poulet en début de neurulation, vu depuis le pôle 

antérieur. Les molécules de signalisation sont représentées sur la droite ou la gauche du schéma, en 

fonction de leur zone de production. Les bourrelets neuraux (en orange), l’ectoderme latéral et 

postérieur (en jaune) et le mésoderme latéral et postérieur (en vert) produisent des signaux inhibiteurs 

(Wnt et BMP) de la région préplacodale. Le mésoderme situé sous la région panplacodale (en violet) 

sécrète des antagonistes de Wnt et Bmp, et FGF, ce qui protège la région panplacodale de ces signaux 

inhibiteurs.  B Modèle du rôle des différentes signalisations dans l’induction des marqueurs 

spécifiques de la bordure de la plaque neurale, des crêtes neurales et de la région panplacodale. 

D’après (Streit, 2007). 
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b. Développement du cristallin à partir de la région panplacodale 

Les gènes exprimés spécifiquement et exclusivement par la région panplacodale sont Six1/4 et 

Eya1/2. De ce territoire dérivent toutes les placodes, des épaississements ectodermiques qui donnent 

naissance à différents organes essentiellement des sens chez les Vertébrés (le cristallin mais aussi 

l’épithélium olfactif, la ligne latérale, l’épithélium otique, les parties distales de ganglions crâniens et 

l’adénohypophyse). Au stade de la région panplacodale, les précurseurs des différentes placodes sont 

répartis selon une carte qui a pu être déterminée par des analyses de lignage cellulaire chez le poisson-

zèbre (Fig 35) : ainsi, les précurseurs de l’adénohypophyse sont situés au pôle antérieur de la région 

panplacodale sur le plan médian ; les précurseurs olfactifs sont situés plus postérieurement et 

latéralement ; et les précurseurs du cristallin sont situés latéralement, en regard du champ de l’œil 

(Dutta et al., 2005). La régionalisation au sein du champ panplacodal est due à l’action de molécules 

de signalisation (comme Bmp4, Shh et Fgf8), exprimées dans la partie antérieure de l’embryon, et qui 

jouent le rôle de morphogènes. 

 

Figure 35 Carte de devenir présomptif de la plaque neurale et la région panplacodale antérieures. 

Vue schématique d’un embryon de poisson-zèbre en vue dorsale en fin de gastrulation. La zone 

d’expression de molécules de signalisation importantes pour la régionalisation du champ panplacodal 

est représentée dur la carte : Fgf8 est exprimé dans la ride neurale antérieure, Shh dans la notochorde 

et Bmp4 dans la plaque préchordale.  

 

Il est à noter que l’épithélium olfactif a deux origines développementales distinctes, l’une 

placodale, et une autre issue des crêtes neurales (Saxena et al., 2013) 

Malgré cette diversité de dérivés, toutes les placodes subissent une transition épithélio-

mésenchymateuse et la plupart (à part celle du cristallin) sont neurogéniques (Streit, 2007). De plus, au 
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stade de la région panplacodale, elles partagent une identité commune : toutes les cellules de cette 

région sont par défaut destinées à devenir du cristallin. En effet, quand des cellules de la région 

panplacodale sont explantées et cultivées in vitro, elles expriment rapidement des marqueurs de la 

placode du cristallin (Bailey et al., 2006). Le destin « cristallin » est réprimé par des signalisations 

environnantes (comme Fgf8 qui induit la placode olfactive ou Shh qui promeut le destin pituitaire) 

(Bailey et al., 2006; Dutta et al., 2005, Fig 36). Ainsi, chez les mutants chez qui le signal Hh n’est pas 

transduit, les cellules qui devraient former l’adénohypophyse forment un cristallin ectopique (Dutta et 

al., 2005; Kondoh et al., 2000). Au contraire, l’injection de Shh chez le poisson-zèbre conduit à la 

formation de cristallins réduits (Barth and Wilson, 1995). La surexpression de Fgf3 ou Fgf8 conduit à 

la formation d’un cristallin réduit chez le poisson-zèbre (Nechiporuk et al., 2007). 

La signalisation Bmp au contraire semble promouvoir le destin cristallin. Bmp7 est exprimé au 

stade panplacodal dans l’ectoderme de surface de la tête (Wawersik et al., 1999). Or chez des souris 

Bmp7-/-, la placode du cristallin ne se développe pas : le territoire de la placode du cristallin 

n’exprime pas certains marqueurs typiques comme Sox2. D’autre part, in vitro, des explants de la 

région panplacodale expriment uniquement des marqueurs de cristallin s’ils sont exposés pendant 

plusieurs heures à Bmp4 et ceux de la placode olfactive sont réprimés (Sjödal et al., 2007). 

 

Figure 36 Rôles des différentes signalisations sur la régionalisation de la région panplacodale. A 

Photographies de l’œil d’embryon de poisson-zèbre de 30hpf, avec ou sans surexpression de Shh. B 

Immunohistochimie Prox1 (marqueur du cristallin) sur des embryons de poisson-zèbre de 19hpf, avec 

ou sans surexpression de Fgf3. C Hybridation in situ Sox2 sur des coupes d’embryons de souris à 

E9.0. Les flèches indiquent le territoire de la placode du cristallin, en face de la vésicule optique, qui 

n’exprime pas Sox2 chez les souris Bmp7-/-. D Modèle de l’effet des signalisations Shh et Fgf sur les 

différentes placodes antérieures. D’après (Barth and Wilson, 1995; Grocott et al., 2012; Nechiporuk et 

al., 2007; Toro and Varga, 2007; Wawersik et al., 1999). 
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Comment ces différentes signalisations permettent-elles de définir l’identité des cellules du champ 

panplacodal ? Elles fournissent une information de position et régulent (directement ou non) 

l’expression des gènes au sein du champ panplacodal. Ainsi, dans la partie antérieure du champ, 

l’expression de Pax6 est induite par les facteurs de transcription Six1 et Eya1/2 (exprimés dans tout le 

champ), alors que plus postérieurement, les signalisations Fgf, Wnt, Tgfβ et Pdgf répriment son 

expression et induisent celle de Pax3. Les cellules du champ panplacodal antérieur initient en fait 

l’expression de Pax6 grâce à des signaux neuropeptidiques : le mésendoderme antérieur sécrète la 

somatostatine, ce qui active l’expression de la nociceptine dans l’ectoderme antérieur, puis ces 2 

peptides activent l’expression de Pax6 (Lleras-Forero et al., 2013, Fig 37).  

 

Figure 37 Modèle de l’initiation de l’expression de Pax6 dans la région panplacodale. D’après des 

données obtenues chez le poulet. D’après (Lleras-Forero et al., 2013). 

 

En début de somitogénèse, les cellules placodales expriment donc une combinaison différente de 

facteurs de transcription en fonction de leur position antéro-postérieure (Fig 38). A l’avant, les futures 

cellules du cristallin et de l’épithélium olfactif expriment Pax6, Six3, Pitx3, Otx2, Dlx3b et Dlx4b. Plus 

tard, la signalisation Fgf réprime Pax6 dans le territoire olfactif, et l’expression de Dlx3b et Dlx4b ne 

se maintient pas dans le futur cristallin (Grocott et al., 2012). La placode du cristallin, quand elle se 

retrouve au contact de la vésicule optique, exprime également Sox2. Pax6 et Sox2 contrôlent 

l’expression des gènes en aval dans la différenciation du cristallin (Kondoh et al., 2004). 
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Figure 38 Régionalisation antéropostérieure de la région panplacodale. Modèle de l’expression de 

différents gènes dans le champ panplacodal au cours du développement. D’après (Streit, 2007). 
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III. Morphogenèse du cristallin 

es premières données sur la morphogenèse du cristallin ont été obtenues grâce à l’histologie 

(Fig 39). Elles ont montré que, chez le poisson-zèbre, les cellules « columnaires » de 

l’ectoderme de surface couvrant les vésicules optiques s’épaississent et forment une placode à partir de 

16hpf, et que cette placode s’invagine à partir de 20hpf. La masse du cristallin devient libre dans la 

cavité vitreuse à partir de 24 hpf (Li et al., 2000).  

 

Figure 39 Morphogenèse du cristallin chez le poisson-zébre de 16 à 36hpf. Sections à travers l’œil 

en formation, marquées au bleu de toluidine. Le cristallin se développe à partir d’un épithélium (SK), 

forme un épaississement au stade placode (LP), puis s’invagine pour former un cristallin mature (LE). 

D’après (Li et al., 2000). 

 

L 
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Ces données ont été confirmées par des micrographies de microscopie électronique à transmission 

(Dahm et al., 2007). Elles montrent également des phénomènes d’apoptose vers 20-24hpf, qui 

pourraient participer au détachement de la masse du cristallin à partir de l’ectoderme de surface. Cette 

apoptose peut également être interprétée en fonction des réorganisations des cellules du futur 

épithélium du cristallin.  

L’imagerie 4D d’embryons au cours de la morphogenèse de la coupe optique a permis de préciser 

les changements d’organisation cellulaire au sein du cristallin (Fig 40A). 

 

Figure 40 A Morphogenèse du cristallin chez le poisson-zébre de 16 à 36hpf. B Carte de devenir 

présomptif de la placode du cristallin chez le poisson-zébre. La placode du cristallin s’invagine sans 

former de vésicule. D’après (Greiling and Clark, 2009; Greiling et al., 2010). 
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De fait, la placode du cristallin commence à s’invaginer vers 17hpf chez le poisson-zèbre. 

Contrairement au cas des Mammifères, elle ne forme pas de vésicule mais une « masse cristalline » 

(Greiling and Clark, 2009). Dès 20hpf, trois morphologies cellulaires sont reconnaissables : les 

cellules les plus en surface (à la bordure distale du cristallin), représentant le futur épithélium du 

cristallin, sont aplaties et irrégulières ; les cellules les plus en profondeur (à la bordure proximale), 

futures fibres primaires du cristallin, s’allongent ; et les cellules au centre de la masse du cristallin, 

formant le noyau, sont ovoïdes.  

Entre 20 et 24hpf, la tige qui relie le cristallin à l’ectoderme de surface s’affine de plus en plus. A 

24hpf, la masse du cristallin est complètement détachée de l’ectoderme de surface, la future cornée, et 

se retrouve dans la cavité vitreuse (Greiling and Clark, 2009).  

De manière intéressante, une autre étude d’imagerie in vivo de 16 à 28hpf a montré que les cellules 

donnant l’épithélium du cristallin et celles donnant les fibres étaient déjà dans 2 territoires distincts au 

stade placode : l’épithélium dérive de la partie périphérique de la placode, alors que les fibres dérivent 

de sa partie centrale (Greiling et al., 2010, Fig 40B). Il existe donc une régionalisation très précoce, 

dès le stade placode, des précurseurs des types cellulaires du cristallin. 

 Les cellules présomptives du cristallin qui, à 12hpf, recouvrent entièrement la vésicule optique, 

subissent 2 mouvements concomitants : un mouvement de « moulinet » entre 12 et 14hpf qui les fait 

progresser globalement vers l’avant, et un mouvement de compaction, de 12 à 24hpf, qui provoque 

leur rassemblement en une sphère. Le suivi des cellules du cristallin permet également de noter que les 

domaines antérieur et postérieur du cristallin sont délimités dès 12hpf (Kwan et al., 2011). Les auteurs 

suggèrent que ces deux compartiments correspondent à deux destinées cellulaires différentes (cellules 

fibreuses et épithéliales). Pourtant, à 24hpf, les cellules épithéliales occupent déjà leur position 

définitive, entourant la masse du cristallin, et sont d’après les études de Greiling, issues de la partie 

périphérique de la placode du cristallin (et pas de la partie antérieure).  
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IV. Différenciation du cristallin 

a. Différenciation de l’épithélium du cristallin 

ntre 23 et 28hpf, les cellules de la bordure distale se réorganisent en une seule couche 

cellulaire, par des phénomènes de migration et d’apoptose (Greiling and Clark, 2009, Fig 

41).  

 

Figure 41 Apoptose dans le cristallin de poisson-zèbre à 23 et 25 hpf. A gauche, marquage acridine 

orange à 25hpf. A droite, marquage TUNEL (vert) sur sections d’œil à 23 et 25 hpf (les flèches 

indiquent les cellules apoptotiques).  Les noyaux sont marqués par du DAPI. Le marquage rouge 

correspond à une immunohistochimie anti BrdU, qui a été incorporé pendant 1 à 3h avant la fixation. 

D’après (Dahm et al., 2007; Greiling et al., 2010). 

 

La prolifération se réduit vers 67hpf à une zone légèrement plus proximale que l’équateur du 

cristallin, la zone germinative (Greiling et al., 2010). Les cellules formées par ces divisions se 

différencient en fibres secondaires du cristallin, dans la zone de transition (Fig 42). La plupart des 

autres cellules de l’épithélium du cristallin sont arrêtées au stage G0, en quiescence. 

 E
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Figure 42 Incorporation BrdU et coupes de cristallin de poisson-zèbre à 50 et 75 hpf. L’épithélium 

dans son entier prolifère à 50 hpf, alors que seule la zone germinative, à l’équateur, prolifère encore à 

75hpf. Le rond jaune délimite le cristallin. Le rond blanc délimite la partie centrale du cristallin, où les 

fibres n’ont pas de noyau. Les longues flèches à 75 hpf pointent la zone de transition, où les fibres du 

cristallin nouvellement formées ont encore leur noyau. ZG zone germinative. D’après (Greiling et al., 

2010). 

 

Chez les poissons, qui ont une croissance continue, l’œil et le cristallin grandissent tout au long de 

la vie. L’addition de nouvelles fibres secondaires se poursuit ainsi grâce à la division des cellules 

souches de la zone germinative, et de nouvelles cellules épithéliales sont formées grâce à quelques 

cellules épithéliales de la zone centrale qui continuent à se diviser (Vihtelic, 2008).  

 

b. Différenciation des fibres du cristallin 

Dès 18-20hpf, les fibres primaires du cristallin se différencient en s’allongeant et en s’enroulant 

de façon concentrique. Elles sortent du cycle cellulaire vers 21hpf (Greiling et al., 2010).  

Les fibres secondaires du cristallin, formées plus tardivement à partir de 48 hpf au niveau de la 

zone germinative, migrent vers une zone de transition où elles s’allongent en direction des pôles du 

cristallin. Cette zone de transition de l’épithélium est reconnaissable à ses noyaux allongés. 

Lorsqu’elles ont atteint les pôles distal et proximal, elles forment des jonctions avec les fibres 
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voisines, créant ainsi une suture antérieure et postérieure (Greiling and Clark, 2012; Vihtelic, 2008). 

Les fibres matures mesurent environ 10µm de large mais moins d’1 µm d’épaisseur. A la jointure 

entre les fibres, la membrane forme des interdigitations (Dahm et al., 2007, Fig 43).  

 

Figure 43 Microscopie électronique à balayage du cristallin après cryofracture chez le poisson-

zèbre adulte. Les flèches pointent les replis de membrane sur la « tranche » des fibres du cristallin. 

D’après (Dahm et al., 2007). 

 

Les fibres, aussi bien primaires que secondaires, perdent leurs organites (dont leur noyau) au 

cours de leur différenciation, ce qui permet leur  transparence (Bassnett and Beebe, 1992). D’après des 

études chez la souris, le mécanisme de dégradation des organites pourrait s’apparenter à une forme 

d’apoptose modifiée, ou bien s’appuyer sur le système ubiquitine-protéasome de dégradation des 

protéines (Zandy and Bassnett, 2007). La perte des noyaux dans la partie centrale du cristallin se 

produit environ à 50hpf chez le poisson zèbre. Progressivement, en partant du centre, toutes les fibres 

du cristallin perdent leurs organites. A 72hpf, seules les fibres secondaires nouvellement différenciées 

ont encore leurs organites (Greiling et al., 2010, Fig 44). Le cristallin a atteint son organisation adulte : 

entouré d’une lame basale (la capsule), il est composé d’un cortex de cellules nuclées (l’épithélium et 

les fibres nouvellement formées) et d’un noyau constitué de fibres complètement différenciées. La 

larve est désormais capable de comportements liés à la vision (Vihtelic, 2008).  
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Figure 44 Perte des noyaux des fibres du cristallin dans la zone de transition, chez le poisson-zèbre 

adulte. A Vue globale d’une coupe de cristallin, montrant la capsule du cristallin (ca), le cortex (C), 

l’épithélium (ep), et le noyau (N) du cristallin. B Détail de la zone de transition avec un marquage 

Hoechst des noyaux, montrant qu’ils ne sont présents qu’en périphérie. C Marquage TUNEL dans la 

même zone, montrant la dégradation des noyaux dans les fibres nouvellement formées. D’après (Dahm 

et al., 2007). 

 

c. Régulation de la différenciation du cristallin 

1. Prox1 

Le facteur de transcription Prox1, dont l’expression est régulée par Pax6 chez la souris (Ashery-

Padan, 2000), a une importance majeure pour le développement du cristallin et plus particulièrement 

des fibres. Chez la Souris Prox1 KO, les cellules postérieures du cristallin ne s’allongent pas, ne 

sortent pas correctement du cycle cellulaire et entrent en apoptose (Wigle et al., 1999). Prox1 

contrôlerait la sortie du cycle cellulaire, notamment en inhibant indirectement le couple CycE / Cdk2 

qui régule la transition G1/S (Cvekl and Duncan, 2007).  

Chez le poisson zèbre, il existe 2 paralogues, Prox1a et Prox1b. Prox1a est exprimé dès le stade 

placodal, et dans le cristallin au moins à partir de 20 hpf (Thisse and Thisse, 2005, Fig 45). 

Malheureusement, le cristallin des morphants prox1a n’a pas été étudié (Greiling and Clark, 2012). 
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Prox1b ne semble pas impliqué dans le développement du cristallin, mais plutôt dans celui du système 

lymphatique (Del Giacco et al., 2010). 

 

Figure 45 Expression de Prox1a chez le poisson-zèbre. Hybridations in situ à 10hpf (vue latérale) 

et 20-24hpf (vue dorsale), et immunohistochimie à 28hpf (vue latérale). D’après (Glasgow and 

Tomarev, 1998; Thisse and Thisse, 2005). 

 

2. Les facteurs Maf 

Chez la souris, le facteur de transcription c-Maf, qui est exprimé exclusivement dans les fibres du 

cristallin, a un rôle dans l’élongation des fibres primaires. Chez le poisson zèbre, il est probable que c-

Maf et Maf-B, tous deux exprimés dans les fibres du cristallin dans cette espèce, assurent cette 

fonction de façon redondante (Fig 46). En effet, chez le mutant mafB, le développement du cristallin 

semble normal (Kajihara et al., 2001; Moens et al., 1998). Chez la souris, l’expression de ces facteurs 

de transcription dépendrait de la signalisation Fgf et de Pax6 (Cvekl and Duncan, 2007).  

 

Figure 46 Expression de c-

Maf et MafB chez le poisson-

zèbre. A A 28hpf, c-Maf 

n’est exprimé que dans les 

fibres alors que MafB est 

aussi exprimé dans 

l’épithélium. B Expression de 

MafB chez un poisson-zèbre 

sauvage ou portant une 

mutation considérée comme 

nulle dans la séquence 

codante de MafB : le 

développement du cristallin 

ne semble pas affecté chez le 

mutant (contrairement à 

d’autres structures). D’après 

(Kajihara et al., 2001; Moens 

et al., 1998). 
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3. Pitx3 

Chez le poisson zèbre, Pitx3 est exprimé dès la fin de la gastrulation au sein de la bordure de la 

plaque neurale dans les futures cellules du cristallin et de l’adénohypophyse, puis dans l’ectoderme 

présomptif du cristallin à 14hpf et dans le cristallin à 24hpf (Fig 47A). L’expression de Pitx3 dans 

l’adénohypophyse est spécifique du poisson zèbre (Dutta et al., 2005; Shi et al., 2005; Zilinski et al., 

2005).  

 

Figure 47 Expression et fonction de Pitx3 chez le poisson-zèbre. A A 24 hpf, Pitx3 est exprimé 

dans le cristallin (le) (pointe de flèche). A 48 hpf, son expression est restreinte à certaines fibres du 

cristallin, probablement dans la zone de transition. Les cadres de gauche sur chaque image montrent 

des coupes au stade correspondant. B Coupes à travers l’œil de larves de 3 dpf sauvages ou 

morphantes pour pitx3. Les flèches indiquent la rétention de noyaux dans les fibres du cristallin 

morphant. D’après (Shi et al., 2005). 

 

Chez la souris, les mutants pitx3 (aphakia) ont un cristallin qui ne s’invagine pas correctement 

(Grimm et al., 1998). Le rôle de Pitx3 dans l’invagination de la vésicule du cristallin semble avoir été 

perdu chez les poissons. En revanche, Pitx3, chez le poisson zèbre, semble réguler la différenciation 

des fibres du cristallin (Fig 47B). Ainsi, dès 48 hpf, l’expression de Pitx3 est réduite à une population 

de cellules proches de l’équateur du cristallin, probablement la zone de transition. Chez le morphant 

pitx3, les cellules épithéliales sont désorganisées et les fibres du cristallin ne s’allongent pas, 

conservent leur noyau et finissent par entrer en apoptose (vers 5-7 dpf) (Shi et al., 2005).  
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Chez la souris, Pitx3 est sous le contrôle de Pax6 : son niveau d’expression est réduit chez des 

mutants hétérozygotes pour Pax6 (Chauhan et al., 2002).  

4. Foxe3 

Un autre acteur important dans le développement du cristallin est Foxe3. La délétion ciblée de 

Foxe3 chez la souris provoque un défaut d’invagination de la vésicule du cristallin, une réduction de la 

prolifération des cellules épithéliales du cristallin, un défaut d’élongation et une rétention du noyau 

dans les fibres du cristallin. De manière intéressante, chez ce mutant, l’expression de Prox1 est réduite. 

Foxe3 doit donc réguler l’expression de Prox1 (Medina-Martinez et al., 2005).  

Chez le poisson zèbre, l’expression de Foxe3 semble restreinte à l’épithélium du cristallin mais 

une expression beaucoup plus faible est détectée dans les fibres secondaires en voie de différenciation 

(Shi et al., 2006, Fig 48A).  

 

Figure 48 Expression et fonction de Foxe3 chez le poisson-zèbre. A A 24hpf, Foxe3 est exprimé 

dans le cristallin, et plus fortement dans l’épithélium (flèche)  que dans les fibres. B Marquage PCNA 

sur des coupes de cristallin morphant ou contrôle à 5dpf : la prolifération est augmentée chez le 

morphant. D’après (Shi et al., 2006). 

 

Le morphant foxe3 a été étudié : à 72 hpf, l’épithélium du cristallin est désorganisé et en plusieurs 

couches (Fig 48B). A 5 dpf, le cristallin est constitué uniquement de cellules nucléées, et le nombre de 
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cellules en mitose est augmenté. Ce dernier phénotype est l’inverse de celui observé chez les souris 

mutantes chez qui la prolifération est diminuée. Chez le poisson zèbre morphant, la différenciation des 

fibres est affectée également : certaines fibres gardent leur noyau à 3 dpf et le patron d’expression de 

cryaa est altéré (Shi et al., 2006).  

L’expression de Foxe3 est dépendante de Pax6 : son expression est perdue chez des souris 

homozygotes mutantes pour Pax6 (small eye), et elle est réduite chez les hétérozygotes (Blixt et al., 

2007).  

D’autre part, les patrons d’expression de Foxe3 et Pitx3 se superposent, à 5 dpf en tous cas. Et 

chez le morphant pitx3, l’expression de foxe3 est notablement réduite. Pitx3 semble donc réguler 

positivement l’expression de Foxe3 (Shi et al., 2006).  

 

d. Les cristallines 

Les cellules fibres du cristallin accumulent des protéines cytoplasmiques solubles appelées 

cristallines qui s’organisent spatialement sans s’agréger, créant ainsi une transparence semblable à 

celle du verre. Leur concentration atteint chez l’homme 450 mg/mL, probablement l’une des 

concentrations les plus élevées dans une cellule (Fagerholm et al., 1981). Elles ont souvent un rôle de 

chaperonne en plus de leur rôle structural. Le terme cristalline pour désigner une protéine du cristallin 

donnée est arbitraire, elles ne sont pas toutes phylogénétiquement liées et présentent des domaines 

protéiques fonctionnels variés.  

Les études sur les cristallines sont pour l’instant loin d’être exhaustives : les données sur leur 

expression sont limitées, et celles sur leur fonction encore plus. 

Les cristallines sont classées en 3 grandes familles en fonction de leur séparation par 

chromatographie à exclusion de taille : α (qui forment généralement des agrégats de nombreuses 

protéines), β (qui s’assemblent en octomères, tétramères ou dimères) et γ (généralement 

monomériques) (Greiling and Clark, 2012, Fig 49).  
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Figure 49 A Chromatographie par exclusion de taille du protéome du cristallin de poisson-zèbre. B 

Structure 3D d’un monomère de crygm7 de poisson zèbre, avec une organisation en 2 domaines 

typique pour les cristallines gamma. Des résidus méthionine sont régulièrement espacés en surface de 

la protéine, et pourraient expliquer en partie les interactions entre cristallines gamma à forte densité. 

D’après (Greiling et al., 2009; Mahler et al., 2013). 

 

Les cristallins de poissons contiennent plus de cristallines γ et moins de cristallines α que les 

cristallins de Mammifères (Vihtelic, 2008). 

Comme les fibres du cristallin perdent leur noyau pendant la différenciation, très peu de synthèse 

protéique se produit dans ces cellules (Young and Fulhorst, 1966), et les cristallines sont très peu 

renouvelées. Certaines accumulent avec l’âge des régulations post-traductionnelles qui compromettent 

leur fonction : elles sont par exemple clivées par des protéases, les calpaïnes, et deviendraient 

insolubles une fois tronquées. Ce mécanisme expliquerait en partie l’apparition des cataractes (Posner 

et al., 2008; Ueda et al., 2002). 

1. Les cristallines α 

Les cristallines α appartiennent à la même superfamille que les petites protéines de choc 

thermique (hsp) (de Jong et al., 1993). Elles ont un rôle de protection contre le stress cellulaire, 

notamment par leur fonction de chaperonne. Chez les Mammifères, 2 cristallines α existent : αA et αB. 

La cristalline αA est présente en quantité plus importante chez l’Homme et est spécifique du cristallin, 

contrairement à αB. Chez plusieurs espèces dont le poisson zèbre, la concentration des cristallines α 

augmente avec l’âge. Leur expression augmente en réponse à des conditions de stress variées, comme 

une augmentation de température (Greiling and Clark, 2012).  
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La crystalline αA du poisson zèbre (aussi appelée hspb4) est d’abord exprimée de manière 

ubiquitaire vers 14hpf. A 24hpf, son expression n’est pas détectée par hybridation in situ, mais en cas 

de choc thermique, elle s’exprime uniquement dans le cristallin (Fig 50A-B). A partir de 29hpf, elle 

s’exprimerait spécifiquement dans le cristallin (Kurita et al., 2003; Marvin et al., 2008). Chez le 

poisson adulte, des niveaux faibles sont détectés dans le foie et la rate. 

 

Figure 50 Expression et fonction de cryaa chez le poisson-zèbre. A Hybridations in situ en 

conditions normales ou après 1h de choc thermique à 37 °C. le : cristallin. B Immunohistochimie à 24 

et 48 hpf. C Phénotype du mutant cloche de poisson-zèbre. a) Le mutant cloche a des niveaux 

d’expression de cryaa réduits, et un cristallin plus petit que le contrôle. b) Le mutant cloche développe 

une cataracte. Images au microscope confocal de cristallins mutants ou contrôles : les zones sombres 

pointées par les flèches sont des régions qui reflètent la lumière au lieu de la transmettre. D’après 

(Goishi, 2006; Harding et al., 2008; Kurita et al., 2003; Marvin et al., 2008). 

 

D’un point de vue fonctionnel, la cristalline αA a une activité de chaperonne apparemment 

importante pour solubiliser d’autres protéines du cristallin, et des mutations dans sa séquence peuvent 

mener à des cataractes chez l’Homme (Litt, 1998; Mackay et al., 2003). Chez le poisson zèbre, le 

mutant cloche (une mutation inconnue apparue spontanément et retrouvée indépendamment par 

mutagenèse chimique) qui a des niveaux très réduits de cryaa développe une cataracte, liée à 

l’agrégation d’une autre cristalline (crygm2d1), dès 2.5 dpf (Fig 50C-D). La surexpression de cryaa 

chez ce mutant permet la solubilisation de la cristalline gamma, et restaure donc la transparence 

(Goishi, 2006), ce qui illustre bien la fonction chaperonne de cette cristalline. Cependant, la répression 
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de l’expression de cryaa par morpholino chez le poisson zèbre n’affecte pas le développement du 

cristallin, au moins pendant les 4 premiers jours de développement (Posner et al., 2013). Il est donc 

probable que, chez le mutant cloche, l’expression faible de cryaa n’est pas le seul défaut du mutant, et 

que d’autres éléments provoquent l’apparition d’une cataracte.  

Deux paralogues de la cristalline αB existent chez le poisson zèbre, cryaba et cryabb. Leur 

similarité de séquence avec l’homologue chez l’Homme est assez faible (60%), et, entre elles, la 

similarité est encore plus faible (50%). Ces deux cristallines ont une activité chaperonne, cryabb étant 

plus efficace dans ce rôle (Greiling and Clark, 2012; Smith et al., 2006).  

Ces cristallines αB ne sont pas exprimées précocement chez le poisson-zèbre : leur expression 

jusqu’à 48 hpf n’est pas détectée par hybridation in situ (Marvin et al., 2008). Pourtant, par 

immunohistochimie, la protéine cryaba est détectée à 24, 48 et 72 hpf (Fig 51). Son expression est 

alors très large dans le système nerveux antérieur et le cristallin (Harding et al., 2008). Chez l’adulte, 

cryaba, au contraire, est spécifique du cristallin (Posner et al., 1999). L’expression de cryabb n’est pas 

restreinte au cristallin chez l’adulte (Smith et al., 2006).  

 

Figure 51 Expression de la cristalline αBa de poisson-zèbre. Immunohistochimie à 24 et 48hpf de la 

cristalline cryaba. D’après (Harding et al., 2008). 

 

La régulation des cristallines α a été étudiée chez la souris. Le facteur de transcription qui semble le 

plus important dans la régulation de ces cristallines est c-Maf, qui est exprimé exclusivement dans les 

fibres du cristallin. Mais Pax6 aurait également un rôle dans l’induction d’un niveau basal 

d’expression de ces cristallines, notamment pour cryab (Cvekl and Duncan, 2007). 

 



71 

2. Les cristallines β 

Les cristallines β et γ partagent un domaine βγ constitué de feuillets β antiparallèles. Elles sont 

liées phylogénétiquement à des protéines de réponse au stress, telles que aim (absent in melanoma) 

(Wistow et al., 2005). Les cristallines γ comportent 2 domaines βγ qui permettent des interactions 

intramoléculaires. Les cristallines β, elles, comportent deux domaines βγ trop proches pour pouvoir 

interagir ensemble, et ils permettent donc des interactions intermoléculaires (Greiling and Clark, 

2012).  

Les cristallines β forment une famille d’au moins 6 membres chez tous les Vertébrés étudiés 

jusqu’ici : βA1/3, βA2, βA4, βB1, βB2, βB3. Il en existe 13 chez le poisson zèbre : 4 orthologues de 

βA1 (β A1a-d), 2 orthologues de βA2 (-1 et -2), βA4, 4 orthologues de βB1 (a-d), βB2 et βB3 

(Greiling et al., 2009, Fig 52A).  

Parmi celles-ci, crybb1 et cryba2b sont, dans l’état actuel des connaissances, les β-cristallines 

exprimées le plus tôt dans la masse du cristallin, à 20hpf seulement (Chen et al., 2001; Wang et al., 

2008, Fig 52B-C). Cryba1b est détectée à partir de 24 hpf dans le cristallin (Wang et al., 2008).  

Chez le Xénope, d’après des expériences de surexpression des facteurs de transcription MafB et 

L-Maf,  ces facteurs contrôlent l’expression de la cristalline βA4 (Ishibashi and Yasuda, 2001). 

L’analyse d’une puce ADN chez un morphant pitx3 a montré que la cristalline βB1 est une cible 

transcriptionnelle directe de Pitx3. Les cristallines βA4, βB1l et βB3 seraient également probablement 

régulées par Pitx3, même si leurs variations d’expression chez ce morphant sont moins spectaculaires 

(Hooker et al., 2012).  

Chez la souris, ce sont les facteurs Maf et Prox1 qui régulent l’expression de crybb1 (Cvekl and 

Duncan, 2007).  
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Figure 52 Phylogénie et expression des cristallines β de poisson-zébre. A Arbre des cristallines β 

de poisson-zèbre et d’Homme. Les couleurs des symboles indiquent l’orthologie, leur forme l’espèce 

(triangle pour homme, carré pour poisson-zèbre, sauf pour betaA1c et betaA1d). Les cristallines 

entourées de rouge sont celles, parmi les cristallines β, qui sont les plus abondantes à 4.5 dpf. B 

Hybridation in situ crybb1 à 20 et 24 hpf chez le poisson-zèbre. C Hybridations in situ cryba1b et 

cryba2b à 20 et 24 hpf chez le poisson-zèbre. D’après (Chen et al., 2001; Greiling et al., 2009; Wang 

et al., 2008). 
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3. Les cristallines γ 

Les cristallines γ sont abondantes dans les cristallins « durs » comme ceux des poissons et des 

rongeurs, mais sont quasi-absentes des cristallins « mous » des oiseaux (Greiling and Clark, 2012). 

Chez les mammifères, il existe 8 gènes de cristallines γ : -A, -B, -C, -D, -E, -F, -N, -S.  

Les gènes γA-F (le groupe « terrestre ») n’ont pas d’orthologues chez les poissons. En revanche, 

ceux-ci ont une classe unique de cristallines, les cristallines γM, comptant 31 membres (le groupe 

« aquatique ») (Fig 53A). Ils ont 2 orthologues de  cristallines γN (1-2) et 4 orthologues de cristallines 

γS (1-4). Un autre gène, cryβγX, ressemble aux cristallines γN mais présente un long domaine N-

terminal comme les cristallines β.  

La famille γ de cristallines compte donc au moins 37 membres chez le poisson zèbre, laissant 

supposer une forte fréquence de duplications géniques au cours de l’évolution dans cette famille. 

D’ailleurs, 30 des gènes de crystallines γM sont situés dans la même région du chromosome 9, ce qui 

suggère un phénomène intensif de duplications en tandem (Greiling et al., 2009).  

La cristalline γ dont l’expression a été détectée le plus tôt est crygm2d3, à 24hpf (Wang et al., 

2008, Fig 53B). Cependant, l’anticorps Zl-1, qui est supposé détecter une γ-cristalline, marque le 

cristallin dès 20hpf (Greiling et al., 2010, Fig 53C). 

D’après des expériences de surexpression en calotte animale de Xénope, l’expression des 

cristallines γ, comme certaines β, serait sous le contrôle des facteurs de transcription Maf (Ishibashi 

and Yasuda, 2001). Chez la souris, l’étude du promoteur de crygf suggère que Pax6, Six3 et c-Maf 

sont impliqués dans sa régulation (Cvekl and Duncan, 2007). De plus, un ensemble de cristallines 

(dont des cristallines γ) forment un groupe de synexpression : leur expression varie de manière 

corrélée dans différentes souches sauvages de souris (Cryaa, Cryab Cryba1, Cryba2, Cryba4, Crybb1, 

Crybb2, Crybb3, Crygb, Crygc, Crygd, Crygn, and Crygs). De fait, elles ont dans leurs séquences 

régulatrices un enrichissement en sites de fixation du facteur MafA (Templeton et al., 2013). Enfin, 

cette étude montre, par immunoprécipitation de chromatine sur une lignée de cellules de cristallin, que 

MafA se fixe en amont des gènes de cryga et crygd. Chez la souris aussi, Maf aurait donc un rôle dans 

la régulation de l’expression des γ-cristallines. 
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Figure 53 Phylogénie et expression des cristallines γ de poisson-zébre. A Arbre des cristallines γ 

de poisson-zèbre. Les cristallines entourées de rouge sont celles, parmi les cristallines γ, qui sont les 

plus abondantes à 4.5dpf. Les couleurs des symboles indiquent l’orthologie. B Hybridation in situ 

crygm2d3 chez le poisson-zèbre de 20 à 96 hpf. C Immunohistochimie sur coupe de cristallin avec 

l’anticorps ZL-1 qui détecte une cristalline γ non identifiée. Le marquage ZL-1 apparaît en vert, les 

membranes sont contre-colorées en rouge, et les noyaux sont marqués au DAPI. D’après (Greiling et 

al., 2009, 2010; Wang et al., 2008). 
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Chez la souris Prox1-/-, l’expression des cristallines γ est réduite par rapport au sauvage (ce qui 

n’est pas le cas pour les cristallines α et β) : le facteur de transcription Prox1 doit donc induire, 

directement ou non, l’expression des cristallines γ (Wigle et al., 1999). 

D’autre part, les cristallines γA et γB seraient probablement régulées par Pitx3 chez le Xénope, 

d’après l’analyse d’une puce ADN chez un morphant pitx3 (Hooker et al., 2012).  

En résumé, l’expression des cristallines semble régulée principalement par les facteurs de 

transcription Maf, Prox1, Pitx3, mais aussi Pax6 et Sox1 (Cvekl and Duncan, 2007, Fig 54), tous ces 

gènes étant impliqués dans le développement du cristallin et des fibres (voir section B IV c).  

 

Figure 54 Régulation des cristallines. A Schéma des séquences régulatrices de plusieurs 

cristallines chez la souris. B Modèle de régulation des cristallines d’après les données de différentes 

espèces. Les flèches pleines indiquent une régulation directe. D’après (Cvekl and Duncan, 2007). 
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4. Autres cristallines 

D’autres cristallines sont spécifiques de certains taxons. Elles correspondent en fait à des gènes 

ayant une fonction, souvent métabolique, chez tous les Vertébrés, et qui « gagnent » une expression 

dans le cristallin dans un taxon particulier, où elles acquièrent le rôle de cristallines. Ce processus a été 

appelé “partage de gènes” (Piatigorsky, 2003). Il s’applique d’ailleurs très bien aussi au cas des 

cristallines α, qui sont au départ des protéines de choc thermique.  

Ainsi, la cristalline δ, phylogénétiquement liée à l’arginosuccinate lyase, est spécifique du groupe 

reptiles - oiseaux. La cristalline ε chez les crocodiles et certains oiseaux est proche d’une lactate 

déshydrogénase. La cristalline ζ, proche de la NADPH quinone oxydoréductase, ne serait présente que 

chez certains Mammifères. La cristalline τ, proche de l’énolase α, serait spécifique des canards, des 

tortues et des lamproies. Chez le poisson zèbre, des protéines non classiques ont été découvertes dans 

le cristallin et pourraient être considérées comme des cristallines : par exemple Grifin (galectin-related 

interfiber protein) qui est aussi une cristalline de souris, et Scinla (scinderin-like protein a), qui est 

exprimée à des niveaux plus élevés dans la cornée que dans le cristallin (Greiling and Clark, 2012).  

La lengsine, de la famille des glutamine synthétases, est également accumulée dans le cristallin 

humain et celui de poisson zèbre. Son expression a été détectée à partir de 24hpf, et elle est réduite à 

partir de 72hpf à une population de fibres secondaires adjacentes aux cellules épithéliales. Chez 

l’adulte, la protéine est concentrée aux marges latérales des fibres secondaires, suggérant une 

interaction avec le cytosquelette. Le poisson zèbre morphant pour la lengsine a de fait des fibres du 

cristallin qui présentent des défauts d’élongation et de contacts intercellulaires (Harding et al., 2008).  
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V. Interaction entre composantes de l’œil  

a. Dépendance du développement du cristallin à d’autres tissus 

e rôle de la rétine dans l’induction et le maintien du cristallin est supposé depuis longtemps. 

Un modèle longtemps accepté était celui selon lequel la placode du cristallin était induite à 

partir de l’ectoderme de surface par contact avec la vésicule optique : en effet, la transplantation d’une 

vésicule optique peut suffire à induire des cristallins ectopiques à partir d’ectoderme de la tête 

(Grainger et al., 1997). On a vu que les données récentes suggèrent un autre modèle : le champ 

panplacodal est spécifié au sein de la bordure de la plaque neurale, puis régionalisé sous l’action de 

différentes molécules de signalisation, et une partie devient le territoire présomptif du cristallin. 

Certaines de ces molécules de signalisation sont probablement sécrétées par les vésicules optiques, 

puisque lorsque celles-ci sont ablatées, l’expression des facteurs Sox dans le territoire présomptif du 

cristallin est perdue, et la placode du cristallin ne se développe pas (Kamachi et al., 1998). En 

revanche, l’expression de Pax6 dans le territoire présomptif du cristallin ne dépend pas de la présence 

des vésicules optiques (Li et al., 1994).  

Néanmoins, la rétine permet la croissance et le maintien de l’organisation du cristallin : en effet, 

des souris chez qui la rétine a été retirée chirurgicalement ont des cristallins qui ne grandissent pas 

normalement et dont des cellules épithéliales s’accumulent au pôle postérieur du cristallin 

(Yamamoto, 1976).  

Il est à noter que la polarité du cristallin dépend de signaux de l’environnement : chez le poulet et 

la souris, l’inversion chirurgicale d’un cristallin (c’est-à-dire que l’épithélium est positionné face à la 

rétine) aboutit à la réversion de la polarité du cristallin : les cellules de l’épithélium s’allongent pour 

former des fibres, et un nouvel épithélium se forme face à la cornée, à partir de cellules nouvellement 

formées par la zone proliférative (Coulombre and Coulombre, 1963; Yamamoto, 1976). Toutes les 

cellules du cristallin sont donc compétentes pour former des fibres si elles sont placées dans le bon 

environnement, face à la rétine. Des explants de cristallin mis en culture avec du milieu vitré se 

différencient en fibres, alors qu’avec du milieu aqueux, ils se différencient en cellules épithéliales 

(Lovicu et al., 1995). Les facteurs responsables de la différenciation en fibres sont donc probablement 

contenus dans le corps vitré, et il pourrait en particulier s’agir des facteurs FGF1 et FGF2 (Lovicu and 

McAvoy, 2005).   

 

 

 

 L
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b. Rôle du cristallin sur le développement des autres composants de l’œil  

Le rôle du cristallin sur le développement et le maintien des autres structures de l’œil a d’abord été 

analysé par des expériences d’ablation. Elles ont principalement été réalisées chez des espèces comme 

la souris, le poulet ou le poisson-zèbre, chez qui le cristallin n’est pas capable de régénérer après 

ablation complète, contrairement à celui du triton (Eguchi et al., 2011; Suetsugu-Maki et al., 2012).  

Chez le poulet, l’extirpation du cristallin conduit à la croissance ralentie du reste de 

l’œil (notamment de la cornée), au repliement de la rétine dans l’œil, à l’absence d’accumulation de 

substance vitreuse (Coulombre and Coulombre, 1964). Chez le poisson-zèbre, l’ablation chirurgicale 

du cristallin à 24hpf ne paraît pas provoquer de défauts particuliers de l’œil, mis à part un 

épaississement de l’épithélium pigmenté de l’iris (Semina et al., 2006).  

L’interprétation des ablations chirurgicales peut toujours être contestée, car ces opérations peuvent 

conduire à la lésion accidentelle d’autres structures de l’œil. L’ablation du cristallin peut également 

être obtenue par des méthodes génétiques, en utilisant un transgène qui permet l’expression d’une 

toxine dans le cristallin. Ainsi, chez la souris, l’expression de la toxine diphtérique sous le contrôle du 

promoteur de cryg2 conduit à la perte des fibres du cristallin, à une cataracte, et à une microphtalmie 

(l’ensemble de l’œil est plus petit que la normale). Il y a une grande variabilité dans les phénotypes, 

due en partie au nombre de copies du transgène. Les animaux homozygotes avec une microphtalmie 

sévère  ont une rétine repliée, un cristallin quasi absent, la chambre antérieure, l’iris et le corps vitré 

malformés  (Breitman et al., 1987, 1989). Le cristallin pourrait donc avoir un rôle inducteur sur le 

développement de la rétine. 

Le phénotype est encore plus fort pour des souris transgéniques exprimant la ricine (une toxine) 

sous le contrôle du promoteur de cryaa : les cristallins sont désorganisés, comportent des vacuoles, la 

rétine se replie mal, les yeux sont petits et presque fermés. Cryaa est exprimé plus précocement que 

cryg2, ce qui peut expliquer la sévérité du phénotype. Cependant, l’épithélium du cristallin semble 

normal, alors que cryaa est supposée s’y exprimer (Landel et al., 1988).  

Le problème de ces toxines est que la moindre expression aspécifique, souvent de faible intensité, 

peut conduire à des effets délétères. Une autre étude a donc utilisé une toxine diphtérique atténuée, 

dans l’espoir que les « fuites » du promoteur ne conduiraient pas à la mort de cellules en dehors du 

cristallin. Avec cette étude, deux classes de phénotypes étaient observées : soit des animaux avec une 

simple cataracte et pas de microphtalmie, soit des animaux quasi anophtalmiques (avec un rudiment de 

cristallin, pas de chambre antérieure ni de cristallin, et une rétine pliée). Les auteurs interprètent ces 

différences par le site d’insertion du transgène, favorable à l’expression ou non. Les transgènes avec 

des toxines trop puissantes ne permettraient la survie que pour les lignées à site d’insertion 



79 

défavorable (Breitman et al., 1990). Ainsi, quand la toxine est exprimée à fort niveau dans le cristallin, 

celui-ci est perdu, et l’œil a de nombreux défauts. Cependant, la rétine est toujours présente.  

Des expériences d’ablation chirurgicale du cristallin ont confirmé son rôle dans la formation de la 

chambre antérieure de l’œil. Après ablation à HH22 chez le poulet (au stade où la somitogenèse est 

terminée), le stroma et l’endothélium de la cornée ne se différencient pas correctement. La présence de 

cellules du cristallin est nécessaire à l’induction de certains gènes dans la cornée, comme celui de la 

N-cadhérine (Beebe and Coats, 2000). 

Chez le Xénope, l’expression de t-Bid, une protéine proapoptotique, sous le contrôle du promoteur 

de cryg1 conduit à l’entrée en apoptose des fibres du cristallin au moment de leur différenciation 

terminale, et à la formation d’un œil de taille réduite, mais bien formé : les couches de la rétine sont 

présentes, ainsi que la cornée et l’iris. Le rôle inductif du cristallin sur d’autres tissus pourrait donc 

passer plutôt par son épithélium que par les fibres (Du Pasquier et al., 2007).  

Chez le poisson-zèbre, l’expression de la toxine diphtérique sous le contrôle du promoteur de cryaa 

conduit à une expression spécifique de la toxine dans le cristallin. Les poissons transgéniques ont des 

cristallins et des rétines de taille réduite, des fibres du cristallin désorganisées, des cellules de la rétine 

peu différenciées et les couches de la rétine ne se forment pas. En revanche, la chambre antérieure de 

l’œil est normale (Kurita et al., 2003). Ce résultat semble en contradiction avec les résultats d’ablation 

chirurgicale, où seul l’iris était affecté  (Semina et al., 2006). Il est possible que le cristallin 

apoptotique des transgéniques envoie des signaux délétères à la rétine, ou que le promoteur de cryaa 

choisi ait une faible activité dans le reste de l’œil en plus du cristallin.  

En tous cas, le rôle du cristallin sur le développement des autres tissus de l’œil semble varier selon 

les espèces.  

Toutes les expériences précédentes permettent d’éliminer le cristallin tardivement seulement, une 

fois que la plupart des tissus de l’œil sont développés. Une étude plus récente chez la souris a donc 

utilisé des séquences régulatrices de Pax6 permettant l’expression dans les précurseurs ectodermiques 

du cristallin, pour contrôler l’expression d’une toxine diphtérique atténuée : les souris portant ce 

transgène ne développent pas de placode du cristallin. L’épithélium de la cornée a des défauts de 

différenciation, la rétine en revanche se développe normalement (Zhang et al., 2008). Selon cette 

expérience, c’est donc uniquement sur le développement de la cornée que le cristallin aurait une 

influence.  
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C. Les animaux cavernicoles et l’espèce modèle Astyanax 

mexicanus 

 

 

 

Illustration Dessin d’un poisson (« pimelode ») découvert près d’un volcan en Equateur et 

considéré comme cavernicole. (von Humboldt, 1805). 
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I. Caractéristiques du milieu cavernicole 

a. Un milieu extrême 

es grottes ne sont pas rares : en 1968, 7500 étaient recensées aux Etats-Unis (Barr, 1968). 

Et on peut supposer qu’il existe bien plus de grottes que celles qui sont connues, car leurs 

entrées ne sont pas toujours visibles. Cependant, même si le milieu souterrain est fréquent, il n’en est 

pas moins extrême.  

La première caractéristique de cet environnement est l’absence de lumière. La vie dans ce milieu 

nécessite donc de posséder des systèmes sensoriels performants autres que la vision. De plus, 

l’obscurité empêche toute activité de photosynthèse. Il n’y a donc pas de production primaire dans les 

grottes, à l’exception de certaines où des autotrophes chimiosynthétiques, comme des bactéries 

soufrées, ont été découverts (Barr, 1968). L’alimentation des animaux cavernicoles doit donc reposer 

sur des apports extérieurs : de la végétation en décomposition, de petits animaux de surface et des 

particules amenés par les courants d’eau, ou les fèces et les cadavres d’animaux qui entrent et sortent 

des grottes, comme les chauves-souris et les criquets (Barr, 1968). L’apport de nourriture est donc 

irrégulier. De plus, de nombreuses grottes sont inondées périodiquement. Des exemples sont connus 

pour des grottes en Yougoslavie, à Porto-Rico et à San Luis Potosi au Mexique. Ces inondations 

apportent de la nourriture en masse dans la grotte. Cependant, les cavernicoles aquatiques doivent 

trouver des refuges pour ne pas être emportés à l’extérieur (Barr, 1968). 

 

b. Et pourtant un milieu occupé 

Les grottes semblent être des milieux hostiles. Pourtant, il existe de nombreux animaux 

cavernicoles : par exemple, 150 espèces de téléostéens (Rétaux and Casane, 2013) et 2900 espèces de 

crustacés (Protas and Jeffery, 2012) cavernicoles sont décrites. De plus, ces animaux appartiennent à 

des phyla variés : Vertébrés, Mollusques, Plathelminthes, Annélides, Arthropodes… (Rétaux and 

Casane, 2013). Par quel moyen les grottes ont-elles donc été peuplées ?  

Une première hypothèse suggère que les grottes ont servi de refuges au Pléistocène (une période 

s’étendant de 2,6 millions d'années à 12 000 ans avant le présent, caractérisée par des cycles de 

glaciation), à cause des changements climatiques (Barr, 1968). En effet, la température dans les grottes 

est souvent plus tempérée et constante que celle de l’extérieur.  

L’observation de poissons (Astyanax fasciatus et Brachyraphis rhabdophora) vivant près de 

l’entrée d’une grotte au Costa Rica a soulevé une autre hypothèse : les poissons se réfugient dans la 

grotte le soir, au moment où les chauves-souris sortent chasser, apparemment pour éviter la prédation 

 L
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(Romero, 1985). L’auteur propose que ce mécanisme ait pu être à l’œuvre pour expliquer la 

colonisation de grottes par de nombreux cavernicoles.  

Plus généralement, il existe une hypothèse selon laquelle les animaux cavernicoles ont commencé 

par vivre seulement une partie du temps dans les grottes et le reste à la surface : ils seraient passés par 

une étape troglophile avant de devenir strictement troglobite, ce qui aurait facilité leur adaptation 

(Barr, 1968).  

En effet, le fait qu’un animal de surface piégé accidentellement dans une grotte, et donc peu adapté 

à ce milieu extrême, réussisse à y survivre doit être un évènement rare. Si l’on suppose que la 

colonisation de grottes est simplement le résultat d’accidents, il faut alors imaginer que ceux-ci sont 

très nombreux. Cela doit être le cas pour les grottes qui subissent des inondations périodiques (Barr, 

1968). Et de nombreux animaux peuvent également coloniser les grottes dans le cas d’une capture 

d’un cours d’eau de surface (Fig 55). Ce phénomène correspond à l’érosion progressive du substrat 

par les eaux de surface, jusqu’à ce que le cours d’eau atteigne une faille profonde, et rejoigne donc une 

cavité en profondeur (Mitchell et al., 1977). Dans ce cas, tous les animaux présents dans le cours d’eau 

au moment de la capture se retrouvent piégés dans le milieu souterrain.  

 

Figure 55 Formation d’un cours d’eau souterrain par capture d’une rivière. D’après (Mitchell et al., 

1977). 
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II. Les animaux cavernicoles, des animaux dégénérés ? 

a. Evolution régressive 

e premier animal cavernicole a été décrit en 1689 : il s’agissait du protée Proteus anguinus 

(Barr, 1968). Cette salamandre cavernicole est aveugle, et, dans son environnement naturel, 

dépigmentée (Durand, 1976).  

La perte de l’œil et de la pigmentation sont fréquentes : parmi les 86 espèces de téléostéens 

troglomorphes connues en 2001, 60 n’ont pas d’œil visible extérieurement, et 79 ont une pigmentation 

au moins partiellement réduite (Romero and Paulson, 2001). D’autres évolutions par perte sont 

notables chez plusieurs espèces : la perte des écailles, la perte de la vessie natatoire (structure inutile 

dans les grottes à bassin peu profond ?) et la réduction de la ligne latérale (Romero and Paulson, 

2001). L’ensemble de ces caractéristiques constitue le troglomorphisme, une condition considérée 

classiquement comme étant la résultante de l’adaptation au milieu cavernicole, une forme de 

régression vers un état moins complexe (Romero and Green, 2005). 

Les animaux cavernicoles sont donc souvent pris comme exemple pour l’évolution régressive. 

Mais est-ce justifié ? En effet, l’évolution régressive peut être définie comme la réacquisition par des 

populations dérivées des mêmes états de caractères que ceux d’une population ancestrale (Porter and 

Crandall, 2003). Or il est peu probable que les animaux cavernicoles aient réacquis par réversion 

exactement les mêmes états de caractères (notamment au niveau génomique) que l’ancêtre sans yeux 

des Métazoaires. Il s’agit donc davantage de régression phénotypique (Porter and Crandall, 2003) : des 

structures sont perdues, mais cela ne préjuge pas des mécanismes de la perte qui peuvent être 

entièrement nouveaux.  

De plus, parmi les espèces vivant en milieu souterrain, beaucoup ne perdent ni les yeux ni la 

pigmentation (et ne sont pas qualifiées de troglomorphes) : ainsi, seule une minorité des poissons 

vivant en milieu souterrain est considérée comme troglomorphe. Et parmi les troglomorphes, le degré 

de « régression » est variable, même pour une espèce donnée, selon les caractères étudiés (Romero 

D az, 2009, Fig 56).  

 L
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Figure 56 Représentation en « paysage » du degré de réduction de 3 caractères pour toutes les 

espèces de poissons troglomorphiques connues. 1 indique une absence du caractère, 4 un 

développement complet et normal. Le diagramme montre une absence de corrélation entre la réduction 

des différents traits. D’après (Romero D az, 2009). 

 

Par exemple, chez le scarabée troglomorphe Ptomaphagus hirtus, les structures visuelles sont très 

réduites, mais une fonction visuelle semble persister (Friedrich et al., 2011). Cela suggère que le 

troglomorphisme est loin d’être une conséquence inévitable de la colonisation du milieu souterrain 

(Romero and Green, 2005). Il faut cependant noter que dans certains cas, l’absence de caractères 

troglomorphiques peut être liée à une colonisation récente du milieu souterrain. Ainsi, de nombreux 

auteurs relient le degré de troglomorphisme à l’ancienneté de la colonisation. Cette assertion a été 

prouvée récemment dans le cas d’opilions cavernicoles des Etats-Unis (Derkarabetian et al., 2010). 

D’autre part, la simplification de certaines structures existe chez des animaux non cavernicoles, et 

est même un phénomène assez commun : pour prendre un exemple frappant, l’être humain n’est 

jamais considéré comme le produit d’une évolution régressive alors qu’il a perdu ses poils et a des 

dents de taille réduite (Romero and Green, 2005). 

1. Perte de l’œil 

Chez le protée, l’œil se développe quasi normalement initialement : une vésicule optique se forme, 

qui se différencie en rétine et en épithélium pigmenté, et le nerf optique et le cristallin se développent 

normalement également (Durand, 1976, Fig 57). La couche plexiforme interne et la couche plexiforme 

externe sont reconnaissables dans la rétine au moment de l’éclosion. Puis, au cours de la vie larvaire, 
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l’œil arrête de se différencier (le corps vitré et l’iris ne se développent pas, les nerfs oculomoteurs sont 

peu développés, le toit optique est de petite taille), et des vacuoles lytiques apparaissent dans le 

cristallin. L’œil plonge progressivement sous la peau, et le cristallin finit par disparaître (Durand, 

1976). Les cellules photoréceptrices de la rétine ont un segment externe mal formé ou absent. Les 

bâtonnets sont très peu nombreux, et les cônes sensibles au bleu et à l’UV semblent absents (Kos et 

al., 2001). L’œil commence donc par se développer avant de dégénérer.  

 

Figure 57 Développement de l’œil chez le Protée. A Morphologie du protée. B Coupes à travers 

l’œil du Protée à 2 stades différents. D’après (Durand, 1976; Pressac). 

 

Le même processus se déroule chez le triton cavernicole Typhlotriton spelaeus. Les larves jeunes 

ont des yeux normaux et voient correctement (Durand et al., 1993). D’ailleurs, elles vivent dans des 

sources, à la lumière. A la métamorphose, les tritons quittent les sources et entrent dans des grottes 

sans lumière. Leurs yeux régressent, et sont microphtalmiques chez les adultes. La dégénérescence 

commence à la métamorphose. 

Chez le poisson cavernicole somalien Phreatichthys andruzzi, l’œil commence aussi par se 

développer normalement, même s’il est un peu petit. Une rétine et un cristallin sont reconnaissables au 
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moment de l’éclosion (Berti et al., 2001). La RPE n’est pas pigmentée cependant. Quelques heures 

plus tard, le cristallin puis la rétine commencent à entrer en apoptose ; des vacuoles autolytiques et des 

noyaux pycnotiques apparaissent. Là aussi, l’œil finit par être internalisé sous une couche de peau.  

Chez les morphotypes cavernicoles de Poecilia mexicana, qui ont un œil réduit à l’âge adulte, des 

vésicules optiques se développent également, et l’œil s’arrête de croître un peu avant l’éclosion 

(Riesch et al., 2011a).  

Chez les poissons cavernicoles cubains Lucifuga subterranea et dentata (Fig 58), l’œil, vestigial 

chez les adultes, est également plus développé chez les jeunes (Cohen and McCosker, 1998).  

 

Figure 58 Illustration de 1902 de deux espèces de Lucifuga (L. subterraneus en haut et L. dentatus 

e, bas), par C.H. Kennedy. D’après (Romero, 2001). 

 

Le rat-taupe (Heterocephalus glaber), mentionné plus haut, a des yeux petits, très enfoncés dans la 

tête, bordés de graisse et aux paupières épaissies (Nikitina et al., 2004). Il est probable que les 

capacités visuelles de ces animaux sont très limitées : l’œil est malformé, comme détaillé ci-dessous, 

et les structures cérébrales qui prennent en charge les informations visuelles (le colliculus supérieur et 

le noyau géniculé latéral du thalamus) sont atrophiées (Crish et al., 2006). La rétine est plissée, comme 

si elle était trop grande pour l’orbite et il manque la couche des fibres du nerf optique. La couche des 

cellules ganglionnaires est, elle, réduite. Le cristallin n’est pas attaché au muscle ciliaire, il a souvent 

une forme irrégulière. L’épithélium du cristallin le recouvre entièrement au lieu de n’être localisé que 

dans la partie antérieure. Certaines cellules continuent à proliférer et à produire de nouvelles fibres du 
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cristallin tout au long de la vie, mais ces fibres ne se différencient apparemment pas correctement : 

elles n’expriment pas de cristallines γ. Là aussi, les premières étapes du développement de l’œil 

semblent normales, puis les défauts apparaissent (Nikitina et al., 2004).  

En définitive, chez tous les Vertébrés étudiés jusqu’ici, les yeux se développent toujours, même 

s’ils dégénèrent par la suite (Rétaux and Casane, 2013). Il pourrait donc y avoir une contrainte 

développementale pour former un œil. En effet, pendant la neurulation, le champ de l’œil (dont 

dérivent les rétines) est séparé en 2 vésicules optiques au moment de la « plongée » des précurseurs 

hypothalamiques vers l’avant (England et al., 2006; Varga et al., 1999). Il est donc possible que, en 

l’absence de vésicules optiques, la morphogenèse du cerveau ne puisse pas s’opérer correctement.  

Le crustacé isopode Asellus aquaticus est présent dans les eaux douces d’Europe et a envahi de 

manière indépendante de multiples grottes en Slovénie, Italie et Roumanie (Protas and Jeffery, 2012). 

Ces invasions sont récentes, la divergence entre les formes de surface et de grottes datant de moins de 

100 000 ans. Les morphotypes de surface ont 4 ommatidies, chacune avec entre 1 et 4 cônes 

cristallins. Dans les populations  cavernicoles, l’œil est très variable. Certains individus n’ont 

absolument pas d’ommatidie. Cela suggère qu’il pourrait ne pas y avoir de contrainte 

développementale à la formation d’un œil chez les crustacés. L’origine génétique de la perte de l’œil a 

été analysée par une étude QTL de la grotte Planina en Slovénie : une région proche du gène lim1 

impliquée dans la présence / absence d’ommatidies a été découverte (Protas et al., 2011). 

Chez le crustacé amphipode Gammarus minus, l’œil est réduit dans les populations cavernicoles, et 

par des mesures de fécondité, il a été montré que ce changement était sélectionné positivement 

(Culver, 1995). Les auteurs proposent que la réduction de l’œil permette la réduction des régions du 

cerveau associées à la vision, et donc indirectement l’augmentation de la taille d’autres régions comme 

celles recevant les informations des antennes. Ce serait alors un exemple de « trade-off » (compromis, 

échange) : au cours de l’évolution, des structures sont favorisées aux dépens d’autres. Un exemple 

prouvé de « trade-off » concerne les coléoptères du genre Ontophagus. Les mâles de ces espèces 

utilisent des cornes (situées à différents endroits sur le corps) pour empêcher l’entrée à leur tunnel 

contenant des femelles. La taille importante des cornes est donc probablement avantageuse, mais leur 

développement nécessite une énergie importante (un coût), qui ne peut donc pas être allouée au 

développement d’autres structures. Ainsi, les structures proches des cornes sont réduites et l’intensité 

du « trade-off » diminue avec la distance par rapport aux cornes. Si les cornes sont sur le front, les 

antennes sont petites. Si elles sont à la base de la tête, ce sont les yeux qui sont réduits. Lorsqu’elles 

sont sur le thorax, les ailes sont petites (Emlen, 2001). 

Quelle force évolutive conduit à la perte de l’œil dans les grottes ? Serait-ce simplement un 

relâchement de la pression de sélection pour la vision qui conduirait à l’accumulation de mutations 
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dans des gènes nécessaires au développement correct des yeux ? Chez 3 lignées amblyopsides 

cavernicoles, les rhodopsines accumulent des mutations, ce qui suggère un relâchement de la pression 

de sélection (Niemiller et al., 2013). 

Chez le rat-taupe, les gènes liés à la perception visuelle accumulent des mutations et deviennent des 

pseudogènes (Kim et al., 2011). Cela suggère également un relâchement de la pression de sélection.  

Chez les crabes philippins du genre Sundathelphusa, certaines populations habitent des grottes. Les 

caractères troglomorphiques, aussi bien régressifs (comme la perte de l’œil) que constructifs, sont 

apparus rapidement au cours de l’évolution, ce qui suggère que ces caractères ont été sélectionnés 

(Klaus et al., 2013). La valeur sélective de la perte de l’œil n’est pas claire. Peut-être s’agit-il d’une 

sélection indirecte pour un autre phénotype qui est déterminé par le(s) même(s) gène(s) que la taille de 

l’œil ?  

Dans le cas de Typlotriton spelaeus mentionné plus haut, l’œil dégénère après la métamorphose 

alors que les larves, vivant à la lumière, voient correctement. Cette dégénérescence tardive suggère 

que le développement des autres organes sensoriels ne doit pas être affecté par cette perte. La perte de 

l’œil dans ce cas serait peut-être donc un avantage pour économiser le coût énergétique du 

métabolisme de l’œil.  

2. Perte de la pigmentation 

La première étape de la synthèse de la mélanine (Fig 59), celle de la conversion de L-tyrosine en L-

DOPA semble être affectée chez de nombreux animaux albinos : chez deux espèces de cicadelles 

cavernicoles, une Hawaïenne (Oliarus polyphemus) et une Croate d’une espèce non décrite (Bilandžija 

et al., 2012), chez le poisson cavernicole Amblyopsis, et des espèces cavernicoles de planaire, 

millipède, éponge et bivalve (Jeffery, communication orale au congrès Astyanax International 

Meeting, 2011). En effet, chez tous ces animaux, l’incubation en présence de L-DOPA leur permet de 

retrouver une pigmentation.  

Cette convergence suggère qu’il pourrait s’agir d’un caractère adaptatif : par exemple, la plus 

grande disponibilité en L-tyrosine pourrait permettre la synthèse de catécholamines (dont ce composé 

est également un précurseur) en plus grande quantité, ce qui participerait à l’émergence de 

comportements adaptifs, par exemple en ce qui concerne la prise alimentaire (Bilandžija et al., 2012). 
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Figure 59 Voie de synthèse de la mélanine. Les enzymes sont indiquées en violet au niveau de la 

réaction qu’elles accélèrent. D’après (Bilandžija et al., 2012). 

 

Chez le crustacé isopode Asellus aquaticus, 6 niveaux de pigmentation existent, les plus faibles 

n’étant présents que dans les grottes. Dans la grotte Planina, les individus sont totalement dépigmentés 

(Protas et al., 2011). Plusieurs gènes sont impliqués dans ces variations de pigmentation. Concernant 

le phénotype entièrement non pigmenté, il peut être obtenu par une seule région génomique, situé près 

des gènes de la tyrosine hydroxylase et de la xanthine déshydrogénase (Protas et al., 2011). Mais 

l’étape de synthèse de la mélanine affectée n’est pas connue chez ce crustacé.  

b. Des changements constructifs 

Chez les animaux cavernicoles, tous les changements ne sont pas des pertes. Au contraire, de 

nombreuses compensations sensorielles à la perte de la vision ont été notées chez des animaux divers. 

Chez certains poissons cavernicoles comme Triplophysa gejiuensis, les nageoires paires et les 

barbillons sont très longs (Romero and Paulson, 2001). Chez le crustacé cavernicole Asellus aquaticus, 

la longueur des appendices est augmentée, ainsi que le nombre de cellules chimiosensorielles (Protas 

and Jeffery, 2012). Les antennes sont allongées chez l’amphipode Gammarus minus (Culver, 1995). 

Chez certains amblyopsides cavernicoles, les neuromastes sont plus développés (Barr, 1968). Chez le 

rat-taupe, des poils sensoriels ressemblant à des vibrisses sont distribués sur les côtés du corps et 

permettent une orientation dans l’espace grâce au toucher (Crish et al., 2003).  

Les animaux cavernicoles peuvent également développer des comportements inédits. Ainsi les 

salamandres Eurycea rathbuni, Haideotriton et Gyrinophilus palleucus, l’écrevisse Orconectes 
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pellucidus, l’isopode Asellus et les amphipodes Stygobromus et Crangonyx sont attirés par les 

vibrations à la surface de l’eau (Barr, 1968). Ce comportement, délétère dans une rivière avec des 

prédateurs, serait avantageux dans une grotte où la nourriture est rare et « tombe » dans l’eau en 

provoquant des vibrations.  

D’autres changements, liés au métabolisme, peuvent être considérés comme constructifs. Le protée 

par exemple jouit d’une exceptionnelle longévité, avec une espérance de vie de plus de 60 ans 

(Voituron et al., 2011), tout comme le rat-taupe qui peut survivre jusqu’à 28 ans (Buffenstein and 

Jarvis, 2002). Le protée peut également résister à de longues périodes d’anoxie (Issartel et al., 2009), 

et à un jeûne prolongé (Hervant et al., 2001), et récupère rapidement dans les deux cas.  

 

Tous ces changements montrent bien que les animaux cavernicoles se sont adaptés à leur 

environnement, et qu’ils ne sont pas « dégénérés ». Ces animaux, longtemps considérés comme des 

« impasses évolutives » (Desutter-Grandcolas, 1997), peuvent en fait constituer des lignées 

florissantes : par exemple, les Rémipèdes, une classe de Crustacés qui existe depuis le Permien (-250 

Ma), sont tous cavernicoles  (Rétaux and Casane, 2013).  

Concernant les forces évolutives à l’œuvre, il paraît logique d’imaginer que certains changements 

constructifs soient adaptatifs, et qu’ils aient été sélectionnés au cours de l’évolution dans les grottes. 

Pour les pertes évoquées plus haut, le rôle de la dérive génétique dans des petites populations, pour des 

traits qui ne sont plus sous sélection, a souvent été évoqué. Mais d’autres mécanismes ont pu être à 

l’œuvre : ainsi, concernant l’albinisme, c’est peut-être la disponibilité en L-Tyrosine qui a été 

sélectionnée (Bilandžija et al., 2012). La sélection dans ce cas aurait donc été indirecte.  
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III. Astyanax mexicanus, espèce modèle cavernicole 

a. Histoire évolutive des Astyanax  

1. Position phylogénétique des Astyanax mexicanus 

es Astyanax mexicanus sont des poissons téléostéens, des poissons osseux à nageoire 

rayonnée. Selon la phylogénie moléculaire, les Téléostéens seraient apparus il y a 330-280 

Ma, alors que les fossiles les plus anciens découverts à ce jour datent de la fin du Trias ou du 

Jurassique, soit 100 Ma plus tard (Helfman, 2009; Near et al., 2012, Fig 60). Ceci suggère que 

l’horloge moléculaire est difficile à calibrer, et que les temps de divergence estimés par les 

phylogénies moléculaires sont sujets à caution.  

 

Figure 60 Phylogénie des Téléostéens. D’après (Near et al., 2012). 

 

Au sein des Téléostéens, les Astyanax font partie des Otocéphales qui représentent ¼ de la diversité 

des poissons (Peng et al., 2006). Encore plus précisément, ils font partie des Ostariophysés qui sont 

surtout des poissons d’eau douce. Au sein de ce groupe, le poisson-zèbre (Danio rerio), l’espèce 

modèle majeure des Téléostéens, et l’Astyanax, font partie des Otophysés, un clade défini 

morphologiquement par la présence de l’appareil de Weber, une modification de l’oreille interne, de la 

 L
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vessie natatoire et de plusieurs vertèbres qui permet une audition performante (Briggs, 2005). En 

revanche, alors que le poisson-zèbre fait partie des Cypriniformes, l’Astyanax est un Characiforme. 

Selon les phylogénies moléculaires, ce groupe n’apparaît pas toujours comme monophylétique 

(Nakatani et al., 2011; Peng et al., 2006), alors qu’il n’y a aucune controverse si l’on se base sur la 

morphologie : les Characiformes possèdent une nageoire adipeuse située postérieurement à la nageoire 

dorsale et des écailles périphériques cténoïdes au lieu de cycloïdes, qui sont des synapomorphies du 

groupe (Helfman, 2009). 

La divergence entre les Characiformes et les Cypriniformes est estimée entre 170 et 250 Ma selon 

les analyses (Nakatani et al., 2011; Near et al., 2012; Peng et al., 2006). Les Danio et les Astyanax sont 

donc éloignés phylogénétiquement, et il est difficile de se reposer sur les données moléculaires du 

poisson-zèbre pour travailler sur l’Astyanax.  

Au sein des Characidés, l’analyse des séquences de 3 gènes mitochondriaux et 1 gène nucléaire 

montre que les Astyanax mexicanus seraient proches de certains Hemigrammus et Hyphessobrycon 

(Javonillo et al., 2010). Cependant, aucun de ces genres ne semble monophylétique. Ainsi, l’espèce 

sœur d’Astyanax mexicanus serait Hyphessobrycon anisitsi (Fig 61). Selon une autre analyse 

phylogénétique de poissons proches d’Astyanax mexicanus échantillonnés dans toute l’Amérique 

Centrale, les Astyanax et les Bramocharax, des genres qui avaient été distingués par leur morphologie, 

sont paraphylétiques  (Ornelas-García et al., 2008). Parmi les espèces les plus proches d’Astyanax 

mexicanus figureraient donc Bramocharax dorioni, Bramocharax bransfordi et Bramocharax 

caballeroi.  La similitude morphologique entre les espèces d’Astyanax d’une part et les Bramocharax 

d’autre part ne serait que le résultat de convergences liées à des spécialisations trophiques.  

 

Figure 61 Photographies de Astyanax mexicanus SF (A), Astyanax mexicanus CF Pachón (B), 

Bramocharax bransfordii (C) et Hyphessobrycon anisitsi (D). C d’après (Eshom et al.). 
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2. Taxonomie et histoire des différentes populations 

La forme de surface de Astyanax mexicanus aurait été décrite au départ par Cuvier en tant que 

Chalceus fasciatus à partir d’un spécimen du Brésil, puis réassignée au genre Astyanax après qu’il ait 

été créé par Baird & Girard en 1854 (Romero and Paulson, 2001). Pourtant, la vision actuelle est que 

les Astyanax mexicanus ne sont présents qu’au Mexique, et que les formes en dehors de ce pays sont 

des Astyanax, des Bramocharax ou des Hyphessobrycon d’autres espèces (Ornelas-García et al., 

2008). 

La première population de grotte (de La Cueva Chica) a été décrite en tant que Anoptichthys 

jordani (Hubbs and Innes, 1936). Une centaine d’individus vivants avaient été collectés par C. Basil 

Jordan pour description. Les poissons paraissent ne pas avoir d’yeux, du moins en vue externe, et sont 

dépigmentés. Ces premières analyses permirent déjà d’identifier l’attraction de ces poissons pour les 

vibrations à la surface de l’eau. Il s’agissait alors de la seule espèce décrite de Characidé aveugle. 

Deux autres ont été décrites depuis : Stygichthys typhlops (Romero and Paulson, 2001) et une 

population cavernicole probablement de l’espèce Astyanax aeneus (Espinasa et al., 2001).  

La population de La Cueva El Pachón, la population cavernicole d’Astyanax étudiée le plus 

largement, a été la 2
e
 décrite et a été appelée Anoptichthys antrobius (Alvarez, 1946). En tout, 29 

populations cavernicoles d’Astyanax mexicanus ont été décrites, réparties dans 3 zones géographiques 

au Nord-Est du Mexique : la Sierra de El Abra, la région Guatemala et la région Micos (Gross, 2012, 

Fig 62). Nombre de ces populations sont aveugles et dépigmentées (Jeffery, 2009). Leur appartenance 

à la même espèce que les formes de  surface a été établie en premier lieu par l’étude d’allozymes qui 

montrait que les différences génétiques étaient trop peu nombreuses pour séparer les 2 morphotypes en 

2 espèces (Avise and Selander, 1972).  

Dans l’espèce maintenant appelée Astyanax mexicanus existent donc à la fois des morphotypes de 

surface (SF) et des morphotypes cavernicoles (CF). Cette situation quasi-unique fait de cette espèce un 

modèle de choix pour comprendre les mécanismes de microévolution. Il est en effet possible de 

comparer des individus très proches phylogénétiquement, dont la divergence a dû être essentiellement 

gouvernée par les différences d’environnement. Les autres espèces cavernicoles avec des formes de 

surface proches sont rares : des planaires, des cicadelles Oliarus, l’amphipode Gammarus minus, le 

poisson Poecilia mexicanus (Protas and Jeffery, 2012). Chez Astyanax, le fait qu’il s’agisse d’une 

espèce unique permet également de croiser des individus des 2 formes et d’obtenir des hybrides 

fertiles (Şadoğlu, 1957).  
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Figure 62 Localisation des populations cavernicoles d’Astyanax mexicanus. D’après (Bradic et al., 

2012; Gross, 2012; Jeffery, 2009). 

 

Ces croisements ont également lieu naturellement dans certaines grottes, comme Subterraneo 

(Mitchell et al., 1977). Dans cette grotte, ce sont probablement des inondations saisonnières qui 

permettent aux morphotypes de surface d’entrer et de se reproduire avec les morphotypes 

cavernicoles. On y trouve donc des individus troglomorphiques et d’autres qui ressemblent à des 

hybrides, mais aucun morphotype de surface (Bibliowicz, Alié et al., 2013). Cela suggère que les 

morphotypes de surface ne peuvent pas survivre longtemps dans les grottes.  

Le fait que les phénotypes cavernicoles persistent dans un contexte d’hybridations fréquentes est 

étonnant : en effet, la plupart des phénotypes cavernicoles sont récessifs (comme il sera discuté 

ultérieurement). Ces phénotypes pourraient donc facilement ne plus être apparents après quelques 

générations d’hybridation. Il faut donc en conclure que ces phénotypes doivent être avantageux, et que 

les morphotypes cavernicoles survivent mieux que les hybrides et les formes de surface dans les 

grottes. La persistance des phénotypes cavernicoles pourrait être facilitée par l’existence d’un début de 

barrière reproductive entre SF et CF, comme c’est apparemment le cas chez Poecilia mexicana 
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(Riesch et al., 2011b). En effet, il semble que les génomes des SF et des CF contiennent déjà des 

allèles incompatibles entre eux, ce qui aboutit à une transmission non mendélienne de certains allèles 

et à la cotransmission d’allèles non liés génétiquement (Borowsky and Cohen, 2013). Par exemple, les 

allèles Pachón aux loci de Oca2 et de Mc1r, 2 gènes impliqués dans la pigmentation, ont tendance à 

être transmis ensemble alors qu’ils ne sont pas sur le même groupe de liaison, ce qui aboutit à 

maintenir ensemble les allèles d’une seule population à ces loci. Les phénomènes d’hybridation 

permettent en tous cas des flux de gènes (ou introgressions) des Astyanax SF vers les CF (Bradic et 

al., 2012). 

La question de l’origine unique ou multiple des populations cavernicoles se pose depuis que l’on a 

reconnu que toutes les populations CF appartenaient à la même espèce que les SF : une seule 

population initiale a-t-elle colonisé le milieu souterrain avant de se répartir dans plusieurs grottes ou y 

a-t-il plusieurs ancêtres distincts aux différentes populations cavernicoles actuelles ? Le sous-sol de la 

région est en effet constitué de roche calcaire, que l’eau érode facilement, si bien que de nombreuses 

grottes peuvent être en contact ou l’avoir été par le passé, sans que l’exploration humaine puisse le 

montrer (Mitchell et al., 1977).  

Les premières hypothèses concernant une origine multiple étaient basées sur des caractères 

morphologiques tels que la pigmentation ou la taille de l’œil (Wilkens and Burns, 1972). Ensuite, une 

étude de phylogénie moléculaire, basée sur le gène NADH2, a appuyé l’hypothèse de deux lignages 

cavernicoles distincts : un lignage comprenant Pachón et Subterraneo, et un autre comprenant Tinaja, 

Los Sabinos et Curva (Dowling et al., 2002). Cette hypothèse était confirmée par la variation du 

nombre de vertèbres thoraciques : 12 chez les populations de surface et les Pachón, 11 chez Tinaja et 

Los Sabinos.  

Au fil des études de phylogénie moléculaire, il est devenu clair que les gènes nucléaires et 

mitochondriaux ne racontaient pas la même histoire. L’analyse des gènes nucléaires montre l’existence 

de 2 lignages, l’un, « jeune », comprenant les populations de surface et des individus de la grotte 

Chica, l’autre, « vieux », des individus des grottes Pachón, Tinaja et Los Sabinos. Au contraire, selon 

les gènes mitochondriaux, les Pachón font partie du lignage « récent ». L’explication proposée est que 

les Pachón ont subi une invasion récente de poissons de surface et ont subi une hybridation, dont le 

génome mitochondrial est un témoin (Hausdorf et al., 2011). Les phénomènes d’hybridation avec des 

formes de surface seraient en fait assez communs (Bradic et al., 2012).  

L’étude la plus complète à ce jour, basé sur l’analyse de 26 microsatellites, confirme l’hypothèse 

de deux vagues d’invasion des grottes : la plus ancienne, issue d’une population de surface aujourd’hui 

éteinte, ayant donné lieu aux populations de la région de El Abra (Pachón, Yerbaniz, Japonés, Arroyo, 

Tinaja, Curva, Toro et Chica), et la plus récente, ayant permis la fondation des populations des régions 
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Guatemala (Molino et Caballo Moro) et Micos (Subterraneo) (Bradic et al., 2012). Il y aurait même eu 

davantage d’évènements de colonisation de grottes, et 5 groupes de populations cavernicoles seraient 

en fait indépendants : Pachón, Chica, le reste des populations de El Abra, les populations de 

Guatemala, et celles de Micos (Bradic et al., 2012). Si certaines lignées cavernicoles sont réellement 

indépendantes entre elles, cela permettra l’étude des convergences phénotypiques. 

Les grottes ont dû être colonisées il y a plusieurs millions d’années, environ 3 selon l’analyse de 

séquences de cytochrome b (Strecker et al., 2004). Cette datation correspond approximativement à la 

fermeture de l’isthme de Panama (3.3Ma), évènement qui aurait permis la colonisation de l’Amérique 

Centrale par les formes de surface depuis l’Amérique du Sud (Strecker et al., 2004). Ainsi, dès leur 

arrivée en Amérique Centrale, certains des Astyanax auraient été piégés dans des grottes. La 

divergence entre SF et CF a également été datée en calibrant certains nœuds des arbres 

phylogénétiques avec des fossiles, et le temps estimé est équivalent (2.2Ma) (Porter et al., 2007). Mais 

une étude récente suggère que la colonisation de l’Amérique Centrale a pu être beaucoup plus précoce, 

vers 7-8 Ma (Ornelas-García et al., 2008).  

b. Modifications phénotypiques chez les adultes  

1. Perte de la pigmentation 

Les morphotypes de surface sont pigmentés : ils possèdent des mélanophores, les cellules qui 

produisent le pigment noir appelé mélanine, dont la densité est la plus forte sur le dos, mais aussi des 

iridophores (produisant un pigment argenté) et des xanthophores (produisant un pigment jaune) 

(Wilkens, 1988).  

Plusieurs populations cavernicoles ont perdu leur pigmentation. Ainsi, le nombre de mélanophores 

est réduit, mais également leur contenu en mélanine. Les populations Pachón, Molino et Yerbaniz sont 

albinos, c’est-à-dire que leurs mélanophores ne contiennent pas de mélanine du tout (Protas et al., 

2005; Wilkens, 1988).  

i. Albinisme 

La mutation à l’origine de l’albinisme a été découverte grâce à une étude de QTL basée sur un 

croisement SF * Molino. Cette analyse a montré qu’un seul locus contrôlait l’essentiel de la variabilité 

de la pigmentation. Le même locus est en cause chez les Pachón. Le gène Oca2, impliqué dans des 

maladies pigmentaires humaines, est situé dans le QTL. Il comporte des délétions génomiques d’exons 

différents chez Pachón (une population du lignage « ancien ») et Molino (une population « jeune »). 

Testées en culture cellulaire, ces deux versions tronquées d’Oca2 sont non fonctionnelles. Le même 

gène est donc responsable de l’albinisme dans 2 populations cavernicoles indépendantes, via des 



98 

mutations différentes (Protas et al., 2005). Ceci est un cas d’évolution parallèle, où le même phénotype 

est dû à la perte de fonction du même gène. Encore plus surprenant, il semble que des individus de la 

grotte Subterraneo, eux aussi du lignage « jeune » mais dont la grotte se trouve dans une sierra 

différente, portent également la même mutation (Gross and Wilkens, 2013). Cette mutation devait 

donc exister à faible fréquence dans les populations de surface ancestrales, et elle s’est ensuite fixée 

indépendamment dans les différentes populations cavernicoles. Il est important de noter également que 

l’expression de Oca2, notamment aux stades embryonnaires, est réduite chez les CF Pachón : cela 

pourrait être dû au fait que l’ARNm tronqué est déstabilisé, mais cela pourrait également être dû à des 

mutations supplémentaires dans des séquences régulatrices (Bilandžija et al., 2013). 

Comment expliquer que ce gène précis ait été la cible de mutations répétées au cours de 

l’évolution ? Les auteurs suggèrent plusieurs explications : d’abord, ce gène est très long, ce qui en fait 

une cible de mutations probable. Ensuite, chez l’Homme, il se situe dans une région du génome où les 

réarrangements (et donc les mutations) sont fréquents (Yi et al., 2003).  Enfin, ce gène n’a 

apparemment de rôle que dans la pigmentation, sa perte de fonction n’est donc pas délétère, ce qui 

n’est peut-être pas le cas pour tous les autres gènes impliqués dans la pigmentation.  

La fonction exacte de ce gène est controversée. Oca2 serait une protéine membranaire des 

mélanosomes et serait nécessaire à la localisation correcte de la tyrosinase dans les mélanosomes 

(Toyofuku et al., 2002). Sa fonction serait donc essentielle pour les premières étapes de la synthèse de 

la mélanine, à l’étape de conversion de L-tyrosine en L-DOPA, la même étape qui est affectée chez de 

nombreux animaux cavernicoles (Bilandžija et al., 2012). Ceci renforce donc un peu plus l’hypothèse 

de la sélection pour la disponibilité en L-tyrosine pour la synthèse des catécholamines. En effet, les CF 

ont un phénotype « hyper-aminergique », c’est-à-dire que le taux de dopamine, noradrénaline et 

sérotonine dans leur cerveau est élevé (Elipot et al., 2014). Cela pourrait être dû en partie à une plus 

grande disponibilité de L-tyrosine. La L-tyrosine est en effet en quantité augmentée dans les cerveaux 

des CF Pachón, et la répression de Oca2 chez les SF conduit à l’augmentation de la concentration de 

L-Tyrosine, ainsi qu’à celle de la dopamine (Bilandžija et al., 2013). Il semble donc bien y avoir un 

lien direct entre la perte de la pigmentation et l’augmentation du taux de dopamine. La L-tyrosine en 

excès pourrait entrer dans la circulation sanguine et être finalement utilisée dans le cerveau pour la 

synthèse des catécholamines. C’est donc peut-être cette modification qui aurait été sélectionnée. Les 

catécholamines comme la dopamine et la noradrénaline sont en effet très importantes pour contrôler 

certains comportements qui sont modifiés chez les CF (voir paragraphe C III b 4).   

i. Phénotype « brown » 

Chez certains cavernicoles (Curva, Los Sabinos, Piedras, Yerbaniz, Japonés, et chez les Pachón 

non-albinos), le nombre de mélanophores et leur contenu en mélanine sont simplement réduits, ce qui 
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donne aux cellules pigmentés une couleur marron plutôt que noire : ce phénotype est appelé « brown » 

(Jeffery, 2009). Par une approche QTL, l’altération génétique responsable de ce phénotype a été 

établie dans les populations Yerbaniz, Japonés et Pachón : il s’agit de mutations dans le gène mc1r, un 

récepteur de la mélanocortine dont l’activation stimule la synthèse de la mélanine (Gross et al., 2009). 

Une fois encore, deux mutations indépendantes sont en cause : une délétion de 2 pb chez Pachón et 

une mutation ponctuelle chez Yerbaniz et Japonés. Cette évolution parallèle soulève la question d’une 

éventuelle sélection du phénotype « brown ». Aucun rôle de mc1r n’est connu en dehors de la 

pigmentation. Les mutations pourraient malgré tout avoir un effet avantageux sur un autre phénotype. 

Cependant, les allèles mutés de mc1r ne sont pas fixés dans les populations cavernicoles (Gross et al., 

2009). La sélection ne serait donc pas assez forte pour provoquer la fixation de ces mutations, ou alors 

celles-ci pourraient être apparues trop récemment pour avoir déjà atteint la fixation. D’autres part, les 

QTL influençant le nombre de mélanophores ont des polarités variées (c’est-à-dire que les allèles CF 

ne conduisent pas tous à la diminution du nombre de mélanophores), ce qui écarte aussi l’hypothèse de 

sélection (Protas et al., 2008). 

Autre point intéressant, nous avons mentionné précédemment que certains allèles de loci non-liés 

étaient transmis ensemble, du fait d’une incompatibilité naissante entre les génomes SF et CF 

(Borowsky and Cohen, 2013). Or Mc1r et Oca2 font partie de ces gènes transmis ensemble, qui ont 

probablement des relations épistatiques. Et au moins 3 populations (Pachón, Yerbaniz et Japonés) ont 

des mutations dans ces deux gènes. Borowsky suggère donc que la mutation d’un seul de ces gènes a 

pu être sélectionnée initialement, et que la mutation de l’autre gène a pu être co-transmise sans être 

avantageuse. Au vu des données sur Oca2, il serait donc possible que la perte de fonction de Oca2 ait 

été sélectionnée en raison de son effet sur les catécholamines, et que la mutation de Mc1r se soit 

répandue de manière neutre dans la population cavernicole, grâce à sa relation épistatique avec Oca2. 

2. Modifications sensorielles 

La modification la plus flagrante chez plusieurs populations cavernicoles est la perte de l’œil, qui 

sera abordée dans un prochain chapitre. Cependant il existe d’autres modifications sensorielles.  

i. Ligne latérale et neuromastes 

Les poissons sont capables de détecter les variations de pression dans l’eau par le biais de 

récepteurs appelés neuromastes. Les neuromastes superficiels, des groupes de cellules ciliées, sont 

distribués sur tout le corps. Les kinocils des cellules sont rassemblés en une structure gélatineuse 

appelée cupule (Fig 63). Lorsque des mouvements d’eau déplacent la cupule, le signal est transmis aux 

cellules ciliées. Ces neuromastes perçoivent les mouvements de faible fréquence, mais sont rendus 

inopérants dès que l’animal se déplace. Un deuxième type de neuromastes, les neuromastes-canaux, 
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sont localisés dans des canaux ouverts sur l’environnement par des pores. Cela atténue les 

mouvements de l’eau par rapport au milieu extérieur et permet une bonne perception même quand 

l’animal se déplace (Montgomery et al., 1995).  

 

Les premières études sur ce système chez l’Astyanax ont montré que les Pachón et les Sabinos 

avaient davantage de neuromastes libres sur la tête que les morphotypes de surface (Schemmel, 1967). 

Une autre analyse par immunohistochimie anti prox1 a confirmé que le nombre de neuromastes était 

augmenté chez les larves de CF Pachón, Chica et Los Sabinos à 4 et 14dpf (Jeffery et al., 2000). Le 

marquage des neuromastes grâce à un colorant vital (DASPEI) à des stades plus tardifs  montre que le 

nombre et la taille des neuromastes superficiels augmentent au cours du développement, et que 

l’augmentation est plus rapide chez les CF Pachón : dès 2 mois, ils possèdent plus de neuromastes 

superficiels, particulièrement dans une région au niveau du 3
e
 os crânial suborbital (Yoshizawa et al., 

2010, Fig 64).  

Figure 63 A Structure d’un 

neuromaste chez les 

Téléostéens.B Cellule ciliée de 

neuromaste. C Neuromaste en 

coupe chez Astyanax mexicanus 

CF Pachón. D’après 

(Montgomery et al., 2001; 

Schemmel; 1967, Rétaux, non 

publié). 
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Figure 64 Neuromastes chez Astyanax mexicanus. Le marquage DASPEI permet de visualiser les 

neuromastes. Vues latérales, antérieur à gauche. D’après (Yoshizawa et al., 2010). 

 

Une seule étude est en désaccord avec l’hypothèse d’un plus grand nombre de neuromastes chez les 

CF : l’observation par immunohistochimie anti-tubuline des neuromastes suggère que leur nombre et 

leur distribution sont identiques chez les SF et les CF Pachón à 5,12 et 22dpf (Varatharasan et al., 

2009). Le désaccord entre ces études pourrait être dû au fait que les marqueurs utilisés ne sont pas les 

mêmes, et que l’un d’eux ne marque pas tous les neuromastes.  

Concernant la structure des neuromastes, observée en microscopie confocale ou en microscopie à 

balayage électronique, il semble que le kinocil des CF est plus long (Teyke, 1990; Varatharasan et al., 

2009) et que les neuromastes des CF sont 2 fois plus larges (Teyke, 1990; Yoshizawa et al., 2010). 

Une étude récente confirme ce fait : les neuromastes des CF Pachón et Los Sabinos seraient plus 

larges et contiendraient plus de cellules ciliées que ceux de SF, et seraient de ce fait plus sensibles aux 

vibrations (Yoshizawa et al., 2013a). 

ii.  Bourgeons du goût 

Les bourgeons du goût sont les structures à la base de la perception du goût. Ces structures sont 

composées de plusieurs types cellulaires : les cellules claires et sombres qui sont les récepteurs 

sensoriels, avec leurs terminaisons apicales qui protrudent dans l’environnement extérieur ; les cellules 

basales, en forme de disques, sous les cellules sensorielles, qui seraient des interneurones 

sérotoninergiques (Fig 65). Des cellules marginales délimitent le bourgeon du goût par rapport à 

l’épithélium de la peau environnant (Varatharasan et al., 2009). Chez les poissons, les bourgeons du 

goût sont présents sur les lèvres et la tête.  
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Figure 65 A Structure d’un bourgeon du goût chez les Téléostéens. B Bourgeon du goût en coupe 

chez Astyanax mexicanus SF. D’après (Hansen et al., 2002; Rétaux, non publié). 

 

La densité de bourgeons du goût et la zone où ils sont présents sont augmentées dans les adultes 

des populations Pachón et Los Sabinos (Schemmel, 1967, Fig 66).  

 

Figure 66 Distribution de bourgeons du goût chez Astyanax mexicanus. D’après (Schemmel, 

1967). 

 

Ils sont aussi en plus grand nombre dès les stades larvaires, sur les larges mâchoires des CF Pachón 

(Yamamoto et al., 2009). Au même stade, les embryons cavernicoles ont environ 3 fois plus de 

bourgeons du goût que les SF (Jeffery et al., 2000).  

Les bourgeons du goût, au cours du développement, expriment Shh. Or l’expression de Shh est 

étendue chez les CF Pachón en fin de gastrulation (Yamamoto et al., 2004) puis dans la région 

oropharyngée à 2 et 3dpf (Yamamoto et al., 2009), au moment du développement des bourgeons du 
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goût. Cette augmentation de l’expression de Shh est en fait la cause de l’augmentation du nombre de 

bourgeons du goût (Yamamoto et al., 2009). Le nombre de bourgeons augmente au cours du 

développement, et il augmente plus vite chez les CF Pachón, donc la différence initiale est rapidement 

amplifiée (Varatharasan et al., 2009). Une étude de l’ultrastructure des bourgeons du goût chez 

l’Astyanax, par microscopie électronique, suggère qu’ils contiennent plus d’axones chez les CF 

(Boudriot and Reutter, 2001). Cette différence n’a pas été retrouvée dans l’article de Varatharasan, 

mais en revanche, ils ont compté davantage de cellules réceptrices par bourgeon.  

ii. Olfaction 

Le système olfactif se compose d’une partie sensorielle dans la narine, l’épithélium olfactif, qui 

comporte les neurones olfactifs sensoriels (Fig 67). Ces neurones expriment les récepteurs olfactifs qui 

lient les molécules odorantes et projettent des axones vers le bulbe olfactif, la région du télencéphale 

qui traite les informations olfactives. La zone de projection (ou glomérule) dépend du récepteur 

olfactif exprimé (Lledo and Gheusi, 2003). 

 

Figure 67 Organisation du système olfactif chez les Téléostéens. Schéma en vue dorsale, antérieur 

en haut. D’après (Lledo and Gheusi, 2003; Moorman, 2001). 

 

Initialement, il a été supposé que l’olfaction n’était pas modifiée chez les formes cavernicoles. 

Cette conclusion se basait sur une étude histologique de l’épithélium olfactif, qui forme des replis (ou 

lamelles) dans la narine. Le nombre de lamelles était le même voire plus faible chez les CF Pachón et 

Los Sabinos que chez les morphotypes de surface (Schemmel, 1967).  



104 

Cependant, il est visible en morphologie externe que l’ouverture des narines chez l’adulte CF est 

plus large que chez le SF (Wilkens, 1988). Plus récemment, il a été découvert que le nombre de 

nouveaux interneurones GABAergiques arrivant dans le bulbe olfactif depuis le sous-pallium est 

augmenté chez les CF Pachón (Menuet et al., 2007, Fig 68). Or les interneurones à GABA chez les 

Mammifères ont un rôle dans la discrimination olfactive (Lledo et al., 2004). Cette découverte suggère 

que la modalité olfactive pourrait être augmentée chez les CF.   

 

Figure 68 Augmentation du nombre d’interneurones olfactifs chez Astyanax mexicanus CF 

Pachón. D’après (Grandel et al., 2006; Menuet et al., 2007). 

 

La sensibilité aux acides aminés dissouts dans l’eau est en effet meilleure chez les CF Pachón que 

chez les SF (Protas et al., 2008). Une donnée obtenue dans le milieu naturel confirme également 

l’hypothèse d’une meilleure chimioréception : dans la grotte Subterraneo, où l’on trouve des poissons 

troglomorphiques mais aussi des hybrides issus de croisements avec des individus de surface, les 

Astyanax les plus troglomorphiques (sans yeux et dépigmentés) détectent mieux les odeurs liées à la 

nourriture que les autres (Bibliowicz, Alié et al., 2013). De façon saisissante, l’ouverture des narines 

est beaucoup plus large chez les plus troglomorphiques.  

 

 

Plusieurs modalités sensorielles sont donc modifiées chez les Astyanax cavernicoles. Certaines 

semblent tout de même inchangées : les capacités auditives ne sont apparemment pas modifiées 

(Popper, 1970). 
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3. Modifications comportementales 

Les Astyanax cavernicoles ont développé des comportements différents des SF. Nombre de ces 

comportements ont un lien avec la recherche de la nourriture. Ils correspondent probablement à des 

adaptations au milieu cavernicole, où la nourriture est supposée rare (Barr, 1968).  

L’un des premiers comportements originaux décrits chez les cavernicoles correspond à la façon 

dont les CF des grottes Pachón, Piedras, Yerbaniz et Los Sabinos cherchent la nourriture sur le 

substrat, en adoptant un angle de 55° par rapport au fond et en nageant en cercles (Schemmel, 1980). 

Les SF, naturellement, attrapent leur nourriture en pleine eau, mais une fois rendus aveugles 

chirurgicalement, ils adoptent un angle de 90° et piquent la nourriture sur le substrat en nageant sur 

place. Cette attitude est beaucoup moins efficace que celle des CF naturellement aveugles : dans des 

expériences de compétition dans le noir pour trouver de la nourriture, les CF sont beaucoup plus 

efficaces que les SF (Hüppop, 1987). L’origine génétique de cette différence d’angle de nourrissage a 

été étudiée pour les populations Pachón et Tinaja : 2 QTL majeurs expliquent cette différence chez 

Pachón, et 1 chez Tinaja (Kowalko et al., 2013a). Ces QTL correspondent à des régions génomiques 

différentes, ce qui implique que le même phénotype a été obtenu par des mutations différentes dans 

ces deux grottes au cours de l’évolution.  

Un autre comportement, déjà mentionné pour d’autres animaux cavernicoles, aide les CF à trouver 

la nourriture vivante dans le noir : l’attraction pour les vibrations qu’elle provoque. Ce comportement 

a été remarqué pour la première fois lors de la description de la grotte Chica (Hubbs and Innes, 1936). 

Il a été décrit plus en détail récemment et appelé VAB (Vibration Attraction Behavior) (Yoshizawa et 

al., 2010). Le VAB est présent chez les individus des grottes Pachón, Los Sabinos et Piedras. Il repose 

sur la fonction des neuromastes situés sur l’orbite de l’œil (Yoshizawa et al., 2012). C’est un 

comportement adaptatif dans les grottes, il permet de trouver la nourriture vivante plus efficacement 

dans le noir (Yoshizawa et al., 2010, Fig 69). En revanche, il est probable que ce comportement est 

très désavantageux dans les rivières où les prédateurs sont nombreux et provoquent eux aussi des 

vibrations. 
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Figure 69 Avantage sélectif du comportement d’attraction pour les vibrations. Expériences de 

compétition pour la capture de proies à l’obscurité ou à la lumière, entre 2 poissons (SF /  CF, SF sans 

VAB / SF avec VAB, ou CF sans VAB / CF avec VAB) pendant 1 minute. Le nombre d’attaques de 

proies est compté. Dans le noir, les CF ont un avantage sur les SF pour trouver les proies, et les SF 

avec VAB ont un avantage sur les SF sans VAB. D’après (Yoshizawa et al., 2010). 

 

D’autre part, les CF Pachón ont un noyau sérotoninergique paraventriculaire antérieur, situé dans 

l’hypothalamus, plus gros que celui des SF (Elipot et al., 2013). Or il semble que ce noyau contrôle la 

motivation à la recherche de nourriture chez les CF, et que les CF soient en effet plus motivés par la 

recherche de nourriture (Elipot et al., 2013).  

Les CF des grottes Pachón, Tinaja, et Molino ont réduit leur temps de sommeil de manière 

importante (Duboué et al., 2011). Des études pharmacologiques ont montré que le blocage des 

récepteurs beta 1 adrénergiques ou des récepteurs NMDA pouvait rétablir le sommeil chez les CF 

Pachón (Duboué et al., 2012). Il a été montré par ailleurs que le taux de noradrénaline dans le cerveau 

des CF Pachón était augmenté (Bilandžija et al., 2013; Elipot et al., 2014), ce qui pourrait être la cause 

de cet éveil plus long. 

Comme les Molino sont issus de la vague récente d’invasions de grottes, alors que les Tinaja et les 

Pachón sont issus de la première vague d’invasions, la réduction du temps de sommeil a dû apparaitre 

de façon convergente au moins deux fois indépendamment. Cela suggère qu’il pourrait s’agir d’une 
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adaptation au milieu cavernicole. Le temps de veille étant plus long, les CF pourraient-ils passer plus 

de temps à la recherche de nourriture ? 

Un autre comportement est fortement réduit chez les CF, c’est le comportement agressif qui permet 

l’établissement d’une hiérarchie chez les SF (Elipot et al., 2013). Le comportement agressif des SF 

dépend d’un faible taux de sérotonine dans le raphé. Or chez les CF Pachón, ce taux est élevé (Elipot 

et al., 2013). L’agressivité a un coût énergétique important, particulièrement en cas de blessures, et il 

est possible que la perte de ce comportement dans un milieu pauvre en ressources soit avantageuse.  

L’agressivité est souvent liée à l’établissement d’une hiérarchie dans le banc. Or les CF Tinaja, 

Pachón et Molino ne nagent pas en banc (Kowalko et al., 2013b). Le comportement de nage en banc 

est diminué chez les SF lorsqu’ils sont traités avec un inhibiteur de la monoamine oxydase, une 

enzyme qui dégrade spécifiquement la sérotonine chez l’Astyanax (Elipot et al., 2013). Cela suggère 

que c’est l’augmentation du taux de sérotonine qui pourrait expliquer la perte de la nage en banc chez 

les CF Pachón. Chez les Tinaja, il s’agirait d’un caractère polygénique, partiellement indépendant de 

la vision, et qui dépendrait principalement d’un QTL unique (Kowalko et al., 2013b). 

4. Modifications métaboliques 

Les études les plus anciennes sur le métabolisme des CF Pachón ont montré qu’ils consommaient 

autant d’oxygène par unité de poids que les SF de manière générale (Wilkens, 1988). Leur contenu en 

graisse est de 37%, contre 9% pour les SF. Comme la graisse a un métabolisme assez faible comparé à 

d’autres tissus, la consommation d’oxygène par individu des CF est plus faible que celle des SF. En 

cas de jeûne, ils perdent moins de poids (Wilkens, 1988).  

Une étude plus récente réalisée sur des Astyanax achetés dans le commerce a donné des résultats 

différents. Le taux de glycogène des CF a été mesuré plus élevé que chez les SF et leur taux de 

triglycérides plus faible, de manière surprenante. Pendant une période de jeûne, ils perdent autant de 

poids que les SF et consomment significativement plus de réserves (du glycogène,  des triglycérides et 

des protéines) que les SF. Ils activent davantage les voies métaboliques de compensation (formation 

d’acides cétoniques par cétogenèse et synthèse de glucose à partir d’acides aminés ou de lipides par 

gluconéogenèse) et se remettent moins bien de cette période de privation (Salin et al., 2010). Les 

différences observées pourraient être liées à la différence de provenance des CF : ici, il n’y aucun 

indication sur leur grotte d’origine, il pourrait s’agir d’une autre population que Pachón.  
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c.  Perte de l’œil  

1. Descriptions des défauts de l’œil de l’Astyanax cavernicole 

Les populations CF d’Astyanax sont aveugles, et les adultes ont un œil très réduit voire invisible à 

l’œil nu (Jeffery, 2009). Cependant, les embryons CF commencent par développer un œil. Des études 

en microscopie électronique ont montré que dès 2 dpf, l’œil de CF Chica commence à se réduire, la 

rétine montrant des signes d’apoptose, puis l’œil est progressivement internalisé (Zilles et al., 1983).  

La réduction est variable : les CF des grottes Pachón, Curva et Los Sabinos ont des yeux vestigiaux 

plus petits que ceux des CF Molino et Subterraneo (Jeffery, 2009).  

La population la plus étudiée est Pachón. Les couches de la rétine du CF Pachón sont 

désorganisées, et ne contiennent que peu de bâtonnets exprimant la rhodopsine (Yamamoto and 

Jeffery, 2000). Les segments externes des photorécepteurs sont désorganisés (Langecker et al., 1993). 

Le toit optique est réduit chez les Pachón : grâce à des coupes sériées, il a pu être établi que son 

volume était réduit de 50 à 60% par rapport aux SF et qu’il comportait 80% de neurones en moins 

(Soares et al., 2004). Ces données suggèrent fortement que l’œil vestigial de Pachón est non 

fonctionnel.  

Toutes ces données sont obtenues sur des CF élevés en laboratoire, à la lumière. Il faut cependant 

noter que dans les grottes, en l’absence de lumière, la régression de l’œil doit être encore plus 

importante. En effet, des larves Pachón de 30 dpf élevées à l’obscurité ont des yeux beaucoup plus 

petits que leurs congénères élevées à la lumière (Romero D az, 2009, Fig 70). 

 

Figure 70 Développement de l’œil chez Astyanax mexicanus à la lumière et à l’obscurité. 

Photographies de la tête des larves, antérieur en haut. D’après (Romero D az, 2009). 
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Autre point important : même en l’absence d’yeux fonctionnels, les CF sont capables de détecter 

certains stimuli visuels, probablement grâce à des photorécepteurs extraoculaires. Ainsi, lorsqu’ils sont 

placés dans une enceinte circulaire avec des bandes lumineuses en rotation sur la paroi, ils adaptent 

leur vitesse de nage au déplacement des bandes lumineuses (Teyke and Schaerer, 1994). Leur réponse 

est robuste même pour des intensités lumineuses de 20 lux, et pour des bandes lumineuses d’environ 2 

mm de largeur, et même après extirpation de l’œil vestigial.  

 

2. Origine développementale 

L’œil commence par se développer chez l’Astyanax cavernicole : le champ de l’œil (la future 

rétine) exprime Pax6 à 10 hpf à la fin de la gastrulation (Strickler et al., 2001), des vésicules optiques 

se forment et expriment Pax6 (Behrens et al., 1997; Strickler et al., 2001), tandis que la tige optique 

exprime correctement pax2 (Yamamoto et al., 2004). Tout au long du développement de l’œil, Pax6 

continue à être exprimé par la rétine et le cristallin de façon normale chez les CF Pachón (Behrens et 

al., 1997; Strickler et al., 2001). L’expression de Prox1 chez les CF Pachón, Los Sabinos et Chica 

dans la rétine et le cristallin est normale de 24 hpf à 96 hpf (Jeffery et al., 2000).  A l’éclosion, les 

larves CF sont dotées d’yeux apparemment bien formés même s’ils sont plus petits que ceux des SF 

(Cahn, 1958). La signalisation, la régionalisation dorso-ventrale et la prolifération dans la rétine, 

jusqu’à la formation des couches de la rétine, sont normales chez le CF Pachón (Alunni et al., 2007). 

La morphogenèse de l’œil s’effectue normalement chez les CF Piedras (Langecker et al., 1993). 

Cependant, le champ de l’œil est réduit antérieurement chez les CF Pachón, Curva et Los Sabinos 

et il est clairement séparé en deux au niveau de la ligne médiane (Strickler et al., 2001). Plus tard, les 

vésicules optiques sont réduites chez ces CF (Strickler et al., 2001; Yamamoto et al., 2004). Au 

contraire, la zone d’expression de Pax2, correspondant à la future tige optique, est élargie (Yamamoto 

et al., 2004). La cornée des CF n’exprime jamais Pax6, alors que l’expression de ce gène fait partie de 

la différenciation normale de la cornée, induite par le cristallin (Strickler et al., 2001).  

i. Rôle du cristallin 

La première structure qui dégénère est le cristallin : à 25hpf, des cellules apoptotiques sont visibles 

dans le cristallin et l’épithélium superficiel qui le recouvre chez les CF Chica et Pachón (Jeffery and 

Martasian, 1998, Fig 71). Cet épithélium présente également des cellules apoptotiques chez le SF, et 

chez le poisson-zèbre (Greiling et al., 2010) : à ce stade, l’apoptose dans ce tissu permettrait le 

réarrangement de  l’épithélium du cristallin en une seule couche cellulaire.  
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L’apoptose préférentielle dans le cristallin de CF à ce stade n’est donc pas très nette, mais elle 

s’amplifie : à 48 hpf, il n’y aucune cellule apoptotique dans le cristallin de SF, mais il y en a beaucoup 

dans le cristallin de CF Pachón (Alunni et al., 2007; Yamamoto and Jeffery, 2000), et un marquage 

Lysotracker suggère que cela soit vrai dès 40 hpf (Alunni et al., 2007). 

 

 

Figure 71 Apoptose dans le cristallin chez Astyanax mexicanus CF Pachón. Vues latérales à 25 hpf 

(antérieur en bas à gauche), et coupe transversale à travers l’œil de CF. A 48 hpf, coupes transversales. 

D’après (Alunni et al., 2007; Jeffery and Martasian, 1998). 

 

Dans la rétine, l’apoptose commence à 48 hpf (Alunni et al., 2007). Elle reste importante à 3 dpf et 

5 dpf, puis ce sont des cellules isolées qui continuent à entrer en apoptose tout au long de la vie 

(Strickler et al., 2007a). L’épithélium pigmenté de la rétine subit aussi une vague d’apoptose entre 5 et 

10 dpf (Strickler et al., 2007a). La zone marginale ciliaire (CMZ) et la couche nucléaire externe 

prolifèrent normalement chez le CF (Alunni et al., 2007), mais les nouvelles cellules meurent au lieu 

de s’incorporer dans la rétine (Strickler et al., 2007a).  

Le cristallin a une importance toute particulière dans la dégénérescence de l’œil du CF Pachón. 

Ainsi, la transplantation d’un cristallin de CF à une larve SF à 24 hpf suffit à faire dégénérer l’œil du 

poisson de surface : l’œil ne développe ni pupille, ni chambre antérieur, ni cornée ni iris, la rétine est 
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petite et « tordue » mais bien formée de couches reconnaissables, et l’œil est recouvert d’un tégument 

(Yamamoto and Jeffery, 2000). Au stade de la transplantation, les signaux de l’environnement ne 

peuvent donc pas empêcher le cristallin de CF d’entrer en apoptose, le phénomène d’apoptose est 

autonome au cristallin. Et de plus, un cristallin apoptotique suffit à faire dégénérer l’œil entier.  

A l’opposé, la transplantation d’un cristallin de SF dans l’œil d’une larve CF Pachón suffit à 

empêcher l’apoptose dans la rétine (Yamamoto and Jeffery, 2000), et à permettre la survie d’un œil 

avec une chambre antérieure, un iris et une cornée. A ce stade, les signaux de la rétine CF ne suffisent 

donc pas à faire entrer le cristallin en apoptose. Et sans un cristallin apoptotique, l’œil de CF ne 

dégénère pas.  

Les mêmes expériences de transplantation chez les CF Los Sabinos ont donné les mêmes résultats : 

dans cette population également, c’est le cristallin défectueux qui entraîne la dégénérescence de l’œil 

entier (Jeffery, 2003). 

Les CF transplantés voient-ils ? L’œil est-il complètement restauré ? Les couches de la rétine sont 

bien organisées avec notamment une couche de bâtonnets, la zone de prolifération (CMZ) exprime 

bien PCNA, Pax6 et Prox1 et semble donc active proliférativement (Yamamoto and Jeffery, 2000). La 

cornée exprime Pax6 correctement (Yamamoto and Jeffery, 2000). Les projections rétino-tectales sont 

présentes aussi, et le nerf optique d’un œil de CF restauré serait plus gros que celui d’un CF classique 

(Romero et al., 2003; Soares et al., 2004). La rétine ne serait pas apoptotique chez ces poissons, et les 

cellules produites par la CMZ s’incorporent correctement dans la rétine (Strickler et al., 2007a). Le toit 

optique est 13% plus volumineux et il comporte 8% de neurones en plus (Soares et al., 2004). 

Mais les CF transplantés seraient sans réponse vis-à-vis de la lumière, contrairement aux SF qui 

sont scotophiles, et les signaux d’électrorétinogramme du côté de l’œil induit seraient faibles (Romero 

et al., 2003). L’apoptose reste importante dans la RPE (Strickler et al., 2007a). Même la restauration 

de la rétine n’est pas acceptée par toute la communauté : ainsi Wilkens argumente que l’expression 

d’opsines par la rétine n’est pas suffisante pour la déclarer restaurée puisque les CF de la grotte 

Piedras, qui ont un œil réduit, expriment des opsines également (Wilkens, 2010). Il s’agirait donc 

d’une restauration morphologique, mais pas fonctionnelle, de l’œil.  

Pour interpréter ces résultats, on peut imaginer soit que le cristallin envoie normalement des 

signaux de survie à la rétine (et que chez le CF, l’apoptose du cristallin empêche la diffusion de ces 

signaux), soit que le cristallin apoptotique de CF envoie des signaux « de mort » à la rétine. D’après 

les auteurs, l’ablation du cristallin chez les larves SF aboutirait au même phénotype de dégénérescence 

que la transplantation d’un cristallin CF (Yamamoto and Jeffery, 2000). Cela suggérerait donc que le 

problème chez les CF serait plutôt un défaut de signaux de survie. Cependant, une étude ultérieure 

montre que l’ablation du cristallin de SF conduit à l’internalisation de l’œil et à son englobement par 
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la RPE, et à l’absence de cornée, mais pas à davantage d’apoptose ou à un défaut d’incorporation des 

cellules prolifératives dans la rétine (Strickler et al., 2007a). D’ailleurs, chez le poisson-zèbre, 

l’ablation du cristallin ne provoque pas de défauts dans la rétine (Semina et al., 2006). 

 De même, l’œil de SF transplanté par un cristallin CF n’est pas complètement dégénéré, la rétine 

notamment étant beaucoup mieux formée que chez un CF (Yamamoto and Jeffery, 2000). Les auteurs 

concluent qu’une autre composante de l’œil de CF (en dehors du cristallin) doit être défectueuse, et 

que c’est seulement lorsque le cristallin et cette 2
e
 structure sont défectueuses que la rétine entre en 

apoptose (Strickler et al., 2007a). Vue la présence d’apoptose dans la RPE du CF (Strickler et al., 

2007a), et le fait que cette structure semble importante pour la morphogenèse et la lamination de la 

rétine (Raymond and Jackson, 1995), cette structure pourrait être la meilleure candidate (Fig 72).  

Il est important de noter ici que, chez l’Astyanax comme chez le poisson-zèbre, le cristallin n’est 

pas capable de régénérer après ablation complète, contrairement à celui du triton (Eguchi et al., 2011; 

Suetsugu-Maki et al., 2012).  

 

Figure 72 Modèle proposé pour expliquer l’apoptose dans la rétine de Astyanax mexicanus CF 

Pachón. D’après (Strickler et al., 2007a). 

 

Cependant, le rôle majeur du cristallin dans la dégénérescence de la rétine est contesté par 

Wilkens : en observant les descendants F2 d’un croisement entre des SF et des Pachón, aucune 

corrélation entre le degré de développement du cristallin et de la rétine n’est observée (Wilkens, 2007). 

Pour cet auteur, le développement du cristallin et de la rétine est donc indépendant. Il explique cette 
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différence de conclusion par le fait que les Pachón étudiés par Jeffery ont été collectés récemment 

dans la grotte, après un évènement d’hybridation avec des SF dans les années 1970. Au contraire, les 

Pachón du laboratoire de Wilkens ont été collectés avant cette hybridation et auraient donc un 

phénotype plus drastique (Wilkens, 2007).  Cependant, il faut noter que l’importance du cristallin n’a 

pas été remarquée par Jeffery seulement pour la population Pachón, mais aussi pour Los Sabinos 

(Jeffery, 2003). Et de plus, les données obtenues par Wilkens sur les hybrides concernent la taille de la 

rétine et du cristallin, et pas leur entrée en apoptose.  

Quels sont donc les défauts inhérents au cristallin de CF ? Son premier défaut est sa taille, plus 

petite que celui de SF. A 25 hpf, il exprime bien Pax6 mais à des niveaux plus faibles que le SF 

(Jeffery and Martasian, 1998). De 24 à 96 hpf, le cristallin CF exprime également le gène de 

différenciation Prox1 correctement (Jeffery et al., 2000). Les gènes de canaux transporteurs d’eau MIP 

et MP19 sont également exprimés correctement (Strickler et al., 2007b).  

La différenciation terminale du cristallin implique l’expression à haut niveau de protéines 

structurales, les cristallines, qui permettent au cristallin d’acquérir sa transparence (Vihtelic, 2008). 

Parmi ces cristallines, certaines sont exprimées correctement : ainsi une cristalline de la famille 

gamma M (en fait plus précisément de la famille gamma M2d) est exprimée correctement dans le 

cristallin de CF (Jeffery et al., 2000, Fig 73). Une immunohistochimie anti cristalline gamma M 

montre que la protéine est exprimée également dans le cristallin de CF Pachón à 2 et 3 dpf (Strickler 

and Jeffery, 2009). Ceci n’est pas très étonnant, car les cristallines de la famille gamma sont supposées 

être sous le contrôle du facteur de transcription Prox1, en tous cas chez la souris (Wigle et al., 1999), 

et Prox1 a une expression inchangée chez le CF Pachón. Une cristalline de la famille beta B1 (en fait 

crybb1d) est exprimée normalement aussi (Strickler et al., 2007b, Fig 73).  
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Figure 73 Expression de 2 cristallines chez des larves de Astyanax mexicanus. Hybridation in situ 

de crygm2d et crybb1d. Coupes transversales. D’après (Jeffery et al., 2000; Strickler et al., 2007b). 

 

En revanche, l’expression de la cristalline alpha A est extrêmement réduite chez le CF Piedras 

(Behrens, 1998), ainsi que chez le CF Pachón (Strickler et al., 2007b, Fig 74). Or cette cristalline a un 

rôle anti-apoptotique : la transfection de cette cristalline dans une lignée cellulaire de cristallin de 

souris cryaa -/- et cryab -/- protège contre l’apoptose induite par des composés pharmacologiques, 

dans des proportions beaucoup plus importantes que la transfection de cryab (Andley, 2000). Il est 

donc possible que la simple absence de cette molécule anti-apoptotique chez le CF puisse provoquer la 

mort des cellules du cristallin.  
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Figure 74 Réduction de l’expression de cryaa dans le cristallin de Astyanax mexicanus CF Pachón 

à 48hpf. A Hybridation in situ cryaa. B Niveau relatif d’ARNm cryaa d’après une expérience de RT-

qPCR. D’après (Strickler et al., 2007b). 

 

Chez les CF Piedras, c’est la cristalline gamma S qui est absente du cristallin (Langecker et al., 

1995). 

La molécule chaperonne hsp90α, qui aide au repliement de protéines impliquées dans des voies de 

transduction du signal, est exprimée dans le cristallin des CF Chica, Tinaja et Pachón de 24 à 48 hpf, 

et pas chez le SF (Hooven et al., 2004). Cela pourrait aussi être une explication à l’entrée en apoptose 

du cristallin CF. D’ailleurs, l’inhibition de la fonction de hsp90α par des traitements pharmacologiques 

chez le CF Pachón diminue l’apoptose dans le cristallin (Hooven et al., 2004).  

D’autres cristallines sont apparemment moins exprimées chez les CF Pachón que chez les SF à 

3dpf, d’après une étude basée sur une puce ADN de poisson-zèbre : une cristalline gamma B, une 
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cristalline gamma M4 et une cristalline gamma M2c (Strickler and Jeffery, 2009). Cependant, cette 

étude a 2 défauts : tout d’abord, comme c’est l’ARN total des larves qui est extrait, et comme le 

cristallin est plus petit chez les CF à ce stade, il y a forcément un biais pour que tous les gènes du 

cristallin soient moins exprimés. D’autre part, comme la puce comporte des séquences de poisson-

zèbre, l’hybridation avec les sondes d’Astyanax ne peut pas être parfaite, et il est très probable que les 

orthologies déduites de ces hybridations, particulièrement pour les familles multigéniques, soient 

fausses.  

Une étude à grande échelle récente a apporté d’autres données : le séquençage par la méthode 

Roche/454 du transcriptome adulte de CF Pachón et de SF a permis de comparer les niveaux 

d’expression de nombreux gènes chez l’adulte (Gross et al., 2013). Ainsi, d’après cette étude, 

plusieurs cristallines seraient absentes chez le CF adulte : crygs1, crygm1, crygs4, crygm3, crybb2, 

crygm2e, cryba2a, et cryba1a. Cependant, ces annotations proviennent d’un simple BLAST contre le 

transcriptome de poisson-zèbre, donc l’orthologie exacte de ces gènes est loin d’être assurée. Et de 

plus, chez l’adulte CF, le cristallin (et même l’œil) est quasi-absent, il est donc très logique d’imaginer 

que la plupart des cristallines ne sont pas exprimées. Ainsi, de manière plus générale, les gènes 

impliqués dans la fonction visuelle sont moins exprimés chez les CF, d’après une étude 

d’enrichissement en ontologies de gènes (Gross et al., 2013). 

ii. Quadrant ventral de la rétine 

Outre l’apoptose dans le cristallin, l’œil de CF Pachón a un autre défaut : il manque une partie de la 

rétine, son quadrant ventral (Pottin et al., 2011; Yamamoto et al., 2004). Cette partie de la rétine dérive 

chez le SF de la partie postérieure et médiane de la plaque neurale antérieure, à 11 hpf. Or cette même 

région de l’embryon, chez le CF Pachón, donne naissance à d’autres parties du cerveau, et surtout à 

l’hypothalamus (Pottin et al., 2011). Les destinées de cette partie de la plaque neurale sont donc 

différentes chez les deux types d’embryons, et la destinée « rétine ventrale » est absente chez le CF. 

Or, dès 10 hpf, cette région semble avoir une identité différente chez le CF : en effet, chez le SF, toute 

la plaque neurale antérieure, dont la partie postérieure et médiane qui donne le quadrant ventral de la 

rétine, exprime Lhx2, un facteur de transcription à LIM-homéodomaine impliqué dans le 

développement de l’œil (Yun et al., 2009). Au contraire, chez le CF, la région postérieure et médiane 

n’exprime pas Lhx2 (Pottin et al., 2011, Fig 75).   
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Figure 75 Carte de devenir présomptif de la partie postérieure et médiane de la plaque neurale 

antérieure chez Astyanax mexicanus SF et CF Pachón. Le schéma à 10 hpf montre la plaque neurale en 

vue dorsale (antérieur à gauche). Celui à 27 hpf montre la tête des embryons en vue latérale (antérieur 

à gauche). Les flèches indiquent le devenir des cellules du triangle rouge (partie médiane postérieure 

de la plaque neurale antérieure) par leur couleur orange ou bleue, et la proportion de cellules pour 

chaque devenir par leur épaisseur. D’après (Pottin et al., 2011). 

 

iii. Signalisation précoce 

La régionalisation précoce de la plaque neurale est sous le contrôle de différents morphogènes, des 

molécules de signalisation qui permettent de « dessiner » les grandes subdivisions du futur cerveau 

(voir partie BII sur le développement du cristallin).  

Certains de ces morphogènes ont des expressions modifiées chez le CF, ce qui explique en partie 

les modifications importantes du cerveau et de l’œil.  

La première voie de signalisation dont la modification a été observée est la voie Hedgehog (Hh). 

En effet, chez les CF Pachón, Chica et Los Sabinos, à la fin de la gastrulation, vers 10 hpf, 

l’expression de sonic hedgehog (shh) à la ligne médiane est étendue latéralement et antérieurement par 

rapport au SF (Yamamoto et al., 2004, Fig 76). De plus, chez Pachón, l’expression de tiggy-winkle 

hedgehog (twhh) est également étendue. Or l’injection d’ARNm de Shh dans des embryons SF conduit 

à la réduction des yeux, la perte du quadrant ventral, et la réduction, l’apoptose  voire la perte du 

cristallin, et finalement à la perte de la vision chez l’adulte (Yamamoto et al., 2004). Le traitement à la 

cyclopamine de CF Pachón augmente la taille de l’œil et du cristallin, mais ne permet pas de 

« sauver » l’œil du CF. L’effet très important de Shh sur le cristallin a été vérifié par des expériences 
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de transplantation : si un cristallin d’un SF injecté avec l’ARNm de Shh est transplanté dans l’œil d’un 

SF contrôle, le développement de l’œil s’arrête dans 35% des cas. Au contraire, la transplantation d’un 

cristallin de SF normal dans l’œil d’un SF injecté avec l’ARNm de Shh conduit à la restauration de 

l’œil dans 35% des cas.  

L’expansion de Shh a d’autres effets que la perte de l’œil chez le CF. En effet, la largeur des 

mâchoires et le nombre de bourgeons du goût chez le CF Pachón sont sous le contrôle de Shh 

(Yamamoto et al., 2009). 

Il est à noter que cette expansion de Shh persiste au cours du développement du CF Pachón, 

jusqu’à 48 hpf, et a des conséquences tout au long du développement du cerveau antérieur et de la 

région oropharyngée (Menuet et al., 2007; Yamamoto et al., 2009).  

Une deuxième voie de signalisation est modifiée chez le CF Pachón, celle du morphogène Fgf8. En 

effet, Fgf8 est exprimé 2 heures plus tôt dans le télencéphale présomptif, à 10 hpf, chez le CF par 

rapport au SF (Pottin et al., 2011, Fig 76). Cette modification semble liée à celle de Shh : en effet, si 

des CF sont traités avec un inhibiteur de la voie Hedgehog, la cyclopamine, cela inhibe spécifiquement 

l’expression de Fgf8 dans le télencéphale. Mais la relation réciproque est vraie : l’inhibition de la voie 

Fgf par le composé SU5402 chez les CF conduit à une réduction du patron d’expression de Shh, qui 

ressemble alors à un patron d’expression de SF. Ce même traitement conduit à une expansion de 

l’expression de Fgf8, ce qui suggère que la voie de signalisation Fgf aboutit à l’inhibition de 

l’expression de Fgf8.  

 

Figure 76 Hybridations in situ montrant les modifications d’expression de Shh et Fgf8 entre 

Astyanax mexicanus SF et CF Pachón. Vues dorsales pour Shh, antérieur en haut, et vues latérales 

pour Fgf8, antérieur à gauche. Les pointes de flèches indiquent l’expression de Fgf8 à la frontière 

cerveau moyen – cerveau postérieur. L’astérisque rouge montre l’absence d’expression de Fgf8 dans 

le télencéphale de SF à 10 hpf. D’après (Pottin et al., 2011; Yamamoto et al., 2004). 
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Quel est l’effet de cette hétérochronie d’expression de Fgf8 sur le développement de l’œil ? 

L’inhibition de la signalisation Fgf entre 8 et 12 hpf chez les CF permet de restaurer à la fois 

l’expression « normale » de Lhx2 dans la plaque neurale, et le quadrant ventral de la rétine. D’autre 

part, elle semble aussi diminuer la taille du cristallin (Pottin et al., 2011). On peut donc supposer que 

l’expression précoce de Fgf8 chez le CF conduit à la perte du quadrant ventral, mais parallèlement et 

de façon surprenante, à une augmentation de la taille du cristallin. Ce dernier effet est en contradiction 

avec des données dans d’autres espèces, chez qui Fgf8 inhibe la formation du cristallin (Bailey et al., 

2006; Nechiporuk et al., 2007). 

 

3.  Origine génétique 

Les yeux d’hybrides de CF Tinaja/Pachón, d’hybrides Tinaja/Molino ou d’hybrides Pachón/Molino 

sont plus grands et mieux développés que ceux de chacun des parents. De plus, une partie des hybrides 

peut voir. Cela suggère qu’au moins certaines des mutations conduisant à la perte de l’œil sont 

différentes dans différentes grottes (Borowsky, 2008). Vues la fréquence et la distribution des 

différents phénotypes dans la F1 et la F2 de croisements SF/Pachón, il semble qu’au moins 6 loci 

soient impliqués dans la perte de l’œil pour cette population (Wilkens, 1988).  

Le premier gène dont l’implication a été suspectée est Pax6, le gène « maître » du développement 

de l’œil : sa séquence a été clonée, mais aucune mutation n’a été détectée chez les CF Piedras 

(Behrens et al., 1997).  

La séquence des gènes d’opsines a également été analysée chez les SF, et les CF Pachón et Micos. 

Il semble que 12 nucléotides manquent dans l’opsine verte de Pachón, ce qui pourrait la rendre non 

fonctionnelle. Et chez les deux populations CF, il semble y avoir une accumulation de transitions C>T 

dans les gènes d’opsines, que les auteurs interprètent comme un début de pseudogénisation 

(Yokoyama et al., 1995). Cependant, pour inférer la direction des changements C>T, les auteurs ont 

considéré que si l’une des populations portait un allèle par opposition aux deux autres, alors cet allèle 

était dérivé. Il serait intéressant de confirmer ces données en séquençant les opsines d’un groupe 

externe. Si les opsines sont réellement en voie de pseudogénisation et non fonctionnelles chez le CF, 

cela pourrait expliquer l’absence de photoréception chez les CF, même après transplantation d’un 

cristallin de SF. En revanche, ce type de mutations n’est pas susceptible d’affecter le développement 

de l’œil.  

Plutôt qu’une approche par gènes candidats, plusieurs équipes ont choisi de déterminer les régions 

du génome affectant la taille de l’œil par des études de QTL. Une première étude sur les CF Pachón 

s’est basée sur 142 marqueurs RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA, une méthode basée sur 
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des réactions de PCR avec des amorces aléatoires) coalesçant en 27 groupes de liaison (alors que le 

nombre de paires de chromosomes attendu est 25). Elle a permis de détecter 3 QTLs pour la taille de 

l’œil (Borowsky and Wilkens, 2002). L’un de ces QTLs était proche d’un QTL de 

« condition physique », évaluée par le rapport entre le poids et la taille de l’animal. Ceci était un 

premier indice que les mutations affectant l’œil pouvaient être pléiotropiques et affecter également des 

traits constructifs.   

Une deuxième étude se basant sur 172 marqueurs microsatellites (coalesçant en 29 groupes de 

liaison) et 539 individus F2 d’un croisement SF/ Pachón permit de détecter 8 QTLs pour la taille des 

yeux, et 6 pour la taille du cristallin, dont certains sont proches (Protas et al., 2007). 6 QTL affectant la 

taille des yeux affectent aussi des traits constructifs comme le nombre de dents maxillaires ou de 

bourgeons du goût. Aucun QTL pour la taille des yeux n’est localisé à proximité de shh, twhh ou pax6.  

La suite de cette étude, basée sur la même carte, montre que les associations de QTL sont 

fréquentes (Protas et al., 2008). Par exemple, le groupe de liaison LgP27 comporte des QTLs pour la 

position de la nageoire dorsale, la condition physique et la taille de l’œil, le groupe de liaison LgP5  

affecte le nombre de côtes, la taille de l’os suborbital SO3 et celle de l’œil, le groupe de liaison LgP7 

affecte le nombre de dents maxillaires, la taille de l’os SO3 et celle de l’œil, et le groupe de liaison 

LgP13 affecte le nombre de dents maxillaires, la position de la nageoire dorsale, l’épaisseur du 

pédoncule caudal et la taille de l’œil.  

Une avancée importante a été réalisée la même année, quand une carte de liaison ancrée sur le 

génome du poisson zèbre a été réalisée : cette carte, formée de 28 groupes de liaison, et réalisée suite à 

des croisements SF / Pachon, SF / Tinaja et SF/ Molino, a été ancrée sur le génome de poisson zèbre 

en recherchant les blocs de synténie par BLAST des séquences flanquant les marqueurs. Cette carte 

permet de prédire la position de gènes chez l’Astyanax. Ainsi, parmi les QTLs affectant la taille des 

yeux, l’un est probablement proche du gène de la cristalline αA, ce qui fait de cette cristalline un bon 

gène candidat pour être muté chez les CF, d’autant plus que son expression est réduite chez les CF 

Pachón (Gross et al., 2008; Strickler et al., 2007b). Un autre est probablement proche de Rom1, un 

gène impliqué dans la structure des bâtonnets, et dont la mutation chez l’Homme provoque une 

dégénérescence maculaire.  

Le principe d’ancrage des marqueurs sur le génome du poisson zèbre a été repris dans une étude 

QTL récente sur l’épaisseur des différentes couches de la rétine (O’Quin et al., 2013). Cette étude a 

permis de détecter un QTL affectant l’épaisseur de la couche ganglionnaire (a priori proche de 

crygm2c, sox1a, dlx1a et dlx2a), un autre pour la couche nucléaire interne et la taille du cristallin 

(proche des gènes candidats crx, isl1, rasgef1b, lhx1, rom1a, tbx2a et cryabb), un autre pour la couche 

plexiforme externe et la taille de l’œil (proche des gènes lhx2, nefma, myo7a et tulp1), et un dernier 
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pour la couche nucléaire externe (proche des gènes prph2a, fascn2b, pde6g, rab18a et six3b). Cette 

approche est donc très puissante pour détecter des gènes candidats impliqués dans la dégénérescence 

de l’œil chez le CF.  

Récemment, une autre avancée importante a été due à une étude QTL qui cherchait l’origine 

génétique du comportement d’attraction pour les vibrations (VAB) des CF Pachón : il a été montré 

dans cette étude que deux régions du génome regroupaient des QTL pour la taille de l’œil, pour le 

nombre de neuromastes superficiels localisés sur l’orbite de l’œil, et pour l’intensité du VAB 

(Yoshizawa et al., 2012). Cette étude suggère donc que ces différents phénotypes sont liés, et que leur 

variation est due à des régions génomiques communes. Il pourrait donc y avoir une seule mutation 

dans un gène pléiotropique conduisant à la variation de ces phénotypes, ou bien des mutations 

multiples dans des gènes proches.  

Une étude QTL récente sur la population Pachón a détecté 8 QTLs pour la taille de l’œil. Le QTL 

proche de cryaa est considéré comme n’étant pas sous sélection. En effet, certains QTLs sont 

considérés comme étant probablement sous sélection car ils sont situés à proximité de SNPs partagés 

par plusieurs populations CF parmi Molino, Caballo Moro, Rio Subterraneo, Pachón, Yerbaniz, 

Japonés, Arroyo, Curva et Chica (Bradic et al., 2013). En effet, le partage des mêmes allèles dans une 

région du génome par plusieurs populations indépendantes suggère que cette région est sous sélection 

stabilisatrice. Cependant, comme il n’est pas prouvé que toutes ces populations correspondent à des 

invasions indépendantes, il est possible que les SNPs partagés correspondent à un héritage d’un 

ancêtre commun plus récent que celui des SF et des CF actuels. Le partage de SNPs n’est donc pas 

forcément une signature de sélection.  

 

4. Origine évolutive 

‘‘il est difficile de supposer que l'œil, bien qu'inutile, puisse être nuisible à des 

animaux vivant dans l'obscurité’’ (Darwin, 1859). 

Tous les allèles CF pour les QTLs de la taille des yeux tendent à la diminuer (Protas et al., 2007) : 

cela suggère que la réduction des yeux est sous sélection. En effet, les traits qui varient sous l’effet de 

la dérive génétique, comme la pigmentation, ont des allèles qui augmentent ou diminuent 

indifféremment leur valeur.  

Malgré ce résultat, certains chercheurs persistent à penser que la perte des yeux n’est due qu’à un 

relâchement de la pression de sélection : en effet, ce trait est très variable selon les populations 

cavernicoles et selon les individus (Wilkens, 2010). Cette idée que les traits régressés ont été perdus 
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par dérive génétique est une idée ancienne (Wilkens, 1988). L’autre hypothèse classique est celle de la 

perte des yeux permettant une économie d’énergie, et étant donc sélectionnée. En effet, à l’obscurité, 

les cellules photoréceptrices sont dépolarisées grâce à un courant entrant de Na+ (compensé par la 

pompe Na/K ATPase qui provoque un courant sortant de Na+ grâce à la consommation d’ATP), ce qui 

active l’ouverture de canaux Ca2+ voltage-dépendants, et provoque l’exocytose de glutamate à la 

synapse. A la lumière, les canaux Na+ se ferment (les pompes sont donc moins actives), seule la 

phototransduction est consommatrice d’énergie. Ainsi, les bâtonnets chez les Mammifères 

consomment 3 fois plus d’énergie à l’obscurité qu’à la lumière (Okawa et al., 2008), et chez le crapaud 

buffle, les nucléotides di-phosphates ont une concentration 10 fois plus forte à l’obscurité qu’à la 

lumière, suggérant une consommation accrue d’ATP (Apte et al., 1993). Cette idée de sélection directe 

pour la perte des yeux chez l’Astyanax n’est malgré tout plus tellement en vogue aujourd’hui, 

notamment parce que le développement des yeux nécessite de l’énergie, ainsi que probablemement 

leur lente dégénérescence progressive. Cette perte de l’œil n’est peut-être donc pas si économe en 

énergie. Malgré tout, suite aux résultats des études QTL, l’hypothèse de sélection est favorisée. 

Mais en quoi la perte des yeux est-elle adaptative dans les grottes ? 

La perte des yeux pourrait être liée à l’acquisition d’un phénotype avantageux. Ainsi, 

l’amplification précoce de Shh chez les CF conduit à la fois à la perte des yeux mais aussi à 

l’augmentation du nombre de bourgeons du goût (Yamamoto et al., 2009). 

Le comportement d’attraction pour les vibrations est adaptatif car il augmente la probabilité de 

trouver de la nourriture dans le noir (Yoshizawa et al., 2010). Or une étude QTL a montré que ce 

comportement était contrôlé par une région du génome qui détermine également la taille de l’œil 

(Yoshizawa et al., 2012). Il se pourrait donc que la mutation contrôlant la taille de l’œil ait été 

sélectionnée positivement seulement parce qu’elle était proche d’une mutation avantageuse permettant 

l’acquisition du VAB. La sélection pour la perte de l’œil aurait donc été indirecte.    

Cette affirmation n’est pas acceptée par tous : en effet, les 2 régions comportant des QTLs pour la 

taille des yeux et le VAB sont connues pour comporter de nombreux QTL pour d’autres traits, la 

relation entre ces QTLs ne serait donc pas spécifique et liée à une quelconque sélection (Borowsky, 

2013). De plus, les différents QTLs ne seraient pas suffisamment proches pour que l’on puisse 

supposer qu’il s’agisse d’une mutation unique. Enfin, le VAB repose sur les neuromastes superficiels 

de l’orbite de l’œil, et ne pourrait donc apparaître qu’une fois l’œil disparu.  

A cela, les auteurs des publications sur le VAB répondent que seul le VAB et la taille des yeux sont 

connus pour être sous sélection, les autres traits dont les QTLs sont proches dans le génome ne sont 

pas connus pour être adaptatifs, on ne peut donc pas inférer de sélection indirecte passant par ces traits 

(Yoshizawa et al., 2013b). D’autre part, certains SF présentent un comportement d’attraction pour les 
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vibrations alors qu’ils ont des yeux, la perte des yeux n’est donc pas un préalable à l’acquisition du 

VAB.  

Une autre théorie sur l’origine évolutive de la perte de l’œil a été proposée récemment, celle de la 

« décanalisation ». En effet, il existe une théorie assez ancienne selon laquelle les chaperonnes 

permettent à des protéines mutées de façon délétère d’acquérir malgré tout leur conformation normale 

(Rutherford and Lindquist, 1998; Waddington, 1942). Cela permettrait l’accumulation de mutations 

silencieuses phénotypiquement : la chaperonne « canaliserait » la variabilité liée aux mutations. En 

revanche, si un stress survient, de nombreuses protéines vont être mal conformées et les chaperonnes 

ne pourront plus « tamponner » toutes ces variations. Les mutations s’exprimeront alors 

phénotypiquement. Il semble que Hsp90 ait eu ce rôle dans l’évolution de l’Astyanax CF (Rohner et 

al., 2013). En effet, quand des SF sont traités avec un inhibiteur de Hsp90 (le radicicol), le 

développement de leur œil est beaucoup plus variable que pour des SF contrôle. En revanche, quand 

des CF Tinaja sont traités avec le même inhibiteur, la taille de l’œil n’est pas plus variable que chez 

des CF contrôle, mais elle est plus petite. Il semble donc que chez les SF, des allèles ayant des effets 

variés sur la taille de l’œil sont « tamponnés » par Hsp90, et que chez les CF, seuls les allèles qui 

diminuent la taille de l’œil en l’absence de fonction Hsp90 se sont fixés. Il est à noter que la variation 

démasquée par l’inhibition de Hsp90 est héritable, et donc sélectionnable. Mais la fonction de Hsp90 

est-elle réellement altérée dans les grottes ? L’eau des grottes a une plus faible conductivité que celle 

des rivières, ce qui représente un stress pour les poissons de surface. Et une faible conductivité a le 

même effet que le radicicol sur le développement de l’œil des SF. Ainsi, à l’entrée dans les grottes, les 

Astyanax auraient subi un stress dû à la faible conductivité de l’eau, et de nombreuses mutations 

affectant la taille de l’œil auraient été démasquées. Ces mutations auraient ainsi pu être sélectionnées 

assez rapidement.  

Il faut noter que ce résultat concernant l’effet « canalisateur » de Hsp90 est difficilement 

réconciliable avec les données sur l’expression de Hsp90 au cours du développement de l’œil. En 

effet, aucune Hsp90 (ni α ni β) n’est exprimée dans l’œil de SF à 36hpf, juste avant l’entrée en 

apoptose du cristallin (Hooven et al., 2004) : il parait donc difficile d’imaginer que Hsp90 puisse avoir 

un rôle canalisateur dans l’œil de SF. Il faudrait alors imaginer un rôle plus tardif, sur les mutations 

dans des protéines structurales de l’œil (mais auraient-elles un effet sur la taille totale de l’œil ?), ou un 

rôle beaucoup plus précoce, sur des mutations affectant la régionalisation de la plaque neurale et donc 

la taille de la rétine. Autre problème : l’inhibition de Hsp90 chez les CF diminue l’apoptose dans le 

cristallin (Hooven et al., 2004), et parallèlement, diminuerait la taille de l’œil (Rohner et al., 2013). Il 

faut donc imaginer que l’effet canalisateur de Hsp90 se produirait dans la rétine, et que l’effet délétère 

de Hsp90 dans le cristallin serait totalement indépendant.  
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Autre résultat surprenant de ce papier : comme le radicicol doit être utilisé dans l’obscurité (ce 

produit est sensible à la lumière), les auteurs commencent par montrer que le développement de l’œil 

n’est pas affecté à l’obscurité. Or il a été montré précédemment que les yeux des SF, des hybrides et 

des CF Pachón étaient plus petits et moins pigmentés à l’obscurité qu’à la lumière (Romero and 

Green, 2005).  

En définitive, les résultats de cet article, bien que séduisants, paraissent difficilement réconciliables 

avec les études antérieures, et sont donc à prendre avec beaucoup de précaution jusqu’à ce qu’ils 

soient confirmés ou infirmés par d’autres études.  
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RESULTATS 

 

Illustration Gros plan sur la bouche et l’œil d’un Astyanax mexicanus SF. D’après un film de Noé 

Sardet pour le réseau EFOR (Etudes Fonctionnelles sur les ORganismes modèles).   
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A. Table de développement d’Astyanax mexicanus 

 

I. Introduction 

Au début de ce travail, l’espèce Astyanax mexicanus, bien qu’étudiée pour de nombreux aspects du 

développement embryonnaire, ne disposait pas de table de développement. Celle-ci est pourtant 

d’autant plus nécessaire qu’il faut s’assurer que les embryons des deux populations (SF et CF) se 

développent de manière synchrone avant de pouvoir s’intéresser à des différences éventuelles sur des 

phénotypes particuliers, comme des patrons d’expression.  

De manière plus générale, la disponibilité d’une table de développement rend une espèce modèle 

plus « visible » pour les autres communautés de chercheurs, et permet de comparer plus facilement les 

résultats obtenus dans cette espèce avec ceux d’autres espèces. Et ici, si les futures études sur 

l’Astyanax se réfèrent à cette table, cela devrait rendre les résultats des différentes équipes plus 

comparables (certaines ayant jusqu’ici élevé les embryons à 22, à 23 ou à 26°C). 

Je me suis intéressée à la comparaison des morphologies des embryons SF et CF au cours du 

clivage, de la gastrulation, de la neurulation et de la somitogenèse, pour un développement à 

température constante de 23°C. J’ai comparé ce « timing » de développement entre les deux types 

d’embryons, et à celui du poisson-zèbre (Kimmel et al., 1995; Parichy et al., 2009). Je me suis 

également intéressée à certains caractères particuliers comme la taille du vitellus, la taille de l’œil, le 

nombre de rayons des nageoires, la vessie natatoire et la position de la nageoire dorsale, au cours du 

développement larvaire. En plus des données sur les SF et les CF Pachón, certaines analyses ont 

également été menées sur des hybrides F1 de ces deux morphes.   
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II. Article publié dans Zebrafish 
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III. Discussion 

Cette table de développement a permis de confirmer l’idée préconçue selon laquelle les SF et les 

CF Pachón se développent de manière synchrone (voir notamment la somitogenèse) : il est donc 

possible de parler d’hétérochronie lorsque certains gènes s’expriment de manière différée entre ces 

deux morphes. Cependant, pour les équipes travaillant sur le développement d’autres populations CF 

(que Pachón), il serait judicieux de vérifier que leur développement est également comparable à celui 

des SF. 

Comme remarqué précédemment, les œufs CF Pachón ont un vitellus plus volumineux que celui 

des SF (Hüppop, 1988; Hüppop and Wilkens, 1991). Les CF le consomment à la même vitesse que les 

SF, ils peuvent donc a priori vivre plus longtemps sur leurs réserves vitellines.  

Concernant le développement larvaire, l’Astyanax semble se comporter comme le poisson-

zèbre (Parichy et al., 2009) : il se développe plus ou moins rapidement selon la température d’élevage 

et la densité de population, et c’est la longueur standard de la larve qui détermine son stade de 

développement plutôt que son âge. Les différents caractères morphologiques étudiés, comme la vessie 

natatoire ou les rayons des nageoires, se développent en fonction de la longueur standard, et de 

manière synchrone entre SF et CF. La seule différence détectée ici entre les 2 morphes est le nombre 

de rayons de la nageoire anale, qui est légèrement plus faible chez les CF adultes que chez les SF.  

La croissance de l’œil est ralentie chez les CF dès les premiers stades larvaires par rapport aux SF, 

et quand la larve atteint 1 cm environ, l’œil ne grandit plus et régresse. Au contraire, la croissance de 

l’œil des SF est, comme attendu, indéfinie. Celle des hybrides SF l’est également, mais à un rythme 

plus faible.  

Le développement précoce d’Astyanax mexicanus est très rapide : l’éclosion a lieu à partir de 24 

hpf, contre 48 hpf chez le poisson-zèbre. En revanche, le temps de génération est du même ordre 

(quelques mois).  

En conclusion, la disponibilité d’une table de développement participe à établir Astyanax 

mexicanus comme une espèce-modèle à part entière. 
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B. Développement précoce des placodes chez Astyanax 

mexicanus 

 

I. Introduction 

Le cristallin semble être une structure particulièrement intéressante pour comprendre la 

dégénérescence de l’œil des CF (voir introduction, partie C III c 2) : c’est la première structure qui 

entre en apoptose (Alunni et al., 2007), et des expériences de transplantation ont montré que cette 

apoptose, autonome au cristallin, était suffisante pour entrainer la dégénérescence de l’œil entier 

(Yamamoto and Jeffery, 2000). Or ces expériences de transplantation ont été effectuées à 24hpf. Dès 

ce stade, le cristallin CF a donc, de façon inhérente, des défauts qui conduisent à son entrée en 

apoptose à partir de 40 hpf. Ces défauts pourraient être des défauts de spécification précoce, ou de 

morphogenèse, ou de différenciation. 

Nous avons donc décidé d’étudier dans un premier temps le développement précoce du cristallin. 

Le cristallin se développe à partir d’une placode, qui dérive elle-même du champ panplacodal (voir 

introduction, partie B II à IV). Nous nous sommes intéressés à la régionalisation du champ 

panplacodal, en étudiant par hybridation in situ des gènes marqueurs des différents territoires, et 

notamment de celui du cristallin.   
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II. Article en préparation 
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III. Discussion 

Nous avons pu montrer que le cristallin est correctement spécifié chez les CF : il exprime 

correctement Pax6 au stade panplacodal, puis Pitx3. Nous savons aussi qu’il exprime correctement 

Prox1 (Jeffery et al., 2000). En revanche, il est plus petit chez les CF à tous les stades de son 

développement. Au contraire, la placode olfactive est étendue dès le stade du champ panplacodal, et 

cette modification perdure jusqu’au stade où des neurones différenciés apparaissent dans l’épithélium 

olfactif. Il pourrait donc s’agir d’une réallocation de cellules au sein du champ panplacodal, du 

territoire présomptif du cristallin vers celui de l’épithélium olfactif.  

Cette modification de la régionalisation du champ panplacodal pourrait être due à des 

modifications de signalisation. Outre l’hétérotopie de Shh et l’hétérochronie de Fgf8 (Pottin et al., 

2011; Yamamoto et al., 2004), nous mettons ici en évidence une hétérotopie de Bmp4. Son effet sur la 

régionalisation de la plaque neurale et des placodes est difficile à tester, puisque nous ne savons pas si 

cette modification du territoire d’expression correspond à une augmentation ou une diminution de la 

signalisation Bmp. Traiter des embryons avec un inhibiteur de cette signalisation comme la 

dorsomorphine ne permettrait donc pas a priori de copier le phénotype d’une des deux populations. 

Nous envisageons d’utiliser des billes imprégnées d’un inhibiteur et de les implanter à proximité du 

polster chez des SF, même si l’utilisation de billes chez des embryons de poissons est peu documentée 

(Hyatt et al., 1996). 

En revanche, pour Shh et Fgf8, il est clair que les embryons CF ont un signal plus fort. Pour 

comprendre l’impact de ces différences de signalisation sur le champ panplacodal, nous avons donc 

traité des embryons avec des inhibiteurs des différentes signalisations, pendant la période 

correspondant à la régionalisation du champ panplacodal (à la fin de la gastrulation, de 6 à 10hpf). 

Comme attendu, l’augmentation de la signalisation Shh doit participer à la réduction de taille du 

cristallin chez le CF, puisqu’un traitement à la cyclopamine chez l’embryon permet d’augmenter la 

taille du cristallin. Précédemment, un traitement à la cyclopamine de CF Pachón (dans des conditions 

non décrites) a permis d’augmenter la taille du cristallin (30% plus large), mais sans « sauver » l’œil 

du CF (Yamamoto et al., 2004). L’augmentation de l’expression de Shh chez le CF n’est donc pas la 

seule modification qui conduit à l’apoptose, mais elle participe bien à la modification de la taille du 

cristallin, en jouant sur la régionalisation du champ panplacodal. En effet, parallèlement à l’effet sur le 

cristallin, des résultats préliminaires montrent que la cyclopamine tend à réduire la taille de la placode 

olfactive. Il est donc possible que, au sein du champ panplacodal, les cellules qui donnent 

normalement de l’épithélium olfactif chez les CF, soient sous l’effet de la cyclopamine re-spécifiées 

en futures cellules du cristallin (Fig 77).  
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Le traitement à la cyclopamine effectué ici doit probablement affecter aussi la régionalisation des 

crêtes neurales. Or certaines cellules des crêtes neurales participent à la formation de l’épithélium 

olfactif (Saxena et al., 2013). Mais nous n’avons pas étudié l’effet du traitement sur la composante 

« crête neurale », puisque l’hybridation in situ Eya2 marque seulement la composante placodale.  

Concernant la signalisation Fgf, nos données préliminaires suggèrent un rôle promouvant à la fois 

le développement du cristallin et la destinée olfactive. L’effet de l’inhibition de Fgf sur la taille du 

cristallin semble le même que celui mis en évidence chez l’Astyanax il y a quelques années (Pottin et 

al., 2011). Le traitement avec l’inhibiteur de FGF était appliqué entre 8 et 12hpf dans cet article 

(contre 6-10hpf pour le travail présenté ici), et à une concentration de 2µM (contre 0.5µM ici). La 

concentration plus forte a été initialement testée, mais le développement global des embryons était 

fortement affecté, probablement parce que la gastrulation ne s’effectuait pas correctement. En 

revanche, nos résultats préliminaires ne correspondent pas à ce qui a été décrit dans d’autres espèces 

(Bailey et al., 2006; Nechiporuk et al., 2007, voir introduction, partie B II b), où la signalisation Fgf 

promeut la destinée olfactive et réprime le destin cristallin. Il faut noter que si la signalisation Fgf est 

connue pour réprimer le destin cristallin au sein du champ panplacodal, elle promeut ensuite 

l’expression de gènes de différenciation du cristallin comme les facteurs Maf (voir introduction, partie 

B IV c 2) et plus tôt, elle promeut la formation de la bordure de la plaque neurale (voir introduction, 

partie B II a). Il est donc possible que la fenêtre de traitement choisie n’influence pas seulement la 

régionalisation du champ panplacodal mais aussi d’autres évènements plus précoces ou plus tardifs. 

 

Figure 77 Schéma en vue dorsale de la plaque neurale antérieure et du champ panplacodal à 10hpf 

chez les Astyanax SF et CF. La taille des territoires présomptifs du cristallin (en bleu) et de 

l’épithélium olfactif (en orange) sont indiqués, ainsi que le rôle des signalisations Shh (en rouge) et 

Fgf8 (en bleu-vert). Les tirets indiquent des données encore préliminaires. 
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Nous avons pensé que la petite taille du cristallin CF pouvait être la cause directe de son entrée en 

apoptose, par un défaut d’effet de communauté. Nous avons donc diminué la taille du cristallin des SF 

par ablation laser de cellules précurseurs du cristallin à 12 hpf. Le petit cristallin de ces SF n’est pas 

entré en apoptose, suggérant que la taille réduite n’est pas suffisante pour provoquer l’apoptose. 

D’autres défauts doivent donc participer à l’entrée en apoptose du cristallin, notamment des défauts de 

différenciation, qui sont discutés dans l’article 3.  

Il est également possible que la morphogenèse ou bien le patron de prolifération du cristallin soient 

modifiés chez l’Astyanax cavernicole. Pour appréhender ces deux aspects, nous avons choisi d’imager 

des embryons d’Astyanax SF et CF, en collaboration avec la plateforme BioEmergences, de la fin de la 

gastrulation au stade correspondant à l’éclosion, grâce à un marquage des noyaux et des membranes 

permettant de suivre les cellules au cours du temps. Cette imagerie en 4 dimensions nous a déjà permis 

de suivre « à rebours » des cellules de cristallin chez des SF et de déterminer leur origine dans 

l’embryon, en marge de la plaque neurale. Cela nous a également permis de voir que la morphogenèse 

du cristallin semble s’opérer chez les SF selon le même timing que celui des poissons-zèbres, avec une 

formation de la placode vers 16 hpf et un début d’invagination entre 18 et 20 hpf (Greiling and Clark, 

2009).  Nous espérons pouvoir obtenir le même type de résultats chez les CF, pour pouvoir les 

comparer.  

Ce travail a donc permis de montrer que, dès la fin de la gastrulation, les embryons SF et CF sont 

déjà différents. En particulier, les signalisations précoces qui « modèlent » les embryons semblent 

modifiées de manière assez générale. Une troisième voie de signalisation, en plus de Shh et Fgf, 

montre des différences entre SF et CF. La plaque neurale antérieure des CF doit donc être très 

largement remodelée. En particulier, en ce qui concerne le champ panplacodal, il semble que la 

placode olfactive soit étendue aux dépens de la placode du cristallin. Or il est possible qu’une placode 

olfactive plus étendue, puis une narine plus grande permettent une olfaction meilleure des CF. Il a déjà 

été montré dans la grotte Subterraneo que les individus cavernicoles, à larges narines, détectaient 

mieux la nourriture que les autres Astyanax (Bibliowicz, Alié et al., 2013). L’olfaction étant a priori 

beaucoup plus utile dans l’obscurité que la vision, les modifications de taille respective des deux 

placodes pourraient résulter d’un « trade-off ».  
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C. Différenciation du cristallin chez Astyanax mexicanus 

 

I. Introduction 

Au vu des résultats de l’article précédent, sur le développement précoce de la placode du cristallin, 

il semble que le cristallin des CF est correctement spécifié et que sa petite taille ne soit pas impliquée 

dans son entrée en apoptose. Nous nous sommes donc demandé si le problème du cristallin CF n’était 

pas plutôt un défaut de différenciation.  

Parmi les gènes très importants pour la différenciation du cristallin figurent les cristallines (voir 

introduction, partie B IV d). Une cristalline, cryaa, est déjà connue pour ne pas être exprimée 

correctement chez 2 populations d’Astyanax CF (Behrens, 1998; Strickler et al., 2007b). Nous avons 

choisi de nous intéresser aux modifications de séquence et d’expression des cristallines chez 

l’Astyanax CF Pachón. Nous avons recherché les séquences de cristallines dans des données de 

transcriptome présentées dans l’article 4 (résultats, partie D), et avons comparé les séquences des 

transcrits SF et CF (en utilisant également des données Illumina de transcriptome obtenues plus 

récemment dans l’équipe).  Pour détecter des différences d’expression, nous avons réalisé des 

hybridations in situ sur des larves de 36 hpf. Nous avons aussi cherché à comprendre l’implication de 

2 cristallines « candidates » dans l’apoptose du cristallin.  
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II. Article soumis à Developmental Neurobiology 
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III. Discussion 

 

Ce travail a permis des avancées sur la phylogénie, les séquences, l’expression, et la fonction des 

cristallines chez l’Astyanax.  

Le travail sur la phylogénie des cristallines a permis d’attribuer des noms précis aux différentes 

cristallines étudiées, et de revenir également sur la dénomination de cristallines qui avaient été 

étudiées dans des articles d’autres équipes (Jeffery et al., 2000; Strickler et al., 2007b).  

L’étude des séquences a montré que les cristallines des CF accumulaient beaucoup de mutations 

non synonymes vu leur niveau de polymorphisme, comparés aux SF. Cela pourrait être dû au fait que 

la sélection est relâchée sur ces séquences. 

Concernant les données obtenues par hybridation in situ, sur les 8 nouvelles cristallines étudiées, 4 

présentent des différences d’expression entre SF et CF. Les cristallines crybgx et crybb1c ont une 

expression réduite voire absente chez les CF à 36 hpf. Les cristallines crygmxb et crygm5, exprimées 

seulement à partir de 60 hpf dans le cristallin SF, ne le sont jamais chez les CF.  Il semble donc qu’une 

proportion significative des cristallines ait une expression modifiée chez les CF. Il est probable qu’en 

plus des mutations dans les séquences codantes, les cristallines de CF accumulent des mutations dans 

les régions régulatrices. Cela pourrait être un nouvel indice du relâchement de la pression de sélection 

sur les gènes impliqués dans le développement ou le maintien de l’œil chez les CF.  

La cristalline crybgx semblant être la plus intéressante candidate pour avoir un rôle dans l’apoptose 

du cristallin, son expression a été inhibée par injection de morpholino chez le poisson-zèbre. Le but de 

cette expérience était de vérifier si l’absence de cette seule cristalline pouvait provoquer une apoptose 

dans le cristallin. Le résultat s’est avéré négatif.  

La cristalline αA, anti-apoptotique, qui a une expression réduite chez l’Astyanax CF et dont le gène 

est localisé au niveau d’un QTL de la taille des yeux (Andley, 2000; Gross et al., 2008; Strickler et al., 

2007b), semblait également un bon candidat pour expliquer l’entrée en apoptose du cristallin. Nous 

avons donc choisi de restaurer son expression dans le cristallin de CF par une approche de 

transgenèse. Nous n’avons pas détecté d’amélioration de la dégénérescence de l’œil chez ces CF 

transgéniques par rapport aux contrôles en 1
e
 génération. Malheureusement, parmi les F0, aucun 

fondateur n’a été détecté, donc l’effet en F1 (avec une expression de cryaa homogène dans le 

cristallin) n’a pas pu être testé. Cependant, certains transgéniques de F0 avaient une expression forte 

de la CFP (et donc de la cristalline αA) dans une large portion du cristallin, sans amélioration du 

phénotype de l’œil, ce qui est un indice fort du fait que la cristalline αA seule ne peut pas sauver l’œil 

de CF. 
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Ainsi, il semble que, individuellement, les défauts d’expression de ces deux cristallines ne soient 

pas suffisants pour entrainer l’apoptose du cristallin. Mais ce travail a mis en évidence de nombreuses 

modifications des cristallines chez les CF, tant d’expression que de séquence. Il est donc possible que 

l’accumulation de tous ces défauts soit responsable de l’apoptose du cristallin. Une autre possibilité 

serait que l’une des mutations de cristallines ait un effet majeur, qui empêcherait le repliement correct 

de la protéine, et pourrait, en plus d’altérer sa fonction, provoquer des agrégations de protéines 

insolubles dans les cellules du cristallin, voire induire l’entrée en apoptose des cellules. A cet égard, il 

pourrait être intéressant d’étudier la transparence des fibres du cristallin en étudiant leur réflectance 

par microscopie confocale (Goishi, 2006). Enfn, il est possible qu’un autre défaut non détecté entraîne 

la dégénérescence du cristallin. 
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D. Evolution moléculaire du transcriptome chez Astyanax 

mexicanus  

 

I. Introduction 

Les études sur l’espèce Astyanax mexicanus ont longtemps été rendues difficiles par le fait 

qu’aucune donnée de séquençage massif n’existait, et que chaque gène d’intérêt devait être cloné par 

PCR dégénérée. Le poisson-zèbre, la plus proche espèce-modèle pour laquelle un génome est 

disponible, est trop éloignée d’Astyanax. Par exemple, il est impossible d’utiliser une sonde de 

poisson-zèbre pour réaliser une hybridation in situ sur l’Astyanax.   

Dans l’équipe, il a donc été décidé de séquencer le transcriptome développemental des deux 

morphes du laboratoire, les SF issus du Texas, et les CF Pachón. Les stades embryonnaires 

sélectionnés devaient permettre d’obtenir les séquences de la plupart des gènes de développement, 

ainsi que celles des gènes exprimés au moment de l’apoptose du cristallin puis de la rétine chez les 

CF. La méthode de séquençage choisie (Sanger) devait permettre d’obtenir des séquences de transcrits 

(ESTs) longues et de bonne qualité, et de conserver au laboratoire une banque de clones bactériens 

transformés par les plasmides comportant les différents ESTs. De cette façon, une ressource « banque 

cDNA » serait générée et le travail sur les séquences serait facilité.  

Vue la méthode de séquençage choisie et le peu de profondeur de lectures qu’elle offre, il est 

difficile d’exploiter les résultats au point de vue des différences d’expression entre les 2 morphes. En 

revanche, vue la qualité des séquences, il s’est avéré possible de rechercher sans a priori dans 

l’ensemble des données des différences de séquence (comme des substitutions) entre les deux 

morphes.  
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III. Discussion 

Ces données de séquençage chez l’Astyanax ont permis d’obtenir une séquence de très bonne 

qualité pour de nombreux transcrits, correspondant à plus de 6000 gènes chez le poisson-zèbre. En 

comparaison des données préalablement disponibles, ce travail permet donc une grande avancée dans 

la connaissance moléculaire de cette espèce.  

Bien sûr, ces données ne correspondent pas à l’intégralité du transcriptome, puisque l’on attend 

chez Astyanax environ 20000 gènes. Cette absence de 2/3 des gènes dans l’assemblage peut 

s’expliquer de 2 manières : d’abord, comme les échantillons séquencés correspondent à des stades 

jeunes, certains gènes qui commencent à être transcrits seulement tardivement chez les alevins peuvent 

ne pas être exprimés aux stades utilisés ici. Une autre explication est que le séquençage en Sanger ne 

permet pas une très grande profondeur, et que les gènes peu exprimés n’ont pas été détectés. 

Néanmoins, les séquences représentent un bon échantillon des gènes du poisson comme le montre 

l’analyse des GOterms : il n’y a pas de biais pour une catégorie de gènes.  

D’autre part, la bonne qualité des séquences a permis d’étudier les polymorphismes et les 

substitutions. Ainsi, il a été possible d’estimer que le polymorphisme chez les CF est environ 2 fois 

plus faible que chez les SF, ce qui constitue l’un des principaux résultats du papier. En effet, comme 

nous avons pu le constater sur le terrain, les CF Pachón sont supposés vivre en plus petite population 

que les SF, et avoir peut-être même subi un goulot d’étranglement au cours de leur évolution dans les 

grottes, ce qui aurait fait chuter leur polymorphisme. L’étude d’allozymes a suggéré il y a longtemps 

déjà que les Astyanax de surface étaient beaucoup plus polymorphes que ceux de la grotte Pachón : 

11.2% des 17 sites étudiés sont hétérozygotes chez les SF,  tous étant monomorphes chez Pachón 

(Avise and Selander, 1972).  

Concernant les substitutions, seules celles impactant la séquence protéique (non-synonymes) ont 

été étudiées. En effet, il était important de pouvoir déterminer la direction du changement (les 

mutations ont-elles eu lieu dans le lignage SF ou CF ?) en comparant les allèles des 2 morphes avec 

celui du poisson-zèbre. Or, comme le poisson-zèbre est éloigné phylogénétiquement de l’Astyanax, le 

même allèle (nucléotide) peut en fait correspondre à une convergence après plusieurs mutations. En se 

référant aux acides aminés, la probabilité de convergence est plus faible (il y a 20 acides aminés et 

seulement 4 nucléotides). Il faut d’ailleurs noter que, pour pallier à ce problème, nous avons séquencé 

depuis le transcriptome d’une espèce plus proche, pour qu’elle serve de groupe externe (cf article 3, et 

Fumey et al., in prep).  

Parmi les substitutions non synonymes, 87 sont probablement des mutations chez les CF, 65 des 

mutations chez les SF. Ainsi, malgré un niveau de polymorphisme plus faible chez les CF, les 
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protéines accumulent autant voire un peu plus de mutations non synonymes que chez les SF. Ceci 

pourrait s’expliquer par la « théorie presque neutre » de l’évolution moléculaire : dans de petites 

populations (comme chez les CF), la sélection naturelle est moins efficace, et des mutations 

légèrement délétères peuvent s’accumuler (Ohta, 1992). 

Les protéines impliquées dans le transport des protons ont accumulé en proportion plus de 

différences entre SF et CF. Une hypothèse pourrait être que ces protéines (en fait des ATP synthases), 

impliquées dans les couplages énergétiques de la chaîne mitochondriale, aient subi une sélection 

divergente entre SF et CF. Il est difficile d’imaginer quelle serait la pression de sélection. L’autre 

possibilité est que les ATP synthases sont codées en partie par des gènes mitochondriaux, qui 

accumulent plus de mutations que le génome nucléaire.  

Certaines substitutions non synonymes peuvent avoir lieu entre des acides aminés aux propriétés 

physico-chimiques proches, et qui ont donc une probabilité forte d’être neutres. Nous nous sommes 

concentrés sur les substitutions radicales, qui modifient la catégorie d’acide aminé. Les mutations 

radicales chez les CF se sont accumulées davantage dans les gènes impliqués dans le métabolisme des 

carbohydrates. Or le métabolisme des CF Pachón semble modifié par rapport aux SF : ils comportent 

plus de graisse et consomment moins d’oxygène que les SF, et perdent moins de poids en cas de jeûne 

(Wilkens, 1988).  Une étude sur une population d’Astyanax CF indéterminée a également montré des 

différences métaboliques entre SF et CF, non concordantes cependant (Salin et al., 2010).  

D’autre part, les CF Pachón accumulent davantage de mutations radicales que les SF dans les gènes 

exprimés dans l’œil. Ce pourrait être un signe du relâchement de la sélection sur ces gènes, qui n’ont 

plus une fonction vitale chez les CF, et qui accumulent donc progressivement des mutations (comme 

nous l’avions déjà constaté pour les cristallines). Dans le papier présenté, les patrons d’expression 

avaient été étudiés chez le poisson-zèbre en utilisant la base de données Zfin. Depuis, les hybridations 

in situ des 11 « gènes d’yeux » mutés chez le CF ont été réalisées à 36hpf, et ont permis de confirmer 

leur expression dans l’œil chez les 2 morphotypes d’Astyanax (Fig 78 et donnée non montrée, 

Alexandre Alié et Maryline Blin). De plus, au moins 8 de ces gènes sont exprimés dans la couche 

postérieure du toit optique (Fig 78), qui contient les cellules prolifératives de cette structure (Grandel 

et al., 2006). En plus de l’œil, les mutations des CF pourraient donc également affecter le 

développement et la prolifération du toit optique. Or le toit optique est de taille réduite chez les CF 

(Soares et al., 2004). Il a été postulé que cette taille réduite était secondaire à l’absence d’informations 

visuelles issues de l’œil dégénéré. En effet, la transplantation d’un cristallin de SF chez un CF permet 

d’augmenter la taille du toit optique, mais sans atteindre la taille de celui d’un SF (Soares et al., 2004). 

Il est donc possible d’imaginer que le toit optique ait aussi des défauts intrinsèques, peut-être liés à ces 

mutations.  
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Figure 78 Patron d’expression chez l’Astyanax SF de 9 des 11 « gènes d’yeux » ayant une 

mutation radicale chez les CF. Hybridations in situ à 36 hpf, montées en vue dorsale. Les flèches 

jaunes indiquent l’expression dans la couche postérieure du toit optique (Alexandre Alié, Maryline 

Blin, non publié). 

 

Le nombre assez important de polymorphismes partagés (~200 sites pour lesquels les SF et les CF 

sont polymorphes pour les mêmes allèles, à comparer aux 1000 différences fixées entre les 2 morphes) 

suggère que la divergence entre SF et CF ne doit pas être très ancienne. Cette analyse du 

polymorphisme a été répétée indépendamment sur des données de séquençage 454 puis Illumina (avec 

une profondeur et une couverture beaucoup plus importante donc), et a montré le même rapport entre 

sites polymorphes et substitutions (Fumey et al., in prep). D’après des simulations d’évolution, il 

semble même possible que l’essentiel des différences fixées entre SF et CF correspondent en fait à la 

fixation d’allèles différents à partir de sites polymorphes dans la population ancestrale, plutôt qu’à des 

mutations de novo (Fumey et al., in prep). Dans ce cas, la divergence entre SF et CF pourrait dater de 

seulement quelques dizaines de milliers d’années.  
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DISCUSSION GENERALE 

 

Ce travail de thèse a permis, d’une part, de participer à l’établissement d’Astyanax mexicanus en 

tant qu’espèce-modèle à part entière, et d’autre part de contribuer à la compréhension de la 

dégénérescence de l’œil chez le CF Pachón. Nous discuterons de ces deux points, ainsi que des bases 

de l’adaptation au milieu cavernicole dans cette espèce.  

A. Astyanax mexicanus, une espèce-modèle ? 

Astyanax mexicanus a longtemps été considéré comme une espèce non modèle. Le peu d’outils 

disponibles et la relative difficulté de l’élevage rendaient en effet les études sur cette espèce 

fastidieuses. Les reproductions notamment s’effectuent en groupes et non en couples comme chez le 

poisson-zèbre, les pontes sont assez irrégulières et se produisent à une heure variable pendant la nuit. 

Tout cela rend fastidieuses les expériences qui impliquent des injections au stade une cellule.  

Au fil des années cependant, de nombreuses techniques ont été mises en place : outre les 

hybridations in situ qui fonctionnent aussi bien que chez le poisson-zèbre, des expériences de 

surexpression par injection d’ARN messager au stade une cellule ont été réussies (Yamamoto et al., 

2004), ainsi que des suivis de lignage cellulaire par iontophorèse de molécules fluorescentes (Pottin et 

al., 2011) et l’utilisation de morpholinos (Bilandžija et al., 2013)… 

L’établissement d’une table de développement (Hinaux et al., 2011) et le séquençage du 

transcriptome développemental (Hinaux et al., 2013) ont participé à ce développement global de 

l’espèce en tant que modèle. Depuis, un autre projet de séquençage a permis d’augmenter encore la 

quantité de données sur le transcriptome chez l’adulte (Gross et al., 2013), et le génome du poisson 

cavernicole Pachón a été séquencé (McGaugh et al., in prep.). Dans notre équipe, les fécondations in 

vitro ont été mises au point, ainsi que la transgenèse (Elipot et al., submitted). 

Toutes ces améliorations devraient rendre l’espèce attractive pour de nouvelles équipes. En tant que 

Vertébré cavernicole, Astyanax devient le modèle le plus établi (sauf si l’on inclut le rat-taupe dans les 

animaux cavernicoles). Et en tant que modèle de microévolution, Astyanax peut maintenant 

concurrencer l’épinoche.  
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B. Bases développementales de la perte de l’œil chez le poisson 

cavernicole  Astyanax mexicanus  

 

La dégénérescence de l’œil chez Astyanax mexicanus CF est l’un des phénotypes les plus 

marquants chez cet animal. Des études ont montré le rôle majeur du cristallin dans ce processus 

(Alunni et al., 2007; Jeffery and Martasian, 1998; Yamamoto and Jeffery, 2000).  

Les deux articles sur le développement du cristallin présentés dans cette thèse permettent 

d’éliminer plusieurs hypothèses : l’apoptose du cristallin n’est pas le résultat d’un problème de 

spécification précoce, ni de sa petite taille, ni du seul défaut d’expression des cristallines cryaa ou 

crybgx.  

Qu’est-ce qui peut donc expliquer la perte de l’œil chez CF ?  

On peut imaginer qu’un gène majeur pour le développement du cristallin  est muté. Mais lequel ? 

Pax6, Prox1 et Pitx3 semblent éliminés (Behrens et al., 1997; Jeffery et al., 2000, ce travail). Alors 

Maf ? Ces facteurs ont un rôle dans le développement des fibres du cristallin et dans la régulation des 

cristallines. Mais d’après des analyses préliminaires de nos données de transcriptome, leur séquence 

semble intacte chez CF Pachón. Alors Foxe3 ? L’expression de ce gène est sensible à la quantité de 

Pax6 (Blixt et al., 2007), donc il est probablement moins exprimé chez CF. Mais il est impliqué dans 

le développement de l’épithélium (Shi et al., 2006), qui est supposé « sain » chez CF. 

Alternativement, on peut imaginer que le cristallin entre en apoptose suite à une accumulation de 

petits défauts de différenciation tardive. Plusieurs problèmes d’expression de cristallines sont 

désormais connus, mais pour ce que nous avons testé, ces absences d’expression n’ont pas d’effet 

individuel. Elles pourraient avoir un effet combiné. Mais dans ce cas, que détectent les études QTL ? Il 

paraît difficile d’imaginer qu’elles permettent de détecter des allèles qui n’ont d’effet qu’ensemble… 

Alors dans quelle direction chercher ? Il faut peut-être revenir sur les résultats des études QTL, 

rechercher quels sont les gènes candidats à proximité de ces QTLs dans le génome de Pachon, et 

chercher s’ils ont un problème évident au niveau de leur séquence. Mais tant que le génome de SF est 

non disponible, des différences subtiles de séquences (surtout dans les régions non codantes) ne seront 

probablement pas détectables… 

Une autre approche pourrait être de suivre pas à pas le développement du cristallin dans les 2 

populations par imagerie 4D, et de déterminer quels sont les premiers défauts chez le CF. Cela pourrait 

donner une idée des gènes candidats potentiellement impliqués dans ces défauts. 
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Chez tous les autres Vertébrés cavernicoles connus, l’œil commence par se développer 

normalement avant de dégénérer, ce qui suggère que la formation des yeux est une contrainte 

développementale. La morphogenèse du cerveau, en particulier, dépendrait de la formation correcte 

des vésicules optiques. En revanche, le rôle particulier du cristallin ne paraît pas répandu. Le cristallin 

a des défauts assez précoces chez le protée, Phreatichthys andruzzi, le rat-taupe et le poisson-chat 

Rhamdia, mais dans tous ces cas, son rôle direct sur la dégénérescence n’a pas été montré. Chez le 

poisson Sinocyclocheilus anophtalmus, il a même été montré que la dégénérescence de la rétine était 

indépendante du cristallin. Il semble donc qu’au cours de l’évolution, de multiples voies conduisant à 

la dégénérescence de l’œil se sont mises en place dans différents lignages (Rétaux and Casane, 2013; 

voir introduction, partie C II a 1).  

 

  



228 

C. Bases de l’adaptation au milieu cavernicole chez  Astyanax 

mexicanus  

 

Si la perte de l’œil est une évolution intéressante, elle ne semble pas être de manière évidente 

adaptative, même s’il pourrait s’agir de l’effet secondaire d’une adaptation. En effet, les QTL 

influençant la taille de l’œil ont tous la même polarité (tendant à une diminution de la taille de l’œil 

chez les CF), ce qui est un indice de sélection (Protas et al., 2007). D’après les données récentes, la 

perte du quadrant ventral pourrait être un dommage collatéral lié à l’augmentation de la taille de 

l’hypothalamus (Pottin et al., 2011) et la diminution de taille du cristallin pourrait être liée à 

l’expansion de la placode olfactive (ce travail). En tous cas, de manière assez convaincante, la perte de 

l’œil semble, au moins partiellement, due aux mêmes régions du génome qui permettent l’émergence 

du VAB (Yoshizawa et al., 2013b). Dans ce cas, la perte de l’œil aurait été indirectement sélectionnée, 

car encodée par des mutations provoquant également l’apparition d’un phénotype avantageux.  

La sélection indirecte est-elle donc une force d’évolution importante, qui a été sous-estimée 

pendant longtemps avec la théorie neutraliste, particulièrement dans le cas des « régressions » ?  

Ou alors les chercheurs n’ont-ils pas un regard biaisé sur l’évolution en cherchant à tout expliquer 

par la sélection ? Dans le cas de l’Astyanax, à part le tandem VAB / perte de l’œil pour lequel les 

preuves sont convaincantes, le rôle de la sélection indirecte a été proposé pour l’albinisme (Oca2 et les 

niveaux de dopamine (Bilandžija et al., 2013)) et la perte d’agressivité (MAO et les niveaux de 

sérotonine (Elipot et al., 2014)). Cependant, l’avantage sélectif du phénotype associé n’a été prouvé 

que dans le cas du VAB (Yoshizawa et al., 2010). Il est donc possible que toutes ces modifications 

soient neutres.  

Dans le cas de la perte des yeux, il est important de noter que les études d’évolution moléculaire de 

ce travail ont  montré une accumulation de mutations dans les gènes exprimés dans le système visuel, 

y compris dans les gènes de cristallines, ce qui suggère un rôle de la dérive génétique. Les deux 

mécanismes ne sont pas exclusifs cependant : il est tout à fait possible que certaines des mutations 

responsables de la perte des yeux aient été sélectionnées pour leur effet sur un autre phénotype, et que 

d’autres se soient accumulées par dérive génétique sur des gènes n’ayant de fonction que dans l’œil 

dans des conditions de sélection relâchée après changement drastique d’environnement.  

Qu’est-ce qui a pu permettre l’adaptation des Astyanax au milieu souterrain ? L’un des problèmes 

majeurs dans ce milieu est la recherche de nourriture, et les modifications qui conduisent à une plus 

grande motivation à la recherche de nourriture, ou à une meilleure détection de celle-ci pourraient être 
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adaptatives. Ainsi, la perte du sommeil et de l’agressivité pourraient permettre aux CF de passer plus 

de temps à chercher de la nourriture. La perte de la nage en banc pourrait permettre une recherche plus 

efficace de la nourriture, chaque individu « scannant » le fond du bassin en nageant isolément. La 

motivation à la recherche de nourriture pourrait avoir été augmentée par l’expansion du noyau 

hypothalamique paraventriculaire antérieur (Elipot et al., 2013) et par des modifications d’expression 

des neuropeptides (Lucie Devos, Alexandre Alié, Lise Prunier, in prep). L’augmentation du nombre de 

bourgeons du goût (Yamamoto et al., 2009) et de la taille de l’épithélium olfactif (ce travail) pourrait 

permettre une meilleure détection de la nourriture, et la plus grande largeur des mâchoires pourrait 

permettre une meilleure prise alimentaire (Yamamoto et al., 2009). Pour tous ces phénotypes, la 

recherche des mutations causales est donc très importante (Fig 79). Il est à noter que la taille du PVa, 

le nombre de bourgeons du goût et la largeur des mâchoires sont dépendants de l’activité de Shh, dont 

la surexpression chez les SF provoque l’entrée en apoptose du cristallin (Elipot et al., 2013; 

Yamamoto et al., 2009). Mais Shh n’explique probablement que partiellement ces phénotypes, et la 

mutation qui conduit à l’hétérotopie de Shh n’est toujours pas connue.  

 

Figure 79 Mutations affectant le comportement et les modalités sensorielles chez les CF. D’après 

(Bilandžija et al., 2013; Elipot et al., 2013, 2014; Pottin et al., 2011; Yamamoto et al., 2004, 2009). 

Les flèches en pointillés indiquent des relations qui ne sont pas prouvées. 
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Il est à noter que dans les grottes, une partie du phénotype cavernicole doit être indépendant de la 

génétique. Ainsi, la plasticité développementale a surement un rôle très important : l’obscurité paraît 

influencer les capacités olfactives (Bibliowicz et al., in prep), ainsi que la rapidité de la perte de l’œil 

(Romero D az, 2009).  

En combien de temps l’adaptation aux grottes a-t-elle pu se faire ? Pour répondre à cette question, 

il faudrait pouvoir dater l’invasion des grottes. Or, ce que mesurent les études de phylogéographie, 

c’est la date de la divergence entre les populations actuelles de SF et CF, qui peut être beaucoup plus 

ancienne. Les ancêtres des CF actuels ont en effet pu être isolés des ancêtres des SF longtemps avant 

d’envahir une grotte. Pour dater cette invasion, une possibilité serait de dater des modifications dans le 

génome liées à la vie souterraine (Fig 80), en s’inspirant des techniques utilisées pour dater le moment 

où un gène est devenu un pseudogène (Li et al., 1981; Miyata and Yasunaga, 1981).  

 

Figure 80 Principe de la datation de l’invasion des grottes par les Astyanax CF en s’appuyant sur 

l’accumulation de mutations dans des gènes d’yeux.  
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Par exemple, s’il est vrai que la vision n’est plus sous sélection chez les CF depuis qu’ils vivent 

dans les grottes, les mutations dans les gènes d’yeux non pléiotopiques devraient être « neutres » et 

s’accumuler, si bien que le taux de substitution dans ces gènes devrait être beaucoup plus élevé que 

dans les gènes toujours sous sélection. La comparaison du taux de substitutions dans des gènes sous 

sélection et dans des gènes d’yeux devrait permettre d’estimer la date à laquelle la sélection s’est 

relâchée sur les gènes d’yeux, et donc la date d’invasion des grottes. Les résultats obtenus dans cette 

thèse montrent que le nombre de mutations dans les cristallines, des gènes n’ayant a priori de fonction 

que dans l’œil, n’est pas très important, même s’il l’est davantage que chez les SF. En particulier, on 

n’observe ni délétions ni codons-stops, et la séquence de certaines cristallines de CF est même intacte. 

Cela suggère que l’invasion des grottes est un évènement récent.  

Le grand nombre de polymorphismes partagés entre SF et CF est également un indice du fait que 

ces 2 populations doivent avoir un ancêtre commun récent (et donc l’invasion des grottes doit être 

encore plus récente) (cf discussion de l’article 4).  

Comment, alors, un phénotype aussi drastique que celui des CF a-t-il pu apparaître en peu de 

temps ? Une hypothèse vraisemblable est que les mutations provoquant l’émergence d’un phénotype 

cavernicole ne sont pas des mutations qui se sont produites de novo après l’invasion des grottes, mais 

plutôt des mutations qui préexistaient à faible fréquence dans la population ancestrale, ce qu’on 

appelle la variation génétique préexistante (Paaby and Rockman, 2014). Dans cette population 

ancestrale, ces différentes mutations n’auraient pas eu d’expression phénotypique, soit que leurs effets 

dépendent du fond génétique et de relations d’épistasie avec d’autres gènes, soit qu’ils dépendent des 

conditions environnementales. De ce fait, ces mutations n’auraient pas été contre-sélectionnées dans la 

population ancestrale. Dans les rares cas où un individu portait plusieurs mutations qui conduisaient 

ensemble à un effet phénotypique, ce phénotype aurait été contre-sélectionné, ce qui conduirait à 

maintenir ces mutations à faible fréquence dans la population. 

En revanche, une fois les poissons dans les grottes, certaines mutations auraient pu s’exprimer (soit 

que par hasard un individu dans la grotte porte plusieurs mutations qui ensemble ont un effet 

phénotypique, soit que les conditions environnementales dans la grotte démasquent l’effet de certaines 

mutations). Alors, si le phénotype associé à ces mutations s’est révélé avantageux dans les grottes, ou 

en tous cas neutre, les mutations ont pu augmenter en fréquence, et conduire finalement à l’apparition 

du phénotype cavernicole, et ceci de manière assez rapide.  

Concernant l’effet de l’environnement sur le « démasquage » de certaines mutations, un article 

récent propose un rôle de Hsp90, qui aurait « canalisé » la variabilité phénotypique liée à des 

mutations dans la population ancestrale de rivière, et dont la fonction aurait été inhibée lors de 

l’invasion des grottes, à cause de la faible conductivité de l’eau (Rohner et al., 2013). Cependant, cette 
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étude comporte des résultats contradictoires par rapport à deux autres articles plus anciens (Hooven et 

al., 2004; Romero and Green, 2005, voir introduction, partie C III c 4 pour une discussion détaillée). 

En particulier, au moment de l’entrée en apoptose du cristallin, Hsp90 n’est exprimée que dans l’œil 

de CF (Hooven et al., 2004), donc il paraît difficile d’imaginer que cette protéine ait un rôle 

canalisateur dans l’œil de SF. En revanche, la cristalline αA a un rôle de chaperonne, et est exprimée 

dans le cristallin des SF (Behrens, 1998; Strickler et al., 2007b) : elle pourrait donc y jouer un rôle 

canalisateur, qui serait perdu chez les CF.  
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Introduction 

 

The nervous system, and particularly the brain, is probably one of the most fascinating 

subjects for evolutionary biology. During the last century, neuroanatomists have compared 

adult brains, their sizes, their forms, their structures, their neuronal compositions, and their 

hodology. From the Golgi impregnations of Ramon y Cajal to the introduction of modern 

techniques of immunocytochemistry or molecular histology, the science of comparative 

neuroanatomy has accumulated evidence that the brains of vertebrates constitute an infinite 

collection of variations on a common theme. With the advent of the evolutionary 

developmental approach, the so-called “evo-devo”, in the 1980’90’, scientists started to 

search for the embryonic genetic mechanisms at the origin of both the unity and the variations 

described between brains. It was the time to compare between embryonic brains the 

expression patterns of dozens of patterning and regionalization genes, and to define models or 

frameworks in order to interpret these patterns in diverse species. The global picture that came 

out of these studies was that the brains of vertebrates are built along an amazingly identical 

plan during embryogenesis, therefore emphasizing the unity among them. This aspect has 

been reviewed elsewhere and will not be dealt with here in detail. Rather, we will mainly 

discuss the developmental mechanisms which, within a common Bauplan, allow for 

variations in brain anatomy. We have identified several “nodes” at which, within a common 

Bauplan to build a vertebrate type of brain, developmental evolution can shape differences. 

These critical points include the control of early signaling systems, the tight regulation of 

proliferation, and the emergence of new progenitor types in the embryonic neuroepithelia. 

 

I- Emergence of the vertebrate forebrain in early chordates and its diversification. 

 

The vertebrate forebrain is composed of the telencephalon (including the pallium or cortex 

and the subpallium or basal ganglia) and the diencephalon (including the thalamus and 

hypothalamus) (Fig.1). During embryogenesis, the forebrain is generated from the anterior-

most part of the neural plate and neural tube through complex morphogenetic events. 

Meanwhile, waves of tightly controlled proliferation, neurogenesis, specification, migration, 

and axonal outgrowth generate thousands of types of neurones that are cytoarchitectonically 

organized and topographically interconnected (for reviews(Guillemot, 2005; Wilson and 

Rubenstein, 2000). Among vertebrates, the forebrain is also the part of the brain that has 

undergone the most dramatic morphological and anatomical diversification, this being 

particularly true when considering the most rostral and dorsal (alar) part, the telencephalon. 

At first sight, it is not obvious for instance that the mammalian cerebral cortex with its well-

known organization in six layers is homologous to the everted dorsal pallium of teleost 

fishes. 

The telencephalon is a vertebrate novelty. 

Ten to fifteen years of “evo-devo” studies using comparative expression pattern analysis 

for developmental genes have shown that the forebrain, including the telencephalon of various 

vertebrate species, is specified and built according to shared genetic mechanisms (e.g., (Bachy 

et al., 2002; Puelles et al., 2000). For example, the telencephalon of all vertebrates, including 
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jawless vertebrates like lampreys, is built along a highly conserved Pax6-expressing 

pallium/Dlx-expressing subpallium scheme (Fig.1). By contrast, the sister group of 

vertebrates, the urochordates, represented by ascidians (Delsuc et al., 2006), together with the 

earlier-emerged group of cephalochordates, represented by amphioxus, do not possess a 

telencephalon. The anterior tip of their central nervous system is composed of a sensory 

vesicle (ascidians) or a cerebral vesicle (amphioxus)(Fig.1). When comparing the patterning 

of the anterior neural tube among the three groups of chordates, one observes similarities that 

are likely inherited from their common ancestor. For example, Otx expression is a hallmark of 

the anterior neural tube in all chordates (Wada et al., 1998) (grey lines on Fig.1). In the 

ascidian Ciona intestinalis, detailed patterning analysis has led to the proposal that the 

anterior ventral neural tube corresponds to the vertebrate presumptive hypothalamus (Moret et 

al., 2005), i.e., a diencephalic, but not telencephalic, region of the brain. In the amphioxus as 

well, regional identity gene expression suggests a homology between the amphioxus cerebral 

vesicle and the vertebrate diencephalic forebrain (Holland and Short, 2008; Venkatesh et al., 

1999). One of the observations that guided these conclusions is the expression pattern of 

Nkx2.1 (yellow on Fig.1), a gene which is considered as a determinant of hypothalamic 

regional identity.  

The telencephalon therefore appears to be a vertebrate novelty (or synapomorphy). In this 

context, lampreys occupy a crucial phylogenetic position in the chordate tree to study the 

emergence of the telencephalon: they belong to agnathans (=no jaw) or cyclostomes (=round 

mouth), the sister group of jawed vertebrates (Osorio and Retaux, 2008). Any character that is 

shared by lampreys and other vertebrates but not by urochordates or cephalochordates is 

therefore potentially relevant for the description of the common ancestor of all vertebrates. 

Studying them, we may be able to partly reconstitute what has happened about 500 MYA, 

when this common ancestor experienced the emergence and swelling of a part of the nervous 

system at the tip of its dorsal (alar) neural tube: a telencephalon. 
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Figure 1: Emergence of the vertebrate 

brain- patterning. 

A simplified phylogenetic tree of 

chordates shows drawings of embryonic 

expression of Otx, Nkx2.1, Pax6, and Dlx 

genes (see color code) in representative 

species. Brains are drawn with anterior 

side to the left and dorsal side up. The 

drawing of amphioxus is compiled from 

data in (Glardon et al., 1998; Holland et 

al., 1996; Venkatesh et al., 1999). The 

drawing of Ciona is compiled from data 

from the aniseed database and (Mazet et 

al., 2003; Moret et al., 2005). The 

drawing of the lamprey is adapted from 

(Murakami et al., 2001; Osorio et al., 

2005; Tomsa and Langeland, 1999). The 

typical osteichtyan is represented by a 

zebrafish brain and is compiled from the 

ZFIN database. fp, floorplate; hb, 

hindbrain; hyp, hypothalamus; mhb, mid-

hindbrain boundary; no, notochord; p, 

pineal gland; pcp, prechordal plate; tel, 

telencephalon; zli, zona limitans 

intrathalamica. 

 

Figure 2: Emergence of the vertebrate 

brain- signaling centers. 

Same simplified chordate tree as in 

Figure 1, showing expression patterns of 

Shh, Fgf8 and SFRP antagonists (see 

color code). The drawing of amphioxus is 

compiled from data from (Lin et al., 

2009; Onai et al., 2009; Shimeld, 1999; 

Shimeld et al., 2007). The drawing of 

Ciona is compiled from data from the 

aniseed database and (Imai et al., 2002; 

Imai et al., 2009; Takatori et al., 2002). 

The drawing of the lamprey is adapted 

from (Guerin et al., 2009; Osorio et al., 

2005). The typical osteichtyan is 

represented by a zebrafish brain and is 

compiled from the ZFIN database. Same 

legends as in Fig.1. 
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A major role for signaling centers in the emergence of the vertebrate brain. 

During embryogenesis, the brain develops under the influence of several signalling 

centres, sometimes called secondary organizers. These centres secrete diffusible molecules 

with morphogen properties, which control growth and patterning by generating a field of 

organization in the adjacent neuroepithelium (reviewed by (Vieira et al., 2010). The 

morphogen gradients are interpreted into discrete neuroepithelial domains or divisions, which 

correspond to the future functional units of the mature brain. Therefore, any change in the 

time of appearance, in the strength, or in the exact location of such secondary organizers has 

the potential of significantly influencing the size or shape or patterning, in other words the 

neuroanatomy, of the brain region they “organize”. 

A number of the signalling centres mentioned above are located at the embryonic midline. 

Ventrally, the notochord and prechordal plate (of mesodermal origin) and the induced floor 

plate of the neural tube secrete Sonic Hedgehog (Shh) (Echelard et al., 1993). At mid-

embryogenesis, new areas of Shh expression appear in the forebrain, always emanating from 

the ventral midline: the zona limitans intrathalamica (zli) and the ventral telencephalon 

(Kiecker and Lumsden, 2004; Scholpp et al., 2006; Vieira and Martinez, 2006). Dorsally, the 

roof plate of the neural tube secretes molecules of the Wnt (Wingless-Int) (Lee and Jessell, 

1999; Muroyama et al., 2002) and Bmp (Bone Morphogenetic Protein) families (Liem et al., 

1997). Wnt ligands are also secreted from the mid-diencephalon. Finally, at the rostral tip of 

the neural tube, the anterior neural ridge (ANR) and later the rostral telencephalon produce 

Fgf8 (Fibroblast Growth Factor 8, also expressed at the mid-hindbrain organizer, or mhb) 

(Rubenstein et al., 1998; Shimamura and Rubenstein, 1997). 

Classical evo-devo comparing in space and time the expression patterns of these 

morphogens among chordates reveals a striking tendency: a progressive anteriorization of the 

location of these growth-inducing and morphogen molecules along the neural tube (Fig.2). 

This holds true for all signaling system analyzed so far:  

-Ventral Hedgehog expression (red in Fig.2) is restricted posteriorly in non-vertebrate 

chordates; in vertebrates Shh expression invades the diencephalon and forms a “novelty”, the 

zli, responsible for the emergence of a neuromeric, segmented, diencephalon (dotted lines in 

Fig.1); in gnathostomes Shh further invades the ventral telencephalon, where it probably 

drives the emergence of a new subpallial division: the mge (medial ganglionic eminence) or 

pallidum (expressing Nkx2.1, yellow on Fig.1). 

-Fgf8 expression (blue in Fig.2) is always confined to very restricted areas in the nervous 

system and like for Shh, new Fgf8 expression domains invade the anterior CNS. In Ciona, 

Fgf8 expression in the neck region (which also expresses Pax2/5/8 and engrailed) was 

suggested to prefigure the mhb organizer, a novelty shared by all vertebrates. In the latter, 

novel additional Fgf8 expression domains in the prosencephalon are probably related to the 

growth of hypothalamic and telencephalic brain regions. Interestingly, the late heterochronic 

appearance of the rostral-most Fgf8 domain in lampreys may be related to the small size of 

their embryonic/early larval telencephalon. 

-In vertebrates, strong Wnt signaling imposes diencephalic identity. Antagonizing such 

Wnt activity at the rostral pole of the neural tube, through expression of SFRP antagonists 

(Secreted Frizzled Related Proteins, green in Fig.2), may have allowed the developmental 

evolution of the telencephalon. 
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Altogether it appears that the evolution, in space and time, of the expression of signaling 

molecules may have been a motor for the emergence of the vertebrate forebrain. Of note, Pani 

and colleagues have recently described three “signaling centers” in the hemichordate 

Saccoglossus kowalevskii, a non-chordate deuterostome. Fgf, sfrp, hedgehog and wnt are 

expressed in vertebrate-like arrangements in the hemichordate ectoderm, and homologous 

genetic mechanisms regulate ectodermal patterning in both animals. The authors proposed 

that these genetic programs were components of an unexpectedly complex, ancient genetic 

regulatory scaffold for deuterostome body patterning that degenerated in amphioxus and 

ascidians, but was retained to pattern divergent structures in hemichordates and vertebrates 

(Pani et al., 2012). Whereas the function of these molecules is reasonably well understood 

during development per se, there is still a gap to fill to prove functionally their significance 

during evolution. In the next section, we will discuss the consequences of subtle changes in 

the expression of these molecules for the fine-tuning of the relative size of brain regions in a 

micro-evolutionary perspective and adaptive context, and on models where a functional link is 

more easily established. 

 

Evo-devo of signalling centres as drivers of forebrain micro-evolution 

The classical view of brain diversification and variation in the relative sizes of brain 

regions implicates “late” events of proliferation and neurogenesis, rather than “early” 

patterning signals. However some examples now tend to illustrate that the latter case also 

occurred during evolution. As already discussed above, many developmental studies show the 

involvement of signaling molecules in the patterning of the brain, but examples in which 

variations of these molecules actually lead to evolutionary diversification of vertebrate brains 

are rare. 

  

Studies on cichlid fishes from the Lake Malawi have given one such example. There, 

several hundreds of cichlid species are the result of an adaptive radiation, and they all 

specialized on different environments and feeding habits (Salzburger and Meyer, 2004), their 

brains adapting correspondingly. Rock-dwellers, living in complex environments, possess a 

larger telencephalon and a smaller thalamus than sand-dwellers whose environment is more 

homogenous. A study recently showed that the relative sizes of thalamus and telencephalon 

are influenced by a Wnt1 posteriorizing signal expressed from the midbrain-hindbrain 

boundary/mhb and a Six3-mediated antagonist signal expressed from the ANR (Fig.3A). 

These two opposite signals determine the position of the Shh-expressing zli, which in turn 

defines the limit between anterior and posterior forebrain (Sylvester et al., 2010). 
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Another vertebrate micro-evo-devo model provided attractive results about the role of 

signaling in evolution: Astyanax mexicanus, a teleost fish species in which cave populations 

have evolved specific phenotypes including the loss of eyes and pigmentation. The 

developmental comparison of these cavefish with surface fish living in nearby rivers allowed 

demonstrating that the degeneration of the cavefish eye is due to an expansion of Shh 

signaling at the midline of cavefish embryos (Yamamoto et al., 2004) (Fig.3B). Moreover in 

Figure 3: Micro-evolution of signaling centers and patterning of the brain. 

 A, Evolution of Six3 (green) and Wnt1 (dark blue) expressions in cichlids leads to modification of 

Shh expression (orange) and forebrain patterning differences: rock-dwellers possess a larger 

telencephalon (blue) and a smaller thalamus (red) than sand-dwellers.  

B, Expansion of Shh expression (orange) and earlier Fgf8 expression (red) in Astyanax mexicanus 

cavefish result in a larger hypothalamus (blue), larger olfactory lobes, larger stream of olfactory 

interneurons (purple) and degenerated eyes (yellow). 
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cavefish embryos, Fgf8 at the rostral pole of the neural tube is expressed earlier than in their 

surface fish counterparts (Pottin et al., 2011). These signaling modifications lead to various 

forebrain patterning modifications: the cavefish hypothalamus is enlarged (as seen from 

Nkx2.1 expression), as well as the olfactory bulbs (Menuet et al., 2007; Pottin et al., 2011; 

Retaux et al., 2008). The migratory stream of interneurons from the subpallium to the 

olfactory bulbs is also enlarged in cavefish, and all these changes, some of them probably 

adaptive, depend on Shh expansion (Menuet et al., 2007; Pottin et al., 2011). 

  

Unfortunately these two models are the only ones so far in which the role of early signaling 

and patterning in brain evolution has been studied. Yet other examples of brain 

microevolution exist. For example, the nine-spine sticklebacks (Pungitius pungitius) are fish 

occupying very diverse habitats, both marine and freshwater. The telencephalon and olfactory 

bulbs of marine populations are significantly larger than that of pond populations (Gonda et 

al., 2009). However the underlying mechanisms have not been investigated. 

Developmental studies have shown the importance of signaling modifications in the 

patterning of the brain. Thus in mammals, Fgf8 seems to specify the antero-posterior 

positional identity in the cortex primordium. Overexpression of Fgf8 in the anterior cortical 

primordium through microelectroporation in mouse embryos leads to an enlarged frontal 

domain of the cortex at the expense of other domains, notably the primary somatosensory 

cortex which is reduced and shifted posteriorly. Conversely, electroporation of sFGFR3, a 

soluble receptor sequestering Fgfs, leads to an anterior shift of cortical domains (Fukuchi-

Shimogori and Grove, 2001). The evolution of this type of signaling may well underlie the 

diversification and species-specificity of cortical arealisation. In the squirrel group for 

example, terrestrial species have relatively larger somatosensory areas than arboreal species, 

which in turn have more developed visual areas (Krubitzer et al., 2011). Evo-devo studies on 

this type of models, or on other well-studied rodents (such as diurnal and nocturnal rats), 

would probably uncover new roles for signaling systems in the evolution of sensory cortex 

organization. 

 

II- Developmental control of the evolution of brain size and relative brain region size 

 

Evo-devo of proliferation in vertebrates 

 

Although not, or not yet, a research field in itself, the study of cell proliferation in an evo-

devo context has recently taken shape due to a renewed interest in the evo-devo of size (Hafen 

and Stocker, 2003). In vertebrates, it is obvious that differences in body and organ size –the 

brain for example- amongst species are almost exclusively due to differences in cell number, 

and therefore in cell proliferation during the developmental period, even if minor differences 

in cell size do exist (Savage et al., 2007).  

When studying comparatively cell proliferation in vertebrate brains, it must be 

remembered that one deals with an especially difficult problem: indeed, the neuron and glia 

numbers in vertebrate brains are typically very large compared to the situation in other 
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metazoans, and therefore difficult to accurately estimate. Moreover, the developmental period 

during which the brain cells are generated is also typically protracted, and the proliferation 

process tightly regulated: thus, variations at one time point can often be compensated for later 

in development. This makes the evaluation of the effects of subtle changes in developmental 

proliferation rates –the presumed tools of evolution- on adult neuron numbers –the actual 

target of selection- a daunting task.  

The comparative, or evo-devo, study of proliferation can be dealt with at several levels.  

 

1 - The most obvious one is that of the cell cycle machinery, i.e., the complexes of cyclin 

dependent kinases (cdks), cyclins and associated proteins. Although this is considered to be 

ultra-conserved in metazoan, and indeed in all eukaryotes, recent data from genome 

sequencing suggest that there is room for innovation even at this level in the vertebrate group. 

First, the number of cdks, cyclins and, importantly, of cyclin-dependent kinase inhibitors 

(cdkis) of the Cip/Kip family (p21
Cip1

, p27
Kip1

and p57
Kip2

, now denominated Cdkn1a, Cdkn1b 

and Cdkn1c, respectively) and of Rb proteins has increased in vertebrates compared to their 

closest relatives, presumably following the whole genome duplications (WGD) that happened 

in this clade. Analysis of the sea urchin genome and comparisons with protostomes suggest 

that the ancestral situation consists in one Cip/Kip and two Rb-like proteins (Fernandez-

Guerra et al., 2006). Mammals typically possess three Cip/Kip and three Rb-like proteins 

(Vidal and Koff, 2000). Second, and more strikingly, the Ink4 family of cdkis (p14
Ink4

, 

p16
Ink4

, p18
Ink4

, and p19
Ink4

, now denominated Cdkn2a, Cdkn2b, Cdkn2c and Cdkn2d, 

respectively) is probably vertebrate-specific, or at least chordate-specific, since no Ink4 

orthologues have ever been found in the sea urchin genome (Fernandez-Guerra et al., 2006) 

nor in any protostome genome to date.  

The expansion of the families of cell cycle core regulators, especially the cdks and cyclins, 

has resulted in a high degree of redundancy, as well as some degree of tissue specificity, in 

the control of the cycle in vertebrates. This is evidenced by the phenotypes of various knock-

out mice (Malumbres et al., 2004; Santamaria et al., 2007); reviewed in (Malumbres and 

Barbacid, 2009; Pagano and Jackson, 2004; Sherr and Roberts, 2004). Indeed, the genes 

coding core cell cycle molecules have all been targeted in the mouse, singly or in 

combinations, but to our best knowledge no obvious or specific brain phenotype has ever been 

reported. The only possible exception is mice where cyclins D1 and D2 are lacking (“D3-

only” mice) where the defects appear more or less cerebellum-specific (Ciemerych et al., 

2002). We are not aware of any study aimed at comparing in details the expression and/or 

function of these molecules in an “evo-devo” context.  

Moreover, if one adopts the evolutionary logical, but not universally accepted, point of 

view that proliferation is the default state in pluricellular as well as in unicellular organisms 

(Soto and Sonnenschein, 2004, 2005), then it follows that the ultimate regulation of 

proliferation has to be a negative one. In the words of B. Edgar: “the basal state of the single-

celled eukaryotes that gave rise to metazoa was almost certainly one of proliferation, limited 

only by nutrients” (Edgar, 2006). The cdkis and Rb-family genes have been targeted singly 

and in various combinations in the mouse (reviewed in (Vidal and Koff, 2000). In these 

studies, no brain-specific defect has been detected, although the hypophysis seems to be 

especially sensitive to the loss of negative regulators of the cycle. Again, we are not aware of 

any study specifically devoted to the analysis of the expression and/or function of the negative 

regulators of proliferation with an “evo-devo” approach in mind.  
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The increase in the number of cell cycle inhibitors in vertebrates, and especially the 

“invention” of the Ink4 family of cdkis, is nevertheless quite remarkable, and raises 

interesting questions. It is indeed tempting, albeit extremely difficult to test, to imagine that 

these duplicates and innovations in negative regulation have allowed for a finer control of the 

proliferation of neuronal progenitors, and have somehow permitted the very long period of 

neurogenesis and very large brains found in vertebrates. 

 

2- Another level at which an evo-devo science of cell proliferation can be established is 

that of heterochrony. Broadly speaking, heterochrony can be defined as “an evolutionary 

change in the timing or rate of developmental events” (Futuyma, 2009), and has long been 

hypothesized to be an essential force driving morphological changes in evolution (Gould, 

1977). The precise definition, meaning and limits of the term “heterochrony” are still debated 

amongst evolutionists (see for example (McNamara and McKinney, 2005). However, there is 

at present no doubt that the time during which the neuroepithelium remains active is a) quite 

plastic amongst vertebrate species, and b) important in generating brains, and brain structures, 

of different sizes.  

The seminal work on this problem is that of Finlay and Darlington (Finlay and Darlington, 

1995). These authors observed that, in mammals, the sizes of the various brain components 

are highly predictable from total brain size; in other words, the mammalian brain evolution 

tends to be non-mosaic. Moreover, the order of genesis of the brain subdivisions is also highly 

conserved in mammals, with the forebrain generated last. It follows that this part of the 

nervous system is particularly sensitive to changes in the duration of the neurogenic period, 

the lengthening of which giving rise, for example, to disproportionally large telencephalic 

structures. This is often referred to as the “late equals large” hypothesis of mammalian brain 

evolution (Fig.4). Although it has never been fundamentally challenged, whether it can 

account for the whole range of evolutionary size changes observed in vertebrate brains is not 

clear. First, as Finlay and Darlington point out, their study is limited to mammals. Second, 

they refer to these linked changes as “easy” brain evolution, and they acknowledge the 

possibility of a “difficult” evolution, that is, mosaic changes which alter the size of some 

neural structure(s) only. Finally, there might exist other mechanisms in evolution of brain size 

than the lengthening/shortening of the neurogenetic period.  

These questions have been specifically tackled by Striedter and collaborators, using bird 

models. On one hand, these studies have provided support for the “late equals large” 

hypothesis (Fig.4): for example, it appears that the considerable telencephalic enlargement 

that took place in the Psittaciforme lineage (parrots, parakeets, etc…) is indeed a case of 

heterochrony, i.e., is due to a lengthening of the neurogenic period for this part of the brain 

(Charvet and Striedter, 2008). On the other hand, other developmental mechanisms 

underlying size changes have been evidenced by this group. The reduced size of the optic 

tectum in the parakeet, in comparison to the plesiomorphic situation encountered in the quail, 

could be due to a very early patterning mechanism: the amount of neural tube tissue devoted 

to a tectal fate seems smaller in parakeet than in quail (Striedter and Charvet, 2008). In 

another study, the two-fold difference in brain size between chicken and bobwhite quail was 

shown to be caused not by a lengthening of the neurogenic period in the chicken, but by an 

increase in the cell cycle rate of the neural progenitors in this species (Charvet and Striedter, 

2010). This phenomenon can be seen as another kind of heterochronic change in neural 

proliferation. Although these studies have to be confirmed by the use of molecular markers, 
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they open interesting questions about the possible variety of mechanisms involved in brain 

size evolution.  

 

 

 

 

 

In conclusion, heterochronic changes in rate and/or duration of progenitor proliferation 

seem to be major, but perhaps not exclusive, mechanisms of brain size evolution in amniote 

vertebrates. It should indeed be stressed that all the studies mentioned here have been 

performed in birds and mammals. To our knowledge, the teleosts, which encompass about 

half the vertebrate biodiversity, have not been subjected to this kind of investigations. It 

would be especially interesting to include these animals in future “evo-devo” analysis of brain 

size. The teleostean nervous systems indeed exhibit a huge diversity of sizes, and include 

some of the most extraordinary specializations encountered in vertebrates, for example the 

gigantocerebellum of mormyrids (Butler and Hodos, 1996). Moreover, they grow differently 

from amniotes. Typically, the teleostean brains never stop growing along the life of the 

animals, and it would be important to examine whether some mechanisms evidenced in 

amniotes also take place in such a context of continuous neurogenesis.  

At present, the evo-devo science of proliferation and brain size control is still in its 

infancy. The sampling of the vertebrate species studied is far from exhaustive, and the data 

available consist for the most part in volumetric analysis, and in measurements of cell cycle 

rates and lengths of neurogenic periods. The lack of knowledge on the molecular mechanisms 

underlying the observed changes is particularly conspicuous. Which mechanisms drive the 

Figure 4: “Late equals large” 

Schematized representation of the evolution of a bipartite brain, posterior part in pink, anterior part 

in blue. The numbers in circles represent the numbers of neuronal progenitors. Doubling the 

neurogenic period (in evolution) results in a disproportionate enlargement of the anterior part. 
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cell cycle arrest at precise time and space points in the neuroepithelia that generate the 

vertebrate brain structures? How is the rate of the cell cycle controlled in various neural 

progenitors, and in different vertebrates?    

 

Evo-devo of progenitor types 

As discussed above, the proliferative capacities of neural progenitors and stem cells are 

key parameters to the control of the size of the brain region they generate. One beautiful 

example can be taken from the recent insights gained from studies on mammalian cerebral 

cortical progenitors.  

All mammals possess a pallium or cortex composed of 6 layers, a feature that supposedly 

enabled higher cognitive function. Among mammals, there are huge variations in the relative 

size of the cortex (Finlay and Darlington, 1995): humans have a 600 fold increase in cortical 

weight with respect to rats (to be compared to a 50-fold increase in spinal cord weight). In 

turn, blue whales or elephants have a five-fold larger cortical sheet than humans. As the 

thickness of the cortex only varies by a factor ~2, much of this difference is accounted for by 

a tremendous expansion in the tangential dimension. Such an increase in the surface area of 

the cortical sheet is often accompanied by the appearance of convolutions, made of gyri 

(=circles) and sulci (=furrows). Importantly, there are species exhibiting a gyrencephalic 

cortex (as opposed to a lissencephalic, smooth cortex) in all major families of mammals (see 

the Comparative Mammalian Brain Collection of the University of Wisconsin)(Fig.5A). 
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In the mouse (lissencephalic brain), the cortex is generated from two main types of 

progenitors: first, the radial glial cells of the ventricular zone (RGs, also called APs for apical 

progenitors), which express Pax6, have processes contacting both the pial and the ventricular 

surface, undergo asymmetric divisions associated with self-renewal; and second, the 

intermediate progenitors of the subventricular zone (IPs, also called BPs for basal 

Figure 5: Developmental evolution of the cortex in mammals. 

A, Drawings at the same scale of the external anatomy and size of a human, a ferret and a mouse 

brain taken from pictures in the Comparative Mammalian Brain Collection of the University of 

Wisconsin. Gyri and sulci are present on the human and ferret cortices, but not in the mouse. 

B and C, Progenitor types in the cortical germinal zone of a mouse (B) and a primate (C). 

The pial and ventricular surfaces are indicated.  

Layers are indicated on the left: VZ, ventricular zone; SVZ, sub-ventricular zone; IZ, intermediate 

zone; CP, cortical plate; ISVZ/OSVZ, inner and outer  sub-ventricular zone; INF, inner fiber layer. 

Progenitor types are indicated on the right: RG, radial glia (yellow); IP, intermediate progenitor 

(green); N, postmitotic neuron (pink).   
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progenitors), which express Tbr2, usually undergo one symmetric division generating two 

neurons, therefore serving as transit amplifying progenitors (reviewed in (Merot et al., 2009) 

(Fig.5B). 

The initial observation by Smart and colleagues of a unique proliferative compartment in 

the monkey embryonic cortex, represented by a very large outer subventricular zone (osvz) 

not previously described in rodents, turned attention on a potential mechanism for primate 

cortical expansion (Smart et al., 2002). In fact, osvz progenitors are heterogeneous, and 

include both RG (Pax6
+
, self-renewing, stem cell-like) and IP (Tbr2

+
, transit amplifying) cell 

types (Fig.5C) (Fietz et al., 2010; Hansen et al., 2010). Schematically, the primate germinal 

zone appears “duplicated”, with coexistence of two types of stem cells, the ventricular and the 

osvz RGs, each in their respective locations and with slightly distinct proliferative and 

structural properties. Theoretically, Lui and colleagues (Lui et al., 2011) have calculated that, 

taking into account the lineage relationships between the different types of progenitors and 

their modes of division, an osvz-containing cortex should present a four-fold increase in 

neuron production after 8 cell cycles when compared to an osvz-negative embryonic cortex 

(Figure 3 in the review of (Lui et al., 2011). Combined to the respective durations of 

corticogenesis in mouse and monkey (5 days and 11 cell cycles, versus 2 months and 27 cell 

cycles, respectively), the emergence of a new progenitor type and a new germinal zone in the 

monkey cortex explains cortical size differences.  

One of the structural properties of osvz RGs that differs from ventricular RGs is the 

absence of a process contacting the ventricular surface: osvz RGs only possess a pial surface 

contacting process (Fig.5C). This feature has profound consequences (experimentally-

demonstrated) on the shape of the cortical sheet that is generated: the fanning out of the 

expanded radial glial scaffold promotes tangential dispersion of neurons migrating towards 

the cortical plate, and thereby promotes gyration of the cortex (Reillo et al., 2010). Moreover 

and strikingly in an evo-devo perspective, the existence of osvz-like progenitors is in fact not 

unique to primates in which they were first described, but rather found in all gyrencephalic 

mammals examined (Reillo et al., 2010). Even in the lissencephalic mouse and lissencephalic 

primates, a sparse population of self-renewing progenitors that resemble primate osvz RGs 

were recently found outside the ventricular zone (Kelava et al., 2011; Shitamukai et al., 2011; 

Wang et al., 2011). Thus, osvz RG-like progenitor types probably existed in the common 

ancestor of mammals, and it should be possible to decipher progenitor properties leading to 

lissencephaly versus gyrencephaly, and those that are unique to primate corticogenesis. 

Ongoing studies on ferrets (non-primate, gyrencephalic) have begun to uncover subtle 

differences when compared to primates (Reillo and Borrell, 2011). Among these differences, 

some are quantitative (RG abundance) and some are qualitative (genetic programs controlling 

cell cycle kinetics and dynamics of self-renewal), some are time-dependent. Understanding 

the developmental origin of the heterogeneity and diversity in cortical progenitor types, and 

analyzing a greater number of mammalian species in this regard, will be key to unravel the 

mechanisms for the extraordinary expansion of the size of the pallium in mammals. 

 

III- Evolution of cis-regulation of brain developmental genes 

The data and ideas reviewed in the two first chapters converge on a logical conclusion: 

much of brain developmental evolution is about the fine tuning of gene expression, and 

therefore cis-regulation. This topic has begun to attract attention of scientists in search of 

fundamental evolutionary mechanisms, but few studies until now have dealt specifically with 
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evo-devo of the brain. However cis-regulation has to become an important future direction of 

research for the field. As is the case for patterning events or proliferation control events 

discussed previously, some aspects of cis-regulation are highly conserved, but examples of 

mechanisms driving changes in brain gene expression between species are now available. 

 

Evolutionary conservation in cis-regulation. 

 

-“Selector” genes. Among the most surprising results in evolutionary developmental 

biology is the fact that the diversity of body plans in organisms is not reflected at all in the 

diversity of the coding sequences of genes, including those of the so-called selector genes, 

which are key components of the developmental genetic toolkit. Consequently, it was 

proposed by Sean Carroll and others (Carroll, 2000) that novelty mainly arises through 

changes in gene regulation. Diverse organisms indeed have highly conserved developmental 

genes, but in contrast highly divergent regulatory mechanisms for these genes. Changes in the 

cis-regulatory systems of genes would be more numerous and significant than changes in gene 

numbers or protein functions. Following Carroll, the combinatorial nature of transcriptional 

regulation would indeed allow for morphological diversification, because variations in the 

timing and pattern of gene expression allow more  subtle and restricted variations than 

changes in pleiotropic gene products themselves. 

Regulatory sequences display strong evolvability, and most transcription factors bind very 

short (typically 6pb), degenerated and potentially redundant sequences of DNA. For these 

reasons, it long remained impossible to demonstrate that cis-regulatory elements directing the 

expression of target genes of the so-called “selector” genes exhibit common signatures 

associated with conserved transcription factors determining the main embryonic fields. 

Hence, the extraordinary conservation of expression patterns of core selector transcription 

factors in bilaterians could not be linked to any trace of conservation in the regulatory 

sequences of the numerous targets of these “master” genes. 

This question has been addressed in the central nervous system of chordates by focusing on 

genes that are active early in the embryo to determine the anterior neuroectoderm. By 

searching all ascidian conserved non-coding elements for duplicated motifs around genes 

showing anterior neuroectodermal expression, Haeussler et al. identified an over-represented 

pentamer motif corresponding to the binding site of the homeodomain protein Otx, which 

plays a pivotal role in the anterior development of all bilaterian species (see Fig.1, grey line) 

(Haeussler et al., 2010). Moreover, cis-regulatory elements containing duplicated Otx-binding 

motifs were shown to be active in the anterior neuroectoderm, thus demonstrating that such 

cis-regulatory “signatures” are predictive of neuroectodermal enhancers (Haeussler et al., 

2010). Thus, field-specific selector genes (here, Otx) impose constraints in the form of 

combinations of short tags on their target enhancers. These tags are probably conserved at 

long evolutionary range: a recent study, dealing with the analysis of conserved regulatory 

sequences bordering genes with expression patterns restricted to the zebrafish forebrain 

(anterior to the mhb) unraveled the same overrepresentation of duplicated Otx-binding sites in 

their regulatory elements (Yan Jaszczyszyn and Maximilian Haeussler, personal 

communication, in preparation). 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Body_plan
http://en.wikipedia.org/wiki/Cis-acting
http://en.wikipedia.org/wiki/Gene_regulation
http://en.wikipedia.org/wiki/Transcription_%28genetics%29
http://en.wikipedia.org/wiki/Regulation
http://en.wikipedia.org/wiki/Gene_expression
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-“Terminal selector” genes. Are similar logics active at later stages of nervous system 

development? Subdomains of the brain are progressively defined through the combinatorial 

actions of transcription factors (see above), and in these domains, populations of neurons 

expressing specific sets of transcription factors differentiate. Thus, the generation of neuron 

types in the nervous system is a multistep process resulting in the expression of neuron type–

specific genes which govern terminal differentiation and determine the functional properties 

of a neuron. Whether signatures marking specific differentiation features and corresponding 

to binding sites of terminal selector genes are also present in regulatory sequences 

coordinating the expression of differentiation genes long remained enigmatic.  

Flames and Hobert studied five genes that code for the dopaminergic machinery in the 

worm C. elegans  (Flames and Hobert, 2009). They showed that all 5 genes are co-regulated 

through a common cis-regulatory logics corresponding to the binding of a phylogenetically 

conserved ETS-domain transcription factor called AST-1. Strikingly, the coordinated 

expression of all five genes is required in the eight dopaminergic neurons of C. elegans, 

despite their distinct developmental origin. AST-1 was shown to be necessary for the 

maintenance of the dopaminergic phenotype. In addition, ectopic expression of AST-1 induced 

ectopic dopaminergic fate (Flames and Hobert, 2009). In mammals, an AST-1-like gene 

controls some aspects of the dopaminergic fate in olfactory bulb interneurons (but not in all 

other dopaminergic neurons). This occurs through binding to the same motif as in C. elegans. 

In the same line, Hobert and colleagues have found that all markers of the C. elegans 

cholinergic gene battery and terminal motor neuron fate are co-regulated by a shared cis-

regulatory signature and a common trans-acting factor, the phylogenetically conserved COE-

type transcription factor UNC-3 (Kratsios et al., 2011). The chordate ortholog of UNC-3, 

Ciona COE, is also both required and sufficient for inducing a cholinergic fate. Thus, UNC-3 

is a terminal selector for cholinergic motor neuron differentiation whose function is conserved 

across phylogeny (Kratsios et al., 2011), and at least part of the dopaminergic regulatory logic 

is evolutionary conserved and can be detected in non-coding sequences (Flames and Hobert, 

2009). 

These studies suggest that differentiation features of a neuron are co-regulated via terminal 

selector transcription factors that initiate and maintain terminal differentiation programs. 

Davidson called “kernels” such strongly conserved routines in the genetic networks (Hinman 

and Davidson, 2007). When these kernels emerged hundreds of MYs ago, they could no 

longer be modified by evolutionary processes, because any change was deleterious and was 

eliminated. Evidences for this model are not overwhelming so far, but with the ever 

increasing amount of genomic sequences accumulated in diverse phyla, we are certainly at the 

early days of the search for conserved logics at long evolutionary range, and more general 

assessments on the robustness of gene kernels should in the future emerge from these studies. 

 

-Signaling factors. Signaling molecules also show some degree of conserved cis-regulatory 

logics, albeit differently organized from the above examples. Both Fgf8 and Shh expressions 

are controlled by numerous, evolutionary conserved enhancers (typically a few hundred base 

pairs long) that are distributed over very large genomic intervals (Goode et al., 2005; Jeong et 

al., 2006; Komisarczuk et al., 2009). For example, some Fgf8 enhancer elements are located 

in the introns and 5’ upstream region of neighboring genes (Komisarczuk et al., 2009) and in 

mammals, a distal enhancer which drives Shh expression in the basal telencephalon is located 

~600kb upstream of the first exon (Jeong et al., 2006). For both Fgf8 and Shh loci, the 

modular nature of cis-regulatory elements and the pleiotropy of their gene products probably 



302 

allows for selective spatio-temporal changes of expression patterns responsible for 

morphological changes, although this is not yet functionally demonstrated (see also (Carroll, 

2000).  

Typically, Shh enhancers have puzzled researchers. Indeed, some Shh enhancers are 

conserved in sequence but not in function: this is the case of the intronic element ar-C, which 

is active only in the posterior floor plate of mammals, but drives Shh expression in the 

notochord, tegmentum, zli, and hypothalamus of zebrafish (Ertzer et al., 2007; Jeong et al., 

2006). Conversely, some Shh enhancers are conserved in function but are divergent sequence-

wise: this is the case of the lamprey ar-C element which is composed of sub-elements 

dispersed all along the intron2 sequence, but which nevertheless drives expression in the floor 

plate and notochord when injected in zebrafish (Kano et al., 2010). Although difficult to 

demonstrate experimentally, there is probably room for variations and innovations with such a 

modular structure of enhancers, which can also interact negatively or positively with each 

other. In order to experimentally test this possibility, it would be necessary to knock-in a 

specific enhancer sequence of one species into another, assess the detailed spatio-temporal 

changes in morphogen expression induced by the combinatorial change in regulatory 

elements, and ultimately analyze their consequences on the functional anatomy of the brain.  

 

Evolutionary modifications in cis-regulation. 

Some recent studies have reported a wealth of potential mechanisms by which changes in 

neurodevelopmental genes regulation can shape brain evolution. Four of them are discussed 

below, highlighting various means of modifying cis-regulation. 

 

-Human accelerated regions. The availability of several mammalian/primate genomes has 

prompted investigators to search for “human accelerated regions” (=hAR) in the non-coding 

part of the genome (=98.5% of the genome). Strikingly, these hARs, showing a high 

nucleotide substitution rate in humans, are significantly enriched in regions adjacent to 

neurodevelopmental genes (Pollard et al., 2006). One of them, hAR1, 118bp long and shared 

by all amniotes, was described to present 18 substitutions in the human lineage since the 

human-chimpanzee split, to be compared to only 2 nucleotides changes between chimpanzee 

and chicken. The hAR1 sequence is not protein-coding, but is nevertheless transcribed, and 

the hAR1 transcript can fold into a stable RNA structure of unknown function. The 

hAR1expression pattern seems particularly relevant to human cortex evolution: among other 

sites, hAR1 is expressed in reelin-expressing Cajal-Retzius cells (Pollard et al., 2006), a 

particular population of cells located in the cortical marginal zone and which plays a major 

role in the control of neuronal migration and hence lamination of the cerebral cortex (Bar and 

Goffinet, 2000; Ogawa et al., 1995). 

 

-Transposons acquiring functions. Transposable elements are a known potential source of 

novelty. Sasaki et al. have studied a family of SINEs (Short Interspersed Elements) that was 

specifically exapted in the mammalian ancestor and now constitutes a part of the conserved 

non-coding elements (CNEs) in mammalian genomes (Sasaki et al., 2008). Interestingly, one 

of these SINEs (600bp long) serves as an enhancer for Fgf8 expression in the thalamus, where 
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Fgf8 controls the patterning of thalamic nuclei (relay centers for sensory information from the 

periphery to the cortex), suggesting a role for Fgf8 in mammalian-specific forebrain 

patterning. Furthermore, another of these SINEs (also 600bp long) regulates SATB2 

expression in a lateral telencephalic domain which is considered as 1) a signaling center for 

telencephalic dorso-ventral patterning and 2) a source of Cajal-Retzius cells for the 

developing cortex (Bielle et al., 2005). Such novelties due to SINEs acquiring enhancer 

functions relate to items we have discussed above on the potential role of signaling centers in 

brain evolution, or on the role of Cajal-Retzius cells as excellent candidates for driving pallial 

evolution. 

 

-Recycling coding regions after genome duplication. S.Ohno, in his theory of “Evolution 

by gene duplication”, suggested that duplicated genes may be an important source of 

novelties, through acquisition of novel function(s) by one of the paralogs generated (Ohno, 

1970). He did not imagine, though, that one of the duplicates may as well lose its coding 

function and become a novel regulatory element controlling the expression of an adjacent 

gene in the syntenic region generated after duplication. Such “Recycled Regions” (RRs) have 

been searched for in the genome of teleost fish (Eichenlaub and Ettwiller, 2011), taking 

advantage of their recent WGD (but note that the most common fate for teleost duplicated 

genes is the loss of a copy, in ~ 75% of cases). The four RRs identified (by an algorithm 

including a criterion selecting RRs flanked by at least one gene with functional annotation in 

development) all show enhancer activity, and all drive expression of neuro-developmental 

factors (Eichenlaub and Ettwiller, 2011). These factors, Pou4f2, Zic2/Zic5, Axin2, and 

Nkx2.5, are involved in neuronal specification, proliferation, Wnt signaling, and patterning, 

respectively, therefore corresponding almost exactly to the developmental evolutionary toolkit 

that has been discussed in the previous sections. It will therefore be interesting to know 

whether such recycling of coding sequences to generate novel enhancers which slightly 

modify expression patterns of neighboring genes can be generalized to other vertebrate 

lineages.  

 

-Loss of enhancers. Not only gains or additions can be of crucial importance to the 

emergence of novelty through regulatory changes, so it is also important to emphasize the 

potential impact of losing enhancers. Along this line, McLean et al., 2011 have studied 

hCONDELs, i.e., complete deletions in humans of sequences otherwise highly conserved in 

chimpanzees and other mammals (McLean et al., 2011). Like for hARs, a large subset of 

hCONDELs are enriched near genes involved in neural development and, more strikingly, 

near genes acting as suppressors of cell proliferation or migration during corticogenesis. 

Moreover, the corresponding chimpanzee and mouse sequences were shown to serve as 

enhancers (McLean et al., 2011). One such hCONDEL (~3kb long) remove a forebrain-

specific p300 binding site (therefore confirming its enhancer nature) and is located near the 

gene GADD45G, a tumor suppressor gene. In mouse, this hCONDEL drives GADD45G 

expression in the SVZ of the basal telencephalon and thalamus, where it down-regulates 

proliferation of progenitors. These regions are the known sources of GABAergic inhibitory 

interneurons for the cortex and the thalamus, respectively, and the authors hypothesized that 

increased production of neurons from these regions may have contributed to the thalamic and 

cortical expansion in humans (McLean et al., 2011). Again, the impact of tightly modifying 

proliferation and neural progenitor proliferative behavior has been discussed in a previous 

section as one of the means to generate changes in size and form of a brain structure.  
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Interestingly, an accelerated recruitment of “new” brain developmental genes coding for 

fast-evolving proteins has recently been described in the human genome (Zhang et al., 2011). 

However, changes in non-coding sequences probably represent most of the genome-wide 

adaptive evolution, and this holds particularly true for brain developmental genes (Haygood et 

al., 2010). A genome-wide correlation between gene function and evidence for positive 

selection across human coding and non-coding sequences indicates that neural development 

and function have adapted mainly through non-coding changes –with the notable exception of 

olfaction, one of the leading themes of adaptation through coding changes, together with 

immunity (Haygood et al., 2010). Uncovering the evolutionary forces driving brain 

diversification is therefore another future direction. The detection of traces of natural selection 

and neutral evolution in genomes, particularly around key neuronal developmental genes, will 

probably become one of the tools to understand the story of brain developmental evolution.  

 

Conclusion 

 

In this review we have concentrated on the developmental mechanisms which have the 

potential to generate evolutionary novelties and/or variations in the functional neuroanatomy 

of the vertebrate brains. We have identified several points or “nodes” at which, within a 

common Bauplan to build a vertebrate type of brain, developmental evolution can shape 

differences. These critical points include the control of early signaling systems, the tight 

regulation of proliferation, and the emergence of new progenitor types in the embryonic 

neuroepithelia. These fields of brain evo-devo are still at their beginnings and we anticipate 

they have a bright future. We have also identified future interesting directions, using 

comparative genomics, to understand the cis-regulation of developmental genes, a key 

parameter to generate both unity and variations. Hence, within a little more than a century, the 

study of brain evolution has “evolved” from comparative neuroanatomy, to comparative 

developmental biology, to comparative genomics. The integration of these different levels, as 

well as that of comparative behavior –the final outcome of brain function- is to be awaited for 

the 21th century.  
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E. Neurochimie chez les Astyanax 

Article de Elipot et al., publié dans Nature Communications en 2014. 
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e poisson Astyanax mexicanus présente, au sein de la même espèce, plusieurs 

populations de poissons de rivières (SF) et de poissons de grottes aveugles (CF). 

Chez les poisons cavernicoles aveugles, les yeux se développent presque 

normalement pendant l’embryogenèse. Mais 24 heures après la fécondation (hpf), 

quand l’embryon éclot, le cristallin entre en apoptose, ce qui déclenche la dégénérescence 

progressive de l’œil entier. Mon projet de thèse visait à comprendre le mécanisme conduisant à 

l’apoptose du cristallin, jusqu’alors totalement incompris, en partant du postulat selon lequel le 

défaut devait avoir lieu pendant les stades précoces du développement du cristallin.  

Le cristallin se développe à partir d’une placode, un épaississement de l’ectoderme au stade 

neurula. Toutes les placodes, qui donnent naissance à des organes des sens de la tête, sont 

issues du champ panplacodal, situé à la bordure de la plaque neurale antérieure à 10 hpf. Nous 

avons comparé la régionalisation de ce champ chez les deux morphes, par hybridations in situ 

de gènes marqueurs des différentes placodes. Chez le CF, le territoire présomptif du cristallin 

est réduit à 10 hpf, et le cristallin est plus petit à tous les stades étudiés. D’autre part, la placode 

olfactive est étendue, et donne naissance à un épithélium olfactif plus large chez le CF. Les 

modifications de taille de ces deux placodes pourraient être le résultat évolutif d’un « trade- 

off » entre ces deux composantes sensorielles. La régionalisation modifiée du champ 

panplacodal chez le CF est due au moins partiellement à des différences spatiales et 

temporelles d’expression des molécules de signalisation Shh, Fgf, et peut-être Bmp4. 

Nous avons pensé que la petite taille du cristallin pouvait être la cause directe de son entrée en 

apoptose, par un défaut d’effet de communauté. Nous avons réalisé une ablation laser partielle 

des cellules précurseurs du cristallin à 12-14 hpf chez l’embryon SF, mimant ainsi la taille du 

cristallin CF. L’apoptose dans le petit cristallin des larves SF à 60 hpf n’a pas été augmentée, 

ce qui montre que la petite taille n’est pas suffisante pour induire l’apoptose. 

L’apoptose du cristallin pourrait aussi provenir de défauts de morphogenèse ou d’un problème 

de lignage cellulaire. Nous utilisons donc l’imagerie biphoton in vivo sur des embryons SF et 

CF, de 10 à 24 hpf, préalablement injectés au stade une cellule avec des ARNm de H2B-

mCherry et Ras-GFP pour marquer les noyaux et les membranes. Les premiers résultats sur les 

poissons de surface montrent que nous pouvons suivre à rebours les cellules du cristallin de la 

fin du film jusqu’au champ panplacodal, et étudier la morphogenèse et les divisions. 

La différenciation du cristallin est également affectée chez le CF : au moins 5 cristallines, qui 

sont des protéines structurales du cristallin, ne sont pas exprimées correctement chez le CF, 

d’après des hybridations in situ et des qPCR. Cependant, le rôle fonctionnel de deux de ces 

modifications d’expression a été testé, et individuellement, elles n’expliquent pas le phénotype 

apoptotique. Nous émettons l’hypothèse qu’une combinaison de défauts d’expression de 

plusieurs cristallines serait à l’origine de l’apoptose du cristallin CF.   

Enfin, et plus largement, les forces évolutives qui ont conduit à la perte de l’œil chez Astyanax 

mexicanus ne sont pas encore comprises. Par une étude d’évolution moléculaire à l’échelle du 

transcriptome, nous avons identifié des mutations fixées  entre SF et CF, et avons pu mettre en 

évidence une accumulation de mutations dans des « gènes d’yeux » chez les CF. Cela suggère 

un relâchement de la pression de sélection sur ces gènes, peut-être devenus inutiles dans 

l’obscurité. De même, les séquences des cristallines de CF paraissent accumuler des mutations 

fixées à un taux élevé vu leur bas niveau de polymorphisme. 
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