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Figure 1 : (A) Arbre phylogénétique des animaux dessiné par Ernst Haeckel en 1866 (Telford, 
2006). 
(B) Arbre phylogénétique illustrant le principe d’une complexification croissante des plans 
d’organisation des animaux (Adoutte et al., 1999). 
(C) Arbre phylogénétique basé sur l’analyse des séquences de l’ADNr 18S qui a conduit à la 
réévaluation de la classification des métazoaires (Adoutte et al., 1999). 

 A 

 
B 

C 
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A] Relations phylogénétiques au sein des métazoaires  

 

A.1 : Vision traditionnelle gradiste de l’évolution des métazoaires 

 

En 1866, Haeckel représenta pour la première fois, les relations de parenté entre les animaux 

sous forme d’un arbre (Figure 1A). De nombreux groupes d’organismes qu’il y mentionne 

sont actuellement toujours valides bien que leurs relations de parenté ne s’accordent pas avec 

les concepts actuels de phylogénie des métazoaires (Telford, 2006). En effet, ces groupes, ou 

phylums, incluent des organismes possédant des plans d’organisation similaires et ont été 

définis sur l’analyse des caractères morphologiques et embryologiques (Adoutte et al., 1999). 

Cependant, les différences majeures au niveau des plans d’organisation entre certains 

phylums rendent l’établissement de leurs relations de parentés très difficile voire spéculatif. 

C’est pour cela qu’elles ont été longuement controversées. Bien qu’une profusion d’arbres 

phylogénétiques des métazoaires ait été proposée au XXe siècle, une hypothèse a finalement 

été considérée comme la plus robuste et son enseignement a perduré jusqu’à récemment 

(Grassé, 1994 ; Jenner, 2000). Selon ce scénario évolutif considéré comme « classique », les 

organismes se sont complexifiés au cours de l’évolution. Ainsi, les animaux « simples » sont 

apparus plus précocement et se situent à la base de l’arbre et les animaux les plus 

« complexes » sont apparus plus tardivement et sont situés au sommet de l’arbre (Hyman, 

1940 ; Jenner, 2004). L’évolution serait ainsi synonyme de progrès. D’après cette hypothèse, 

les éponges (organismes considérés comme « simples ») seraient positionnées à la base de 

l’arbre, les cnidaires et les cténophores constitueraient les coelentérés ou radiata et les 

organismes triploblastiques (organismes considérés comme « complexes ») seraient divisés en 

trois clades (acoelomates, pseudocoelomates et coelomates) au sommet de l’arbre (Figure 

1B). 

 

A.2 :  Vision actuelle de la phylogénie des métazoaires 

 

Dans les années 1950, l’acquisition du concept de cladisme a permis l’établissement objectif 

des relations de parenté entre organismes (Hennig, 1950, 1966). Une approche cladistique 

consiste à établir les relations de parenté entre différents taxons en se basant sur le partage de  
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l’état dérivé des caractères considérés (état apomorphe). Ainsi, au sein d’un taxon, seuls les 

états dérivés partagés (ou synapomorphies) sont des indices de parenté. Les regroupements 

sur la base de ces synapomorphies conduisent à la création de groupes dits monophylétiques 

qui, actuellement, sont les seuls recevables (Lecointre et Le Guyader, 2001). Cette technique 

a, dans un premier temps, été utilisée sur des caractères morpho-anatomiques et 

ambryologiques. 

Depuis le début des années 1990, l’apport de la biologie moléculaire a considérablement 

modifié notre compréhension de l’arbre du vivant (Halanych, 2004). Des progrès 

méthodologiques, tels que l’utilisation des séquences d’ADN pour inférer les relations de 

parents (Field et al., 1988), associés  aux concepts phylogénétiques, tels que le cladisme, ont 

permis cette avancée scientifique majeure. Dans un premier temps, la phylogénie 

moléculaire a été majoritairement basée sur la comparaison de séquences d’ADN codant pour 

les ARN ribosomique 18S et 28S. L’étude de ces deux gènes chez de nombreux taxons 

d’animaux a permis l’émergence d’une nouvelle hypothèse phylogénétique des métazoaires, 

par laquelle la pensée gradiste de l’évolution a été fortement mise à mal (Adoutte et al., 1999 

; Adoutte et al., 2000 ; Graham, 2000 ; Halanych, 2004). D’après cette hypothèse qui a permis 

de confirmer la monophylie des métazoaires, les bilatériens seraient divisés en deux clades 

majeurs : les deuterostomiens et les protostomiens, ces derniers étant eux-même subdivisés en 

lophotrochozoaires (Adoutte et al., 1999 ; Adoutte et al., 2000) et ecdysozoaires (Figure 1C) 

(Aguinaldo et al., 1997). L’ancienne représentation « acoelomates-pseudocoelomates-

coelomates » a ainsi volé en éclat. Avec la disparition de ces groupes, on a alors envisagé que 

les organismes dépourvus de cœlome le seraient devenus secondairement. La mise en 

évidence des pertes secondaires au cours de l’histoire évolutive de structures morphologiques 

a ainsi fait émerger l’idée que l’évolution peut être également simplificatrice (Selosse et 

Godelle, 2007). 

Néanmoins, plus le nombre de gènes analysés est devenu important plus des conflits 

topologiques entre des phylogénies basées sur ces gènes traités individuellement sont apparus. 

De plus, les informations issues d’un seul gène se sont parfois révélées insuffisantes pour 

obtenir un support statistique fiable pour certains nœuds. Ainsi, avec les phylogénies 

moléculaires sont apparus des nouveaux types d’artefacts tels que l’effet d’attraction des 

longues branches. Ce type d’artefact apparaît lors de l’intégration dans un jeu de données de 

séquences ayant accumulé très rapidement des mutations (Aguinaldo et al., 1997), entraînant 

un positionnement erroné dans l’arbre de l’espèce à qui appartient cette séquence,   



22 

Figure 2 : 
(B) Exemple d’un 
arbre phylogénétique 
des métazoaires basé 
sur une analyse  
phylogénomique. 
Cet arbre simplifié 
est issu de l’analyse 
de 150 gènes chez 
77 taxons, il 
confirme la 
séparation des 
bilatériens en trois 
clades principaux 
(Dunn et al., 2008). 
 

Figure 2 : (A) Le principe de la 
phylogénomique : Les données 
génomiques issues d’un 
séquençage à grande échelle sont 
analysées,  les gènes orthologues 
sélectionnés et alignés. 
Approche de la super matrice : 
les gènes alignés sont concaténés 
et un seul arbre est généré. 
Approche du super arbre : Les 
gènes alignés sont traités 
séparément et les arbres 
optimaux pour chaque gène sont 
combinés par la suite (Delsuc et 

al., 2005). 

A 

B 
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engendrant des topologies fausses ou instables (Delsuc et al., 2005). Ainsi, et ce malgré les 

avancées scientifiques spectaculaires réalisées, de nombreuses irrésolutions perdurent 

(Marletaz et al., 2006).  

C’est le cas par exemple de la base de l’arbre et des relations de parenté entre les taxons 

basaux (éponges, cténophores et placozoaires) qui restent des questions toujours fortement 

débattues (Dunn et al., 2008 ; Srivastava et al., 2008 ; Hejnol et al., 2009 ; Philippe et al., 

2009).  

 

A.3 : L’apport de la phylogénomique 

 

Actuellement, à l’ère de la génomique, la phylogénie des métazoaires est de nouveau en cours 

de réévaluation. En effet, grâce au séquençage de génomes complets d’espèces appartenant à 

divers taxons ainsi que la génération de nombreuses banques d’Expressed Sequence Tags 

(EST), nous avons maintenant à notre disposition une grande quantité de données 

moléculaires. Les reconstructions phylogénétiques peuvent désormais se baser sur l’analyse 

de nombreux gènes afin de constituer de nombreux alignements protéiques, susceptibles 

d’être analysés après concaténation en un super-gène. L’augmentation du nombre de 

caractères analysés est considérée comme un moyen d’accroître la robustesse des hypothèses 

proposées (Figure 2A). L’analyse de ces nouvelles données via cette approche de 

« phylogénomique » (Delsuc et al., 2005 ; Philippe et Telford, 2006) a fourni des 

informations complémentaires pour réévaluer l’arbre phylogénétique des animaux et leurs 

origines (Ruiz-Trillo et al., 2008). La proposition importante de la monophylie des bilatériens 

et de leur subdivision en trois clades (deuterostomiens, lophotrochozoaires et ecdysozoaires), 

faite suite aux analyses de l’ADNr 18S, a été ainsi confirmée (Figure 2B). Cette nouvelle 

technique, associée à l’élaboration de nouvelles méthodes d’analyses (nouveaux algorithmes) 

(Lartillot et Philippe, 2004), a permis de surmonter, partiellement du moins, les problèmes 

d’artefacts précédemment rencontrés mais a également prouvé son efficacité pour résoudre 

des positions restées jusqu’alors conflictuelles au sein des bilatériens (Philippe et al., 2005 ; 

Philippe et Telford, 2006 ; Philippe et al., 2007 ; Dunn et al., 2008 ; Philippe et al., 2009). A 

l’heure actuelle, la majorité des données exploitables concerne les bilatériens et très peu de 

génomes d’organismes non-bilatériens ont été séquencés. Ainsi, trois analyses 

phylogénomiques proposent trois scénarios évolutifs différents en ce qui concerne la base de 
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Figure 3 : (A) Schéma simplifié représentant l’hypothèse du positionnement basal des 

placozoaires. (B) Arbre phylogénétique des métazoaires basé sur l’analyse de 12 gènes 

mitochondriaux concaténés (en maximum de vraisemblance et bayésien), plaçant les 

placozoaires à la base (Signorovitch et al., 2007). (C) Arbre phylogénétique des eucaryotes (en 

maximum de vraisemblance) issu de  l’analyse concaténant des données morphologiques, de 

structures secondaires, de gènes mitochondriaux et nucléaires. La position basale des 

placozoaires est retrouvée (Schierwater et al., 2009b). 

A 
B 
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l’arbre (Dunn et al., 2008 ; Srivastava et al., 2008 ; Philippe et al., 2009) générant de 

nombreux débats et discussions animés au sein de la communauté scientifique (DeSalle et 

Schierwater, 2008).  

 

A.4 :  Les relations de parenté à la base de l’arbre : une situation 

toujours confuse        

 

Il existe quatre groupes d’organismes dits non-bilatériens ou métazoaires « basaux » : les 

cnidaires, les cténophores, les placozoaires et les éponges. Alors que la position des cnidaires 

comme groupe frère des bilatériens est soutenue par la majorité des analyses (Putnam et al., 

2007 ; Hejnol et al., 2009 ; Philippe et al., 2009), le branchement des trois autres groupes par 

rapport aux bilatériens et les uns par rapport aux autres reste toujours incertain. La quasi-

totalité des scénarios concevables a déjà été proposée (exceptée la monophylie de ces trois 

taxons) dans divers travaux de phylogénies morphologiques ou moléculaires (basés sur 

différents marqueurs). Ces topologies incongruentes reflètent très vraisemblablement des 

lacunes au niveau des taxons choisis pour ces études : ceux-ci ne sont pas forcément 

judicieusement sélectionnés (évolution trop rapide, organismes dérivés secondairement …) et 

ne reflètent pas la diversité des métazoaires basaux (Hedtke et al., 2006 ; Baurain et al., 

2007). Il est également fort probable que ces incohérences soient dues à des quantités de 

données disponibles insuffisantes pour certains taxons (Hejnol et al., 2009 ; Philippe et al., 

2009) ou au choix des modèles de reconstruction sélectionnés (Delsuc et al., 2005 ; Baurain et 

al., 2007).  

 

A.4.1 :   Les placozoaires ?  

 

Certains auteurs envisagent de placer le taxon des placozoaires à la base de l’arbre, 

Trichoplax adhaerens étant le seul représentant actuel de cette lignée évolutive (Figure 3). La 

majorité des travaux proposant cette topologie est basée sur l’étude de génomes 

mitochondriaux (Dellaporta et al., 2006 ; Haen et al., 2007 ; Signorovitch et al., 2007 ; Wang 

et Lavrov, 2007, 2008) (Figure 3A). D’autres analyses moins nombreuses, basées sur l’étude 
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Figure 4 : Arbre phylogénétique issu de l’analyse phylogénomique en maximum de 
vraisemblance de 1497 gènes appartenant à 94 taxons (Hejnol et al., 2009). 
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 de gènes nucléaires ou sur la concaténation de données moléculaires, de structures 

secondaires et de gènes mitochondriaux et nucléaires (Schierwater et al., 2009a ; Schierwater 

et al., 2009b), appuient également cette topologie (Figure 3B). Il est cependant intéressant de 

noter que les auteurs des travaux basés sur l’étude des génomes mitochondriaux ont 

également proposé plus récemment une hypothèse contradictoire dans leur travail de 

phylogénomique où Trichoplax se placerait comme groupe frère des eumétazoaires. Ils 

considèrent que les résultats précédemment obtenus lors des analyses mitochondriales seraient 

biaisés et sujets au phénomène d’attraction des longues branches (Srivastava et al., 2008). 

Dans les analyses de phylogénomique les plus récentes, Trichoplax se place soit comme 

groupe frère d’un clade (homoscleromorphes + eumétazoaires) (Hejnol et al., 2009), soit 

comme groupe frère des eumétazoaires (Philippe et al., 2009). 

 

A.4.2 :   Les cténophores ? 

 

Récemment, deux analyses phylogénétiques basées pour la première fois sur un nombre de 

taxons considérable (77 et 94 taxons respectivement) ont proposé une topologie originale 

(Figure 4). Les auteurs placent ainsi les cténophores à la base de l’arbre (Dunn et al., 2008 ; 

Hejnol et al., 2009) (Figure 4). Cette hypothèse n’avait jamais été évoquée jusqu’alors. 

Néanmoins, il est à noter que l’effort d’échantillonnage pour ces études a été concentré tout 

particulièrement au niveau des bilatériens. En effet, le choix des taxons à la base de l’arbre 

n’est ni très représentatif, ni très complet (seules deux lignées d’éponges et trois espèces de 

cténophores sont présentes). De plus, pour ces groupes, les taux de données manquantes sont 

importants : seulement 65 à 315 gènes (sur 1497) ont été identifiés dans les collections d’EST 

disponibles. Les auteurs considèrent que l’impact des données manquantes est peu important 

mais admettent dans leur conclusion que ce placement des cténophores à la base doit être 

considéré comme provisoire, leur échantillonnage étant relativement peu adapté à la 

résolution de cette question cruciale et un phénomène d’attraction des longues branches étant 

suspecté. Cependant, une autre analyse phylogénomique (Philippe et al., 2009) propose des 

relations de groupes frères entre cnidaires et cténophores, réactualisant l’ancien clade des 

Coelenterata. 
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Porifera 
A B 

Figure 5 : (A) Consensus strict issu d’une analyse morphologique (138 caractères) 
en maximum de parcimonie (Peterson et Eernisse, 2001). Schéma simplifié 
représentant cette hypothèse et le positionnement basal des éponges. (B) Arbre issu 
d’une analyse de phylogénomique fondée sur 128 gènes nucléaires issus de 55 
taxons et analysés en bayésien (Philippe et al., 2009). Schéma simplifié représentant 
cette hypothèse et le positionnement basal des éponges. 
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A.4.3 :   Les éponges ? 

 

Les éponges ont été très souvent positionnées à la base de l’arbre quel que soit le type 

d’analyses utilisé. Ce fut dans un premier temps le cas lors des études cladistiques basées 

uniquement sur des caractères morphologiques (Nielsen et al., 1996). Par la suite, des études 

de phylogénies moléculaires basées sur les ADNr 18S et 28S (Borchiellini et al., 1998 ; 

Borchiellini et al., 2001 ; Medina et al., 2001 ; Medina et al., 2003 ; Borchiellini et al., 2004 ; 

Da Silva et al., 2007 ; Mallatt et al., 2009) ou des analyses combinées morphologie/18S 

(Zrzavy et al., 1998 ; Peterson et Eernisse, 2001) ont présenté des résultats similaires (Figure 

5A). Bien plus récemment, un travail sur des gènes nucléaires (Sperling et al., 2007) a 

également montré la position basale des éponges au sein des métazoaires. Ces deux dernières 

années, avec l’essor des analyses phylogénomiques, deux autres travaux ont également 

appuyé cette hypothèse (Srivastava et al., 2008 ; Philippe et al., 2009). L’étude de Philippe et 

al. (2009) est à l’heure actuelle la seule étude phylogénomique dont l’échantillonnage a été 

spécifiquement choisi afin de répondre à la problématique de l’irrésolution de la base de 

l’arbre des métazoaires. Cette étude comprend neuf espèces d’éponges appartenant aux quatre 

lignées définies actuellement, le placozoaire Trichoplax adhaerens ainsi que trois espèces de 

cténophores. Malgré des pourcentages de données manquantes assez conséquents pour 

certaines espèces d’éponges (allant jusqu’à 88 %), les auteurs considèrent que cela n’affecte 

en rien la robustesse de leurs analyses et donc du positionnement des éponges à la base de 

l’arbre des animaux (Figure 5B).  

 

Par conséquent, lors de ce travail de thèse, nous avons choisi de favoriser cette dernière 

hypothèse proposant les éponges comme étant le phylum le plus basal. 
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Figure 6 : Arbre schématique représentant la majorité des taxons d’animaux (à ne pas 
interpréter en termes de phylogénie des métazoaires) et illustrant la position des principaux six 
organismes modèles. Les « big six » sont indiqués par un « M », les  « m » faisant référence à 
d’autres organismes considérés comme modèles mineurs (Jenner et Wills, 2007). 
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B] Les limites des organismes modèles traditionnels et l’apport 

des modèles non-bilatériens 

 

B.1 : Prépondérance et limites des modèles bilatériens traditionnels 

 

Au XIXe siècle, les embryologistes ont basé leurs théories sur l’étude d’une multitude 

d’organismes, comme illustré par la « Gastrea Theory » de Haeckel (1874) issue de travaux 

sur le développement embryonnaire de divers taxons (amphioxus, ascidie, éponges, oursins, 

cténophores …). Par opposition, les biologistes du XXe siècle, se sont principalement 

concentrés sur l’étude d’un nombre limité de modèles tels que Mus musculus et Drosophila 

melanogaster,dans un premier temps, puis Danio rerio, Xenopus laevis et Caenorhabditis 

elegans (Figure 6) ; encore appelés les « big six » par Jenner (Jenner et Wills, 2007). Ces 

modèles dits « classiques » ont été initialement sélectionnés pour leur facilité d’étude en 

laboratoire (temps de génération court, taille réduite, élevage facile…) ainsi que leur potentiel 

pour répondre à de nombreux et divers problèmes biologiques. Les vertébrés étaient choisis 

pour nous renseigner sur l’espèce humaine et l’on se souciait peu, pour les non-vertébrés, de 

leur position phylogénétique. Cette concentration d’efforts sur peu de modèles a rapidement 

permis l’acquisition de données et de techniques. Ces organismes sont devenus, de fait, des 

modèles prépondérants pendant plusieurs années (Crotty et Gann, 2009). Il est maintenant 

communément admis que ces « big six » ne sont pas un échantillon représentatif des animaux 

et ne permettent pas de répondre à toutes les questions concernant l’évolution animale (Figure 

6). En effet, ils ne sont pas représentatifs de la diversité biologique au sein même des 

bilatériens et de profondes inégalités dans les modèles étudiés perdurent (Love, 2009): la très 

grande majorité des données a été acquise chez les ecdysozoaires et les deutérostomiens (et 

voire même plus précisément sur les vertébrés). Les lophotrochozoaires, qui constituent la 3e 

lignée de bilatériens, ont été jusqu’il y a peu fortement négligés (Kerner, 2009). De plus, 

chacun de ces six modèles ne peut être considéré comme représentatif de son groupe compte 

tenu des différences observées dans les modes de développement. 

Les conclusions basées uniquement sur cet échantillonnage réduit ne peuvent être considérées 

comme universelles. Cependant, la tendance à généraliser sans réelle justification les 

processus observés chez une espèce n’est pas rare. De nombreux exemples ont prouvé la 
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non représentativité de certaines espèces modèles à divers niveaux d’étude : mécanismes 

spécifiques à l’espèce, acquisitions, divergences ou pertes secondaires dans la lignée. Ainsi, 

des gènes considérés comme des innovations des vertébrés se sont révélés a posteriori être en 

réalité spécifiquement perdus chez le nématode et la drosophile. Par exemple, 11 % des EST 

d’Acropora millepora présentent des gènes homologues à des gènes humains et aucun 

homologue chez la mouche ou le nématode (Kortschak et al., 2003). Seule l’approche 

comparative entre un plus grand nombre d’espèces s’avère être pertinente (Jenner et Wills, 

2007). 

 

B.2 : Les « métazoaires basaux », des modèles émergents d’un intérêt 

tout particulier en biologie du développement comparée 

 

Cette prise de conscience de la nécessité d’une approche comparative et de l’importance de la 

position phylogénétique des modèles a suscité un intérêt accru pour l’étude d’organismes 

appartenant aux groupes d’animaux ayant divergé tôt dans l’histoire des métazoaires. Bien 

que l’emploi du terme «basal» soit parfois utilisé à mauvais escient ou non défini dans 

certaines publications, ce terme désigne en général des taxons dont les lignées ont émergé  

précocement (Collins, 2005). Il faut néanmoins se méfier de l’idée simple, fausse et assez 

répandue qui suppose que ces lignées dites «basales» présentent les caractères les plus 

primitifs ou ancestraux (Jenner, 2006). En effet, l’état d’un caractère retrouvé chez ces 

organismes ne reflète pas forcément l’état ancestral. De plus, au sein d’un clade d’espèces, 

toutes les espèces terminales sont pareillement reliées à leur ancêtre commun et ont évolué 

durant le même laps de temps (Jenner et Wills, 2007). 

Ces métazoaires situés à la base de l’arbre des animaux sont les groupes externes des 

bilatériens et cette position phylogénétique cruciale leur confère des atouts uniques. En effet, 

la connaissance détaillée et la comparaison des processus développementaux ainsi que du 

répertoire génétique de ces espèces permettent d’émettre des hypothèses sur la « boîte à outils 

moléculaires » de l’ancêtre commun de tous les animaux : Urmetazoa (Müller, 2001 ; Müller 

et al., 2001). Ils sont indispensables pour concevoir et évaluer des hypothèses concernant 

l’origine et l’évolution précoce des métazoaires et leur diversification. Jusqu’alors ces 

organismes considérés comme simples et sans intérêt avaient été fortement négligés. 

A l’ère du séquençage massif de génomes d’organismes variés, l’acquisition de données 

moléculaires chez beaucoup d’organismes, jusqu’alors jugés marginaux, est désormais 
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Figure 7 : Les modèles cnidaires prépondérants 
en évo-dévo 
(A) Dessins de cnidaires (Ernst Haeckel) 
(B) Hydra sp. (C) Nematostella vectensis 
(D) Clytia hemisphaerica 

Crédits photos : 
http://www.mbl.edu/news/press_releases/image
s/nematostella_adult_eggs.jpg 
http://biodev.obs-
vlfr.fr/recherche/houliston/Clytia/ClytiaPhotos
Films.html 
http://www.nig.ac.jp/labs/OntoGen/hydra-
sugi.jpg 
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 devenue beaucoup plus simple (Steele, 2005) et on assiste à une inversion de la tendance qui 

consistait à focaliser tous les efforts sur des organismes phares. De plus en plus de biologistes 

ne concentrent plus uniquement leurs intérêts sur l’approche purement mécanistique des 

processus développementaux mais tiennent compte également de considérations 

évolutionnistes (Crotty et Gann, 2009). Parmi les organismes qui bénéficient de cette nouvelle 

tendance, on trouve les non-bilatériens (les cnidaires, les cténophores, les placozoaires et les 

éponges). Ces dernières qui font l’objet de ma thèse seront particulièrement développées dans 

une partie séparée. 

 

B.2.1 : Cnidaires, cténophores et placozoaires 

 

L’intérêt des cnidaires réside dans le fait qu’ils sont actuellement considérés comme  le 

groupe-frère des bilatériens. De ce fait, ce sont les métazoaires basaux les plus étudiés et donc 

les mieux caractérisés à l’heure actuelle. Il y a environ 11 000 espèces décrites, 

majoritairement marines (bien que certaines espèces vivent en eau douce, comme l’hydre) 

(Figure 7A).  

Dans un premier temps l’hydre d’eau douce (Hydra vulgaris ou Hydra magnipapillata), déjà 

fortement étudié en embryologie expérimentale fut le modèle cnidaire majeur en évo-dévo des 

non-bilatériens (Steele, 2002 ; Hoffmeister-Ullerich, 2007) (Figure 7B). Ses facilités 

d’élevage en aquarium d’eau douce, ses capacités de régénération et de bourgeonnement 

(Galliot et Schmid, 2002 ; Holstein et al., 2003) associées à la disponibilité de génomes 

complets (en plus des EST) en ont fait un organisme de choix aux atouts considérables. 

Néanmoins, la grande variété de modes de vie (benthique, pélagique, solitaire, colonial) et de 

cycles de vie (stade polype, stade méduse, alternance des deux avec une prédominance de 

l'une ou l'autre des stades) a justifié de s’intéresser à d’autres modèles (Denker, 2008). Plus 

récemment, le modèle anthozoaire Nematostella vectensis a émergé (Darling et al., 2005) et le 

séquençage complet de son génome a été rapidement réalisé (Putnam et al., 2007) (Figure 

7C). Cette anémone de mer est particulièrement utile pour l’étude de la reproduction sexuée et 

des stades embryonnaires précoces. Malgré la suprématie de ces deux organismes au niveau 

mondial, certaines équipes ont souhaité développer d’autres modèles afin de répondre à des 

questions différentes, mais également, comme nous l’avons déjà souligné, car la stratégie de 

multiplication des modèles apparaît actuellement comme judicieuse. C’est le cas des équipes 
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Figure 8 : Les modèles cténophores 
prépondérants en évo-dévo. 
(A) Dessins de cténophores (Ernst 
Haeckel) (B) Mnemiopsis leidy 
(C) Pleurobrachia pileus 

Crédits photos : 
http://lavidamaravillosa.files.wordpr
ess.com/2009/10/ctenophora_mnemi
opsis.jpg 
http://www.seawater.no/fauna/Ribbe
maneter/images/CRW_7111.jpg 
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d’Evelyn Houliston1 et Michaël Manuel2 qui visent à promouvoir un nouveau modèle 

hydrozoaire colonial: Clytia hemisphaerica (Figure 7D). Contrairement aux deux modèles 

précédemment développés, ce cnidaire transparent possède une génération méduse ayant des 

caractéristiques particulières, notamment un système nerveux fortement différencié. 

Son cycle peut être complet en laboratoire et la ponte est parfaitement contrôlable par un 

cycle de phases de lumière et d’obscurité (Manuel, 2007 ; Amiel, 2008 ; Denker, 2008). 

Ce modèle récent a déjà prouvé son intérêt pour la résolution de diverses questions, 

notamment pour la compréhension de la mise en place des axes de symétrie et du système 

nerveux (Momose et Houliston, 2007 ; Denker et al., 2008a ; Amiel et Houliston, 2009 ; 

Chiori et al., 2009) et le séquençage complet de son génome est envisagé. Parallèlement à ces 

trois modèles, des EST ont été développées chez d’autres espèces que l’on a tenté de 

positionner en tant que modèles cnidaires avec plus ou moins de succès. C’est le cas 

notamment de l’hydraire Hydractinia spp. (Frank et al., 2001); de l’anthozoaire Acropora 

millepora (Miller et Ball, 2000 ; Miller et al., 2000 ; Technau et al., 2005 ; Schwarz et al., 

2008) ; des hydrozoaires Podocoryne carnea (Bosch, 2004) et Eleutheria dichotoma (Kamm 

et al., 2006 ; Jakob et Schierwater, 2007). Des études fonctionnelles sur plusieurs espèces de 

cnidaires (via l’utilisation de morpholinos ou RNAi) sont également réalisées depuis plus 

d’une dizaine d’années (Lohmann et al., 1999 ; Jakob et Schierwater, 2007) et des lignées 

transgéniques d’Hydra vulgaris ont été créées (Wittlieb et al., 2006). 

Les cténophores ou cténaires, dont la position phylogénétique est actuellement 

toujours débattue comme nous l’avons montré précédemment, sont à ce jour un groupe 

d’organismes assez peu étudié en évo-dévo, de par leur difficulté d’obtention et leur fragilité 

notamment (Pang et Martindale, 2008a). Ces animaux marins transparents sont pour la plupart 

planctoniques, d’aspect gélatineux et mesurent de quelques centimètres à plus d’un mètre. Il y 

a actuellement 150 à 200 espèces décrites. Ils possèdent huit rangées longitudinales de cils 

appelées peignes et leur corps a une symétrie biradiaire (Derelle, 2007 ; Manuel, 2007 ; Pang 

et Martindale, 2008a) (Figure 8A). Seules deux équipes au monde ont décidé de travailler sur 

ce taxon, en tentant de développer deux modèles cténaires qui sont Mnemiopsis leidy et 

Pleurobrachia pileus pour lesquels des EST sont actuellement disponibles. L’équipe de Mark 

Martindale3 se focalise sur la première (Figure 8B), notamment avec des études de traçage de 

lignées cellulaires (lignage) et embryologiques 

                                                 
1 Villefranche sur mer, Laboratoire du Biologie du Développement, UMR 7009 
2 Paris, Université Pierre et Marie Curie, Paris 6, Laboratoire Systématiques, Adaptation, Evolution, UMR 7138 
3 Kewalo Marine Laboratory, Hawaï 
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Figure 9 : Le modèle placozoaire. 
(A) Schéma représentant les feuillets et 
cellules de Trichoplax adhaerens. 
(B) Microphotographie de Trichoplax 

adhaerens. 

 
Crédits photos : 
http://www.fofweb.com/Electronic_Image
s/onfiles/SciAniAnat2-06c.gif 
http://genome.jgi-
psf.org/Triad1/placozoan_signorovitch.jpg 
 
 

A 

B 
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(Martindale et Henry, 1997, 1999 ; Henry et Martindale, 2004), de régénération (Henry et 

Martindale, 2000) et d’expression de gènes du développement (Yamada et Martindale, 2002 ; 

Yamada et al., 2007 ; Pang et Martindale, 2008b). L’équipe française de M. Manuel 

développe le second modèle en se focalisant sur l’étude de l’expression des gènes chez 

l’adulte (Derelle et Manuel, 2007 ; Jager et al., 2008) (Figure 8C). Des expériences de 

manipulations fonctionnelles (knock down et sauvetage) sur Mnemiopsis leidy (via l’injection 

de morpholinos et d’ARN) viennent pour la première fois d’être réalisées sur le gène 

Brachyury (Yamada et al., 2009). 

Trichoplax adhaerens est actuellement le seul représentant du groupe des placozoaires 

(un seul genre, mais possiblement plusieurs espèces (Voigt et al., 2004)), découvert en 1883 

dans un aquarium d’eau de mer. Les placozoaires sont des organismes marins, 

microscopiques, asymétriques et aplatis, dont le cycle de vie complet est toujours inconnu 

(Signorovitch et al., 2005) et sont constitués uniquement de quatre types de cellules 

somatiques (Schierwater, 2005 ; Blackstone, 2009) (Figure 9A). L’organisme se déplace 

grâce à des cils et aux déformations de son corps. Il se nourrit de débris organiques et 

d’eucaryotes unicellulaires en absorbant les produits de sa digestion extra-corporelle 

(Lecointre et Le Guyader, 2001). Depuis sa découverte, cet organisme souvent considéré 

comme le métazoaire le plus simple morphologiquement (il ne possède ni plan de symétrie, ni 

bouche, ni système nerveux, ni membrane basale, Figure 9B) a suscité de nombreuses 

interrogations. Les scientifiques ont d'abord pensé que les caractéristiques de son plan 

d’organisation pourraient représenter l’état ancestral des métazoaires (Syed et Schierwater, 

2002) ; mais par la suite, les zoologistes et les biologistes de l'évolution délaissèrent ce 

modèle, et durant plus d'un demi-siècle, T. adherens passa pour une larve planula aberrante 

d'un Hydrozoaire (Ender et Schierwater, 2003). Récemment, cet organisme a été redécouvert 

en tant qu'espèce clé pour la compréhension de l'évolution précoce des métazoaires (Miller et 

Ball, 2008) et son génome a été entièrement séquencé (Srivastava et al., 2008). A cette 

occasion il fut même comparé à la pierre de Rosette de Champollion par Stephen Dellaporta, 

co-superviseur du projet de séquençage (ScienceDaily, 8 sept 2008)! Cependant, malgré 

l’obtention de cette grande quantité de données, sa position phylogénétique est toujours 

incertaine (cf. partie précédente). De plus, statuer sur le caractère ancestral ou dérivé de sa 

morphologie simple reste difficile (Miller et Ball, 2005, 2008 ; Schierwater et al., 2009b). 

Cependant, des études sur la composition du génome de T. adherens ainsi que sur les gènes 

du développement ont donné lieu à des résultats intéressants et parfois même inattendus, 
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Figure 10 : 
Illustration du 
répertoire génétique 
diversifié de 
Nematostella 

vectensis. Sont 
mentionnés 8 voies 
de signalisations et 7 
processus 
biologiques. Les 
nouveautés de type I 
correspondent à des 
protéines ne 
présentant aucune 
homologie avec des 
protéines de non 
métazoaires. Les 
nouveautés de type II 
correspondent à des 
protéines résultant de 
l’association de 
nouveaux domaines 
et de domaines déjà 
présents chez les non 
métazoaires. Les 
nouveauté de type III 
correspondent à des 
protéines résultant de 
l’association 
d’anciennes 
protéines et 
d’anciens domaines 
(Putnam et al., 
2007). 
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B 

Figure 11 : Les répertoires génétiques diversifiés de T. adhaerens et N. vectensis. 

(A) Gènes impliqués dans les processus d’adhésion cellulaire et synaptique, et voies de 

signalisations chez T. adhaerens (Wnt et TGF-β). Sont mentionnées en vert les protéines 

présentes chez le placozoaire et en rouge celles qui y sont absentes (Srivastava et al., 2008).  

(B) Liste des gènes à homéoboîte présents chez T. adhaerens et N. vectensis (Schierwater et al., 

2008).  

A 
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comme la présence d’un gène Hox dont le territoire d’expression délimite une frontière entre 

deux types cellulaires (Schierwater et Kuhn, 1998 ; Martinelli et Spring, 2004 ; Hadrys et al., 

2005 ; Monteiro et al., 2006 ; Schierwater et al., 2008). Aucune étude fonctionnelle sur cet 

organisme n’a été réalisée à l’heure actuelle. 

 

De manière générale, les données moléculaires obtenues récemment chez les non-bilatériens 

ont suscité beaucoup d’étonnement et ont bousculé l’idée encore répandue selon laquelle un 

organisme présentant une simplicité morphologique évidente devrait posséder un ensemble de 

gènes du développement également réduit (Ball et al., 2004). Or les résultats ponctuels (EST) 

obtenus chez les organismes basaux ces deux dernières décennies ainsi que l’étude de leurs 

génomes complets ces dernières années contredisent totalement cet a priori. Cette complexité 

génétique inattendue se présente à divers niveaux : en terme de nombre de gènes présents, 

mais également en nombre de familles de gènes présentes. Ainsi, l’analyse d’une collection 

d’EST obtenues chez le cnidaire Acropora millepora a révélé la présence d’un grand nombre 

de gènes homologues à ceux de vertébrés (et absents chez C. elegans et D. melanogaster), 

appartenant à des voies de signalisation majeures, des classes diverses de facteurs de 

transcriptions et des gènes de ménage (Kortschak et al., 2003 ; Technau et al., 2005). De 

même, la majorité des gènes de la superfamille Antennapedia (Hox et non-Hox) ainsi que des 

membres des voies de signalisation ont également été retrouvés chez l’anémone N. vectensis 

(Kamm et Schierwater, 2006 ; Ryan et al., 2006 ; Putnam et al., 2007) (Figure 10 et 11B) et 

l’hydre (Chourrout et al., 2006). Concernant le placozoaire T. adherens, l’étude de son 

génome a pareillement révélé la présence de nombreux gènes du développement de la 

superfamille ANTP et des voies de signalisation (Schierwater et al., 2008 ; Srivastava et al., 

2008) (Figure 11A-B). Cette idée de simplicité des organismes non-bilatériens a pour origine 

divers concepts que nous avons hérité de nos contemporains tels que le concept de plan 

d’organisation mais également une vision du monde vivant basée sur sa comparaison avec 

l’homme (Manuel, 2007). En effet, une vision anthropocentrique du monde vivant persiste 

dans la définition et la nomenclature que nous mettons en place pour décrire les organismes 

qui nous entourent. Ces avancées spectaculaires et les études prépondérantes réalisées cette 

dernière décennie sur ces organismes non bilatériens ont prouvé sans conteste l’utilité de ces 

modèles.  
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Figure 12 : (A) Illustrations des différentes morphologies observées chez les éponges adultes. 
(B) Plan d’organisation schématique des éponges. (C) Détail d’une chambre choanocytaire au 
microscope électronique à balayage. (D) Les principaux types de systèmes aquifères. Crédits 
photos : Jean Vacelet, Nicole Boury-Esnault, Alexander Ereskovsky. 
 

A 

B 
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B.2.2 : Les éponges 

 

¨ Présentation générale du phylum des spongiaires ou Porifera 

 

Les éponges sont des animaux aquatiques, essentiellement marins. On dénombre aujourd’hui 

près de 7000 espèces décrites, présentant une très grande diversité tant sur le plan 

morphologique qu’en ce qui concerne l’anatomie des adultes et des larves (Figure 12A) 

(Hooper et al., 2002 ; Manuel et al., 2003b). Cependant, toutes les éponges partagent une 

organisation très originale qui a permis de les regrouper au sein du phylum Porifera (Figure 

12B). La caractéristique majeure de ce plan d’organisation est la présence d’un système 

aquifère constitué de chambres choanocytaires et d’un réseau plus ou moins complexe de 

canaux (Figure 12C). L’eau entre par des pores inhalants (ou ostioles) et circule dans des 

canaux dits inhalants, puis atteint les chambres choanocytaires, où elle est filtrée. Elle est 

ensuite collectée par des canaux dits exhalants qui se rejoignent en une ouverture plus large, 

l’oscule, par laquelle l’eau est évacuée (Hooper et al., 2002). Il existe divers types 

d’organisation du système aquifère mais les types asconoïde, syconoïde et leuconoïdes sont 

les plus courants (Boury-Esnault et Rützler, 1997) (Figure 12D). Les chambres 

choanocytaires sont tapissées de cellules filtrantes, les choanocytes. Ces cellules sont munies 

d’un flagelle situé au centre d’une collerette constituée de microvillosités. Le flagelle met en 

mouvement l’eau, tandis que la collerette agit comme un filtre à particules alimentaires. Du 

point de vue histologique, les éponges sont constituées de trois couches cellulaires: le 

choanoderme, le pinacoderme et le mésohyle. Le choanoderme (ensemble de choanocytes) 

constitue le revêtement des chambres choanocytaires alors que la surface de l’éponge ainsi 

que les canaux aquifères sont tapissés par le pinacoderme (ensemble de pinacocytes). Entre 

ces deux couches, le milieu intérieur est constitué par le mésohyle renfermant la matrice 

extra-cellulaire ainsi que de nombreuses cellules amœboïdes tels que les archæocytes (Figure 

12B) (Boury-Esnault et Rützler, 1997). L’architecture d’une éponge est en général soutenue 

par un squelette organique constitué de spongine (Figure 13A) et/ou un squelette minéral 

constitué de spicules (de silice ou de calcaire), dont la forme et l’agencement ont servi et 

servent encore de base à la classification. Il existe néanmoins quelques exemples d’éponges 

qui ne contiennent pas de squelette (ni spongine, ni spicules) et à l’opposé, des spécimens à 

squelette fortement minéralisé. 
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Figure 13 : (A) Fibres de 
spongine (Spongia 

arabica) modifié d’après 
(Borchiellini et al., 2004).  
(B) Exemple de spicules de 
demosponges à symétrie 
d’ordre un (Lollipocladia 

tiburoni) observés au 
MEB ; modifié d’après 
(Vacelet, 2008). 

A 

B 
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Figure 14 : (A) 
Dessins d’éponges 
calcaires (Ernst 
Haeckel, 1870).  
(B) Exemples de 
spicules d’éponges 
calcaires (Sycettusa 

chilensis) ; modifié 
d’après (Azevedo et 

al., 2009). (C) 
Exemples de 
spicules calcaires 
observés au MEB 
(Petrobiona 

massiliensis), photo 
J. Vacelet. 

C 

B 

A 
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Figure 15 : (A) Dessins 
d’éponges hexactinellides 
et spicules (Ernst Haeckel). 
(B) Exemples de spicules 
d’hexactinellides à 
symétrie d’ordre six 
(Heterochone calyx, 

Rhabdopectella tintinnus, 

Euplectella sp.) observés 
au MEB, modifié d’après 
(Dohrmann et al., 2008) 

B 

A 
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¨ Une phylogénie interne toujours incertaine 

 

Comme nous l’avons vu dans la partie précédente, les relations phylogénétiques à la base de 

l’arbre des métazoaires sont encore très controversées. De même, les relations 

phylogénétiques au sein des éponges sont incertaines. Classiquement, les éponges formeraient 

un taxon (élevé au rang de phylum) constitué de trois classes définies à partir de la nature du 

squelette (Hooper et al., 2002) : (i) les Demospongiae qui présentent le plus souvent des 

spicules de silice à symétrie de type un ou quatre et/ou de la spongine (Figures 13A et B), 

néanmoins, ce groupe connaît également des éponges sans squelette et des éponges à squelette 

calcifié (Hooper et van Soest, 2002) ; (ii) les Hexactinellida dont les spicules siliceux ont une 

symétrie d’ordre six (Figures 14 A et B) et (iii) les Calcarea qui renferment des spicules en 

calcite de un à quatre axes. (Figures 15 A et B) (Manuel et al., 2002). 

Cependant, diverses analyses moléculaires (basées essentiellement sur l’ADNr 18S et 28S) 

tendent à montrer que les éponges ne constitueraient plus un groupe monophylétique mais un 

assemblage paraphylétique de diverses lignées à la base de l’arbre des métazoaires (Zrzavy et 

al., 1998 ; Borchiellini et al., 2001 ; Manuel et al., 2003a ; Borchiellini et al., 2004 ; Mallatt 

et al., 2009).  Cette hypothèse de non-monophylie (paraphylie ou polyphylie)  a également été 

retrouvée plus récemment suite à l’analyse de génomes mitochondriaux complets (Lavrov et 

al., 2008 ; Wang et Lavrov, 2008), bien que le jeu de données utilisé soit incomplet (éponges 

calcaires absentes), à l’étude de sept gènes dits « de ménage » (Peterson et Butterfield, 2005 ; 

Sperling et al., 2007 ; Peterson et al., 2008 ; Sperling et al., 2009) mais également à une 

analyse de phylogénomique (Hejnol et al., 2009). Dans le cadre de l’hypothèse de paraphylie, 

il a été envisagé deux scénarios évolutifs :  
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Figure 16 : Paraphylie versus monophylie des éponges.  
(A) : Hypothèse de paraphylie proposant les éponges calcaires comme étant plus proches des 
eumétazoaires que des autres éponges, modifié d’après (Manuel et al., 2003a). 
(B) : Hypothèse de paraphylie proposant les éponges homoscléromorphes comme étant plus 
proches des eumétazoaires que des autres éponges, modifié d’après (Sperling et al., 2009). 
(C) : Hypothèse de monophylie des éponges, modifié d’après (Philippe et al., 2009) 

A A B B

C C
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(i) les éponges calcaires seraient plus proches des eumétazoaires qu’elles ne le sont des 

autres éponges (Borchiellini et al., 2001 ; Manuel et al., 2003a), bien qu’aucune 

synapomorphie morphologique ne soutienne le clade (calcaires + eumétazoaires) 

(Borchiellini, 2007) (Figure 16A).  

(ii) les Homoscleromorpha, longtemps classées dans les démosponges ont été plus 

récemment proposées comme une lignée à part entière (la 4e)  potentiellement plus 

proche des eumétazoaires (groupe frère) qu’elles ne le sont des trois autres lignées 

d’éponges (Borchiellini et al., 2004 ; Sperling et al., 2007 ; Peterson et al., 2008 ; 

Hejnol et al., 2009 ; Sperling et al., 2009) (Figure 16B). Les homoscléromorphes 

présentent des caractéristiques particulières ; le chapitre II de cette thèse leur sera 

entièrement consacré. 

 

Cette hypothèse de paraphylie des éponges implique également que les caractéristiques du 

plan d’organisation « spongiaire » seraient plésiomorphes à l’échelle des métazoaires et donc 

que tous les eumétazoaires seraient issus d’un organisme ancestral présentant des 

caractéristiques de type « spongiaire » qui aurait été secondairement perdues. Selon cette 

hypothèse, l’ancêtre commun des métazoaires posséderait soit des choanocytes et un système 

aquifère, soit serait une larve d’éponge de type homoscléromorphe (Maldonado, 2004 ; 

Borchiellini, 2007 ; Nielsen, 2008).  

Cette paraphylie favorise également l’hypothèse selon laquelle les choanocytes des éponges 

pourraient être homologues aux cellules à collerette des choanoflagellés, le groupe frère des 

métazoaires (King et al., 2008 ; Nielsen, 2008). Cependant, certains auteurs estiment que les 

ressemblances entre ces cellules pourraient avoir été acquises par convergence. En effet, des 

détails ultrastructuraux des microvillosités et de l’organisation des microtubules du 

cytosquelette sont différents entre choanocytes et cellules de choanoflagellés. De plus, leurs 

propriétés fonctionnelles semblent également différer, les microvillosités des choanoflagellés 

étant contractiles, ce qui n’est pas le cas des choanocytes (Philippe et al., 2009). 

 

Cependant, cette hypothèse de paraphylie n’est pas retrouvée de façon unanime dans les 

analyses. Ainsi, il y a quelques mois, la première analyse de phylogénomique spécifiquement 

orientée pour résoudre la base de l’arbre (échantillonnage adéquat) a remis au goût du jour 

l’hypothèse traditionnelle de monophylie des éponges (Philippe et al., 2009) (Figure 16C). 

Selon cette hypothèse, les éponges se subdiviseraient en deux clades 
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Figure 17 : L’éponge modèle Amphimedon queenslandica.  

(A) : Photo in situ d’A. queenslandica (B): Embryon et larves. (C) : Cycle de vie d’A.
queenslandica, les embryons et larves sont contenus dans une chambre d’incubation. 
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(Hexactinellida + Demospongiae) et (Calcarea + Homoscleromorpha) (Dohrmann et al., 2008 

; Philippe et al., 2009). 

 

¨ Eponges et Evo-Dévo : un développement récent mais prometteur 

 

La première étude en Evo-Dévo chez les éponges a été entreprise il y a une quinzaine 

d’années (Seimiya et al., 1994). L’étude de l’éponge d’eau douce Ephydatia fluviatilis révéla 

la présence de gènes appartenant à la super-classe Antennapedia (ANTP). D’autres études, 

basées majoritairement sur la recherche des gènes de la super classe ANTP chez des 

démosponges (Ephydatia muelleri, Suberites domuncula) et des calcaires (Sycon raphanus), 

se sont succédées (Seimiya et al., 1997 ; Richelle-Maurer et al., 1998 ; Seimiya et al., 1998 ; 

Richelle-Maurer et Van de Vyver, 1999 ; Manuel et Le Parco, 2000 ; Wiens et al., 2003 ; Hill 

et al., 2004 ; Manuel et al., 2004 ; Jager et al., 2006 ; Richelle-Maurer et al., 2006), mais la 

recherche de ces gènes par PCR avec amorces dégénérées rendait la tâche peu aisée, du fait 

manifestement de la divergence assez importante des séquences cibles. Par la suite, 

l’acquisition des premières banques EST chez les éponges a permis un développement plus 

rapide de ces modèles. Les premières expériences d’hybridations in situ ont eu lieu chez une 

démosponge Suberites domuncula (Adell et al., 2003a ; Adell et al., 2003b ; Perovic et al., 

2003) puis plus récemment sur les larves d’Amphimedon queenslandica (Larroux et al., 

2006), suggérant une fonction de ces gènes dans des processus morphogénétiques.  

En 2005, le séquençage du premier génome d’éponge débuta et la démosponge Amphimedon 

queenslandica fut choisie (Figure 17A) (Leys et al., 2005). Au moment du séquençage, cette 

éponge, que l’on trouve principalement en Australie (Queensland), était encore non décrite et 

nommée de façon erronée Reniera sp. (Hooper et Van Soest, 2006). Bien que les données 

morphologiques et histologiques sur ce modèle soient un peu limitées, son cycle de vie est 

bien connu (Leys et Degnan, 2002) : elle est en reproduction toute l’année permettant 

l’obtention régulière de nombreux embryons et larves qui se trouvent dans des chambres 

d’incubation (Figures 17B et C). Ces caractéristiques facilitent les expériences d’hybridation 

in situ sur larves et embryons, ainsi que leur maintien et développement en aquarium (Degnan 

et al., 2009a). 

L’analyse de ce génome a révolutionné nos connaissances et théories sur la boîte à outils 

moléculaires de l’ancêtre commun des métazoaires, et, depuis son acquisition, les études sur  

 



54 

Figure 18 : Les principaux modèles d’éponges développées actuellement autres 
qu’Amphimedon queenslandica 
(A) : Oscarella carmela. (B): Oscarella lobularis. (C) Sycon ciliatum. (D) : Sycon raphanus. 
(E) Ephydatia sp. (F) Suberites domuncula. 
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cette démosponge se multiplient. Elles furent dans un premier temps focalisées sur les gènes 

ANTP (Larroux et al., 2006 ; Larroux et al., 2007 ; Fahey et al., 2008 ; Larroux et al., 2008 ; 

Degnan et al., 2009b). Puis, très vite, les voies de signalisation majeures furent recherchées et 

identifiées, attestant de la présence chez les éponges de la quasi-totalité des familles de gènes 

de développement présentes chez les eumétazoaires, bien que moins grandement diversifiées 

(Adamska et al., 2007 ; Gauthier et Degnan, 2008 ; Richards et al., 2008 ; Gazave et al., 2009 

; Richards et Degnan, 2009). L’étude de cette éponge a également révélé l’ancienneté de 

diverses familles de gènes ou micro-ARN (Simionato et al., 2007 ; Exposito et al., 2008 ; 

Grimson et al., 2008 ; Wheeler et al., 2009). En quelques années, les efforts de recherche sur 

cette éponge se sont intensifiés et A. queenslandica est souvent présentée comme LE modèle 

éponge. Cependant, il faut parfois nuancer des affirmations proposées par les auteurs de 

certaines de ces études. En effet, A. queenslandica, comme n’importe quel modèle, n’est pas 

représentatif de l’ensemble des éponges et encore moins de l’état ancestral des métazoaires et 

il faut se préserver d’une tendance néfaste à une interprétation excessive et spéculative des 

résultats. Par exemple, l’absence de certains gènes chez A. queenslandica pourraient être 

dérivée plutôt que primitive, c'est-à-dire résulter de pertes secondaires de gènes, propres à 

cette lignée (Peterson et Sperling, 2007). 

Quelques autres modèles d’éponges sont actuellement (ou ont été) développés dans le 

monde : les éponges calcaires Sycon (raphanus et ciliatum), les démosponges Ephydatia spp, 

et Suberites domuncula ; les éponges homoscléromorphes Oscarella (carmela et lobularis) 

(Manuel et Le Parco, 2000 ; Manuel et al., 2004 ; Jager et al., 2006 ; Nichols et al., 2006 ; 

Segawa et al., 2006 ; Gazave et al., 2008 ; Ereskovsky et al., 2009 ; Lapebie et al., 2009) 

(Figures 18). Cependant, le nombre d’études consacrées aux démosponges demeure nettement 

supérieur à celles utilisant des modèles appartenant aux 3 autres lignées (Figure 19). 

Oscarella lobularis étant le modèle développé au sein de notre équipe, le chapitre II lui sera 

spécialement consacré. 

 

Parallèlement à cela, il est à noter que pour l’instant, les études sur les éponges sont 

essentiellement basées sur l’interprétation de patrons d’expressions, en partant du pré-requis 

qu’un gène est impliqué dans la formation de la structure dans laquelle il est exprimé. Or, seul 

des expériences fonctionnelles pourront prouver la fonction d’un gène/d’un circuit génétique 

et sa possible conservation de fonction à l’échelle des métazoaires. Actuellement, seules deux 
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Figure 19 : Tableau résumant la majorité des études d’évo-dévo chez les éponges 
et la sous-représentativité des modèles non-démosponges. En jaune, les études 
portant sur les démosponges, en vert, l’étude portant sur les calcaires et en rose 
les études sur les homoscléromorphes. NB : Il n’y a aucune étude dans ce 
domaine sur les héxactinellides. 
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études « fonctionnelles » (parfois indirectes) ont été réalisées chez les éponges via l’utilisation 

d’inhibiteurs chimiques ou d’injection de gène d’éponge chez la drosophile et le xénope 

(Richards et al., 2008 ; Lapebie et al., 2009). Des essais d’injections ou d’électroporation 

d’ARN messager ou de morpholinos sont actuellement en cours chez Sycon ciliatum 

(communication personnelle : Maja Adamska).  

La prochaine étape décisive pour l’évolution de tous ces modèles est donc la maîtrise d’au 

moins une technique permettant une approche fonctionnelle. 
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A]  Introduction 

 

Nous avons montré précédement, l’intérêt des éponges en évo-dévo et comme nous l’avons 

vu dans le chapitre précédent, l’établissement d’un nouveau modèle de recherche en évo-dévo 

requiert une bonne connaissance de cette espèce dans différents domaines. Ce chapitre 

regroupe les différentes études auxquelles j’ai activement participé lors de ma thèse afin de 

développer au mieux un nouveau modèle. Le choix de ce modèle doit être dicté par différents 

critères : facilité d’obtention, disponibilité pour la communauté scientifique internationale, 

capacité de maintien de l’espèce en laboratoire, facilité d’obtention des embryons/larves … 

L’éponge prépondérante Amphimedon queenslandica (Leys et al., 2005) présente l’avantage 

non négligeable d’être en reproduction toute l’année et d’incuber des embryons et larves de 

grandes tailles, facilitant ainsi leur manipulation. Cependant, son histologie et sa cytologie 

sont encore peu connues et l’interprétation des résultats d’hybridations in situ en est parfois 

gênée (voir remarques dans le chapitre VI) (Sakarya et al., 2007 ; Richards et al., 2008). Pour 

les éponges à spicules (Amphimedon, Sycon ...), les expériences d’hybridations in situ sont 

plus difficiles que pour celles sans spicules (Oscarella). Cependant, ces dernières étant en 

reproduction une seule fois dans l’année, les expériences sur les embryons/larves sont 

limitées. Les processus morphogénètiques sur l’adulte sont alors, plus faciles à étudier. De 

plus, la majorité de ces modèles ne vivent que dans une région spécifique, interdisant de fait 

leur accès à un grand nombre d’équipes. Seul un modèle d’éponge d’eau douce (ex : 

Ephydatia), se maintenant facilement en aquarium profiterait à l’ensemble de la communauté. 

Ainsi, parmi tous les modèles développés actuellement, aucun n’est parfait. Ils présentent tous 

des avantages mais également un certains nombre de limites. Seule une stratégie de 

multiplication des modèles pourra palier à ces problèmes et c’est pourquoi, nous avons décidé 

dans l’équipe de Carole Borchiellini de développer un nouveau modèle. 

Notre équipe a grandement participé à l’établissement des relations phylogénétiques internes 

au sein des éponges via des analyses de phylogénies moléculaires associées aux 

connaissances morphologiques des membres de l’équipe (Borchiellini et al., 1998 ; 

Borchiellini et al., 2001 ; Manuel et al., 2003a ; Borchiellini et al., 2004) (Annexe I). Ces 

travaux ont notamment permis la distinction de la 4e lignée d’éponge, les 

homoscléromorphes, classiquement incluses au sein des démosponges. Ces éponges 

possèdent des caractéristiques morphologiques uniques chez les éponges : une membrane 

basale comprenant du collagène de type IV, des jonctions cellulaires spécialisées et par 
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conséquent des couches cellulaires pouvant être assimilés à de vrais épithéliums (Ereskovsky 

et al., 2009 ; Leys et al., 2009). Ces caractères morphologiques sont à l’heure actuelle 

considérés comme étant des synapomorphies des eumétazoaires. La présence de ces 

spécificités morphologiques, associées à une possible position phylogénétique proche des 

eumétazoaires (suivant l’hypothèse de la paraphylie des spongiaires, voir chapitre I) font de 

cette lignée un groupe particulièrement intéressant à étudier. Lorsque l’équipe a souhaité 

développer un modèle éponge en évo-dévo, ce sont ces principaux éléments qui ont guidé le 

choix vers ce groupe. De plus, la majorité des modèles éponges développés appartiennent aux 

démosponges et il semblait judicieux de développer un modèle d’une lignée distincte. Le 

choix de l’espèce Oscarella lobularis a également été justifié par sa disponibilité dans la 

région et par sa bonne description d’un point de vue cytologique, morpho-anatomique et 

embryologique. 

Afin de développer de façon raisonnée notre modèle homoscléromorphe, nous avons entrepris 

diverses études parallèles à nos travaux principaux d’évo-dévo. Premièrement, les 

connaissances précédemment acquises en embryologie, cytologie, morpho-anatomie et sur les 

morphogénèses chez les adultes, ont été synthétisées afin de faire connaître notre modèle par 

la communauté internationale (partie B1 de ce chapitre). L’accès aux embryons et larves chez 

Oscarella lobularis étant assez limité, de part le fait que la reproduction sexuée chez cette 

espèce n’intervient qu’une fois par an, une connaissance approfondie de son cycle de vie s’est 

révélée indispensable afin d’identifier au mieux les périodes de récolte des échantillons 

gravides. C’est pourquoi, une étude écologique sur son cycle de vie et son effort reproducteur 

a aussi été initiée lors de ma thèse et fera l’objet de la partie B.2. Il s’est avéré également 

nécessaire de bien connaître la phylogénie interne de ce groupe et la position de notre modèle. 

C’est pourquoi, nous avons entrepris un travail de phylogénie moléculaire sur cette lignée 

(partie B.3). Par la suite, des expériences de maintien et de développement des éponges et des 

larves en aquariums ont été réalisées et seront également présentées dans ce chapitre.  
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B] Caractéristiques d’Oscarella lobularis   

 

B.1 : Généralités sur notre animal « favori » 

 

B.1.1 : Présentation de l’article 

 

De nombreuses irrésolutions perdurent quant aux relations phylogénétiques au sein des 

éponges et entre les éponges et les autres taxons de métazoaires basaux  (Borchiellini et al., 

2004 ; Sperling et al., 2007 ; Dohrmann et al., 2008 ; Dunn et al., 2008 ; Srivastava et al., 

2008 ; Philippe et al., 2009). Neanmoins, les éponges sont des organismes dont les études, 

devenues incontournables, ont pour objectifs de répondre ou du moins de donner des 

informations sur des questions majeures toujours irrésolues telles que l’origine des axes de 

polarité (bien que la majorité des adultes ne présentent pas de polarité évidente, les larves 

d’éponges sont polarisées), des épithéliums (à l’exception des homoscléromorphes, les 

éponges sont considérées comme ne présentant pas de vrai épithélium), du système nerveux 

(les éponges ne possèdent pas de cellules nerveuses mais présentent des réponses à des 

stimuli) etc…(Adamska et al., 2007 ; Richards et al., 2008 ; Lapebie et al., 2009). Notre 

équipe a choisi de se focaliser sur un modèle éponge appartenant à la 4e lignée d’éponge, 

jamais étudiée dans une perspective évo-dévo jusqu’à lors : les homoscléromorphes. Nous 

avons estimé que travailler sur ce groupe phylogénétiquement distant du modèle majeur 

démosponge actuellement développé (Amphimedon queenlandica (Leys et al., 2005)) était 

judicieux, et ce, dans une démarche comparative au sein des éponges et à plus large échelle, 

des métazoaires (Collins, 2005).  

L’anatomie des homoscléromorphes est assez simple, elles sont caractérisées par la présence 

d’un choanoderme (avec des grandes chambres), d’un squelette siliceux  non-organisé (s’il est 

présent) et d’un pinacoderme flagellé. Entre les deux feuillets (pinacoderme et choanoderme) 

se trouve le mésohyle. Les particularités de ce groupe d’éponge sont la présence de couches 

cellulaires pouvant être assimilées à de vrais épithéliums (Nielsen, 2008 ; Lapebie et al., 

2009), ainsi qu’une membrane basale composée de collagène de type IV (Boute et al., 1996) 

et des jonctions cellulaires spécialisées (Ereskovsky, 2006). Ces caractères qui sont 

considérés comme des synapomorphies des eumétazoaires ont en grande partie orienté le 
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choix de notre modèle d’étude au sein de cette lignée afin de pouvoir étudier l’origine des 

épithéliums chez les métazoaires. Parmi les homoscléromorphes, nous avons choisi comme 

modèle l’espèce type du genre Oscarella : Oscarella lobularis. Ce genre ne possède pas de 

spicules, ce qui représente un avantage pour les techniques d’hybridations in situ. Les 

particularités écologiques et les empreintes biochimiques de cette espèce sont bien connues 

et/ou en cours d’étude (Thèse de Julijana Ivanisevic). Les reproductions asexuée et sexuée 

d’Oscarella lobularis ont été étudiées en détails (Ereskovsky et Boury-Esnault, 2002 ; 

Ereskovsky, 2006). Le développement embryonnaire d’O. lobularis,bien décrit, aboutit à une 

larve dite cinctoblastula présentant une polarité antéropostérieure prononcée (Boury-Esnault 

et al., 2003 ; Ereskovsky et al., 2007). La présence de cette polarité très nette chez la larve fait 

de cette espèce un modèle intéressant pour étudier la mise en place de la polarité chez les 

métazoaires. Ses particularités embryologiques, morphologiques et phylogénétiques et les 

connaissances variées acquises sur cette espèce d’homoscléromorphe (encore appelée 

épithéliosponges (Ereskovsky et Dondua, 2006)) font d’elle un bon candidat pour devenir un 

modèle en évo-dévo des métazoaires basaux. Les premiers résultats prometteurs  font espérer 

qu’elle le deviendra effectivement (cf. chapitres suivants).  

Cet article avait pour but de faire connaître et de partager les connaissances diverses et 

détaillées accumulées au sein de notre laboratoire sur le modèle Oscarella lobularis afin de le 

promouvoir au sein de la communauté scientifique.  

 

Ce travail dont je suis co-auteur a fait l’objet d’un article de revue paru dans BioEssays dans 

la catégorie «My favorite animal» en 2009. 

 

B.1.2 : Article 1: The Homoscleromorph sponge Oscarella lobularis, a promising sponge 

model in evolutionary and developmental biology 
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B.2 : Cycle de vie et effort reproducteur de deux espèces d’Oscarella  

  

B.2.1 : Présentation de l’article 

 
 
La reproduction et les traits d’histoire de vie des organismes marins sont grandement modulés 

par divers facteurs biotiques et abiotiques tels que la température, la salinité, la disponibilité 

en nourriture et l’hydrodynamisme. Il a ainsi été démontré que ces facteurs affectent les 

processus reproducteurs et développementaux chez les éponges. Au sein des 

homoscléromorphes, il existe cinq espèces du genre Oscarella en Méditerranée, cependant, 

très peu de données sur leur biologie et leurs cycles reproducteurs sont disponibles. L’étude 

du cycle de vie et de l’effort reproducteur de notre modèle homoscléromorphe Oscarella 

lobularis (ainsi que de son espèce « sœur » O. tuberculata) a donc été initiée et comparée 

avec les variations naturelles de température. Cette étude de trois à quatre années (suivant 

l’espèce) a permis de mettre en évidence que la reproduction chez ces deux espèces avait lieu 

une seule fois par an. Ces espèces sont ovovipares, majoritairement gonochoriques et 

rarement hermaphrodites. Les sex ratio sont déséquilibrés (en faveur de femelles pour O. 

tuberculata et en faveur des mâles pour O. lobularis) et variables en fonction du temps. Chez 

O. lobularis, la spermatogenèse débute en juin et l’ovogenèse en mai, alors que chez O. 

tuberculata, ces étapes sont plus précoces (avril et janvier respectivement). Le développement 

des embryons a lieu de mi-juillet à mi-septembre pour O. lobularis et mi-juin à mi-septembre 

pour O. tuberculata.  

 

Ce travail dont je suis co-auteur a fait l’objet d’un article de recherche qui sera soumis 

prochainement à Journal of Experimental Marine Biology and Ecology.  

 

 

B.2.2 :  Article 2: Pluri-annual study of the reproduction of two Mediterranean 

Oscarella species (Porifera, Homoscleromorpha): cycle, sex-ratio and 

reproductive effort 
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Abstract  

 

The reproductive cycles of two homoscleromorph species, Oscarella tuberculata and O. lobularis 

(Homoscleromorpha) and their variations in relation to abiotic factors (i.e. natural temperature 

variations) have been investigated. O. tuberculata and O. lobularis are quite common in shallow 

waters (2-24 m) of the NW Mediterranean basin. These species are ovoviviparous and rarely 

hermaphrodite. In both species, male and female gametes derive from choanocytes and the 

spermatogenesis occurs asynchronously inside of the spermatic cysts. Spermatocysts are 

localized in all the choanosome. Eggs, embryos and larvae are generally concentrated into the 

basal part of sponge and patched around large exhalant canals. The result of embryogenesis is a 

cinctoblastula larva. The reproduction (gametogenesis and embryogenesis) leads to localized 

destruction of parental tissue.  

The spermatogenesis and embryogenesis occur in similar period for both species in contrary to 

oogenesis. Sex ratios are in favor of females in O. tuberculata, and in male in O. lobularis. In 

both cases, variability in sex ratio is noticeable. The reproductive efforts are variable in time and 

are discussed in light of environmental conditions such as fluctuation of water temperature. 

 

Keywords: Reproduction, Reproductive effort, Phenology, Oscarella, Mediterranean. 



76 

1. Introduction 

 

Reproductive biology studies, including mode of sexuality and sex ratio (Szmant, 1986), gamete 

production (Beiring and Lasker, 2000), reproductive effort (Ereskovsky, 2000), recruitment 

(Edmunds et al., 2001), and sexual phenotypic plasticity (Bates, 2005) studies are fundamental to 

the comprehension of the marine population dynamics. Reproductive and life history patterns of 

marine invertebrates are influenced by several environmental forcings that include temperature 

and salinity seasonal fluctuations, hydrodynamic, and food availability (Morrissey and Sumich, 

2009).  

Sponges (phylum Porifera) are organisms with a high morphological plasticity. Moreover, they 

are characterized by a high variability of their life and reproductive cycles (for review see: Fell, 

1993; Sara, 1993). Water temperature has been frequently assumed to be a major environmental 

factor regulating the reproduction of sponges. Although such regulation would be expected, it has 

been documented in only few cases (Storr, 1964; Wells at al., 1964; Simpson, 1968; Fell, 1976; 

Elvin, 1976; Fell and Jacob, 1979; Kaye and Reiswig, 1991; Witte, 1996; Ereskovsky, 2000; 

Gerasimova and Ereskovsky, 2007; Ettinger-Epstein et al., 2007; Riesgo and Maldonado, 2008; 

Whalan et al., 2008). Consequently, more extensive information concerning the relationships 

between water temperature, reproductive activity and life cycle would be important.  

Until the end of 1970s, available data on reproduction in sponges were primarily based on 

sporadic field observations (for review see Simpson, 1984; Ereskovsky, 2010). More recently, 

some research focused on the investigation of reproductive cycles of sponges of given 

populations, and even of target individuals monitored all through their reproductive cycle. Such 

informations concerning some Mediterranean species of Demospongiae are already available: 

Mycale contarenii, Tethya citrina, T. aurantium, Tetilla sp., Geodia cydonium, Spongia 

officinalis, Axinella damicornis, Raspaciona aculeata, and Chondrosia reniformis (Corrieiro et 

al., 1996, 1998; Meroz-Fine et al., 2005; Perez et al., 2006; Mercurio et al., 2007; Baldacconi et 

al., 2007; Riesgo, Maldonado, 2008).  

The Homoscleromorpha is a distinct monophyletic group with an unclear phylogenetic position 

within the Porifera (Borchiellini et al., 2004; Nichols, 2005; Wang and Lavrov, 2008). In the 

Mediterranean Homoscleromorpha includes 22 valid species, most of which only grow sparsely 

with distributions often limited to dark submarine caves. In some places, homoscleromorphs can 

be predominant and constitute particular facies. They seem to be strong competitors for space, 

overgrowing massive sponges, sea fans and erected bryozoans (e.g., Diaz, van Soest, 1994; 
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Muricy, Diaz, 2002). Nevertheless, among these species we only have the description of 

reproductive cycle for one species - Corticium candelabrum (Riesgo et al., 2007).  

Sponges belonging to genus Oscarella Vosmaer, 1884 are often small, fragile and always lack 

spicules and a fibrous skeleton, making them difficult to identify. Attempts to define species of 

Oscarella by morphological features have led to a confusing reduction of species names. There 

are five Oscarella species in Mediterranean Sea (Muricy et al., 1996). In the absence of good 

taxonomic criteria, Oscarella lobularis for a long time was considered as a species which was 

very variable in color and consistency, and having a very wide distribution. It was only in 1992 

that it was recognized that a second species, O. tuberculata, occurred in the Mediterranean 

(Boury-Esnault et al., 1992). This species had been inextricably confused with O. lobularis in all 

the numerous previous studies, especially those on embryology (for review see Ereskovsky et al., 

2009b). 

Although sponges from the genus Oscarella, are often abundant in the coastal waters of north 

Mediterranean, little is known of their biology, including reproductive cycles. By the end of the 

19th century, the embryology of the common species O. tuberculata was extensively studied 

(Giard, 1873; Carter, 1874; Barrois, 1876; Schulze, 1877, Heider, 1886). Subsequently, several 

studies partly described the reproduction and larvae of several species (Meewis, 1938; Lévi and 

Porte, 1962; Tuzet and Paris, 1964; Baccetti et al., 1986; Gaino et al., 1986a, b): ultrastructural 

studies of the egg development (Gaino et al., 1986a) and spermatogenesis (Baccetti et al., 1986; 

Gaino et al., 1986b), of the embryo cleavage and larval development (Ereskovsky and Boury-

Esnault, 2002; Boury-Esnault et al., 2003), metamorphosis (Boury-Esnault et al., 2003; 

Ereskovsky et al., 2007), and asexual reproduction (Ereskovsky and Tokina, 2007).  

The aim of the present study is to investigate the detailed description of the reproduction of two 

sibling homoscleromorph species Oscarella tuberculata and O. lobularis and present their 

reproductive cycles. Here, we accurately measured reproductive efforts throughout several years 

of investigations and assess their relations with natural temperature variations.  

 

2. Material and methods  

 

2.1. Collection 

This work was performed on two distinct collections of Oscarella tuberculata (Schmidt, 1868) 

and O. lobularis (Schmidt, 1862) sampled by SCUBA diving. A first collection was built up with 

individuals sampled between June 1987 and September 2005 in different locations of the NW 

Mediterranean (Fig. 1). The second collection was obtained by sampling about 7 individuals of 
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O. tuberculata and of O. lobularis as following (Fig. 2). Oscarella tuberculata was collected 

monthly during two periods: from October 2001 to August 2003 and from June 2006 to January 

2009. Oscarella lobularis also was collected monthly during three years 2006, 2007 and 2008. 

During the period of the reproduction (from June to August) sponges were collected weekly. All 

samples came from a well defined population, located between 14 and 16 m depth, at the “Grotte 

à Corail” location (Maîre Island, Marseille). The site was equipped with a permanent temperature 

recorder (HOBO Tidbit Data Logger).  

During the whole period of investigation, we studied 221 individuals of O. tuberculata and 242 

of O. lobularis. 

 

2.2. Morphological and ultrastructural analysis  

To characterize the life cycle and assess the reproductive effort, sub-samples were fixed in Bouin 

fixative. Then tissue fragments were dehydrated through an ethanol series, and embedded in 

paraffin. Serial sections of 6 µm in thickness were mounted on glass slides and stained with 

Trichrome of Masson and Goldner hematoxylin and then observed under a light microscope 

WILD M20.  

To describe gametogenesis and embryonic development , sub-samples were fixed with a standard 

fixation method using glutaraldehyde 2.5% in a mixture of 0.4M cacodylate buffer and seawater 

(1 vol: 4 vol.: 5 vol.; 1120 mOsm). After fixation, samples were washed in 0.1 M phosphate 

buffer and post-fixation in 2% OsO4 in sea water at room temperature, dehydrated through a 

graded ethanol series, and embedded in Araldite (Boury-Esnault et al., 1984). Semi-thin sections 

were stained with toluidine blue and then observed under a light microscope WILD M20. Digital 

photos were made on the microscope Leica DMLB with the system of photo capture Evolution 

LC color. 

For SEM the specimens were fractured in liquid nitrogen, critical-point-dried, sputter-coated with 

gold-palladium, and observed under a Hitachi S 570 SEM.  

 

2.3. Data analysis  

The calculations of reproductive efforts were carried out on the serial histological sections. For 

each specimen, we analysed digital photos of 16 sections for every sponge (four photos from four 

serial sections, in order to avoid the overlapping of reproductive products that would lead to 

overestimation). We determined the number of reproductively active sponge over time and 

estimated number and area (µm2) of each reproductive element (spermatocyste, oocyte, embryo 

and larva) using the ImageJ Software (http://rsb.info.nih.gov/ij/index.html).  
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Reproductive efforts were expressed as percentage of reproductive tissue (mean ± s.d) for each 

type of reproductive product in the reproductive individuals. 

The potential difference between reproductive effort in both species and for each sex was 

assessed with a Kruskal-Wallis nonparametric rank-sum tests (H) and a Tukey’s (honestly 

significant differenced, or HSD) test. 

 

3. Results 

 

3.1. General characteristic 

Oscarella tuberculata (Fig. 2 A) is thinly encrusting to lobate, but its color is highly variable 

(yellow, green, blue and sometimes pink). Oscarella lobularis is also thinly encrusting to lobate, 

from white to deep purple and sometimes blue (Fig. 2B). Their consistencies are different, rather 

cartilaginous for O. tuberculata, and soft for O. lobularis. Both species are common in shallow 

coralligenous community from 2 to 50 m and inside caves in semi-dark to dark (O. tuberculata) 

conditions (Ereskovsky et al., 2009 a). O. lobularis has been found down to 300 m,  

The anatomy of both species is similar, with inhalant ostia regularly scattered over the surface 

(Fig. 3a, b), oscules at the top of lobes (Fig. 2) and a sylleibid-like (radial arrangement of 

chambers around exhalant canals), with eurypylous choanocyte chambers. The thin unspecialized 

ectosome and the canals are lined by a regular layer of pinacocytes, which are relatively flat 

uniflagellated cells (Fig. 3c,d) connected by specialized cell junctions. (Ereskovsky et al. 2009 b). 

Beneath epithelium situated thin mesohyl layer which contains regularly distributed choanocyte 

chambers, symbiotic bacteria and scattered cells, including vacuolar cells which may be 

characteristic of the different Oscarella species. Oscarella tuberculata harbors one distinct type 

of large vacuolar cell (Fig. 3e), whereas O. lobularis have two types of vacuolar cell (Fig. 3f) 

(Boury-Esnault et al., 1992). Both species also possess specific symbiotic bacteria belonging to 

two in O. tuberculata and three morphotypes in O. lobularis, that can be recognized by electron 

microscopy studies (Vishnyakov and Ereskovsky, 2009).  

 

3.2. Sex ratio  

Both species are ovoviviparous, predominantly gonochoric. Nevertheless there are rare 

individuals containing both male and female sexual cells. During the reproductive seasons, many 

individuals did not have any reproductive elements.  

 

Oscarella tuberculata 
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The population of O. tuberculata from Maire Island contains 13.6% of male, 26.7% of females 

and 59.7 % of non reproductive sponges during all monitoring period (Fig. 4a). Considering all 

morphs sampled, the sex ratio in O. tuberculata is generally about 1/3 (male/female). 

Nevertheless there was a variability of the sex ratio between different years: 1/3.4 in 2002, 1/3.7 

in 2003, 1/3 in 2007, and 1/1 in 2008.  

 

Oscarella lobularis 

O. lobularis monitored populations during 2006-2008 contain 31.8% male, 3.3% female, 1.7% 

hermaphrodite and 63.2% sponges without reproductive elements (Fig. 4b). The sex ratio in O. 

lobularis is generally about 10/1 (male/female). As observed for O. tuberculata, a variability of 

the sex ratio between different years is noticeable: 11/1 in 2006, 1.75/1 in 2007, and 26/1 in 2008.  

 

3.3. Gametogenesis 

3.3.1. Spermatogenesis  

The spermatogenesis is identical in both Oscarella species. It occurs in cysts located in the 

sponge choanosome (Fig. 5A, 6A,C). A thick layer of collagen surrounds the spermatic cyst. 

Spermatocysts come from choanocyte chambers differentiation. They are ovoid and 15 to 60 µm 

in size (Fig. 5A). The spermatogenesis is asynchronous. Cysts generally contain several 

generations of male germ cells which form clusters (Fig. 5A, B). Spermatogonia have the same 

dimension than choanocytes. During the spermatogenesis, some ultrastructural modifications lead 

to a shrinkage of the cell and the nuclei. The collar of the choanocytes disappears, and the 

nucleus moved from the basal to the apical part of the cell. The mature spermatozoa have a 

terminal long flagella and a slightly elongated head containing the acrosome and a large 

mitochondrion.  

 

3.3.2. Oogenesis 

The female germ cells have also a choanocyte origin in both species. Young oocytes are 

amoeboid cells randomly distributed throughout the mesohyl with 15-40 µm in dimension (Fig. 

5C). During the vitellogenesis, they increase rapidly up to 130–150 µm in diameter. Mature eggs 

are isolecythal and polylecithal, with a cytoplasm full of yolk granules and some lipid droplets 

surrounding the nucleolate nucleus (Fig. 5D). Eggs are located in the basal part of the 

choanosome (Fig. 6 B,D). Mature eggs are completely surrounded by a follicle made of 

endopinacocytes (Fig. 5D). 
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3.4. Embryonic development 

Both Oscarella species have the same pattern of embryonic development. It occurs inside a 

follicle at the basal part of the choanosome (Fig. 6 B,D). The cleavage is holoblastic, equal, and 

synchronous during the first two divisions. With the third division, the cleavage becomes 

asynchronous and results in a solid apolar stereoblastula (morula) of 130 - 170 µm in diameter 

with undifferentiated yolk-rich blastomeres exhibiting a nucleolate nucleus (Fig. 5E).  

The coeloblastula is the intermediate stage of development, coming from a morula after 

multipolar egression: a migration of internal cells towards the periphery of embryo (Figs. 5E, F). 

The cell differentiation and the coeloblastula axialisation result in a cinctoblastula pre-larva 

measuring from 130 to 200 µm in diameter (Fig. 5G). Then, larvae are sent off the maternal 

sponge by exhalants canals and the osculum. They remain few days free in the water column 

before settling on a substrate where they transform into a young sponge. Symbiotic extracellular 

bacteria are present all during the embryonic development. A significant difference between 

cinctoblastula pre-larva of the two is the presence of the two maternal vacuolar cell types inside 

of the larval cavity of O. lobularis whereas there is no maternal vacuolar cells inside of O. 

tuberculata (Ereskovsky and Boury-Esnault, 2002).  

 

3.5. Reproductive cycle and reproductive effort  

Reproductive effort of O. tuberculata and O. lobularis was calculated separately for males and 

females, and related to natural fluctuations of the seawater temperature from January 2002 to 

September 2003 for O. tuberculata only, and from January 2006 to October 2008 for both 

species. The reproductive efforts are highly variable in time. 

 

Oscarella tuberculata 

In O. tuberculata the spermatogenesis normally occurs from June to July (Fig. 7A). In the 

population of O. tuberculata from Maire Island, a small difference was observed between the 

spermatogenesis periods: earlier in 2002 than in 2003. During this period, the maximal 

reproductive effort for male was higher in 2002, representing 8% to 9% of the sponge volume, 

than in 2003, with only 4% to 5% (Figs. 8A, 9A). Nevertheless reproductive effort was not 

significantly different between 2002 and 2003 (Test of Kruskal-Wallis: H (1, N = 63) =3.145350 

p = 0.076). During the second studied period (2007–2008,) the spermatogenesis was also 

observed in June – July, but in 2008 it started significantly earlier, at the end of April.  The 

difference in male effort is more pronounced during this period than in the first one (Figs. 8B, 
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9B): the mean effort is 1.17% in 2007 against 2.83% in 2008 and it was not significant (Test of 

Kruskal-Wallis, H (1, N = 15) =3.521 p = 0.060). 

The oogenesis in the population of Maire Island started between January and April but the 

vitellogenesis occurred from May to July (Fig. 7A). The sampling performed in other locations of 

the Marseille region showed that oogenesis can take place until end of July. The first embryos 

were observed in mid-June and the release of larvae occurred between the end of July to early 

September (Fig. 7A). From September to January, there are generally no reproductive elements in 

the sponge choanosome. For female, the maximal reproductive effort can represent up to 7.9 % of 

the sponge volume. The effort of female was significantly different between 2002 and 2003 (Test 

of Kruskal-Wallis: H (1, N = 167) =6.331442 p = 0.011) with a mean of about 1% in 2002 and 

more than 3% in 2003. During the second period, the difference of female effort was not 

significant (Test of Kruskal-Wallis: H (1, N = 27) = 0.688  p = 0.407), in spite of the means 

3.60% in 2007 against 7.90% in 2008.  

The duration of male and female gametogenesis are thus different, but there is a synchronization 

of both sexes during the egg maturation (end of June – July) (Fig. 7A). 

 

Oscarella lobularis  

There is no reproduction in winter conditions (Fig. 7B). The maximal reproductive effort for both 

sexes has been always observed in July (Figs. 8C, 9C). Spermatogenesis generally occurs in two 

months – from June to August (Fig. 7B). For male, the highest effort was found at the end of June 

2006, with 4.93% of the sponge volume, against 0.21% in July 2007 and 2.89% in July 2008 (Fig 

8C, 9C). The difference of male effort have been significant between pairs of years 2006-2007 

(Test of Kruskal-Wallis: H(1 ;51)=17.0837 p=0.00004), between 2006-2008 (Test of Kruskal-

Wallis: H(1 ;71)=5.0114 p=0.0252), and between 2007-2008 (Test of Kruskal-Wallis: 

H(1 ;34)=9.2739 p 0.023).  

The oogenesis in O. lobularis is slightly longer than in O. tuberculata, from May to August, the 

vitellogenesis occurring from June to mid-August (Fig. 7B). Embryogenesis occurs from mid-

July to the beginning of September, and the larvae release takes place from the end of August to 

September. The synchronization of the two sexes is mainly observed in July (Fig. 7B). The 

maximal reproductive effort of female sponges was in July 2006 with 6.46% of the sponge 

volume (July 2007: 1.86% and September 2008 : 0.94%). Female efforts showed also significant 

difference between 2006-2007 (Test of Kruskal-Wallis: H(1;8)=4.0833 p= 0.0433) and between 

2006-2008 (H(1;7)= 4.5000 p= 0.0339) but not between 2007-2008 (Test of Kruskal-Wallis: 

H(1;7)= 1.1250 p= 0.2888). 
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4. Discussion 

 

Potential effects of global change act at different organization levels from physiological to 

community and can ultimately lead to a significant diversity loss and affect ecosystem 

functioning (Lejeusne et al. 2009). Phenology - the timing of seasonal activities (including 

reproduction) of animals and plants - may be the simplest process in which to track changes in 

the ecology of species in response to climate change (Walther et al., 2002). 

Although some information on reproductive cycles of Mediterranean marine “invertebrates” is 

available, little is known about their reproductive efforts and relationships with environmental 

fluctuations. 

 

Sex differentiation  

 

There are different types of hermaphroditism and gonochorism in sponges (Sara, 1993). 

Oscarella tuberculata and O. lobularis seem to be predominantly gonochoristic, although few 

hermaphrodite individuals containing both spermatocysts and young oocytes were found during 

the whole period studied. Oscarella tuberculata was mentioned as gonochoristic for the first time 

by Topsent (1895). However Meewis (1938) wrote that this species from Roscoff (Atlantic coast 

of France) is hermaphroditic with female gametes developed more deeply within the sponge body 

than spermatic cysts. Tuzet and Paris (1964) considered that the representatives of this species 

from Banyuls-sur-Mer (it was wrongly called as Octavella galangaui) are gonochoristic with 

very rare (one specimen) hermaphroditic. Nevertheless, some other species of Oscarella genus 

from Marseille region are hermaphroditic (our unpubl. data). We can suppose that sex 

determination in some individuals of O. tuberculata and O. lobularis may be labile. The same 

situation was described in many marine ovoviviparous demosponges species (Fell, 1970; Diaz, 

1973, 1979; Liaci and Sciscioli, 1967; Elvin, 1976; Sara, 1993).  

Sex ratio of O. tuberculata is in favor of females (3:1) that seem to be quite common among 

Demospongiae (Scalera Liaci et al., 1971; Wapstra and van Soest 1987; Tanaka-Ichihara and 

Watanabe, 1990; Witte et al., 1994; Witte, 1996; Corriero et al., 1996, 1998; Mercurio et al., 

2000; Meroz-Fine et al., 2005; Riesgo and Maldonado, 2008). A comparison of the sex ratios 

between two years show that it is remain almost constant during investigated period. That 

contradicts the hypothesis of thermal sex determination (see Carré and Carré, 2000).  

Sex ratio of O. lobularis in monitored population has inverse proportion with sufficient 

domination of males (1:7) in comparison with O. tuberculata in spite of the inter year variability 
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of this character. If Oscarella is hermaphroditic, and if their sexual differentiation is thermally 

controlled, one can suppose that those sponges that begin gametogenesis early in the year form 

oocytes and those that begin later form sperm. Gametes once formed could inhibit further 

gametogenesis as was suggested for the freshwater sponges and polychaetes (Gilbert, 1974).  

In the investigated populations of both species every year individuals without any reproductive 

elements during the peak of reproduction were presents.  

 

Gametogenesis and embryogenesis 

 

The arrangement of spermatogenesis in spermatic cysts, deriving from choanocyte chambers in 

Oscarella tuberculata and O. lobularis is unusual for the sponges. Different generations of germ 

cells (from spermatogonia to spermatozoa) can been found together inside one spermatocyst 

which is not common in Demospongiae.  Indeed two successive male cells generation within one 

spermatic cyst are often found in sponges (for review see Boury-Esnault and Jamiesson, 1999). 

On the contrary, asynchronous male cells development within one spermatocyst is characteristic 

for Homoscleromorpha (Schulze, 1877; Gaino et al., 1986a; Efremova et al., 2006; Riesgo et al., 

2007).  

The general pattern of oogenesis in Oscarella is similar to that reported for many ovoviviparous 

demosponges (for review see Fell, 1983; Leys and Ereskovsky, 2006). Oogenesis begins with the 

differentiation of primary oocytes, differentiated from the choanocytes (Gaino et al., 1986 b). 

Female sexual cells of both species develop asynchronously inside one sponge that was showed 

for the first time by Schulze (1877). The oocytes during their early development distributed in the 

all mesohyl of the choanosome, however the eggs are located in the basal parts of the maternal 

sponges. The mature eggs are isolecithal as in most sponge species and the egg nucleus occupies 

a central position. This is a characteristic localization for all homoscleromorphs species studied 

so far (Barrois, 1876, Schulze, 1877, 1880, 1881, Meewis, 1938, Tuzet and Paris, 1964; 

Ereskovsky and Boury-Esnault, 2002) with the exception of Corticium candelabrum (Riesgo et 

al., 2007).  

Cleavage at both Oscarella is holoblastic, as in all animals with an isolecythal eggs (Brusca et al., 

1997). Cleavage pattern in O. tuberculata and O. lobularis, as well as in all previously studied 

homoscleromorph species is equal, and asynchronous from the third division, and gives rise to a 

regular solid morula (stereoblastula) (Schulze, 1877, 1880, 1881, Meewis, 1938, Tuzet and Paris, 

1964; Ereskovsky and Boury-Esnault, 2002; de Caralt et al., 2007; Maldonado and Riesgo, 

2008). The stereoblastula develops into a coeloblastula by multipolar egression (Ereskovsky and 
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Boury-Esnault, 2002). Subsequent development results in cinctoblastula larva formation (Boury-

Esnault et al., 2003). 

 

Reproductive cycle 

 

A better understanding of sexual reproduction in sponges must provide clues to those intrinsic 

and environmental factors which initiate gametogenesis, control sexual differentiation, and 

influence the rates of gamete production. 

O. tuberculata and O. lobularis are likely iteroparous sponges with annual cycles. Their short 

period of sexual reproduction connected with the warmest period. Initiation of gametogenesis is 

really the onset of differentiation of choanocytes into primary oocytes and primary 

spermatocytes. This differentiation and the beginning of gametogenesis in both species is not a 

continuous process but occur only once a year.  

In the investigated area, the spermatogenesis of O. tuberculata normally takes place during June 

and July, vitellogenesis of the oocytes occur from May to June, embryogenesis starts in mid-July 

and release of larvae is observed from the end of July to the beginning of September (Fig. 7A). 

Formation of spermatic cysts of O. tuberculata occurs for a relatively short period concomitantly 

with the highest intensity of the oogenesis. 

In the population of O. tuberculata from Banyuls-sur-Mer, spermatogenesis occurred from May 

to the beginning of September, oogenesis - from June to July, and embryonic development from 

July to September (Tuzet and Paris, 1964). According to Gaino et al. (1986 a, b) the 

spermatogenesis in this species from Ligurian Sea (Italy) occurs in July, and the oogenesis occurs 

also between June and July. So there is not remarkable differences in the periods of the sexual 

reproduction stages in different populations of O. tuberculata from NW Mediterranean.  

In O. lobularis the spermatogenesis normally starts in the mid of June up to August, 

vitellogenesis occur from July to August, embryogenesis starts in mid-July and release of larvae 

is observed from the end of August to September (Fig. 7B). As in the case of O. tuberculata, 

spermatic cysts of O. lobularis occur for a relatively short period concomitantly with the highest 

intensity of the oogenesis. 

This sexual pattern, also reported for other demosponges probably represents the most common 

means of sexual reproduction among ovoviviparous sponges in temperate seas (Scalera Liaci et 

al., 1971, 1973; Tanaka and Watanabe, 1990; Fell, 1993; Ereskovsky, 2000; Mercurio et al., 

2007; Baldacconi et al., 2007). In other homoscleromorph species such as C. candelabrum 

spermatogenesis starts in the coldest month, just before the spring rising of temperature, and 
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extended over a time period characterized by both cold and warm seawater. Temperature did not 

appear to be the main cue triggering oogenesis, because new oocytes were produced every month 

(de Caralt et al. 2007; Riesgo et al., 2007). 

 

Reproductive effort and relation to the environment 

 

Whether reproductive effort depends on the temperature regime?  

Organisms obtain resources from their environment and allocate energy to different cellular 

compartments. The allocation of resources to somatic or reproductive compartments varies 

considerably according to reproductive strategy.  

Reproductive effort reflects the involvement of energy to the reproduction, and can be defined as 

the proportion of an organism’s total energy, which is directed towards reproduction. The somatic 

biomass certainly influences the number of embryos produced since it is related to the amount of 

collected and accumulated nutrients. It was showed that water warming activate temperature-

signaling cascade in sponges, which stimulate all the sponge metabolism (Zocchi et al., 2003).  

Reproductive effort of O. tuberculata and O. lobularis (both male and female sponges) is 

variable in time. The peak of reproductive effort is observed during the hydrologic summer for 

both species.  Moreover, the maximal reproductive effort tends to be higher for both sexes when 

the temperature regime is warmer.  

Similar annual variability of reproductive effort was shown almost in all works on the 

reproductive cycles of sponges (Fell, 1993; Corriero et al., 1996, 1998; Ereskovsky, 2000; 

Mercurio et al., 2007; Baldacconi et al., 2007; Whalan et al., 2007). 

The variations of male effort in O. tuberculata between pairs of years: 2002 - 2003 and 2007 - 

2008 were not significant. On the contrary, it is a significant difference of female efforts between 

2002 - 2003 (Fig. 9A). This distinction could be linked to the thermal regime: the summer of 

2003 has been characterized by a positive thermal anomaly - the average temperature of August 

(the peak of embryogenesis) was higher on 2°C in 2003 than in 2002 (Fig. 10A) (Garrabou et al. 

2009). However, the difference of female effort was not significant in 2007 - 2008 (Fig. 9B). In 

O. lobularis the variations of male and female efforts during all investigated period (2006 - 2008) 

were significant with maximal value in 2006 when the mean summer temperature was higher 

than in 2007 and 2008 (18.01°C, 17.36°C and 17.34°C correspondingly) (Figs. 9C, 10B).  

These distinctions could be related to difference of environmental conditions between the two 

pairs of the years. It was not significant difference between the medium temperature in June and 

July, at the same time, the average temperature of August was higher on 2°C in 2003 in than in 
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2002 (respectively 18.7 and 20.8°C) (Fig. 10A). During August, the final period of embryonic 

development and larval emission, the significant increase of the reproductive effort of female in 

2003 was, probably, connected to the water warming. Mean annual temperature between 

2006/2007 were not different (Fig. 10B). But during a period of reproduction (May – August) the 

temperature in 2006 was higher on about 0.7°C, that, probably, is sufficient to influence the 

reproduction. The difference of the temperature during these two periods of reproduction 

(2006/2007) may explain the decrease of the reproductive effort of male and female. In addition, 

the increase of the quantity of asexual and hermaphrodite individuals in 2007 could also be the 

consequence of lower temperature during the June and July 2007.  

 

The results of our study on the life history characteristics of the Mediterranean homoscleromorph 

sponges Oscarella tuberculata and O. lobularis reveal several traits which may categorize them 

as opportunistic species, adapted for utilizing variable, unpredictable environments. Some 

features of these species may provide additional evidence for such conclusions: (1) indeterminate 

growth allows continuous lateral substratum occupation (Pansini and Pronzato, 1990; Garrabou 

and Zabala, 2001), without requiring intervening stages of sexual reproduction and recruitment; 

(2) localized destruction of maternal tissue during gametogenesis and embryonic development; 

(3) embryogenesis and larval development last over two month; (4) the average life span is more 

than 6 years.  

Similar ecological and reproductive characteristics have been reported for many ovoviviparous 

demosponges inhabiting different world’s regions. For example: for opportunistic Mycale sp. 

inhabiting stressful conditions in the North of Jamaica, for littoral specimens of Haliclona 

permolis from the Oregon coast of the United States, the estuarine species Haliclona loosanoffi 

and Halichondria sp., Mycale fistulifera from the Mediterranean Sea, shallow water Halisarca 

dujardini, Halichondria panicea and H. sitiens from the White Sea (Reiswig, 1973; Elvin, 1976; 

Fell, 1976; Fell and Jacob, 1979; Fell et al., 1979; Fell and Lewandrowsky, 1981; Lewandrowsky 

and Fell, 1981; Meroz and Ilan, 1995; Ereskovsky, 2000; Gerasimova and Ereskovsky, 2007). 

It is well known that only eurybiont sponges are able to inhabit the shallow water with high 

fluctuations in temperature, salinity, illumination, hydrodynamic, and nutrition. Within the NW 

of Mediterranean Sea Oscarella tuberculata and lobularis can live in very fluctuating shallow-

water environments. These species colonized coralline algae and stones in shallow-water zones 

(2–24 m). O. tuberculata survives in the areas of maximum pollution at Cortiou (Marseille, 

France). Moreover, this species showed a great adaptive plasticity to selection by substrate, depth 

and relationship to environmental variables (Carballo et al., 1996).  
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In conclusion, environmental factors play a significant role in regulating the life history of the 

sponges, which in part, involves life-cycle-dependent changes in gene expression and cell 

signaling. Therefore, in asking the question how reproduction regulated in sponges, we must 

examine how environmental factors regulate gene expression. 
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Figure Legends 

 

Fig. 1. Map of the Northwest Mediterranean coast showing the collection sites of Oscarella 

tuberculata and Oscarella lobularis. 

Fig. 2. Living Oscarella. Yellow-green (A) and blue (B) colour morphs of O. tuberculata; violet 

(C) and grey (D) colour morphs of O. lobularis. 

Fig. 3. Histology and cell composition of Oscarella tuberculata and Oscarella lobularis. 

Fig. 4. Sex ratio: Proportions of female and male in Maire Island population in NW 

Mediterranean Sea. Oscarella tuberculata (A) and Oscarella lobularis (B). 

Fig. 5. Spermatogenesis (A, B), oogenesis (C, D) and embryogenesis (E-G) in Oscarella 

tuberculata and O. lobularis (A) SEM image of peripheral part of spermatocyste. Intercellular 

bridge (arrow) is seen between two primary spermatocytes, inherited after the spermatogonia 

division. (B) Semi-thin micrographs of two spermatocyst with the different generation and 

composition of male germ cells. (C) Semi-thin micrographs of young oocyte in the mesihyl; (D) 

Semi-thin micrographs of mature egg surrounding by follicle (Fo). (E) Semi-thin micrographs of 

two embryos during multipolar egression. (F) SEM micrographs of coeloblastula in the sponge 

mesohyl. (G) SEM micrographs of cut cinctoblastula larva. Abbreviations: Bm - basal 

membrane; C – spermatic cyst, ChCh – choanocyte chambers, ExC – exhalant canal, F – sperm 

flagella, N – nucleus; Sc I – primary spermatocytes, St – spermatids; Sz – spermatozoid; Y – yolk 

granules. 

Fig. 6. Histology images of Oscarella tuberculata (A, B) and O. lobularis (C, D) reproductive 

sponges. (A) Male sponge (July 2007) with the spermatocystes (Sp) in the choanosome; (B) 
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Female sponge (June 2006) with the embryos on different stages of development.  (C) Male 

sponge (July 2007) with the spermasocystes (Sp) in the choanosome; (D) Female sponge (June 

2006) with the embryos on different stages of development.   

Fig. 7. Diagram of reproductive cycle of Oscarella tuberculata (A) and Oscarella lobularis (B). 

Fig. 8. Diagram of the correlation of water temperature and the monthly reproductive efforts of 

male and female in Oscarella tuberculata (A, B) and Oscarella lobularis (C).  

Fig. 9. Diagram of the correlation of water temperature and the annual reproductive efforts of 

male and female in Oscarella tuberculata (A, B) and Oscarella lobularis (C).  

Fig. 10. Fluctuation of the temperature in the investigated area (Riou Island, 15m) from October 

2001 to November 2003 (A) and from January 2006 to October 2008 (B). 
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B.3 : Les Homoscléromorphes, la 4
e
 lignée d’éponges. Apports de la 

phylogénie moléculaire associée aux caractères morphologiques  

 

B.3.1 : Présentation de l’article 

 

Les 7000 espèces d’éponges décrites sont classiquement réparties en trois classes Calcarea 

Bowerbank, 1864; Demospongiae Sollas, 1885; Hexactinellida Schmidt, 1870. Récemment, 

une 4e lignée d’éponges, les Homoscleromorpha (Dendy, 1905) a été proposée (Hooper et al., 

2002 ; Borchiellini et al., 2004 ; Sperling et al., 2007 ; Philippe et al., 2009). Les 

homoscléromorphes présentent une grande variabilité de formes, mais leur organisation 

générale et leurs caractéristiques cytologiques et embryologiques relativement simples (qui 

sont de potentielles autapomorphies) semblent suggérer la monophylie de ce groupe (Muricy 

et Diaz, 2002). Jusqu’en 1995, deux familles étaient reconnues (Oscarellidae et Plakinidae) 

basées sur la présence ou l’absence de spicules. Cependant, la distinction d’un nouveau genre 

Pseudocorticium (Boury-Esnault et al., 1995) avait conduit les auteurs à supprimer cette 

subdivision. Depuis lors, les homoscléromorphes sont considérées comme constituées d’une 

seule famille (Plakinidae), de sept genres et de 78 espèces (Van Soest et al., 2008). 

Les relations internes de trois grandes lignées d’éponges sur quatre ont été récemment 

étudiées via une approche de phylogénie moléculaire (pour les démosponges : (Borchiellini et 

al., 2004 ; Nichols, 2005 ; Lavrov et al., 2008), pour les calcaires (Manuel et al., 2003a ; 

Dohrmann et al., 2006), pour les hexactinellides (Dohrmann et al., 2008). Notre étude avait 

donc pour but de tester la validité de la taxonomie actuelle au sein de la 4e et dernière lignée 

d’éponge, les homoscléromorphes. Pour cela, plusieurs marqueurs moléculaires ont été 

utilisés : les gènes codant pour les ADNr 18S et 28S ainsi que les génomes mitochondriaux 

complets et quelques caractères morphologiques, et ce pour une vingtaine d’espèces 

représentatives de six des sept genres décrits actuellement. 

Nos résultats, globalement congruents pour tous les marqueurs (et toutes les méthodes 

d’analyses) ont permis dans un premier temps de retrouver une distinction robuste entre les 

genres contenant des espèces à spicules et les genres contenant des espèces sans spicules, 

validant ainsi ce caractère morphologique comme étant une synapomorphie morphologique. 

Nous avons ainsi proposé la restauration des deux anciennes familles : Oscarellidae et 
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Plakinidae. Cette distinction étant également soutenue par un arrangement des gènes du 

génome mitochondrial différent pour les deux clades. Nous avons également retrouvé la 

monophylie de certains genres (Corticium, et vraisemblablement Plakinastrella), la 

paraphylie du genre Plakina et certaines incertitudes perdurent en ce qui concerne les genres 

Plakortis et Oscarella. Les caractères morphologiques soutenant ces clades ont également été 

réévalués. Cette étude combine pour la première fois chez les éponges des données issues : de 

marqueurs nucléaires, des génomes mitochondriaux et des caractères morphologiques. 

 

Ce travail dont je suis co-1er auteur fait l’objet d’un article de recherche qui sera soumis d’ici 

peu dans la revue Systematic Biology. Une version provisoire n’incluant pas les résultats 

obtenus grâce à l’étude des génomes mitochondriaux (à l’heure actuelle toujours en cours 

d’analyse par le Dr. Dennis V. Lavrov4) est présentée dans cette thèse. 

 

B.3.2 : Article 3: Molecular phylogeny restores the supra-generic subdivision of 

Homoscleromorph (Dendy, 1905) sponges. 

 

                                                 
4 Dr. Dennis V. Lavrov, EEOB, Iowa State University, USA 
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Abstract 

 

Homoscleromorpha are the fourth sponge lineage, recently considered as distinct from 

Demospongiae. They are classically considered to be composed of 7 genera based on 

morphological characters. Here we describe the first molecular phylogeny based on 18S and 

28S rDNA, for this peculiar group, and investigate especially genus relationships. Our results 

show a clear distinction of two robust clades, one containing the genera with spiculated 

species and the other the genera with non-spiculated species, restoring an ancient supra-order 

classification. The evolution of morphological characters is discussed in the light of these 

molecular relationships. 

 

Keywords: Homoscleromorpha, molecular phylogeny, characters evolution, Oscarellidae, 

Plakinidae.
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Introduction 

 

Because they are widely considered to be the most ancient multicellular animals, the sponges 

(phylum Porifera) represent a pivotal group for understanding the origin and early evolution 

of Metazoa (Dewel, 2000 ; Borchiellini et al., 2001 ; Muller et Muller, 2003 ; Maldonado, 

2004 ; Nichols et al., 2006 ; Philippe et al., 2009). There are presently more than 7 000 

described sponge species that are exclusively aquatic and predominantly filter-feeding 

animals. Traditionally, on the basis of body plan features, they were grouped in one phylum 

Porifera divided in three classes: Calcarea Bowerbank, 1864; Demospongiae Sollas, 1885; 

and Hexactinellida Schmidt, 1870. While recent phylogenetic studies fail to find obvious 

consensus concerning the monophyly vs paraphyly of Porifera and concerning their 

relationships relatively  to other non-bilaterian metazoans (Philippe et al., 2009 ; Sperling et 

al., 2009), it clearly appears that Homoscleromorpha (Dendy, 1905), previously defined as 

part of Demospongiae, constitutes a fourth high level sponge taxon, alongside the three 

classically recognized (for recent references see (Sperling et al., 2007 ; Dohrmann et al., 2008 

; Philippe et al., 2009). These results shed light onto this small sponge group so neglected 

until recently.  

 

The classification of Homoscleromorpha as a family or a suborder of the subclass 

Tetractinellida in the class Demospongiae was due to the shared presence of siliceous 

tetractinal-like calthrops spicules (Lévi, 1956). Lévi (1973) later proposed  to classify them as 

a distinct subclass in the Demospongiae (Lévi, 1973), rank maintained in the more recent and 

most generally admitted classification “Systema Porifera: a guide to the classification of 

sponges” (Hooper et van Soest, 2002). Since 2004, however, the pertainance of 

Homoscleromorpha to Demospongiae has been challenged by molecular studies (Borchiellini 

et al., 2004). In presently available analyses using a suitable sampling to test the phylogenetic 

position of homoscleromorphs, we can distinguish two alternative scenarios: (i) closer to 

eumetazoan than to the other sponges, resulting in the paraphyly of sponges (Borchiellini et 

al., 2004 ; Sperling et al., 2007 ; Peterson et al., 2008 ; Hejnol et al., 2009 ; Sperling et al., 

2009) or (ii) as the sister-group of the calcareous sponges in agreement with the monophyly 

of Porifera (Dohrmann et al., 2008 ; Philippe et al., 2009). A shared ancestry of 

Homoscleromorpha and Calcarea has been suggested earlier by Van Soest (Van Soest, 1984), 

based on a slight similarity of spicule form and of larva type. However, these morphological 

characters were not convincing: indeed (i) the calthrop-like spicules are of a widely different 
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mineralogy (calcium carbonate versus silica) in the two taxa; (ii) furthermore, the analogy 

between their larva types was based only on the use of a similar term for larvae that are now 

considered as clearly different, respectively amphiblastula for Calcarea and cinctoblastula for 

Homoscleromorpha (Boury-Esnault et al., 2003). 

 

Homoscleromorphs are exclusively marine sponges, generally located in shallow waters from 

8 to 60 m, but some species have been already found at more than 1000 m depth (Muricy et 

Diaz, 2002). All species are dwellers of hard substratum communities often in semi dark or 

dark conditions. Some species may only grow on coralligenous substratum. In some places, 

homoscleromorphs can be predominant and constitute particular facies. They seem to be 

strong competitors for space, overgrowing massive sponges, sea fans and erected bryozoans 

(Diaz et Van Soest, 1994 ; Muricy et Diaz, 2002 ; Ereskovsky et al., 2009). Their fossil record 

probably dates back to the Early Carboniferous (Reid, 1970), and is documented in the Early 

and Upper Jurassic (Wiedenmayer, 1994). Homoscleromorph sponges appear as a promising 

sponge group in marine natural product research, with several species offering a high 

secondary metabolite diversity with potential value for the biomedical field (Kornprobst, 

2005). 

Homoscleromorpha have a great variability of forms but their general organization and the 

basic characteristics of their cytology and embryology, as potentially autapomorphic 

characters, argue for the monophyly of this group. This sponge clade is characterized by an 

aquiferous system of either sylleibid-like or leuconoid organization with eurypylous, diplodal 

or aphodal choanocyte chambers. As far as skeletal structures are concerned, when siliceous 

spicules are present, they harbor a peculiar type (calthrops and its derivates) and do not form a 

well-organized skeleton. Homoscleromorpha possess flagellated exopinacocytes- and 

endopinacocytes, a peculiar flagellated apopylar cells, a cinctoblastula larva, a basement 

membrane underlying both choanoderm and pinacoderm, and zonula adhaerens cell junctions 

in adults and larval epithelia, cross-striated ciliar rootlet in larvae and unique for sponges 

asynchronous spermatogenesis (for review see (Muricy et Diaz, 2002 ; Ereskovsky et al., 

2009) and Figure 1).  

Until 1995, two families were currently recognized, Plakinidae Schulze, 1880 and 

Oscarellidae Lendenfeld, 1887, distinguished by the presence and absence of skeleton. But 

the description of the genus Pseudocorticium (Boury-Esnault et al., 1995) led to discard this 

suprageneric classification and to merge all genera into a single family (Boury-Esnault et al., 

1995). Indeed, Pseudocorticium is devoid of mineral skeleton, like the genus Oscarella, but 
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presents closer affinity in histological traits (notably the aquiferous system) with the skeletal 

genus Corticium. Thus Homoscleromorpha are presently considered to contain a single family 

Plakinidae Schulze, 1880, including 7 genera (Oscarella Vosmaer, 1887; Plakina Schulze, 

1180; Plakortis Schulze, 1180; Plakinastrella Schulze, 1180; Corticium Schmidt 1862; 

Pseudocorticium Boury-Esnault et al., 1995; Placinolopha Topsent, 1897a) and about 78 

species. Genera are distinguished mainly by four morphological characters (Diaz et Van 

Soest, 1994 ; Boury-Esnault et al., 1995 ; Muricy et Diaz, 2002): the presence or absence of a 

siliceous skeleton; the presence or absence of a cortex associated with the architecture of the 

aquiferous system and type of choanocytes chambers; if spicule are present, the number of 

spicule size classes and the presence and type of ramification in the actins of calthrops.   

 

Internal relationships within three of the four major sponge groups  have recently been 

investigated with molecular phylogenetic approaches (Calcispongia by (Manuel et al., 2003a ; 

Dohrmann et al., 2006) ; Demospongiae by (Borchiellini et al., 2004 ; Nichols, 2005) ; and 

Hexactinellida by (Dohrmann et al., 2008)). Since Homoscleromorpha were only recently 

recognized as a separated, high level sponge clade, their internal relationships were not 

investigated so far. Concerning both their potential usefulness in the pharmacological field 

and the recent emergence of two Oscarella species as models in the evo-devo field - O. 

lobularis and O. carmela - , a reevaluation of phylogenetic relationships using molecular 

markers inside Homoscleromorpha seems necessary. This paper presents the first study 

testing Homoscleromorpha classification schemes proposed in the literature via the 

integration of 18S rDNA and 28S rDNA data. Our goals were to test the two competing 

hypotheses for their broadest subdivision, to test genus validity and to formulate hypotheses 

concerning morphological character evolution within the group.  
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Material and Methods 

 

1) Specimen collection  

Specimens were collected in scuba diving mostly by A.V.E or provided to us by colleagues 

(see Acknowledgments part). The species used in this study, their current taxonomic status 

and their sequence accession numbers are summarized in Table 1. The identification of all 

specimens used in this study has been carefully checked using morphological characters by 

the taxonomists of our team (JV and AVE). 

 

2) Ribosomal sequences acquisition 

 

Procedures used for genomic DNA extraction, cloning and DNA sequencing are described in 

(Borchiellini et al., 2001), except for a few DNA extractions realized with the QIAamp DNA 

mini kit (DNA purification from tissues, Qiagen), following the manufacturer instructions,  

instead of the Promega’s one. 

Amplification primers for full-length/partial 18S and partial 28S ribosomal DNA (rDNA) are 

given in Table 2. Reaction mixes were adapted from Borchiellini et al. (2001). Most 18S and 

28S amplicons were obtained by nested PCR with different combinations of primers 

depending of the species concerned. Thermocycling was carried out using mostly 

“touchdown” protocols with annealing temperatures ranging from 65◦C to 45◦C, (depending 

on melting temperature of primers) and a range of cycles from 30 to 45 were performed. 

Despite substantial efforts, we were not able to obtain 18S/28S sequences for some species 

(especially a Placinolopha species), and in some cases only shorter sequences could be 

amplified (see Table 1 for distribution of missing data).  

 

3) Choice of outgroup 

 

Outgroup sequences were downloaded from GenBank (Table 3). To achieve a reasonable 

trade-off between representativeness of outgroup taxa and ease of alignment, and because our 

prime interests were relationships within Homoscleromorpha, we restricted our sampling to 

sponges and included only a few members of two other key sponge groups (Calcarea and 

Demospongiae). One Calcinea, two Calcaronea and two Halichondrida were added to our 

Homoscleromorpha sampling.  
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4) Sequence alignments and phylogenetic analysis  

 

Initial sequence alignment was performed using the online software Muscle 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/muscle/index.html) (Edgar, 2004a, 2004b), then subsequently 

optimised by eye on Bioedit Sequence Alignment Editor 5.09 (Hall, 1999). Ambiguously 

aligned regions were determined by the program Gblocks version 0.91 b (Castresana, 2000), 

and excluded from the analyses. After trying a variety of settings, the final Gblocks settings 

were selected to yield a good quality alignment while not sacrificing an unnecessarily large 

amount of data. A removal of 91%, and 87% of the 18S and 28S alignments, respectively, 

was thus performed. The settings were the following for the 18S rRNA and 28S rRNA 

partitions respectively: [1: 12; 2: 18; 3: 10; 4: 8; 5: all]; [1: 12; 2: 12; 3: 8; 4: 3; 5: with half]. 

The character exclusion sets based on Gblocks are available upon request through the 

corresponding author. 

The 18S and 28S alignments have been deposited on the free TreeBASE database 

(www.treebase.org). 

Phylogenetic analyses were performed using parsimony, distance, Maximum Likelihood 

(ML) and Bayesian methods.  

We used PAUP 4.0 (Swofford, 2000) for parsimony and distance phylogenetic analyses. 

Distance analyses were performed using Neighbour-Joining (NJ) with distances corrected by 

Kimura’s two-parameter model. For Maximum Parsimony (MP) analyses, characters were 

always treated as unordered and equally weighted (contrary to Bayesain analyses). MP trees 

were computed using heuristic searches with 100 replicates of random taxon addition 

sequence and TBR branch swapping.  

For ML analyses we used MrModeltest (modified version of ModelTest 3.6) (Posada et 

Crandall, 1998 ; Nylander, 2004) to determine the best-fitting nucleotide substitution model 

for each data partition, excluding ambiguously aligned regions from the calculations. This 

resulted in the following model being used for 18S and 28S: GTR + G + I (general time-

reversible model + gamma shape distributed rates of substitution + estimated proportions of 

invariant sites). Then, we performed the analyses with the phyML software (Guindon and 

Gascuel 2003). Parameters were set by using MrModeltest. Between site variation was 

estimated using a discrete approximation of the gamma distribution with 4 rate categories. 

Gaps were treated as missing data. The statistical robustness of the tree topology was assessed 

by bootstrap resampling (1000 replicates for NJ and MP and ML).  
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Bayesian analysis (BI) was performed with MrBayes 3.1 (Huelsenbeck et Ronquist, 2001) 

with the nucleic acid models previously determined by MrModelTest (Nylander, 2004) (citer 

models). Two sets of four independent simultaneous Metropolis-couples Markov chains 

Monte Carlo were run for 1 million generations and sampled every 1000 generations and we 

used a 25% burn-in (of tree and parameters). The runs were monitored for convergence and 

the average standard deviation of split frequencies obtained were as followed: 0.005 and 

0.004, for respectively, 18S and 28S datasets.  

Bayesian posterior probabilities (PP) were used for assessing the confidence value of each 

node. Lacking positions were scored as missing data. 

 

Given that bootstrap proportion values (BP values) are a conservative measure of a clade 

support (Hillis et Bull, 1993) and Bayesian posterior probabilities (PP values) might be 

overestimated (Huelsenbeck et Rannala, 2004), PP values >95% and BP values >75% were 

interpreted as giving significant support to the respective clades.  

 

Results 

 

Nuclear markers 18S and 28S ribosomal SU genes 

 

The results obtained by the 18S and 28S using the different phylogenetic methods were 

mostly congruent. We chose to present the topologies obtained by ML method for each 

marker, indicating for each node the support found by the different methods (Figure 2 and 3). 

All the other trees obtained by the different methods are available upon request. 

 

First of all, even if our sampling was not designed to fully test the monophyly of 

Homoscleromorpha, the obtained topologies are all in accordance with the monophyly of this 

group as previously reported (Borchiellini et al., 2004 ; Lavrov et al., 2008 ; Sperling et al., 

2009), whatever the relationships found between outgroup species (Demospongiae and 

Calcarea) that differ according to markers or methods used. 

Homoscleromorpha are divided into two clades supported by maximum BP and PP values 

(from 96 to 100 for BP and PP=1.00): one groups Pseudocorticium and Oscarella genera 
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(clade A) while the other groups Corticium, Plakina, Plakinastrella and Plakortis genera 

(clade B).  

 

Inside clade A, the monophyly of the genus Oscarella depends on the fluctuating position of 

O. microlobata grouping either with other Oscarella species or with Pseudocorticium. We 

can note the longer branch leading to O. microlobata that suggests that this unstable position 

may be due to long branch attraction (LBA) artefact. Between the three other analyzed 

species of the Oscarella genus O. malakhovi and O. carmela are closer to each other 

(maximum BP and PP in all analyses) than they are from O. lobularis. 

Inside clade B, the three species of the genus Corticium form a highly supported 

monophyletic group (clade B1 supported by robust values from 96 to 100 for BP and 

PP=1.00), where the two south Pacific species are sister groups. The four species belonging to 

Plakortis and Plakinastrella genera always group together, in a robust clade B2 (BP from 87 

to 100 and maximum PP). In this clade B2, the two Plakinastrella species are grouped 

(maximum PP and BP) while the relative position of the two species of the Plakortis genus is 

unresolved. These relationships are thus congruent with the monophyly of the genus 

Plakinastrella whereas the monophyly of the genus Plakortis would have to be further tested. 

As far as the species pertaining to the genus Plakina are concerned, they do not form a clade: 

on the one hand P. trilopha and P. jani form a highly supported group (clade B3 supported by 

maximum PP value and BP values from 96 to 100), on the other hand P. monolopha and P. 

crypta have a weaker affinity to one another (clade B4 not supported).  

 

 

Discussion 

 

The position of Pseudocorticium genus and the restoration of two families 

 

In 1995, Boury-Esnault et al. described a new genus, Pseudocorticium. The name of this 

genus was chosen according to the presence of a cortex similar to that found in the Corticium 

genus. Our molecular analyses, based on nuclear markers, highly support a relatedness of 

Pseudocorticium with the genus Oscarella instead of Corticium. In other words, this results in 

the subdivision of Homoscleromorpha into two clades (A and B): one grouping species 

devoid of spicules (clade A: Pseudocorticium and Oscarella), the other corresponding to 

spiculated species (clade B: Plakina, Plakortis, Plakinastrella and Corticium genera) (Figure 
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4). This finding has various implications both on the classification of Homoscleromorpha and 

on the understanding of character evolution. 

The first consequence is that this molecular study is congruent with the subdivision of 

homoscleromorphs into two families Oscarellidae Lendenfeld, 1887 (corresponding to clade 

A minus the Pseudocorticium genus that was described latter) and Plakinidae Schulze, 1880 

(corresponding to clade B), as admitted until 1995 on the basis of absence/presence of mineral 

skeleton (respectively). From a morpho-anatomical point of view, this suggests that spicules 

may have appeared once in the last common ancestor (LCA) of Plakinidae, or alternatively 

the spicules could have been ancestral and secondary lost in Oscarellidae.Regarding, available 

data on spicule evolution, even if the second scenario isphylogenetically less parcimonious, 

both hypotheses are credibles. This also implicates that the similar cortex, aquiferous system 

organization and outer morphological similarity encountered in both Corticium and 

Pseudocorticium represent homoplasic characters. Our results exclude the possibility that 

Pseudocorticium could be an aspiculate morph of Corticium, unable to secrete spicules in an 

environment poor in silica, a case that has been evidenced for some demosponges 

(Maldonado et al., 1999) and suggested previously for this genus (Boury-Esnault et al., 1995). 

It is worth noticing that our analyses contradict a previous study based on allozyme 

comparison has suggested that Pseudocorticium jarrei (mentioned as Corticium sp. in the 

paper) is more related to Corticium candelabrum than to Oscarella lobularis and O. 

tuberculata (Solé Cava et al., 1992). Nevertheless, the authors also showed in this study that 

Oscarella tuberculata appeared more closely related to Corticium species than to O. 

lobularis, that led us to be doubtful about the resolution power of allozymes for this issue. 

 

The common origin of Plakinastrella and Plakortis genera 

 

Our study shed lights on the relatedness of Plakortis and Plakinastrella. The affinity between 

these two genera was never proposed by earlier morphological studies. Nevertheless, it is 

worth noticing that this clade is supported by a morphological synapomorphy.  Indeed, in both 

genera, lophose spicules are absent, contrary to all the other spiculated genera, that possess at 

least one lophose spicule type (Figure 4). The two genera remain, nevertheless, distinct. 

Plakortis has diods and triods in a one size class, whereas, Plakinastrella owns diods, triods 

and/or calthrops of several size classes (Muricy et Diaz, 2002). In all our analyses based on 

three species, Plakinastrella is monophyletic, thus, the combination of those spicules is a 

valid morphological character to define this genus. Concerning the Plakortis genus, we cannot 
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conclude as in our analyses it appears to be either monophyletic or paraphyletic. Nevertheless, 

the presence of spicular characters, which appear robust, may favor the hypothesis of 

monophyly, although molecular phylogeny including more species will be necessary to firmly 

conclude. 

 

The challenging of the Plakina genus: need of substantial nomenclature revision 

 

It seems that the presence of spicules in some homoscleromorph genera has previously led not 

only to their incorrect assignation to Demospongiae but also led to a doubtful definition of the 

genus Plakina. This genus is defined by “a spiculation of diods, triods and calthrops in a 

single size class, and with homolophose calthrops with, one, two three or four lophate rays”. 

In other words, species that do not contain a heterolophose calthrop specific of Corticum has 

been considered to pertain to the genus Plakina. Furthermore, several authors have previously 

recognize that this genus, which shares with Corticium some spicule similarities, is likely to 

be paraphyletic (Muricy et al., 1996 ; Muricy et al., 1998 ; Muricy et Diaz, 2002). Our results 

confirm clearly that the genus is a polyphyletic group. This implicates that the allegedly 

intraspecific variability in morphological characters in this genus (Muricy et al., 1998) is in 

fact certainly due to the presence of several different genera. After a larger dataset analysis, 

the genus Plakina will have to be redefined and other genera to be described. One of them 

could contain Plakina jani and P. trilopha that are characterized by the presence of a well 

developed mesohyl and a tetralophose calthrop (type of spicule absent in the other “Plakina” 

included in our study (Figure 4). 

 

Conclusions and perspectives 

 

Finally, this first molecular phylogenetic analysis aiming at testing relationships inside the 

Homoscleromorpha clade confirmed an old distinction between spiculated and non spiculated 

species. Nevertheless it pointed out doubts or inconsistencies concerning previously described 

genera that will have to be unraveled. This should motivate further molecular studies in order 

to be able to renew the taxonomy of the group.  

First the relationships between Pseudocorticium and Oscarella genera are not resolved in this 

paper. A more detailed study of these two genera is actually in progress in our laboratories. 

Indeed, this point is expected to lead to substantial taxonomic changes: depending on the 

results we will obtain, this may implicate the renaming of Pseudocorticium into Oscarella, 
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the redefinition of Oscarellidae or to propose a new name for the group composed of 

Oscarella and Pseudocorticium genera. As far as spiculated species are concerned Plakortis 

and Plakina genera monophyly will have to be better tested by an appropriate sampling. 
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Legends figures and tables 

 

Fig. 1: A few relevant morphological characters in the Homoscleromorpha. (A, B) Spicules of 

the Homoscleromorpha (SEM). A: d – diod of Plakina trilopha (Marseille, Mediterranean); t 

– triod of Plakortis simplex (Marseille, Mediterranean); c - calthrop of P. trilopha (Marseille, 

Mediterranean). B: tc – tetralophose calthrop of Plakina weinbergi (Mediterranean, Liban); hc 

– heterolophose caltrops (candelabra) of Corticium candelabrum (Adriatic Sea). C – 

Oscarella kamchatkensis (Avacha Bay, Bering Sea, Russia), transverse semi-thin section 

showing the sylleibid aquiferous system with eurypylous choanocyte chambers (cc); D – 

Pseudocorticium jarrei (Marseille, Mediterranean) transverse semi-thin section showing the 

leuconoid aquiferous system with diplodal choanocyte chambers (cc). E - Oscarella 

malakhovi (Japan Sea, Russia) SEM micrograph of the flagellated exopinacoderm with 

ostium (o). F - Oscarella viridis (Marseille, Mediterranean) TEM micrograph showing 

basement membrane (arrow heads) underlining the endopinacocytes (en) and choanocytes 

(ch). G - Corticium candelabrum (Marseille, Mediterranean) transverse semi-thin section of 

cinctoblastula larva, showing anterior (ap) and posterior (pp) poles. H - Plakina trilopha TEM 

micrograph of the cross-striated ciliar rootlet (arrows). I - Oscarella microlobata (Marseille, 

Mediterranean) TEM micrograph of cell junctions (zonula adhaerens) between the ciliated 

cells of cinctoblastula larva (arrows). 

Abbreviations: b – symbiotic bacteria; ec – ectosome; n – nucleus; o – ostium.  

Fig. 2: Phylogramm showing the relationships among the six genera of Homoscleromorpha 

based on 18S rDNA analyses. The topology presented corresponds to the ML analysis. The 

outgroups are in green (Calcarea) and yellow (Demospongiae). The Homoscleromorpha 

species are split in two robust clades: A (pink) and B (blue). The four numbers are from top to 

bottom: bootstrap values for NJ, ML, MP and posterior probabilities for BI. Bootstraps (BP) 

(>50) and posteriors probabilities (PP) values are indicated for principals nodes.  

Fig. 3: Phylogramm showing the relationships among the six genera of Homoscleromorpha 

based on 28S rDNA analyses. The topology presented corresponds to the ML analysis. The 

outgroups are in green (Calcarea) and yellow (Demospongiae). The Homoscleromorpha 

species are split in two robust clades: A (pink) and B (blue). The four numbers are from top to 

bottom: bootstrap values for NJ, ML, MP and posterior probabilities for BI. Bootstraps (>50) 

and posteriors probabilities values are indicated for principals nodes. 

Fig.4: Simplified consensus tree showing the genus relationships in Homoscleromorpha 

based on molecular phylogeny. Morphological characters that are synapomorphies of these 
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clades are mapped. I: Absence of spicules in clade A. II: Presence of spicules (lophate and 

alophate) in clade B. III: Presence of a candelabre (heterolophose calthrope) specific of 

Corticium genus, clade B1. IV: Presence of alophose spicule and absence of lophose spicules 

in clade B2. V: Presence of tetralophose calthrope and of a well developed mesohyl in clade 

B3. 

Table 1: List of species used in this work following the classification of Systema Porifera 

(Hooper et al., 2002) and the recent updating undertaken in the World Porifera Database (Van 

Soest et al., 2008). The collection site, the GenBank number of the 18S and 28S rDNA 

sequences and the references link to the sequences are indicated. In the sequences column, the 

new sequences are mentioned as “New”.  

Table 2: List of primers’ names and sequences used in this study, for 18S and 28S 

amplifications. 

Table 3: Outgroup species included in the analyses, following the classification of Systema 

Porifera (Hooper et al., 2002).  The GenBank number of the 18S and 28S rDNA sequences 

are indicated. 
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Figure 3: 
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Figure 4: 
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Table 1:  

   
Genbank  n° - 

18S 
Genbank n° - 

28S 
Collection site 

Plakinidae      

 Oscarella 
Vosmaert, 

1877 
   

 Oscarella lobularis (Schmidt, 1862) New New Coral Cave, Marseilles, France 

 Oscarella carmela 
Muricy & 

Pearce, 2004 
EU702422 EF654519 Carmel Bay, California, USA 

 Oscarella malakhovi 
Ereskovsky, 

2006 
New New Vostok Bay, Japan Sea, Russia  

 
Oscarella 

microlobata 

Muricy et al. 
1996 

New New Jarre Cave, Marseilles, France 

 Pseudocorticium 

Boury- 
Esnault et al., 

1995 
   

 
Pseudocorticium 

jarrei 

Boury- 
Esnault et al., 

1995 
New New Jarre Cave, Marseilles, France 

 Corticium 
Schmidt, 

1862 
   

 
Corticium 

candelabrum 
Schmidt, 1862 New New Coral Cave, Marseilles, France 

 Corticium sp1 n/a New New Ngedesakr Channel, Palau 
 Corticium sp2+ n/a New New Vanuatu 
 Plakortis Schulze, 1880    
 Plakortis simplex Schulze, 1880 AY348884 New 3 PP cave, La Ciotat, France 

 
Plakortis 

halichondroides 
(Wilson, 1902) New New Bocas del Toro, Panama 

 Plakina Schulze, 1880    

 Plakina jani 
Muricy et al. 

1996 
New New Jarre Cave, Marseilles, France 

 Plakina crypta 
Muricy et al. 

1996 
New New 3 PP cave, La Ciotat, France 

 Plakina trilopha 
Lendenfeld, 

1907 
New New Jarre Cave, Marseilles, France 

 Plakina monolopha Schulze, 1880 New New Thau pond, Sète, France 
 Plakinastrella Schulze, 1880    

 
Plakinastrella 

onkodes 
(Uliczka, 1929) New New Bocas del Toro, Panama 

 Plakinastrella spx * n/a EU702423 --- Looe Keys, Florida, USA 

 
Plakinastrella sp1 

2677 
n/a pending --- 

Outer Gneerings, Sunshine 
Coast. Queensland, Australia 

 
Plakinastrella sp2 

3269 
n/a --- New 

Holmes Reef, Coral Sea. 
Queensland, Australia 

 * This species has been previously misidentified as Plakortis angulospiculatus and published under this name. 

+ This species has been previously misidentified as Corticium candelabrum but morphological and molecular 

characters refute that.  n/a: not available 
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Table 2:  

Gene Primer name Sequence (5’-3’) References 
18 S (F) S1 AAC CTG GTT GAT CCT GCC A Borchiellini et al., 2001 
 (R) S2 TGC AGG TTC ACC TAC AGA A Borchiellini et al., 2001 
 (F) D ACT GTG AAA CTG CGA ATG GCT C This study 
 (R) G CAC CTA CGG AAA CCT TGT TAC GCA This study 
 18SHomo F GYG AAA CTG CGA ATG GCY C This study 
 18SHomo R CTT GTT ACG ACT TTT ACY TCC TC This study 
28S (F) X GAA AAG AAC TTT GRA RAG AGA GT Borchiellini et al., 2004 
 (R) S2 ATK CGY TTC CCT CCY AAC GG This study 
 (F) S1 AGT CTT TCG CCC CTA TAC CCA This study 
 (R) Y ACCCGCTGAATTTAAGCAT Borchiellini et al., 2004 
 28SHomo F1 CAT ATC AAT AAG CGG AGG AA This study 
 28SHomoF2 GAG TCG GGT TGT TTG GGA This study 
 28SHomoR ATC GAT TTG CAC GTC AGA This study 
 

Table 3: 

  Genbank  n° - 18S Genbank n° - 28S 

Demospongiae    

 Halichondrida   

 Axinella corrugata AY737637 AY864741 
 Ptilocaulis walpersi AY737638 AY864743 
    

Calcarea Calcinea   

 Leucetta microraphis AM180965 AM180995 
 Calcaronea   
 Syconessa panicula AM180976 AM181007 
 Leucosolenia sp. AF100945 AY026372 
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Figure 20 : Récolte des échantillons d’éponges.  

(A) Le site principal de récolte : la grotte à Corail sur l’île Maïre (Marseille, France). (B) 

Récolte en plongée sous marine. (C) Echantillon in vivo d’Oscarella lobularis. (D) Aquariums 

de la station marine. 

A 

B C 

D 
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C] Avantages et limites du modèle Oscarella lobularis 

 

C.1 : Récolte, maintien et développement en aquarium des spécimens 

adultes  

 

Cette partie de ma thèse s’est faite majoritairement en collaboration étroite avec le professeur  

Alexander Ereskovsky5, lors de son séjour de deux ans dans notre laboratoire suite à 

l’obtention d’une bourse Marie Curie. 

Des fragments de spécimens adultes d’Oscarella lobularis ont été récoltés tout au long de ma 

thèse, en plongée sous-marine. Ils ont essentiellement été prélevés au site de la grotte à corail 

(Ile Maïre) par environ 15 m de profondeur (Figure 20). Il est cependant à noter que notre 

modèle est également présent dans la grotte d’Endoume, accessible en apnée et située à  

proximité de la station marine d’Endoume. Après prélèvement, les échantillons sont 

conservés dans l’eau de mer dans une glacière afin de ne pas leur faire subir de chocs 

thermiques pendant le transport. Les prélèvements ont été effectués pendant plusieurs mois à 

raison de une fois par mois en hiver et de une1 fois par semaine pour les périodes supposées 

de reproduction de l’éponge (Août/Septembre) et ce, afin de préciser le cycle de vie de cette 

espèce (voir partie II B.2). Des prélèvements ponctuels ont également eu lieu afin d’obtenir 

des individus en reproduction pour les expériences d’hybridations in situ ou des individus non 

en reproduction pour des expériences de morphogenèse chez l’adulte : régénération ou 

réaggrégations cellulaires. 

Après récolte, les échantillons sont généralement nettoyés minutieusement afin d’enlever les 

organismes épibiontes qui sont très fréquents chez les éponges. En fonction des expériences, 

les échantillons suivent alors des traitements différents. Certains sont découpés en fragments 

et congelés dans l’azote liquide puis stockés à –80°C pour les extractions d’ARN. D’autres 

sont fixés au paraformaldéhyde (PAF) et stockés dans le méthanol 100 % à –20°C pour les 

expériences d’hybridation in situ. Pour les expériences d’immunohistochimie, les échantillons 

sont fixés dans l’éthanol 100 %. Lors d’expériences nécessitant le maintien en vie pendant un 

laps de temps donné (comme les expériences d’inhibitions chimiques), les échantillons ont été 

placés dans les aquariums de la station ou dans une chambre thermostatée. Il est cependant à 

noter que la survie de cette espèce en aquarium reste limitée à quelques semaines et ce malgré  

                                                 
5 Department of Embryology, Faculty of Biology and Soils, St-Petersburg University, Russia 
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A 

Embryons et larves 

Lobe 

B 

Post 

Ant 

C 

D 

Figure 21 : (A) Coupe histologique d’un individu d’Oscarella lobularis en reproduction, 

montrant les embryons et les pré-larves dans les tissus adultes. (B) La larve nageuse 

cinctoblastula d’Oscarella lobularis, la zone plus foncée représente le pole postérieur (rose). 

(C) Les différents types de formation du stade rhagon lors de la métamorphose des larves 

d’Oscarella lobularis. a : larve cinctoblastula ; b-b2 : invagination basale ; c1-c2 : « ring-like » 

invagination basale ; d-d3 : extension des côtés de la post-larve ; e : rhagon. Pp : cellules du 

pôle postérieur, Ap : cellules du pôle antérieur, Pl : cellules latéropostérieures, Al : cellules 

antéropostérieures, If : bourrelet interne de la post-larve (Ereskovsky et al., 2007). (D) Rhagon 

in vitro obtenu lors de nos expériences de métamorphoses. 
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le renouvellement constant d’eau de mer dans les aquariums. Pour une raison encore 

inconnue, au bout d’une quinzaine de jours, les tissus perdent de leur consistance et nécrosent. 

 

C.2 : Manipulations embryologiques 

 

Les embryons et pré-larves d’Oscarella lobularis sont situés à l’intérieur des tissus de 

l’éponge adulte, à la base des lobes (Figure 21A). Quand les larves sont matures, elles sont 

relâchées dans l’eau de mer via les oscules de l’éponge (Figure 21B). Seules les larves 

matures peuvent donc être extraites des tissus maternel à des fins expérimentales, les 

embryons ne sont accessibles que sur coupe d’individus en reproduction. Durant la période 

supposée de reproduction d’Oscarella, après prélèvement dans le milieu des spécimens, ceux-

ci sont minutieusement observés à la loupe binoculaire afin de savoir s’ils sont effectivement 

en reproduction. Si c’est le cas, les tissus maternels sont délicatement déchirés et les larves 

matures sont relâchées. Afin de récupérer plus de larves, l’éponge est placée au repos à une 

température de 14 °C et sans lumière quelques minutes. Par la suite, elle subit un choc 

lumineux afin de provoquer la libération des larves. Les larves nageuses sont photosensibles 

et attirées par la lumière. L’éponge mère est ensuite conservée dans un aquarium sans lumière 

et le lendemain, des larves peuvent être de nouveau récoltées après un autre choc lumineux. 

Les larves ont été par la suite soit fixées dans du PAF soit maintenues en aquarium afin de 

réaliser des expériences de métamorphose.  

Les expériences de métamorphose chez Oscarella lobularis ont été réalisées durant les 

périodes de reproduction de 2007 et 2008. Elles se sont avérées laborieuses et 

malheureusement peu fructueuses. En effet, l’étape critique de la fixation de la larve sur un 

substrat fut problématique. Divers substrats ont été testés durant la période de reproduction de 

2007: petite plaques de céramique, lamelles de verres, agarose à divers concentrations … Les 

larves sont arrivées à se fixer sur de l’agarose mais le développement s’est arrêté au stade 

rhagon (Figure 2C). Au bout de quelques jours, elles se sont détachées et sont mortes. Aucune 

métamorphose complète n’a été obtenue. L’été suivant, nous avons essayé d’induire 

artificiellement la métamorphose par l’ajout de KCl. L’effet de ce produit chimique sur 

l’induction de la métamorphose chez les éponges avait été précédemment démontré 

(Woollacott et Hadfield, 1996). Une vingtaine de larves (par concentration) ont été récoltées 

et mises en contact avec des solutions de KCl de différentes concentrations (0 mM, 20 mM, 

30 mM et 40 mM) pendant 2 minutes à l’aide d’un panier en téflon pour faciliter les 
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changements de solutions. Les larves ont été ensuite rincées dans un bain d’eau de mer filtrée 

puis transvasées dans une boîte de Pétri propre contenant divers supports potentiels. Ont été 

testés : les coquilles d’œufs, le corail rouge, un brin d’herbe, du papier filtre et un substrat 

naturel (fragments de roche). Quelques larves ont semblé se fixer sur le papier filtre, mais ne 

se sont pas développées par la suite. Aucun effet du KCl n’a été observé et aucune 

métamorphose complète n’a été induite.  Les difficultés d’obtention de larves et d’induction 

de leur métamorphose sont des problèmes limitant le développement du modèle Oscarella 

lobularis qu’il sera indispensable de résoudre. 
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Figure 22 : Les espèces d’Oscarella incluses dans l’étude de phylogénie moléculaire 

de la famille Oscarellidae actuellement en cours. 
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D] Conclusions et perspectives 

 

Dans ce chapitre, j’ai souhaité rassembler la majorité des connaissances acquises à l’heure 

actuelle sur les homoscléromorphes et sur notre modèle Oscarella lobularis, dont les études 

ont grandement été réalisées au sein de notre équipe avec l’aide de collaborateurs.  

Le travail de phylogénie moléculaire sur six genres d’homoscléromorphes a permis de 

restaurer l’ancienne classification en deux familles Oscarellidae et Plakinidae. Il est suivi en 

ce moment même par un travail de phylogénie moléculaire interne au genre Oscarella. L’un 

des points importants à éclaircir est la position de Pseudocorticium jarrei (seule espèce du 

genre Pseudocorticium) au sein des Oscarella et ainsi la validité du genre Pseudocorticium 

(Figure 22).  

L’acquisition récente de données transcriptomiques en grandes quantité (run 454 de 

séquençage) va dans un proche avenir permettre de mieux définir Oscarella lobularis d’un 

point de vue moléculaire. L’analyse approfondie du contenu de ces données de séquençage est 

à l’heure actuelle en cours grâce à une collaboration avec l’équipe du Professeur Pierre 

Pontarotti6. La représentativité des diverses familles/classes de gènes, membres des voies de 

signalisation bien que non exhaustive sera évaluée et comparée avec les données issues du 

génome complet d’Amphimedon, des autres métazoaires basaux et également du 

choanoflagellé Monosiga brevicollis. La disponibilité de nombreux gènes facilitera également 

les prochaines études (affranchissement de l’étape problématique de recherche de gènes par 

PCR avec amorces dégénérées). 

Cependant, les caractéristiques inhérentes au modèle: difficultés de maintien en aquariums, 

d’induction de la métamorphose, sa reproduction uniquement en été et le nombre de larves 

peu élevé sont des limites pour cette espèce. Ainsi, le cycle complet en aquarium est loin 

d’être maîtrisé et ce n’est malheureusement le cas pour aucun modèle spongiaire à l’heure 

actuelle. Les expériences d’inhibitions fonctionnelles par injections de morpholinos ou RNAi 

dans les embryons semblent irréalisables chez Oscarella lobularis, les embryons étant inclus 

dans les tissus maternels jusqu’à l’émission de la larve mature. Cependant, on pourrait peut-

être envisager d’administrer de façon passive les RNAi en les diluant dans l’eau de mer et en 

laissant des éponges en reproduction la filtrer. Les marquages in situ pourront sûrement être 

réalisés sur les larves à très court terme. Une alternative tout aussi intéressante à ces études 

                                                 
6 Evolutionary Biology and Modeling, Université de Provence, Marseille. 
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Figure 23 : (A) Expérience de régénération d’Oscarella lobularis (Alexander Ereskovsky, 

MEB). (B) Stade initial de bourgeonnement chez Oscarella lobularis, B= bourgeon  

(Ereskovsky, 2006). (C) Agrégat de 13 jours chez Oscarella lobularis présentant des 

structures en forme de cavités entourées de cellules pigmentées (Thomas Bagarre). (D) 

Coupe du même agrégat montrant des cavités clairement délimitées par des cellules 

évoquant une ébauche de canal ou de chambre (Thomas Bagarre). 

A 

C D 

B 
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limitées sur le développement propre des embryons d’Oscarella lobularis est la mise en place 

d’expériences lors des morphogenèses somatiques telles que la régénération, le 

bourgeonnement et la réagrégation cellulaire. La forte mobilité cellulaire des éponges et la 

présence de cellules totipotentes tout au long de la vie facilitent ces processus et permettent 

une forte plasticité phénotypique (Ereskovsky, 2006). 

La capacité à réparer des parties manquantes d’un individu est une caractéristique générale de 

tous les organismes, cependant, ce potentiel est néanmoins d’intensité variable selon les 

taxons considérés. Le potentiel de régénération des métazoaires basaux (cnidaires (Galliot et 

Schmid, 2002 ; Holstein et al., 2003), cténophores (Henry et Martindale, 2000), Trichoplax 

(Miller et Ball, 2005) et éponges (Ereskovsky, 2006 ; Leys et al., 2007) est remarquablement 

élevé et permet parfois même la reconstruction d’un organisme complet à partir d’un petit 

fragment. L’étude du processus de régénération chez Oscarella lobularis est actuellement en 

cours dans notre équipe (Alexander Ereskovsky, Pascal Lapébie, Figure 23A).  

La reproduction chez les éponges peut être de deux types : sexuée mais également asexuée. 

Cette dernière existe dans toutes les lignées d’éponges et inclut les processus de 

fragmentation, de bourgeonnement et de gemmulation (Custodio et al., 1998 ; Le Pennec et 

al., 2003). Le bourgeonnement a été bien caractérisé chez notre modèle (Ereskovsky, 2006). 

On trouve parfois des bourgeons sur des individus prélevés in situ mais le bourgeonnement 

est également facilement inductible chez les éponges adultes lorsque l’on ne change pas leur 

eau de mer (Figure 23B). 

 

Les éponges présentent également la capacité de réassocier leurs cellules artificiellement 

dissociées. Dans certains cas, à l’issu de ce processus des cellules différenciées et organisées 

voire des éponges fonctionnelles ont été obtenues (Simpson, 1984). Ce type d’expérience a 

été initié chez Oscarella lobularis (Stage de Thomas Bagarre, BTS Biotechnologies) et les 

résultats obtenus suivant divers protocoles expérimentaux sont encourageants mais 

nécessitent d’être affinés (Figure 23C et D).  

 

La maîtrise de ces expériences permettrait d’étudier les processus morphogénétiques tout au 

long de l’année. Cependant, ces processus de morphogenèses somatiques, bien que proches de 

ceux observables chez l’embryons ne sont pas identiques. Une fois de plus, une stratégie de 

multiplication des modèles d’éponges est indispensable afin de compenser les limites 

inhérentes à chaque espèce. 
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L’origine du système neuro-sensoriel des 

métazoaires 
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Figure 24 (A) : Fermeture d'une feuille de dionée après stimulation expérimentale de ses poils 
sensitifs. (B) Le pincement de la feuille de sensitive a provoqué une réaction qui se traduit par le 
repliement progressif de tous les folioles d'un pétiole secondaire.  
Crédit photo : http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/mouvements/nasties-thigmo.htm#l 

A 

B 
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A] Le système neuro-sensoriel 

 

A.1 : Définition du système nerveux / neuro-sensoriel  

 

Tous les organismes vivants, qu’ils soient unicellulaires ou multicellulaires, ont la capacité de 

répondre à des stimulus perçus dans l’environnement (Brusca et Brusca, 2003).  

Chez les unicellulaires, les étapes de réception du stimulus et de réponse associée ont lieu 

dans la même cellule. Chez les organismes pluricellulaires, répondre à des stimulus nécessite 

la conduction de l’information d’une cellule à une autre, et pour cela,différentes stratégies ont 

été mises en place chez les plantes et les animaux. 

Chez les plantes, il existe des phénomènes de réponse rapide (de l’ordre du cm par seconde) à 

un stimulus environnemental via l’utilisation de signaux électriques ou chimiques. C’est le 

cas par exemple des processus de thigmonastie : mouvements actifs et réversibles dus à des 

variations différentielles de turgescence. Un phénomène électrique comparable à un potentiel 

d'action est généré au niveau du lieu de perception du stimulus et se propage jusqu'au lieu de 

la réponse. Ce phénomène a été identifié chez une plante carnivore : la dionée gobe-mouche 

(Dionea muscipula ellis) et chez la sensitive (Mimosa pudica L.) (Figure 24 A et B) (Brenner 

et al., 2006). Chez les animaux, le système nerveux coordonne les fonctions d’un individu et 

contribue à ses relations avec le milieu extérieur (environnement) ou à la communication 

interne (venant de différentes parties de l’organisme) via des mécanismes chimiques ou 

électriques de conduction de l’information. L’unité considérée comme fondamentale du 

système nerveux est une cellule excitable hautement spécialisée, le neurone. Les neurones 

forment des réseaux plus ou moins complexes de communication; ils sont capables de 

produire et de transmettre à d’autres cellules un influx nerveux très rapidement et sur de 

longues distances grâce à des structures spécialisées : les synapses. Il est actuellement 

communément admis que la présence de neurones est une condition sine qua none pour parler 

de système nerveux. Ainsi, le système nerveux est considéré comme une synapomorphie des 

eumétazoaires, les neurones étant absents chez les éponges et les placozoaires. 

Le terme de système neuro-sensoriel fait référence à un système coordonné et intégré de 

cellules, tissus et organes dont les deux fonctions principales sont la réception d’informations 

(fonction sensorielle) et la transmission d’informations (jusqu’aux fonctions effectrices).  
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Figure 25 (A) : Dessin de neurones de cnidaires, N : neurites, Cc : corps cellulaire (Bullock et 
Horridge, 1965). 
(B) Les deux types de synapses identifiées chez les cnidaires. a : la synapse électrique. Au 
niveau des jonctions Gap se trouvent des canaux ioniques, qui constituent des pores de 
communication, mettant en continuité les cytoplasmes des deux cellules. Les ions passent dans 
les deux sens et le potentiel d'action se prolonge directement d'une cellule à l'autre permettant 
une conduction de l’information extrêmement rapide. b : la synapse chimique. L’arrivée d'un 
potentiel d'action entraine l’ouverture de canaux Ca2+ voltage dépendants et l’exocytose de 
vésicules remplies de neurotransmetteurs. Ces derniers diffusent dans la fente synaptique et se 
lient aux récepteurs post-synaptiques, transmettant ainsi le signal.  
Crédits photos : http://cours-biologie.over-blog.com/article-36664193.html 
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A.2 : Morpho-anatomie du système neuro-sensoriel des eumétazoaires 

 

A.2.1 :   Neurones et synapses 

 

La cellule fondamentale du système nerveux des eumétazoaires est le neurone. Cependant, 

des différences de morphologie et de fonctionnement sont à noter entre les neurones de 

cnidaires et de cténophores et ceux de bilatériens.  

 

Chez les non-bilatériens, le neurone est une cellule composée d'un corps cellulaire appelé 

péricaryon et de prolongements cytoplasmiques indifférenciés appelés neurites. Ces 

expansions favorisent le contact entre la cellule et le reste du réseau nerveux (Brusca et 

Brusca, 2003) (Figure 25A).  

Les synapses assurent les connexions entre cellules nerveuses ou entre cellules nerveuses et 

cellules effectrices. Chez les cnidaires, elles peuvent être de deux types : électrique ou 

chimique. Les chimiques ont la particularité d’être bidirectionnelles (Anderson, 1985) (Figure 

25B). Dans la synapse électrique, les membranes des deux neurones sont reliées par des 

jonctions communicantes ou jonctions GAP. Les ions se transmettent d'une cellule à une autre 

permettant ainsi un délai de transmission quasi-inexistant et une conduction dans les trois 

directions de l'espace avec absence de période réfractaire.  

Alors que l'influx nerveux est transmis le long d'un neurone sous la forme d'une séquence de 

potentiels d’action (PA), au niveau d'une synapse chimique l'information change de nature. 

En effet, les trains d'onde de dépolarisation de la membrane (supportés par des courants 

électrochimiques), sont convertis en codage chimique par concentration de vésicules remplies 

de neurotransmetteurs diffusibles dans la fente synaptique. Le changement de polarité de 

membrane provoqué par l'arrivée d'un potentiel d'action  au niveau de la synapse déclenche 

l'ouverture de canaux calcium membranaires voltage-dépendants. L'augmentation de la 

concentration en calcium intracellulaire qui en résulte provoque la fusion des membranes 

vésiculaires avec la membrane plasmique et la libération des neuromédiateurs. La synapse 

chimique transmet donc le signal nerveux d'un neurone à un autre en utilisant un 

neurotransmetteur qui est émis par le neurone afférent, diffuse dans la fente synaptique et se 

lie aux récepteurs post-synaptiques de la cellule réceptrice. Ces synapses sont 

unidirectionnelles mais leur capacité à évaluer l’intensité des signaux afférents et la variété 

des réponses qu’elles peuvent générer permettent des réponses plus fines, dépendantes du  
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Figure 26 : (A) Représentation schématique d’un neurone typique de bilatérien. (B) 
Exemples de différentes cellules gliales de bilatériens. 
Crédits photos :  
http://www.dmacc.edu/instructors/rbwollaston/Chapter_8_Nervous_System.htm 
http://onderwijs1.amc.nl/medfysica/doc/Bioelectricity%20Chemical%20synapse.htm 

A 
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 nombre de récepteurs (Ryan et Grant, 2009). Ce sont les seules ayant une capacité inhibitrice, 

elles sont majoritaires chez les cnidaires. Des études ultrastructurales, électrophysiologiques 

et biochimiques des synapses de cnidaires ont permis d’établir l’homologie avec les synapses 

de bilatériens (Anderson, 2004 ; Denker, 2008). Les cténophores, quant à eux, possèdent des 

neurones non polarisés et des synapses chimiques (Hernandez-Nicaise, 1973a, 1973b, 1973c).  

 

Chez les bilatériens, contrairement aux cnidaires et cténophores, les neurones sont fortement 

polarisés et les prolongements cytoplasmiques très différenciés sont appelées dendrites (signal 

afférent) et axones (signal efférent). La morphologie, la localisation et le nombre de ces 

prolongements, ainsi que la forme du soma, varient et contribuent à définir différentes 

familles morphologiques de neurones (neurones unipolaires = un seul axone ; neurones 

bipolaires ou multipolaires = un seul axone et plusieurs dendrites…). L'axone qui conduit 

 l'influx nerveux ou potentiel d’action décrit un trajet plus ou moins long avant de se terminer 

en se ramifiant. Chaque ramification se termine par un renflement, le bouton synaptique 

contenant des microvésicules (complexe pré-synaptique). Les dendrites sont nombreuses, 

courtes et très ramifiées dès leur origine. Contrairement à l'axone, elles ne contiennent pas de 

microvésicules permettant la transmission de l'information à l'extérieur du neurone. La 

dendrite conduit l'influx nerveux, induit à son extrémité, jusqu'au péricaryon. Les bilatériens 

présentent également les deux types de synapses décrits précédemment, bien que la synapse 

de type électrique soit rencontrée majoritairement chez les bilatériens non vertébrés (Figure 

26A). Les cellules gliales sont le deuxième type cellulaire majeur qui compose le système 

nerveux des bilatériens. Elles sont plus nombreuses que les neurones et remplissent diverses 

fonctions telles que guide de migration, développement neuronal, myélinisation, 

compartimentalisation, soutien, homéostasie ionique, régulation du pH, recyclage des 

neurotransmetteurs, défense immunitaire, plasticité synaptique ... Parmi les bilatériens, les 

vertébrés possèdent une variété de cellules gliales plus importante. Certains axones sont 

recouverts d'une gaine de myéline, (formée par un type de cellules gliales, les 

oligodendrocytes) permettant ainsi une plus grande vitesse de passage de l'information 

nerveuse (Figure 26B).  
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Figure 27 (A) : Neurones bipolaires (a) ou multipolaires (b) (également appelés cellules 
ganglionnaires) et neurones sensoriels (c) d’Hydra vulgaris (après macération) marqués au 
DAPI (bleu, pour visualiser le noyau) et avec un anticorps anti α-tubuline (rouge) (Galliot et al., 
2009).  
(B) Exemple de cellule sensorielle de bilatériens : la cellule ciliée de l’oreille interne et le détail 
de l’organelle mécano-sensorielle. 
Crédit  photo : http://www.curie.fr/recherche/themes/detail_equipe.cfm/lang/_fr/id_equipe/323.htm 
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A.2.2 :   Neurones, neurones sensoriels, cellules sensorielles et structures sensorielles 

 

 Dans un système sensoriel, un récepteur sensoriel est une structure capable d´être activée par 

un stimulus de l´environnement interne ou externe. En réponse à ce stimulus, le récepteur peut  

 initier une transduction par potentiel électrochimique ou potentiel d'action sur la même 

cellule ou sur une cellule adjacente. Chez les cnidaires, les cellules nerveuses sont classées en 

deux catégories : les cellules ganglionnaires et les cellules sensorielles (ou neurones 

sensoriels) (Figure 27A). Les cellules ganglionnaires sont, en général, grandes et bipolaires ou 

multipolaires. Les cellules sensorielles sont souvent multipolaires, ciliées et capables 

d’émettre des potentiels d’actions (Galliot et al., 2009). Elles ne sont pas homologues aux 

cellules sensorielles de bilatériens. De ce fait, elles sont souvent nommées neurones sensoriels 

pour éviter les confusions. Il en existe de très nombreux types, possédant diverses propriétés 

et une variété de structures ciliaires (Denker, 2008). En plus des cellules ganglionnaires et 

sensorielles, il existe un 3e type cellulaire très abondant, les cnidocytes. Ce sont des cellules 

neurosensorielles particulières, qui lorsqu’elles perçoivent un stimulus, déchargent leur 

cnidocyste. Il existe également de nombreuses structures sensorielles tels que les statocystes 

(organe d’équilibration), les ocelles (photorécepteurs), et les rhopalies (organes sensoriels 

plus élaborés qui combinent des éléments photosensibles, d'équilibration et des 

chémorécepteurs). Ainsi, la séparation entre fonctions sensorielle et nerveuse n’est pas très 

nette chez les cnidaires, on parle plutôt de continuum et on pourrait tout aussi bien les 

englober dans une seule catégorie de cellules « neuro-sensorielles » (Manuel, 2007). 

 

A l’inverse, c’est rarement le cas chez les bilatériens, où en général, des structures ou cellules 

spécialisées assurent la fonction de réception de l’information. Néanmoins, il existe 

également un autre type plus rare de neurones, des neurones spécialisés, ciliés, les neurones 

sensoriels ou cellules neurosensorielles, qui assurent la réception des informations et leur 

intégration. Contrairement aux neurones « classiques » du système nerveux, les neurones 

sensoriels sont activés par des stimulus physico-chimiques tels que la température, le son, la 

lumière etc … Au niveau moléculaire, les récepteurs sensoriels sont situés sur la membrane 

plasmique des neurones sensoriels responsables de la conversion du stimulus en impulsions 

électriques. Le type de récepteur (mécanorécepteur, olfactif …) employé dans un neurone 

sensoriel donné conditionne le type de stimulus auquel il est sensible. Il est cependant à noter 

que les neurones sensoriels sont assez rares chez les bilatériens. La différence entre cellules 

sensorielles et neurones sensoriels est que les premières ne génèrent pas de potentiel d’action.  
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Figure 28 : (A) Anatomies schématiques des protostomiens et des deutérostomiens présentant 
le système nerveux central respectivement en position ventrale et dorsale (Watanabe et al., 
2009). Noter le cas particulier de l’hémichordé Saccoglossus kowaleskii présentant des 
chordes nerveuses ventrale et dorsale (Schubert, 2004). (C-D) Système nerveux diffus. C : 
Immunomarquage anti-RF amide révélant le système nerveux diffus d’Hydra oligactis, 
échelle : 50 µm (Denker, 2008). D : Dessin de la morphologie externe d’un cténophore 
montrant le réseau nerveux diffus sous-épithélial (Derelle, 2007). 
 
Crédit photos : http://scienceblogs.com/pharyngula/2006/01/hemichordate_evodevo.php 
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C’est le cas notamment des cellules ciliées de l’oreille ou des cellules bipolaires de la rétine 

(Figure 27B). 

 

A.3 : Répartition des cellules neuronales dans les plans 

d’organisation : systèmes nerveux centralisés ou diffus 

 

La très grande majorité des bilatériens présente une forte condensation du système nerveux 

formant ce qu’on appelle le système nerveux central (SNC). Ils sont également caractérisés 

par une céphalisation, c’est-à-dire une condensation du SNC et d’organes sensoriels dans la 

partie antérieure de l’animal conduisant à l’individualisation d’une tête. Cependant, la 

morphologie du SNC diffère fortement en fonction des taxons considérés, notamment entre 

deutérostomiens et protostomiens. 

Ainsi, les chordés présentent une organisation du SNC, appelée tube neural situé dans la 

partie dorsale de l’organisme (épineuriens). La présence de ce tube neural est d’ailleurs une 

synapomorphie de ce clade (Figure 28A). 

Les protostomiens (lophotrochozoaires et ecdysozoaires) ont un SNC organisé sous forme de 

chaîne nerveuse située en position ventrale (hyponeuriens) à l’exception des ganglions 

cérébraux en position dorsale (Figure 28A). La chaîne nerveuse ventrale est composée de 

deux ganglions nerveux par segments (pour les organismes métamérisés) ou par régions (pour 

les organismes non métamérisés), reliés entre eux par des faisceaux de fibres nerveuses. 

Il est à noter que certains organismes font exception à cette règle. C’est le cas notamment du 

groupe des hémichordés (deutérostomiens) et en particulier Saccoglossus kowaleskii. Leur 

système nerveux est composé d’un réseau de nerfs basi-epithéliaux autour du corps formant 

deux faisceaux d’axones (un dorsal et un ventral) non condensés (Lowe et al., 2003 ; 

Schubert, 2004) (Figure 28B et C). Les échinodermes, quant à eux, sont également des 

deutérostomiens possédant un système nerveux dit diffus (épithélioneuriens). 

 

Les cnidaires et les cténophores ont un système nerveux non centralisé. Ce système dit diffus 

est un système de cellules nerveuses et de fibres connectées, réparties sur l’ensemble d’un 

animal, arrangées de façon à permettre une conduction diffuse de l’excitation nerveuse 

(Bullock et Horridge, 1965). La transmission des signaux sensoriels est réalisée par une 

 



148 

 

Figure 29 : Condensation partielle des systèmes nerveux de cténophore et cnidaire.  
(A-B) Architecture du système nerveux du cténophore Pleurobrachia pileus. 
Immunohistochimie avec un anticorps permettant de révéler les cellules ciliées et les neurones. 
Condensation du système nerveux au niveau du « nerf » tentaculaire. C gl : cellule épithéliale 
glandulaire ; c res : corps cellulaires d’un neurone du réseau sous épithélial, S ci : sillon cilié, n 
tc : nerf tentaculaire, f mu : fibre musculaire (Derelle, 2007). (C) Visualisation (violet) du 
système nerveux de la méduse de Clytia par un anticorps et neuropeptide de la famille des RF 
amide, m : manubrium, tb : bulbe tentaculaire, échelle : 500 µm (Galliot et al., 2009). (D) 
Morphologie de l’anneau nerveux (AN) de la méduse cubozoaire Tripedalia cystophora 
échelle : 1mm. (E) AN à fort grossissement, révélant un unique neurite géant (GN), échelle 50 
µm (Garm et al., 2007). 

E 
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connexion directe entre des neurones sensoriels et des neurones effecteurs (Westfall et al., 

2002) (Figure 28D). 

Chez les cténophores, on note la présence d’un réseau nerveux sous épidermique diffus 

polygonal, situé entre l’épithélium et la lame basale (Hernandez-Nicaise, 1973a) (Figure 

28E). Les peignes (ensembles de très long cils alignés en huit rangées) sont ainsi en contact 

avec  une zone riche en cellules nerveuses (Brusca et Brusca, 2003). Il existe deux autres 

réseaux nerveux (au niveau gastrovasculaire et intramésogléen) (Hernandez-Nicaise, 1973b, 

1974). 

Chez les cnidaires, les cellules nerveuses forment un réseau basiépithélial dont les cellules 

sensorielles émergent entre les cellules myoépithéliales vers l’extérieur (Denker, 2008).  

Cependant, la simplicité du système nerveux des cnidaires et des cténophores ne serait peut-

être qu’apparente. En effet ce réseau nerveux est, chez certaines espèces, non homogène 

(Derelle, 2007 ; Denker, 2008). Ainsi, une condensation de ce système nerveux est parfois 

observée chez certaines espèces de cnidaires ou cténophores (Figure 29 ABC). Il a été montré 

chez ces derniers, et en particulier chez Euplokamis dunlapae (cydippidae), la présence 

d’axones géants reliés via des synapses à des neurites du plexus ectodermal, entre eux et 

également aux cellules des peignes (Mackie et al., 1992). Ils semblent constituer un système 

autonome de conduction rapide du signal.  

Chez les cnidaires, il existe également de nombreux exemples de condensation partielle du 

réseau nerveux : certaines espèces d’hydres présentent un anneau nerveux à la base de 

l’hypostome (Koizumi et al., 1992) ou des tentacules (Miljkovic-Licina et al., 2004), les 

méduses cubozoaires possèdent un anneau nerveux condensé à la base de leur ombrelle 

(Garm et al., 2007) (Figure 29 DE), les méduses d’hydrozoaires ont, quant à elles, deux 

anneaux nerveux situés à la marge de l’ombrelle (Grimmelikhuijzen et al., 1989). Il est 

également intéressant de noter la présence chez les siphonophores d’un syncytium neuronal 

(issu de la fusion de neurones) formant un axone géant (Brusca et Brusca, 2003).  

 

Il existe donc des formes de condensation du système nerveux, y compris chez des taxons où 

il est habituellement décrit comme diffus, même si les structures condensées ne sont pas 

considérées comme homologues à celles du SNC des bilatériens. 
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Figure 30 : (A) Familles de gènes impliquées dans la neurogenèse chez les bilatériens. En 

bleu, les noms des gènes des vertébrés et en rouge les homologues chez Drosophila 

melanogaster (Denker, 2008). (B) Gènes régulateurs impliqués dans la neurogenèse des 

bilatériens dont les patrons d’expression des homologues chez Hydra vulgaris laissent 

supposer une fonction dans la neurogenèse et la nématogenèse des cnidaires (Galliot et al., 

2009). 

B 
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A.4 : Conservation à l’échelle des eumétazoaires des gènes impliqués 

dans la mise en place du système nerveux 

 

Au sein des bilatériens, l’accumulation de données moléculaires et génétiques a prouvé la très 

grande conservation des circuits génétiques impliqués dans de nombreux processus 

développementaux (De Robertis, 2008), et notamment lors de la formation du système 

nerveux (Denes et al., 2007 ; Telford, 2007). La neurogenèse nécessite l’activation de 

diverses voies de signalisation et facteurs de transcription. En effet, durant le développement,  

des facteurs diffusibles antagonistes des voies de signalisation BMP (Bone Morphogenetic 

Protein) (chordin/short gastrulation), Wnt et FGF (fibroblast growth factors) vont générer un 

gradient d'activation de facteurs de transcription (Zic, Sox, Churchill ...) à la surface de 

l'ectoderme. Une partie de cet ectoderme deviendra le neurectoderme qui, par la suite, 

donnera naissance aux cellules nerveuses. Ces facteurs de transcription vont également activer 

des gènes spécifiques, les gènes proneuraux (codant pour des facteurs de transcription à 

domaine bHLH (basic hélice-boucle-hélice) qui vont conférer la compétence neuronale aux 

cellules. Ces facteurs de transcription à bHLH vont activer des gènes neurogéniques 

(notamment le récepteur Notch et le ligand Delta de la voie Notch) qui vont eux-mêmes 

réguler les cellules exprimant les gènes proneuraux. Les cellules sélectionnées par cette 

régulation via le processus d’inhibition latérale de la voie Notch (voir chapitre V) vont par la 

suite exprimer des gènes impliqués dans la spécification neuronale (familles Nkx, Pax, Irx) 

(Guillemot, 2007 ; Denker, 2008) (Figure 30A).  

Malgré de profondes divergences entre les système nerveux de bilatériens et de cnidaires (cf. 

paragraphe précédent), les premières études d’expression de gènes, dès 1998, ont permis 

d’émettre l’hypothèse d’une origine commune de la neurogenèse entre bilatériens et cnidaires 

(Galliot et al., 2009). Cette hypothèse est à l’heure actuelle confortée par divers faits : la 

présence chez les cnidaires de gènes homologues à ceux impliqués dans la neurogenèse chez 

les bilatériens, des patrons d’expression de ces gènes compatibles avec une possible fonction 

dans la neurogenèse, des expériences de perte ou de gain de fonction de gènes affectant le 

processus de neurogenèse et des expériences de transgenèse entre cnidaires et bilatériens 

(Galliot et al., 2009) (Figure 30B). Ainsi, une grande conservation des voies de signalisation 

et facteurs de transcription impliqués dans la mise en place du système nerveux a été trouvée 

entre cnidaires et bilatériens (Galliot et al., 2009). Il a été démontré que quatre des sept voies 

de signalisation majeures sont impliquées dans la neurogenèse des cnidaires (Galliot et al., 
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2009): les voies FGF (Rentzsch et al., 2008), Wnt canonique (Denker et al., 2008b), 

TGFβ/BMP (Rentzsch et al., 2006), Notch (Kasbauer et al., 2007 ; Khalturin et al., 2007) et 

Hedgehog. Parmi la multitude de facteurs de transcriptions exprimés durant la neurogenèse 

des bilatériens, les gènes à homéoboîtes et les protéines bHLH apportent une contribution 

majeure (Guillemot, 2007). Chez les cnidaires des gènes appartenant aux classes ANTP (Not, 

Msx, Gsx,), Paired (Pax, paired-like, Rx, repo, gsc, six), bHLH (Achaete-scute, atonal), Sox, 

winged-helix (FoxB), MADS-box (Mef2), zinc fingers (zic), des récepteurs nucléaires 

(COUP-TF, RXR), Runx/CBPβ and bZIP (CREB) ont très vraisemblablement des fonctions 

neurogéniques chez les cnidaires. Bien que le recrutement indépendant de gènes orthologues 

pour assurer les mêmes fonctions ne puisse être exclu, ce scénario est peu parcimonieux. Il est 

donc fortement probable que l’ancêtre commun aux eumétazoaires possédait déjà ce 

répertoire génétique et qu’il ait été impliqué ancestralement dans la neurogenèse.  
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B] Connaissances actuelles sur l’origine du système neuro-

sensoriel : l’apport des éponges. 

 

B.1 : Présentation de l’article 

 

Parmi les métazoaires, seuls les éponges et les placozoaires sont dépourvus de l’unité 

fondamentale du système nerveux, le neurone.  

Malgré l’absence de neurone, les éponges ne sont pas des organismes passifs. En effet, de 

nombreuses larves d’éponge sont capables de répondre rapidement à des stimuli extérieurs 

variés tels que la lumière (via essentiellement l’utilisation de cellules pigmentées), le courant, 

la pression (Maldonado, 2006). Les éponges adultes présentent également des réactions à 

divers stimulus et parfois des contractions rythmiques intrinsèques (Nickel, 2004, 2006). La 

mise en évidence de ces capacités de perceptions/réactions chez les éponges implique donc la 

présence de mécanismes de conduction de l’information. Trois hypothèses concernant 

l’origine du système nerveux peuvent être proposées en fonction des relations 

phylogénétiques à la base de l’arbre des métazoaires. Le système nerveux serait soit apparu 

chez l’ancêtre commun des eumétazoaires, soit apparu chez l’ancêtre commun des 

métazoaires et perdu dans les lignées d’éponges et des placozoaires, ou soit apparu deux ou 

trois fois au cours de l’évolution, chez les cténophores et les eumétazoaires. Le contexte 

phylogénétique toujours irrésolu de la base de l’arbre ne permet pas à l’heure actuelle de 

trancher entre ces diverses hypothèses (Dunn et al., 2008 ; Philippe et al., 2009). 

Cette étude avait pour but de contribuer à la compréhension de ce mécanisme de conduction 

en intégrant toutes les données notamment les plus récentes de type physiologique, 

cytologique, biochimique et moléculaire obtenues chez les éponges. Cette revue avait 

également pour objectif de susciter plus d’intérêts de la part de la communauté scientifique 

envers les éponges qui sont des organismes prometteurs pour comprendre l’origine et 

l’évolution du système neuro-sensoriel des animaux. 

 

Ce travail dont je suis co-auteur a fait l’objet d’un article de revue paru dans Integrative 

Zoology en 2009. 
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B.2 : Article 4: Origin of the neuro-sensory system : new and expected 

insights from sponges 



155 

 



156 

 



157 

 



158 

 



159 

 



160 

 



161 

 



162 

 



163 

 



164 

 



165 

 



166 

 



167 

 



168 

 



169 



170 



171 

 

C] Conclusions et perspectives 

 
 

L'acquisition des cellules neuro-sensorielles et leur organisation en un système nerveux 

coordonné est un événement crucial de l'évolution des métazoaires (Miller, 2009). La 

morphologie et la structure du système nerveux ainsi que les gènes impliqués dans sa mise en 

place et dans son fonctionnement sont bien connus chez de nombreux bilatériens. 

Actuellement, les recherches s’intensifient chez divers modèles cnidaires permettant ainsi une 

étude comparative à l’échelle des eumétazoaires. Elles révèlent une très grande conservation 

des circuits génétiques associés au système nerveux (Galliot et al., 2009). Les éponges sont 

extérieures aux eumétazoaires et ne possèdent pas de système nerveux. Une approche 

comparative entre éponges et eumétazoaires est donc particulièrement adaptée pour 

comprendre comment a pu se mettre en place le système nerveux et en premier lieu la cellule 

neurosensorielle : par co-option d’éléments préexistants pour assurer une nouvelle fonction, 

par apparition de novo d’éléments ou par assemblage d’éléments préexistants. L’article 

précédent rassemble les données collectées sur les éponges et montre que, malgré l’absence 

de neurones, des éléments physiologiques (potentiel d’action, neurotransmetteur (Leys et al., 

1999 ; Ramoino et al., 2007) et moléculaires (gènes post-synaptiques, voie Notch, gènes 

bHLH (Sakarya et al., 2007 ; Simionato et al., 2007 ; Richards et al., 2008 ; Tompkins-

Macdonald et al., 2009) connus pour être impliqués dans le fonctionnement ou la mise en 

place du système nerveux des eumétazoaires sont présents chez les éponges. Leur présence est 

donc ancestrale aux métazoaires mais le manque de données fonctionnelles limite 

actuellement les hypothèses concernant leurs rôles/mécanismes chez les éponges. Lors de ce 

travail de thèse, je me suis attachée à identifier certains gènes impliqués dans le système 

nerveux des eumétazoaires chez le modèle homoscléromorphe Oscarella lobularis via l’étude 

de facteurs de transcription de la super classe Antennapedia (Chapitre IV) et de la voie de 

signalisation Notch (Chapitre V).  
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  CHAPITRE IV 

 

 

 

    Etude d’un gène à homéoboîte de la super 

classe Antennapedia (ANTP) 
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Figure 31 : (A) Apparitions multiples et indépendantes de la multicellularité chez les 
eucaryotes et les bactéries. En violet sont mentionnés les organismes multicellulaires et en 
marron, les unicellulaires (Rokas, 2008a). 
(B) Passage envisageable d’un organisme unicellulaire flagellé à une colonie multicellulaire 
mobile (King, 2004) 

A 

B 
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A]  Introduction 

 

A.1 : Facteurs de transcription : fonctions et familles 

 

L’émergence de la multicellularité est considérée comme étant un des évènements évolutifs 

majeurs de la vie sur terre. Cette transition entre état unicellulaire et multicellulaire a été 

acquise de façon répétée et indépendamment chez les eucaryotes, les bactéries et les archaea 

via la confluence de facteurs environnementaux, écologiques et génétiques (Figure 31A) 

(King, 2004 ; Rokas, 2008a, 2008b). Les organismes multicellulaires ne sont pas une simple 

superposition de cellules, l’unité fondamentale de tout être vivant (Figure 31B). L’apparition 

de la multicellularité implique également une communication, une organisation et une 

coordination entre ces cellules. Chez les embryophytes et les métazoaires, il résulte de ces 

différenciations et organisations cellulaires complexes l’émergence des organes et leur 

agencement en plans d’organisation divers. La transition unicellularité/multicellularité 

requiert des innovations, un répertoire génétique spécifique et les évènements génétiques qui 

la sous-tendent sont encore très peu connus (Miyata et Suga, 2001 ; Larroux et al., 2006). 

Cependant, elle est souvent caractérisée par une complexification des familles de gènes 

impliquées dans les processus clés de croissance, différenciation et développement que sont : 

l’adhésion cellulaire, la communication cellulaire et la régulation de la transcription (Miyata 

et Suga, 2001 ; Rokas, 2008a, 2008b). Ainsi, les facteurs de transcription (FT) sont des 

protéines cruciales pour l’initiation de la transcription chez les eucaryotes. Ce sont des 

protéines qui se lient à un promoteur de manière à activer ou à inhiber la transcription d’un 

gène précis. Ils se lient à l’ADN en reconnaissant des séquences spécifiques via un domaine 

protéique de liaison. Il existe diverses familles de facteurs de transcription définies par quatre 

types de domaines protéiques: les protéines bHLH (possédant un domaine Hélice-Boucle-

Hélice de base); les protéines à doigt à zinc (possédant un domaine en doigt à zinc (zinc 

finger : ZF)) ; les protéines  glissière à leucine (possédant le domaine leucine zipper : LZ) ; les 

protéines à homéodomaine (possédant un domaine hélice-tour-hélice) ; les protéines des 

récepteurs hormonaux intranucléaires (possédant un domaine ZF particulier), (Gilbert, 2006) 

(Figure 32A). Les facteurs de transcription sont souvent inducteurs et jouent un rôle 

primordial dans la régulation de l’expression génique. Ils sont synthétisés et/ou activés de 
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Figure 32 : (A) Les familles de facteurs de transcription présentes chez les métazoaires (Degnan 

et al., 2009b). (B) Scénarios évolutifs représentant l’évolution des classes de facteurs de 
transcriptions des métazoaires (gènes à homéoboîtes, Sox, T-box et Fox). B= bilatériens, 
Ch=choanoflagellés, Cn=cnidaires, LCA= dernier ancêtre commun, M= métazoaires, PDA= 
ancêtre des protostomiens et des deutérostomiens (Larroux et al., 2008). 

B 

A 
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 manière spécifique dans un tissu donné et/ou à un moment donné du développement et leur 

action est réversible. Ils sont l’aboutissement de nombreuses cascades de signalisation 

intracellulaires. Ils ont un rôle prépondérant dans le développement des métazoaires où ils 

représentent des nœuds de régulation clés dans les réseaux génétiques (Davidson et Erwin, 

2006).  

 

A.2 : Origine et évolution des facteurs de transcription  

 

L’étude comparative des facteurs de transcription identifiés dans les génomes de divers 

métazoaires basaux (la démosponge Amphimedon queenslandica, les cnidaires Nematostella 

vectensis et Hydra sp., le placozoaire Trichoplax) et dans le génome du choanoflagellé 

(Monosiga brevicollis), groupe frère des métazoaires, a révélé des informations importantes 

quant à la genèse et à l’expansion de ces familles de gènes chez les métazoaires (Figure 32A) 

(Larroux et al., 2008 ; Schierwater et al., 2008 ; Srivastava et al., 2008 ; Degnan et al., 

2009b). L’analyse de la composition en facteurs de transcription du génome Amphimedon 

queenslandica (ainsi que d’autres éponges) a mis en évidence la présence dans ces lignées de 

gènes représentatifs de la majorité des familles de facteurs de transcription présentes chez les 

eumétazoaires, bien que moins diversifiées, tels que les gènes à homéoboîte, les bHLH, les 

gènes Sox, T-box (Annexe II) et Fox (Figure 32 B) (Jager et al., 2006 ; Larroux et al., 2006 ; 

Nichols et al., 2006 ; Richelle-Maurer et al., 2006 ; Larroux et al., 2007 ; Simionato et al., 

2007 ; Gauthier et Degnan, 2008 ; Gazave et al., 2008 ; Larroux et al., 2008). Bien que 

certaines classes de facteurs de transcription aient une origine plus ancienne (Derelle et al., 

2007 ; King et al., 2008 ; Shalchian-Tabrizi et al., 2008 ; Mikhailov et al., 2009), une grande 

variété de classes et familles de facteurs de transcription sont apparues chez l’ancêtre 

commun des métazoaires  laissant supposer que l’apparition de ces gènes ait été un pré-requis 

à l’émergence de la multicellularité dans ce taxon (Brooke et Holland, 2003 ; Larroux et al., 

2006 ; Larroux et al., 2007 ; Larroux et al., 2008 ; Degnan et al., 2009b). L’émergence de ces 

gènes s’est apparemment faite de trois manières différentes (Figure 32 B). Certains semblent 

être apparus de novo chez l’ancêtre commun des métazoaires puisqu’aucun gène apparenté 

n’a été retrouvé à l’extérieur des animaux (T-box, Fox groupe 1). D’autres familles de facteurs 

de transcription sont également spécifiques aux métazoaires (synapomorphies) mais 
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leur origine peut être retrouvée par l’identification d’un gène ancestral commun à ces familles 

(ANTP, POU, Pax, Six) chez des organismes non métazoaires. Ces familles sont toutes issues 

de la duplication d’un proto-gène à homéoboîte typique présent chez les opistochontes. 

D’autres encore sont issus de l’association d’anciens domaines (présents en dehors des 

animaux) à de nouveaux domaines (présents uniquement chez les animaux), tels que la classe 

LIM-HD (Figure 32 B) (Larroux et al., 2008 ; Degnan et al., 2009b). Quatre tendances 

générales peuvent être dégagées de ces études :  

(1) La plupart des classes ou familles de facteurs de transcription sont issues d’un 

proto-gène ancestral aux métazoaires ;  

(2) Une première phase de diversification des facteurs de transcription semble avoir eu 

lieu avant la divergence des éponges et des eumétazoaires ;  

(3) Une deuxième phase de diversification des facteurs de transcription aurait eu lieu 

dans la lignée des eumétazoaires (Kamm et Schierwater, 2006 ; Ryan et al., 2006 ; Putnam et 

al., 2007) ;  

(4) une 3e phase d’extension des facteurs de transcription a eu lieu dans la lignée des 

bilatériens, bien que beaucoup moins intense.  

De plus, la conservation de certains de ces facteurs de transcription entre des lignées ayant 

évolué indépendamment depuis plus de 650 millions d’années laisse supposer que les 

pressions de sélection agissant sur leur évolution sont très intenses (Degnan et al., 2009b).  

 

A.3 : Les gènes à homéoboîte et la super-classe Antennapedia (ANTP) 

chez les métazoaires basaux 

 

Parmi les plus célèbres des facteurs de transcription, figurent ceux à homéodomaine (HD). 

Les protéines de cette famille sont caractérisées par un motif de fixation à l’ADN de 60 acides 

aminés : l’homéodomaine (codé par l’homéoboîte). Ces facteurs de transcription jouent un 

rôle prépondérant dans diverses fonctions telles que la mise en place des plans d’organisation, 

la régulation de la détermination, de la différenciation, de l’adhésion et de la migration 
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Figure 33 : (A) Histoire 
évolutive des homéodomaines 
retracée sur l’arbre des 
Eucaryotes (les deux 
hypothèses de positionnement 
de la racine sont mentionnées 
(Baldauf, 2003)), modifiée 
d’après (Derelle et al., 2007). 
Un carré noir représente la 
présence d’homéodomaine 
dans le taxon, un blanc son 
absence. Une branche noire 
indique la présence 
incontestable des 
homéodomaines, une blanche, 
leur absence. Une branche 
grise indique que la présence 
ou l’absence des 
homéodomaines sont 
équiparcimonieuses. Dans les 
deux topologies présentées, 
l’ancêtre commun des 
eucaryotes aurait déjà possédé 
des homéodomaines. 
(B) Arbre phylogénétique en 
maximum de vraisemblance 
des gènes à homéodomaines de 
19 espèces d’eucaryotes. 
Quelques noms de gènes bien 
identifiés sont mentionnés. 
(Derelle et al., 2007). 

A 

B 
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cellulaires lors du développement des métazoaires, mais également des plantes et des fungi 

(Gehring, 1985 ; Bharathan et al., 1997 ; Derelle et al., 2007). Une analyse des gènes codant 

pour ces facteurs de transcription à homéodomaine chez une variété d’organismes  

représentatifs des huit principaux clades d’eucaryotes (Baldauf, 2003) a permis de mieux 

comprendre l’origine et l’évolution de cette famille de facteurs de transcription. Bien que ces 

gènes existent chez tous les organismes multicellulaires, cela ne correspondrait pas à une 

acquisition par convergence, mais à un état ancestral de l’ancêtre commun des eucaryotes. 

L’absence de ces gènes chez certaines lignées unicellulaires résulterait donc de pertes 

indépendantes (Figure 33A) (Derelle et al., 2007). Des analyses phylogénétiques mettent 

également en évidence la subdivision des gènes à homéodomaine en deux groupes : les gènes 

TALE (qui présentent une insertion de trois acides aminés dans leur homéodomaine) et les 

gènes non-TALE (Figure 33B), tous deux étant supposés avoir déjà été présents chez l’ancêtre 

commun des eucaryotes (Banerjee-Basu et Baxevanis, 2001 ; Derelle et al., 2007 ; Larroux et 

al., 2008). 

Les génomes de métazoaires contiennent des douzaines de gènes à homéodomaine: 130 chez 

l’anémone Nematostella vectensis, 97 chez la drosophile Drosophila melanogaster et 228 

chez l’homme Homo sapiens (Nam et Nei, 2005 ; Ryan et al., 2006). Ils sont distribués en 

sept classes (ANTP, PRD, POU, LIM, SIX, PAX and TALE) dont la plupart sont spécifiques 

aux animaux (Figure 34A). Parmi elles, la classe ANTP est de loin la plus diversifiée et est 

reconnue comme ayant joué un rôle majeur dans l’évolution des plans d’organisation des 

métazoaires, la mise en place des axes de symétrie et le développement du système nerveux, 

notamment (Garcia-Fernandez, 2005a ; Larroux et al., 2008).  

Les différentes familles de gènes de la super-classe ANTP sont classées en quatre sous-

classes : Hox, Parahox, EHGbox et NKL (Pollard et Holland, 2000 ; Garcia-Fernandez, 

2005b). Des membres de ces sous-classes ont été retrouvés dans les trois clades majeurs de 

bilatériens où ils possèdent souvent des fonctions conservées, l’exemple le plus connu étant 

celui des gènes Hox qui fournissent une information de position le long de l’axe antéro-

postérieur durant le développement (Garcia-Fernandez, 2005a, 2005b). L’étude de génomes 

de cnidaires et de placozoaire a révélé la présence de la quasi-totalité du répertoire de gènes 

des sous-classes NKL et EHGbox, mais un nombre de gène Hox plus restreint (Chourrout et 

al., 2006 ; Kamm et Schierwater, 2006 ; Ryan et al., 2006 ; Putnam et al., 2007 ; Schierwater 

et al., 2008). Les données de séquences et de localisation chromosomique des gènes indiquent 
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Figure  34 : (A) La diversité des gènes à homéoboîte chez trois espèces de métazoaires basaux, 
T. adherens,  N. vectensis et A. queenslandica. Les "-"   indiquent l’absence de ces gènes 
(Schierwater et al., 2008). (B) L’hypothèse du « protoNK » cluster (Larroux et al., 2007). 6 
familles de gènes à HD seraient apparues avant la divergence des éponges (LIM-HD, ANTP, 
Prd, Six and POU). Le gène ancestral de la sous-classe ANTP était de type NK. Des 
phénomènes de cis-duplication, ont donné lieu à un cluster « ProtoNK » de 5 ou 6 gènes que 
l’on retrouve chez A. queenslandica. L’expansion et la réorganisation de ce « ProtoNK » 
cluster a abouti à un cluster contenant tous les gènes NKL et au ProtoHox cluster. 

B 

A 
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ainsi que l’expansion de la super-classe ANTP s’est faite par des cis-duplications d’une 

région génomique unique avant la divergence entre les cnidaires/placozoaires et les bilatériens 

(Garcia-Fernandez, 2005a ; Kamm et Schierwater, 2006). L’analyse de ces génomes a apporté 

une quantité d’information sur l’évolution des gènes ANTP, sur leur regroupement en 

complexes de gènes et leurs lieux d’expression ou fonctions supposés. Cependant, la question 

de l’origine des gènes ANTP, et plus précisément des gènes Hox, restait ouverte (Garcia-

Fernandez, 2005a). L’analyse du premier génome d’éponge (Amphimedon queenslandica) a 

permis de répondre partiellement à cette question cruciale. En effet, il apparaîtrait que les 

gènes Hox, Parahox et EGHbox ne seraient pas présents chez les éponges. Amphimedon 

queenslandica possède huit gènes ANTP, appartenant tous à la sous-classe NKL et, d’après 

les auteurs, l’ancêtre commun des métazoaires aurait possédé uniquement six à sept gènes 

ANTP (Figure 34B). Parmi eux, cinq formeraient un cluster  « protoNK »: les gènes NK5-7, 

Tlx, Hex, Msx et NK2-4. L’origine du cluster protoHox serait donc postérieure à la divergence 

des éponges (Figure 34B) (Larroux et al., 2007). Ces résultats nécessitent cependant d’être 

pris avec certaines précautions. En effet, on ne peut réfuter la possibilité que des gènes (Hox 

ou autres) aient été perdus secondairement spécifiquement chez Amphimedon queenslandica, 

comme cela a déjà été montré pour d’autres gènes (Larroux et al., 2008) ou dans la lignée 

menant aux démosponges (Peterson et Sperling, 2007). Parallèlement, d’autres auteurs 

considèrent que les placozoaires représenteraient la lignée la plus basale. Dans cette 

hypothèse, l’ancêtre commun des métazoaires aurait possédé un répertoire ANTP plus 

diversifié que dans l’hypothèse du cluster « protoNK » avec notamment au moins un gène de 

type Hox, un de type NKL et un de type EGHbox (Schierwater et al., 2008). 

Les études d’expression de gènes appartenant à la super-classe ANTP chez les éponges sont 

très restreintes. Le gène EmH3 de la famille de gènes Demox (Richelle-Maurer et al., 2006) 

est exprimé dans les archéocytes et pourrait être impliqué dans la différenciation cellulaire 

chez Ephydatia (Richelle-Maurer et Van de Vyver, 1999). Chez Amphimedon queenslandica, 

le gène RenBsh est exprimé dans les sclérocytes, suggérant un lien possible avec la 

spiculogenèse (Larroux et al., 2006). Pour d’autres gènes du « protoNK » cluster (NK2/3/4, 

Tlx, NK5/6/7), les patrons sont bien moins clairs : ces gènes s’exprimeraient dans les 

micromères et/ou la masse cellulaire interne de la larve (Fahey et al., 2008) (Figure 35 A et 

B). Ces données d’expression ont été obtenues uniquement chez des espèces de démosponges 

et principalement chez Amphimedon queenslandica. De plus, leurs interprétations 
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Figure 35 : (A) Exemples de patrons d’expression des gènes NK durant l’embryogénèse chez A. 

queenslandica. A à D : AmqNK2/3/4 est exprimé dans des micromères. E à H : AmqTlx est 

exprimé dans la masse cellulaire interne et autour de l’anneau pigmenté. I à M : AmqNK5/6/7 est 

exprimé dans quelques micromères et des macromères (Fahey et al., 2008). 

(B) Expression de RenBsh chez la larve A. queenslandica et plus précisément dans les 

sclérocytes (Larroux et al., 2006). 

B 
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fonctionnelles sont en général très limitées de part le fait que les expressions sont localisées 

dans des structures spécifiques au taxon des éponges et qu’aucune étude fonctionnelle n’a été 

réalisée sur les éponges. 

L’étude de ces gènes dans d’autres lignées d’éponges permettra sans doute d’apporter des 

informations supplémentaires nécessaires à la compréhension de l’origine de la super-classe 

ANTP et sur les fonctions ancestrales de ces gènes. C’est ce que nous avons entrepris de faire 

avec l’étude d’un gène NK (Gazave et al., 2008) chez Oscarella lobularis 

(homoscléromorphe). 
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B]  Etude de l’expression d’un gène NK chez l’éponge Oscarella 

lobularis 

 

B.1 : Présentation de l’article 

 

Suite à l’étude des gènes ANTP présents dans le génome de la démosponge Amphimedon 

queenslandica, Claire Larroux a proposé un scénario évolutif (hypothèse du cluster protoNK ) 

où l’ancêtre commun des métazoaires possédait uniquement six à sept gènes de type NK 

(Larroux et al., 2007). Nous avons décidé d’étudier des facteurs de transcription de la super-

classe ANTP de type NK, dans une autre lignée afin de mieux appréhender la composition en 

gènes ANTP de l’ancêtre commun des métazoaires et également d’envisager la fonction de 

ces gènes.  

Nous avons donc entrepris une recherche de gènes NK chez des espèces 

d’homoscléromorphes. Un gène NK a été obtenu par PCR chez cinq espèces différentes : 

Oscarella lobularis, Oscarella imperialis, Pseudocorticium jarrei, Plakina jani et Plakortis 

simplex. Les analyses phylogénétiques ont montré une affinité particulière, bien que non 

soutenue, de ces séquences (qui forment un clade nommé HomoNK) avec les familles NK6 et 

NK7 de gènes ANTP identifiés chez les eumétazoaires. De plus le cluster « protoNK », 

(l’hypothèse précédemment proposée par Larroux en 2007) qui serait composé des familles 

NK5-7, Tlx, Hex, Msx, NK2-4 et Bar/Bsh n’est pas retrouvé. L’identification de ce gène de la 

classe ANTP chez les homoscléromorphes et la topologie de la phylogénie permettent 

d’envisager plusieurs interprétations. Le clade HomoNK-NK6-NK7 peut représenter un 

groupe d’orthologie issu d’un gène ancestral unique présent chez l’ancêtre commun des 

métazoaires. Une duplication entre les NK6 et les NK7 serait ainsi postérieure à la divergence 

des éponges. Alternativement, on peut également envisager que le groupe HomoNK-NK6-

NK7 ait été initialement présent chez l’ancêtre commun des métazoaires et que des pertes 

secondaires aient eu lieu dans certaines lignées d’éponges (et notamment A. queenlandica) et 

dans la lignée menant aux eumétazoaires. 
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La mise au point des techniques d’hybridation in situ (sur fragments d’individus entiers et sur 

coupes) sur notre modèle Oscarella lobularis a permis de tester l’expression de ce gène. Les 

résultats de ces expériences ont révélé un marquage spécifique dans les choanocytes, les 

cellules filtrantes des éponges. Les expressions chez Oscarella lobularis révèlent que ce gène 

(OlobNK) est un marqueur strict de la lignée choanocytaire. Chez les éponges, compte tenu de 

la croissance continue et de la (relative) mobilité cellulaire, les processus morphogénétiques 

ne sont pas restreints au développement embryonnaire ou à la reproduction asexuée, mais ont 

lieu tout au long de la vie de l’adulte. Des informations constantes de maintien des 

caractéristiques cytologiques et d’interactions cellulaires sont donc vraisemblablement 

nécessaires et OlobNK pourrait jouer un rôle dans de tels processus. Les ressemblances 

morphologiques entre choanocytes et certaines cellules sensorielles des Eumétazoaires ont 

récemment suscité un intérêt particulier. Il a été suggéré que les choanocytes puissent être les 

homologues des cellules sensorielles des eumétazoaires (Jacobs et al., 2007). Dans cette 

perspective audacieuse, il est intéressant de noter que les gènes de bilatériens des familles 

NK6 et NK7 (auquelles sont apparentés les HomoNK) sont exprimés de façon prépondérante 

dans des cellules neurales. Ce résultat appuie l’hypothèse stimulante que les cellules à 

collerette pourraient être homologues à toutes les cellules neurosensorielles des animaux.  

 

Ce travail dont je suis 1er auteur a fait l’objet d’un article de recherches paru dans 

Development, Gene and Evolution en 2008. 

 

B.2 : Article 5: NK homeobox genes with choanocyte-specific 

expression in homoscleromorph sponges. 
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C] Conclusions et perspectives 

 

C.1 : Origine et évolution des facteurs de transcription  

 

L’analyse de la composition du génome d’Amphimedon queenslandica en facteurs de 

transcription et plus particulièrement en gènes à homéoboîte de la super-classe ANTP 

représente une avancée majeure dans l’étude de l’origine et de l’évolution des facteurs de 

transcription. Cependant, comme noté précédemment, ces données issues d’une seule espèce 

ne sont pas forcément représentatives de l’état ancestral des éponges et donc de la 

composition en facteurs de transcription d’Urmétazoa. L’hypothèse du « protoNK » cluster, 

bien que fort intéressante, n’est pas soutenue par notre analyse phylogénétique intégrant des 

gènes d’éponges homoscléromorphes. Afin de pouvoir statuer sur la validité de cette 

hypothèse et donc sur les pertes secondaires potentielles chez Amphimedon queenslandica, 

l’ajout de données issues d’autres lignées d’éponges est donc indispensable. Actuellement, 

l’analyse des données issues d’un séquençage 454 d’ARNm normalisés chez Oscarella 

lobularis est en cours, en collaboration avec l’équipe du Professeur Pierre Pontarotti7. De 

même, des données de pyroséquençage chez une éponge calcaire (Sycon ciliatum) dans 

l’équipe de Maja Adamska8ont lieu en ce moment. L’évaluation de leur contenu en facteurs 

de transcription et plus particulièrement en gènes de la super-classe ANTP permettra à court 

terme d’éclairer ce point. 

Cependant, il ne faut pas oublier que le contexte phylogénétique de la base de l’arbre et 

également que la position phylogénétique des éponges sont toujours incertains. Si la position 

basale des cténophores venait à se confirmer, l’acquisition d’un ou plusieurs génomes de ces 

organismes serait indispensable pour pouvoir avoir une vision précise de l’histoire évolutive 

de ces gènes (Pang et Martindale, 2008a). Pareillement, les hypothèses de monophylie ou 

paraphylie des éponges impliquent des scénarios évolutifs différents (Peterson et Sperling, 

2007). S’il s’avère que le contenu en gènes ANTP des homoscléromorphes et des 

calcisponges est supérieur à celui d’Amphimedon queenslandica, cela signifierait soit: 

                                                 
7 Equipe Evolution biologique et modélisation, Université de Provence, Marseille 
8 Developmental signalling in marine sponges, Sar center, Bergen, Norvège 
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Figure 36 : (A) et (B) : le contenu en gène ANTP des démosponges s’avère inférieur à celui 
observé chez les autres lignées d’éponges. (A) Scénario résultant dans le cadre de la monophylie 
des éponges. (B) Scénario résultant dans le cadre de la paraphylie des éponges. (C) et (D) : le 
contenu en gène ANTP des démosponges s’avère identique (ou supérieur) à celui observé chez 
les autres lignées d’éponges. (C) Scénarios résultant dans le cadre de la monophylie des 
éponges. (D) Scénario résultant dans le cadre de la paraphylie des éponges. Vert : nombre de 
gènes ANTP restreint. Violet : nombre de gènes ANTP plus important. Rouge : perte 
secondaire, jaune : expansion. 

B B

C D C D

A 
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 (i) que des pertes secondaires spécifiques ont eu lieu dans cette lignée, dans l’hypothèse de 

monophylie (Figure 36A), soit (ii) qu’une vague de diversification intermédiaire ait eut lieu 

dans la lignée menant au groupe (homoscleromorphe + calciponges + eumétazoaires) dans 

l’hypothèse de paraphylie (Figure 36B). S’il s’avère que les autres lignées d’éponges 

présentent le même nombre ou un nombre inférieur de gènes qu’Amphimedon, deux 

possibilités se présenteront : (i) dans l’hypothèse de la monophylie, les éponges auraient soit 

initialement un nombre restreint de gènes ANTP, soit un nombre plus important de gènes 

ANTP suivis par des évènements de réduction de gènes qui auraient alors eu lieu de façon 

indépendante dans plusieurs lignées d’éponges ou chez l’ancêtre commun des éponges 

(Figure 36C) (ii) dans l’hypothèse de la paraphylie, le nombre de gènes ANTP serait restreint 

initialement (Figure 6D). 

Une fois de plus, la résolution précise de la base de l’arbre reste un pré-requis à la validation 

de tout scénario évolutif de familles de gènes. 

 

C.2 : Les cellules à collerette sont-elles à l’origine des cellules 

neurosensorielles ? 

 

Notre étude d’expression de gène chez Oscarella lobularis nous ont permis de mettre en 

évidence une expression localisée d’un gène apparenté aux NK6/7 dans les choanocytes et ainsi 

de faire le pendant avec l’hypothèse d’une possible homologie entre choanocytes et cellules 

neurosensorielles des autres animaux, proposée initialement par Jacobs et al., 2007. Dans 

l’état actuel des connaissances, nous ne pouvons nous permettre d’affirmer cela de façon 

catégorique. En effet, les relations d’orthologie sont peu soutenues et les conclusions basées 

sur un seul gène sont hasardeuses. Cependant, cette observation est fort intéressante et 

d’autres expériences pourraient aider à tester cette hypothèse. En effet, il serait utile de 

réaliser des expériences d’hybridation in situ avec ce gène lors de processus 

morphogénètiques autres: chez la larve cinctoblastula nageuse (qui ne possède pas de 

choanocytes) et également lorsqu’elle vient de se fixer (appelée à ce stade rhagon) ; lors 

d’expériences de régénération et également de dissociations / réagrégations cellulaires. Il 

serait également capital d’inhiber ce gène et d’observer les conséquences morphologiques de 
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cette inhibition. Par ailleurs, il serait également important de chercher d’autres homologues de 

gènes impliqués dans le système nerveux des bilatériens chez diverses éponges et de les 

localiser par hybridations in situ ou de localiser les protéines par immunohistochimie (Voir 

Chapitre V). 
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Figure 37 : (A) Voie de signalisation schématique permettant la transduction d’un signal via une 
série d’interrupteurs on/off. Le ligand se fixe au récepteur transmembranaire qui, de ce fait, 
subit des modifications au niveau de sa partie cytoplasmique. Une cascade est ainsi initiée dont 
la phase finale est la modification de l’expression des gènes cibles (Gerhart, 1999). 
(B) Quatre voies principales de signalisation utilisent des mécanismes différents pour passer du 
mode répression par défaut à l’activation des gènes cibles (Barolo et Posakony, 2002). Dans le 
cas de la voie Notch, il s’agit du clivage du récepteur ; pour Wnt, la non dégradation d’un co-
activateur ; pour Hh, le clivage d’un facteur de transcription et pour récepteur nucléaire, 
l’affinité du ligand pour un co-activateur. SPRE : signaling pathway response elements. 

A 

B 
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A]  Introduction 

 

A.1 : Voies de signalisation et développement 

 

Les biologistes du développement ont depuis bien longtemps réalisé que les cellules 

individuelles d’un organisme pluricellulaire en développement ne suivent pas un parcours 

indépendant vers leur destin final. En effet, dès 1924, Spemann et Mangold, ont montré que la 

greffe de la lèvre dorsale du blastopore dans la partie ventrale d'une jeune gastrula de xénope 

conduisait à la formation d'un second axe embryonnaire complet contenant un tube neural 

parfaitement organisé issu de l'ectoderme ventral de l'hôte. Les cellules ectodermiques de la 

jeune gastrula ont donc été induites en cellules neurales par le mésoderme dorsal greffé. 

Ainsi, les cellules sont continuellement en communication avec d’autres cellules, proches ou 

lointaines, qui les guident au fur et à mesure et suivent un programme développemental précis 

et reproductible. On sait aujourd’hui que les voies de signalisation sont un moyen de 

communication intercellulaire indispensable à la réalisation et à la bonne coordination du 

développement embryonnaire (Pires-daSilva et Sommer, 2003). Chez les animaux, elles sont 

caractérisées par un ensemble de molécules qui transmettent un signal d’une cellule à une 

autre. Classiquement, les ligands de ces voies, soit secrétés (système paracrine) soit situés sur 

la membrane de la cellule émettrice (système juxtacrine), vont se fixer aux récepteurs d’une 

autre cellule. Suite à cette fixation, une cascade d’interactions moléculaires va se produire 

dans la cellule réceptrice, entrainant la modification de son activité transcriptionnelle via 

l’utilisation notamment de facteurs de transcription (Figure 37A) (Barolo et Posakony, 2002). 

Ainsi, des molécules portées ou émises par une cellule peuvent initier/moduler le programme 

d’expression de gènes d’une autre (Richards et Degnan, 2009). Etonnamment, il a été montré 

que seulement sept voies de signalisation étaient impliquées dans les processus 

développementaux majeurs des bilatériens. Ce sont les voies Hedgehog (Hh), Wint (Wnt) 

(Annexe III), transforming growth factor-β (TGF-β), receptor tyrosine kinase (RTK), Notch, 

Janus kinase (JAK)/signal transducer and activator of transcription (STAT) et récepteur 

nucléaire (Gerhart, 1999). Elles sont utilisées de façon répétée pour accomplir des fonctions 

diverses tout au long du développement. Ces voies ont toutes en commun le fait d’activer des 

gènes cibles spécifiques de la cellule réceptrice, qui, par défaut, sont réprimés en absence de  
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Figure 38 : (A) La régulation 
fine de l’expression des gènes 
cibles par les voies de 
signalisation : (1) la liaison 
récepteur/ligand est 
insuffisante à une activation 
directe de la transcription ; (3) 
des activateurs locaux de la 
transcription sont insuffisants 
pour activer les gènes cibles ; 
(2) une action commune de la 
voie de signalisation et des 
activateurs locaux permet 
l’expression des gènes cibles 
dans les contextes appropriés. 
(Barolo et Posakony, 2002). 
(B) Phénotype des mutants 
Notch+/- de drosophile : 
Comparaison de l’aile d’une 
drosophile sauvage et d’une 
drosophile hétérozygote 
mutante pour Notch. Des 
encoches sont visibles à 
l’extrémité des ailes ; la forme 
et les cellules de l’aile sont 
modifiées (Bouissac, 2005). 
(C) La voie Notch : la liaison 
du récepteur avec un de ses 
ligands déclenche deux 
clivages extracellulaires 
assurés par la protéase TACE 
et le complexe γ-sécrétase. 
Ceci permet la formation de 
l’ICN (ou NICD = domaine 
intracellulaire de Notch) qui 
est transloqué dans noyau où il 
régule l’expression de gènes 
cibles de type bHLH 
(Bouissac, 2005). 

A 

B 

C 
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signal (système de type interrupteur aussi appelé transcriptional switch mechanisms). 

Cependant,  les moyens mis en œuvre pour y arriver sont variés (Figure 37B). Chaque voie 

(Notch, Wnt, Hh et récepteur nucléaire) utilise un facteur spécifique (différent pour chacune 

des quatre voies) pour activer la transcription. Cette différence fondamentale entre ces quatre 

voies laisse supposer que l’évolution des mécanismes de « transcriptional switch » et plus 

précisément de répression par défaut a eu lieu de façon indépendante pour chacune d’elles 

(Barolo et Posakony, 2002). En effet, l’absence de signal pourrait suffire à maintenir les gènes 

cibles non exprimés, mais ce n’est pas le cas. Cela laisse supposer que cet état de répression 

par défaut est indispensable au bon fonctionnement des voies de signalisation, et a dû 

représenter un avantage sélectif au cours de la mise en place de ces voies. Deux autres 

caractéristiques communes à ces voies sont que l’activité propre des voies de signalisation est 

insuffisante pour activer fortement les gènes cibles, ainsi des activateurs de transcription 

doivent également intervenir. Ces trois caractéristiques des voies de signalisation ont pour 

conséquence que les gènes cibles sont exprimés de façon spécifique et régulés de manière 

fine. Ainsi, une seule voie de signalisation pourra être réutilisée et activer différents gènes 

cibles dans différents contextes tout au long du développement (Figure 38A) (Barolo et 

Posakony, 2002). Le fait que si peu de voies de signalisation régulent un grand nombre de 

processus développementaux peut également être expliqué par des phénomènes d’interactions 

entre voies de signalisation. En effet, il a été montré dans plusieurs cas des interactions, 

notamment entre les voies Notch, Wint et EGFR, qui permettent la régulation de certains 

composants des voies et donc de moduler les destins cellulaires (Flores et al., 2000 ; Shilo, 

2009). 

 

A.2 : Fonctionnement général de la voie Notch chez les bilatériens 

 
La mutation Notch a été mise en évidence chez la drosophile au milieu du XXe siècle 

(Poulson, 1937, 1940). La drosophile hétérozygote pour Notch (Notch+/Notch-) présente des 

encoches (notch en anglais) à l’extrémité des ailes (Figure 38B). La perte de fonction totale de 

Notch (homozygote Notch-/Notch-) entraine un phénotype embryonnaire létal caractérisé par 

une surproduction de neurones, appelé phénotype «neurogénique» (Bouissac, 2005). 

Initialement caractérisée chez la drosophile, cette voie repose sur un récepteur 

transmembranaire Notch, des ligands également transmembranaires Delta ou Jagged/Serrate 

présents sur les cellules voisines et de nombreux acteurs et membres secondaires de la voie 
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(voir la partie B pour avoir accès aux références qui décrivent les acteurs/modulateurs de la 

voie (Gazave et al., 2009)). Chez les bilatériens, le récepteur Notch est fabriqué dans 

l’appareil de Golgi où il est clivé une première fois (S1) par une enzyme, la furine. Le 

récepteur migre alors vers la membrane de la cellule où il est intégré. S’il rencontre son 

ligand, la liaison entraine un deuxième clivage de ce récepteur par des enzymes 

métalloprotéiques (S2) de la famille TACE. Puis il est clivé une troisième fois par un 

complexe protéolitique : le complexe γ-sécrétase (S3). La partie intracellulaire du récepteur 

ainsi libérée est ensuite transloquée dans le noyau de la cellule où elle va jouer le rôle de 

facteur de transcription : elle va s’associer à d’autres protéines (CSL/suppressor of hairless 

Su(H)) et former un complexe transcriptionnel régulant la transcription de certains gènes de 

type bHLH (Figure 2C) (Bray, 2000 ; Bray, 2006 ; Kopan et Ilagan, 2009).  

Généralement, le fonctionnement de la voie Notch n’est pas de définir directement l’identité 

cellulaire des cellules sur lesquelles elle s’exerce mais plutôt un état de compétence d’une 

cellule. Ainsi, chez les bilatériens, elle agit sur le devenir cellulaire selon trois mécanismes 

principaux : l’inhibition latérale, l’induction et de signalisation au cours de la division 

asymétrique (certains auteurs ne reconnaissent parfois que les deux premiers) (Bray, 1998a, 

1998b ; Bray, 2006).  

- L’inhibition latérale est le mécanisme d’action de la voie Notch le plus étudié. Il 

s’exerce au sein d’un groupe de cellules ayant initialement les mêmes potentialités 

développementales. Lorsqu’un petit déséquilibre (concernant les expressions de 

gènes) survient, une des cellules exprime plus fortement des ligands que des 

récepteurs. Ce déséquilibre est amplifié par une boucle de rétrorégulation (illustrée en 

Figure 40) et, au final, on obtient des cellules exprimant soit majoritairement le ligand 

soit majoritairement le récepteur (Figure 39A) (Artavanis-Tsakonas et al., 1995 ; Lai, 

2004 ; Bouissac, 2005 ; Bray, 2006). 

- Le mécanisme d’induction a lieu entre deux populations de cellules exprimant 

différemment la voie Notch. Une population exprime le ligand et l’autre (contigüe) 

exprime le récepteur. Les cellules exprimant le ligand activent la voie Notch dans les 

cellules réceptrices, modifiant leur compétence et créant ainsi une « frontière » 

cellulaire (Figure 39B) (Artavanis-Tsakonas et al., 1995 ; Lai, 2004). 
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Figure 39 (figures de la page précédente) Les modes d’action de la voie Notch : (A) 
L’inhibition latérale : Notch agit via des signaux inhibiteurs réciproques entre deux cellules qui, 
à l’origine, ont des potentialités identiques. 1- Des signaux réciproques (inhibition mutuelle) 
deviennent des signaux d’inhibition unidirectionnels. Notch inhibe la capacité de la cellule 
réceptrice du message (verte) de produire elle-même un signal inhibiteur, alors que la cellule 
émettrice du signal (rose) amplifie le signal inhibiteur par une boucle d’autorégulation. 2- 
L’exemple des ommatidies de l’œil de drosophile : en violet les cellules sont équivalentes, en 
bleu et rose elles ont des destins cellulaires différents. L’image au microscope confocal des 
ommatidies montre en rose l’expression de Notch dans un ou deux photorécepteurs.  
(B) L’induction : 1- Les deux types cellulaires contigus ne sont pas équivalents et sont 
représentés en rose et en vert. Seule la cellule rose exprime le ligand, alors que seule la cellule 
verte exprime le récepteur Notch. Notch agit via des signaux unidirectionnels entre deux 
cellules. La cellule émettrice du signal (rose) active la voie Notch dans la cellule réceptrice du 
signal (verte). En réponse à ce signal, la cellule change de potentialité. 2- Notch peut établir une 
frontière cellulaire, c’est notamment le cas lors de la formation de l’aile de la drosophile. Les 
cellules exprimant le ligand de la voie sont marquées en violet.  
(C) : Signalisation au cours de la division asymétrique. 1- Une cellule précurseur contient un 
facteur et se divise de façon asymétrique pour générer deux cellules filles distinctes. Une des 
cellules filles contiendra le facteur, régulant négativement l’activité du récepteur (ici Numb), et 
devient cellule émettrice du signal. L’autre cellule fille devient alors cellule réceptrice et 
changera de potentialité. 2- L’exemple de la lignée cellulaire des SOP (sensory organ precursor) 
de drosophile. L’image au confocal montre la distribution asymétrique de Numb dans deux 
cellules filles de la lignée cellulaire des SOP (en rose : le noyau) (Bouissac, 2005 ; Bray, 2006) 

Figure 40 : Voie Notch et 
neurogenèse chez la drosophile. 
Dans une groupe de cellules 
proneurales équivalentes, les 
gènes Delta, Notch et un gène 
proneural (de type bHLH) sont 
exprimés en même quantité. 
Suite au mécanisme d’inhibition 
latérale, l’expression du gène 
proneural est inhibée dans une 
cellule et activée dans l’autre 
(progéniteur neural) qui va 
entamer sa différentiation 
neuronale (Bertrand et al., 
2002). 
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- Le mécanisme de signalisation au cours de la division asymétrique s’exerce entre deux 

cellules filles issues d’une cellule précurseur et dont seule l’une d’elle aura hérité d’un 

régulateur négatif de l’activité du récepteur (souvent Numb). Cette cellule deviendra 

alors émettrice et l’autre réceptrice (Figure 39C) (Lai, 2004).  

Ces trois mécanismes sont impliqués dans de nombreux processus développementaux : 

différentiation, proliférations cellulaires, apoptose, formation des somites, développement des 

yeux ... (Artavanis-Tsakonas et al., 1999). Ils jouent également un rôle prépondérant au 

niveau de la neurogenèse. 

Chez les cnidaires, bien qu’assez peu étudiée, la voie semble fonctionner suivant le même 

principe : le clivage du récepteur via un complexe protéique impliquant la préséniline permet 

la translocation du domaine intracellulaire dans le noyau (Kasbauer et al., 2007).  

 

A.3 : Voie Notch et neurogenèse 

 

L’implication de la voie Notch dans la neurogenèse a été grandement étudiée chez la 

drosophile, où elle intervient pour réguler les destins cellulaires à différents niveaux. 

Premièrement, elle agit, via le processus d’inhibition latérale, dans la sélection des cellules 

qui vont devenir des précurseurs neuronaux ou progéniteurs à partir d’un ensemble de cellules 

équivalentes nommées cellules proneurales. L’expression de gènes proneuraux de type bHLH 

dote les cellules proneurales d’un potentiel neural, elles peuvent devenir des progéniteurs. 

Une boucle de régulation de l’expression de ces gènes entre les cellules d’un ensemble permet 

qu’une seule cellule retienne l’expression des gènes bHLH et devienne un précurseur 

neuronal, les autres cellules étant inhibées. En absence d’activation par la voie Notch, toutes 

les cellules expriment ces gènes proneuraux et deviennent des cellules neuronales. Par 

opposition, quand le signal Notch est constant, aucune cellule ne devient neuronale, elles 

restent toutes épidermiques. Ainsi, dans ce processus la voie Notch contrôle un destin 

cellulaire binaire (neuronal ou épidermique) via l’inhibition d’un programme neuronal (Figure 

40) (Bertrand et al., 2002 ; Cau et Blader, 2009). La voie Notch agit une deuxième fois durant 

la neurogenèse chez la drosophile pour spécifier la sous-identité neurale (neurones, cellules 

gliales…) des précurseurs neuronaux (sélectionnés précédemment par le mécanisme 

d’inhibition latérale). Chez les vertébrés, la voie Notch est également impliquée dans la 
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sélection des cellules progénitrices via l’activation des gènes proneuraux de type bHLH et la 

spécification secondaire de ces cellules en neurones ou cellules gliales (Bertrand et al., 2002 ; 

Cau et Blader, 2009).  

La voie Notch chez les cnidaires a été assez tardivement identifiée par rapport aux autres 

voies de signalisation, bien que quelques composants aient été précédemment identifiés, le 

récepteur et le ligand manquaient (Steele, 2002). A l’heure actuelle, seules deux études ont été 

publiées chez le modèle Hydra (Kasbauer et al., 2007 ; Khalturin et al., 2007). La voie Notch 

ne semble pas être impliquée dans la spécification des neurones de cnidaires. Par contre, ces 

études suggèrent une implication de la voie Notch dans la nématogenèse (Kasbauer et al., 

2007) et plus précisément dans la différenciation des nématoblastes (Khalturin et al., 2007). 

Les nématocytes sont des cellules neurosensorielles, et elles sont issues, tout comme les 

neurones, de cellules souches interstitielles. Ainsi, suite à la démonstration de l’implication de 

la voie Notch dans leur différenciation, on peut envisager que la fonction ancestrale de la 

voie, chez l’ancêtre commun des eumétazoaires, serait la mise en place d’un système 

neurosensoriel et non uniquement nerveux.   

Aucune donnée concernant les gènes de la voie Notch chez les cténophores n’a été rapportée 

et une seule étude a été publiée chez les éponges (voir suite du chapitre) (Richards et al., 

2008). 
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B] Etude de l’origine et de l’évolution de la voie Notch 

 

B.1 : Présentation de l’article 

 

Comme nous l’avons souligné précédemment, malgré le rôle important de la voie Notch dans 

les processus de détermination cellulaire, en particulier lors de la neurogenèse, cette voie est 

très bien caractérisée uniquement chez les bilatériens et peu de données sont connues sur 

l’apparition et la structure ancestrale de ce complexe constitué d’une multitude de 

composants. Dans cette étude, nous avons donc entrepris de rechercher les 22 composants 

principaux de la voie chez 35 espèces d’eucaryotes (représentatifs des huit principaux clades : 

Opistochonta, Amoebozoa, Plantae, Alveolata, Heterokonta, Discicristata, Excavata and 

Rhizaria). Après avoir statué sur la présence ou l’absence de ces gènes pour chacune des 

espèces choisies, nous avons émis des hypothèses concernant leur origine en nous basant sur 

l’hypothèse phylogénétique de Baldauf (Baldauf, 2003). Nous avons ainsi pu mettre en 

évidence l’origine très ancienne de certains composants et/ou modulateurs de la voie et 

également émis des hypothèses quant à leurs fonctions ancestrales. De plus, certains 

évènements de transferts latéraux de gènes ont pu également être envisagés pour certaines 

protéines. Nous avons également recherché la présence des domaines de cinq protéines 

principales à l’échelle des eucaryotes. Nous avons par la suite étudié plus particulièrement les 

structures et arrangements en domaines des composants majeurs de la voie : les ligands (Delta 

et Jagged) et le récepteur Notch, puis réalisé des analyses phylogénétiques pour ces gènes 

(ainsi que pour la majorité des composants de la voie). Nous avons ainsi pu imaginer deux 

scénarios alternatifs concernant l’origine et l’évolution des ligands. Cette étude sur l’origine 

et l’évolution des composants de la voie Notch présente une description complète de cette 

voie à l’échelle des eucaryotes. 

Ce travail a fait l’objet d’un article dont je suis 1er auteur paru dans BMC Evolutionary 

Biology en 2009. 
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B.2 : Article 6: Notch signalling pathway origin and evolution: an 

overview from eukaryotic genomes 
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B.3 : Conclusions et perspectives 

 

L’étude de l’origine et de l’évolution de la voie Notch a montré que cette voie s’avère être 

une synapomorphie des métazoaires, et qu’elle serait composée au minimum de 17 

composants. Cependant divers composants ont une origine plus ancienne et/ou serait apparus 

par transferts latéraux. Les ligands de la voie Notch (ou protéines DSL, Delta et Jagged) ont 

été retrouvés uniquement chez les animaux. Cependant, nous avons identifié dans le génome 

du choanoflagellé Monosiga brevicollis, une protéine comprenant les domaines minimaux 

d’un récepteur Notch, sans que l’on puisse conclure sur la signification de la présence de ce 

gène. Deux hypothèses de scénarios évolutifs ont été proposées et pour l’instant il est 

impossible de savoir laquelle serait la plus probable. Cette question importante pourra peut-

être être résolue grâce à l’étude de la composition en ligands de la voie Notch chez d’autres 

métazoaires basaux (i.e. cténophores et autre lignées d’éponges). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B 



248 

Figure 41 : Arbre phylogénétique réalisé en maximum de vraisemblance (1000 bootstraps) 

montrant les relations phylogénétiques des séquences de Delta d’Oscarella lobularis (en jaune). 
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C] Etude de la voie Notch chez Oscarella lobularis 

 

C.1 : Le répertoire Notch chez le modèle Oscarella lobularis 

 

Nous avons depuis peu à notre disposition des données issues d’un séquençage 454 contenant 

environ 77 000 séquences assemblées. La recherche des membres de la voie Notch dans notre 

base de données nous a permis de retrouver la majorité des gènes impliqués dans le 

fonctionnement de la voie Notch précédemment identifiés chez Amphimedon queenslandica 

(Richards et al., 2008 ; Gazave et al., 2009), comme illustré dans le tableau suivant (les 

chiffres entre parenthèses indiquent le nombre de copies de gène identifiées).  

Composants / modulateurs de la voie Oscarella lobularis Amphimedon queenslandica 

Notch Non ? Oui (1) 

Delta Oui (7) Oui (5) 

Jagged Non Non 

Su(H) Oui Oui 

Préséniline Oui Oui 

Nicastrine Oui Oui 

Pen2 Oui Oui 

APH1 Oui Oui 

HEY/HES Oui Oui 

Neuralized Oui incomplet 

Mindbomb Oui Oui 

Deltex Oui Oui 

Su(dx) Oui Oui 

Mastermind Non Non 

Notchless incomplet Oui 

Numb Non Non 

Sno Oui Oui 

O-fut Oui Oui 

Fringe Oui Oui 

Furin Non Non 

ADAM 10/17 Oui Oui 

SMRT Non Non 
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Figure 42 : (A) Illustration de la partie clivée du récepteur Notch (NICD) (Gazave et al., 2009).  
(B) Tableau résumant les conditions de l’expérience d’immunohistochimie et les différents 
anticorps utilisés. 
(C) : Identification du site de clivage du complexe γ-secretase dans la séquence d’Amphimedon 

queenslandica et localisation de la séquence reconnue par l’anticorps anti-NICD. 

B 

A 

Site de clivage du complexe γ-secretase 

C 
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J’ai notamment pu identifier sept gènes Delta contenant tous les domaines diagnostiques. 

Notre banque étant normalisée, on ne peut, d’autant plus, exclure de potentielles 

contaminations par des organismes présents à l'intérieur de l'éponge lors de l'extraction des 

ARN messagers. Des analyses phylogénétiques pour les gènes Delta ont été réalisées, afin 

d’écarter de possibles problèmes de contamination et d’assigner des groupes d’orthologie. 

Dans l’arbre présenté en Figure 41, les séquences d’Oscarella lobularis sont situées à la base 

de l’arbre, dans des positions peu résolues, tout comme celles de la démosponge, avec des 

longues branches. De plus, ces sept gènes ont été vérifiés par PCR avec amorces spécifiques 

sur des ADNc, prouvant ainsi leur appartenance réelle à notre modèle. Des sondes ont été 

construites et les hybridations in situ sur fragments d’individus entiers et sur lames sont 

actuellement en cours. Notre banque ne contient malheureusement pas le récepteur Notch de 

la voie. Plusieurs séquences contenant le domaine LNR diagnostique de la protéine Notch, ont 

été retrouvées, mais aucune d’elles ne contient l’arrangement complet spécifique d’un Notch. 

La composition en domaine d’une protéine est un point critique et toute assignation robuste 

d’orthologie nécessite une analyse de l’architecture de la protéine. En effet, les analyses 

simples de similarité par Blast ne sont pas forcément rigoureuses et entrainent parfois des 

erreurs (Nichols et al., 2006 ; Richards et Degnan, 2009). Des RACE-PCR ont donc été 

tentées sur ces fragments afin d’allonger le gène, mais sans succès. La structure du gène 

Notch rend sa recherche par PCR malaisée, le domaine LNR étant présent dans d’autres 

protéines (Gazave et al., 2009). De même, réaliser des hybridations in situ sur ces fragments 

serait sans intérêt.  

 

C.2 : Immunolocalisation de la protéine Notch 

 

Le gène Notch étant absent de notre base de données, nous avons décidé de localiser 

directement la protéine Notch à l’aide d’expériences d’immunohistochimie (IHC) sur coupes. 

Pour cela nous avons utilisé un anticorps polyclonal reconnaissant la partie N-terminale de la 

partie intracellulaire clivée de la protéine Notch I humaine (Notch intra cellular domain = 

NICD) (Figure 42A). Cet anticorps (de lapin) est non spécifique, la séquence du gène chez 

Oscarella lobularis nous étant inconnue. Un témoin positif (anticorps anti-α tubuline) et 

divers témoins négatifs (trois différents) ont été réalisés en parallèle (Figure 42B). L’anticorps 

secondaire utilisé est un anticorps anti-IgG de lapin couplé à un fluorochrome FITC 
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Figure 43 : (A) Photo prise au microscope à épifluorescence illustrant les résultats de 
l’expérience d’IHC. En bleu : les noyaux marqués au DAPI, en vert, le marquage à l’anticorps 
anti-NICD. (B)Témoin positif de l’expérience d’IHC. En bleu : les noyaux marqués au DAPI, 
en vert, le marquage à l’anticorps anti-α-tubuline.  
(C) Coupe semi-fine d’un cyste spermatique d’éponge, les noyaux sont colorés en violet. Sp : 
cyste spermatique, Fl : flagelles, No : noyaux, CCh : chambres choanocytaires, Ca : canaux

C B No 

 

Fl 

Sp 

A 

CCh 

Ca 
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(Fluoresceine isothiocyanate). Le protocole mis en place a été modifié et adapté d’après 

divers protocoles et est présenté en Annexe IV (Mukhina et al., 2006 ; Abedin et King, 2008). 

Lors de l’utilisation d’anticorps non spécifiques comme c’est le cas ici, on ne peut jamais 

exclure une fixation sur une autre protéine dont la distribution serait reproductible. En effet, il 

arrive qu’une réaction croisée ait lieu, et ainsi l’anticorps va parfois se fixer sur un épitope 

similaire d’une autre protéine que celle ciblée. Il est donc indispensable de prouver la 

spécificité de ce marquage. La procédure classique pour prouver cette spécificité anticorps-

protéine reconnue serait de faire exprimer in vitro (par exemple dans une bactérie) la protéine 

Notch (donc synthétisée à partir de l’ADNc complet) et ensuite de réaliser un Western Blot. 

Cette procédure est inenvisageable dans notre cas puisque la séquence de l’ARNm est 

inconnue ou très partielle. Nous avons également envisagé d’utiliser plusieurs anticorps 

différents (non spécifiques) reconnaissant soit la partie intracellulaire du Notch soit le Notch 

complet. Si les profils obtenus s’avéraient compatibles entre eux, cela aurait pu permettre de 

suggérer (à défaut de démontrer) la spécificité du marquage obtenu. Ce procédé bien 

qu’intéressant se montre assez couteux et n’a donc pas été entrepris pour l’instant. Nous 

avons donc décidé d’identifier en premier lieu, le site de clivage de la γ-sécrétase sur la seule 

séquence Notch d’éponge connue (Amphimedon queenslandica) et de regarder si la séquence 

reconnue par l’anticorps (donnée par le fournisseur) pourrait être compatible avec celle 

d’éponge. L’analyse de cette séquence de Notch nous a permis de trouver le site potentiel de 

clivage de la γ-sécrétase et a mis en évidence que sur les treize acides aminés reconnus par 

l’anticorps, seuls six semblent conservés (Figure 42C). 

Une fluorescence intense a pu être observée dans les choanocytes à chaque réplicat (Figure 

43A). Les témoins négatifs étaient valides et le témoin positif montrait une fluorescence au 

niveau des flagelles des spermatozoïdes des cystes spermatiques et dans les flagelles des 

choanocytes tel qu’attendu (Figure 43B).  

Cette expérience d’IHC a donné lieu à des résultats intéressants et intrigants. Bien que ce 

marquage soit net et reproductible, les résultats des analyses de séquences ne permettent pas 

d’être sûr que l’anticorps s’est fixé spécifiquement. Cependant le degré de divergence entre la 

séquence d’Amphimedon queenslandica et celle supposée d’Oscarella lobularis ne peut être 

estimé et il est possible que la séquence d’Oscarella lobularis présente plus (ou moins) de six 

acides aminés identiques dans cette zone. Une autre expérience visant à prouver 
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A 

B 

Figure 44 : (A) Illustration du complexe γ-sécrétase comprenant quatre protéines (Lazarov et 

al., 2006). 
(B) A) Représentation schématique du complexe. B) Mode d’action du complexe. C) Deux 
modes d’inhibition potentiels du complexe par le DAPT (Morohashi et al., 2006). 
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la spécificité du marquage obtenu peut être l’utilisation d’un inhibiteur chimique spécifique 

d’un membre de la voie Notch, elle sera développée dans la partie suivante.  

 

C.3 : Expérience d’inhibition chimique de la voie Notch  

 

Il existe à l’heure actuelle un seul inhibiteur chimique connu de la voie Notch, il s’agit du 

DAPT ou (N-[N-(3,5-difluorophenacetyl)-l-alanyl]-S-phenylglycine t-butyl ester) (Dovey et 

al., 2001). Cet inhibiteur synthétique cible le complexe γ-sécrétase (Figure 44A) et plus 

précisément le fragment C-terminal de la préséniline (Morohashi et al., 2006). Des études 

réalisées chez la drosophile et le poisson zèbre ont fortement suggéré que l’utilisation de cette 

drogue générait un phénotype similaire à celui obtenu lors de mutations du gène Notch, c'est-

à-dire une augmentation des cellules ayant un destin neural (Geling et al., 2002 ; Micchelli et 

al., 2003). Cet inhibiteur a également été utilisé avec succès, plus récemment, chez Hydra 

vulgaris, où il a été démontré que le DAPT bloquait la translocation dans le noyau du NICD 

(Kasbauer et al., 2007). Dans les conditions classiques, le complexe γ-sécrétase clive le 

récepteur Notch et libère l’épitope reconnu par l’ancêtre commun. En présence de DAPT, le 

complexe γ-sécrétase est inhibé, sa fonction de clivage du récepteur Notch est inactivée et 

l’épitope reconnu par l’anticorps n’est pas accessible (Figure 44B). On s’attendrait donc à ce 

qu’en présence de DAPT, le marquage précédemment observé dans les choanocytes 

disparaisse. 

 

Les expériences d’inhibition chimique avec le DAPT ont été réalisées suivant le protocole 

détaillé en Annexe IV. Après récolte, des fragments d’Oscarella lobularis ont été laissés 

pendant environ trois jours dans les aquariums afin de se régénérer. Puis, ils ont été placés 

dans des boîtes de Pétri contenant diverses solutions (DAPT, DMSO = témoin négatif et eau 

de mer = témoin négatif) pendant 2h, 6h, 24h ou 48h à 15 °C. Les échantillons ont été ensuite 

fixés et inclus. Puis, les échantillons traités et témoins ont été utilisés pour réaliser les 

expériences d’IHC avec l’anticorps anti-NICD (+ témoins) comme précédemment décrit. 

Les résultats obtenus lors des IHC ne semblent montrer aucun effet du DAPT sur le 

marquage : quel que soit le temps considéré, le marquage dans les choanocytes est retrouvé 

dans les échantillons traités au DAPT comme dans les témoins négatifs (sans DAPT). Ces  
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expériences n’ayant jamais été réalisées chez les éponges, nous ne pouvons actuellement 

conclure si (i) l’inhibition chimique par l’utilisation du DAPT ne fonctionne pas chez les 

éponges, comme c’est le cas chez Caenorhabditis elegans (F. Rentzsch, communication 

personnelle) ou si (ii) l’anticorps anti-NICD se fixe de façon non spécifique. 

 

C.4 : Perspectives d’étude de la voie Notch chez Oscarella lobularis 

 

Identification d’autres acteurs majeurs de la voie et obtention de leurs patrons d’expression 

Afin de caractériser plus précisément la voie Notch chez les éponges et en particulier chez 

notre modèle Oscarella lobularis, il faudrait dans un premier temps obtenir les profils 

d’expression des sept gènes Delta à notre disposition. Les expériences d’hybridation in situ 

sont actuellement en cours. L’étude des gènes à bHLH et leur assignation phylogénétique aux 

familles actuellement reconnues serait également intéressante à réaliser (Simionato et al., 

2007). L’obtention du gène Notch va s’avérer également indispensable pour compléter cette 

étude.  Les expériences de RACE-PCR n’ayant pas donné de résultats concluants, une autre 

technique peut être envisagée. Il s’agit de la LAM-PCR, processus d’amplification linéaire de 

la séquence située en amont/aval d’une région génomique connue, réalisée par une entreprise 

de biotechnologie. L’obtention du profil d’expression du gène Notch compatible ou non avec 

le marquage obtenu lors des expériences d’immunohistochimie nous permettrait de conclure 

quant à la spécificité de l’anticorps utilisé.  

 

Expériences d’inhibition et d’activation chimique de la voie : conséquences phénotypiques et 

génétiques 

Concernant les expériences d’inhibition chimique avec le DAPT, il serait également possible 

de compléter les résultats préliminaires obtenus en observant au microscope électronique à 

balayage les échantillons traités. Si nous partons de l’hypothèse que les choanocytes seraient 

les cellules régulées par la voie Notch chez l’adulte d’O. lobularis, et si on se réfère aux 

phénotypes « neurogéniques » observés chez les bilatériens lors de l’inhibition de cette voie, 

nous nous attendrions à observer une augmentation du nombre de choanocytes chez les 

échantillons traités. Parallèlement, il serait également intéressant d’utiliser un activateur de la  
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Figure 45 : Modèle d’activation de la voie Notch par le MeHg. En 

absence de MeHg la protéase de la famille ADAM est inactive. 

Lors de l’ajout de MeHg, elle devient active et peut donc cliver le 

récepteur Notch (clivage S2). Après le 3e clivage, le récepteur 

pourra être transloqué dans le noyau et participer à l’activation des 

gènes cibles (Bland et Rand, 2006). 
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voie et d’observer les conséquences phénotypiques entrainées par cette modification. Il existe 

un activateur de la voie Notch, une neurotoxine, le méthylmercure (MeHg) (Bland et Rand, 

2006). Au niveau cellulaire, le MeHg induit l’inhibition des récepteurs aux 

neurotransmetteurs et également des canaux calcium-dépendant. Au niveau moléculaire, 

l’action du MeHg est assez mal connue, mais on suppose que les protéines de la famille 

ADAMs (a disintegrin and metalloprotease) en sont des cibles potentielles. Ainsi, il a été 

montré chez la drosophile et le rat que l’ajout de MeHg induisait une activation de la voie 

Notch, via l’activation des protéines ADAM, responsable du deuxième clivage du récepteur 

Notch (Figure 45) (Bland et Rand, 2006 ; Tamm et al., 2008). On pourrait donc s’attendre, 

suite à l’utilisation de cet activateur chez notre éponge à une réduction du nombre de 

choanocytes chez les échantillons traités. Les patrons d’expression des gènes cibles bHLH 

lors de ces diverses expériences d’inhibition et d’activation de la voie pourront également être 

très informatifs. 
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Figure 46 : Expression des gènes neurogéniques Delta, Notch et bHLH1 chez Amphimedon 

queenslandica sur coupes et individus entiers (Richards et al., 2008). Au stade de 

développement « spot » les 3 gènes sont exprimés dans la couche extérieure (A-D), au stade 

« early ring », les expressions de ces gènes ont migré au niveau de la couche sous-épithéliale, au 

niveau des cellules globulaires (E-H). Les cellules globulaires sont indiquées par une flèche (E’-

H’). Au stade « late ring », les cellules globulaires migrant à l’extérieur de la couche sous-

épithéliale expriment fortement le gène AmqDelta1 alors que les gènes AmqNotch et 

AmqbHLH1 sont toujours exprimés dans la couche sous-épithéliale (J-L, J’-L’). F’, G’, H’ et J’, 

K’, L’ représentent des agrandissements des zones entourées des images F, G, H et J, K, L 

respectivement. 
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D] Conclusion  

 

La voie Notch est un système de communication entre cellules, de type juxtacrine, ayant un 

rôle majeur lors du développement des animaux. Comme nous venons de le voir dans ce 

chapitre avec l’article 4, l’origine des composants de la voie est parfois très ancienne bien que 

la voie dans son ensemble soit une synapomorphie des métazoaires. Un ensemble minimal de 

gènes est présent chez les éponges et donc l’était sans doute également chez l’ancêtre 

commun des métazoaires (Gazave et al., 2009). La fonction de cette voie dans la mise en 

place du système neuro-sensoriel semble être conservée à l’échelle des eumétazoaires via 

l’activation par la voie Notch (gènes neurogéniques) de facteurs de transcription à domaine 

bHLH (gènes proneuraux) très fortement associés à la spécification du destin neuro-sensoriel 

des cellules. Chez les éponges, notre étude encore trop préliminaire ne permet pas à l’heure 

actuelle de conclure sur le rôle de la voie Notch chez Oscarella lobularis. Cependant, une 

étude récente chez la démosponge Amphimedon queenslandica semble indiquer l’implication 

de cette voie dans la formation de cellules de type sensoriel : les cellules globulaires 

(Richards et al., 2008). En effet, dans le génome de cette éponge, plusieurs gènes codant pour 

des protéines à bHLH ont été identifiées, notamment un gène AmqbHLH1, un homologue 

probable des gènes proneuraux atonal/neurogenin, qui contrôlent la détermination initiale des 

cellules neurales de bilatériens (Simionato et al., 2007 ; Richards et al., 2008 ; Simionato, 

2008). Les gènes neurogéniques Delta et Notch ont également été identifiés chez A. 

queenslandica. Les profils d’expression de ces trois gènes ont montré leur implication lors de 

la formation des cellules globulaires de cette éponge (Figure 46). Des analyses fonctionnelles 

de transgenèse chez la drosophile et le xénope, ont montré, pour la première fois, que 

l’injection d’un gène d’éponge pouvait avoir des conséquences phénotypique sur des 

embryons de bilatériens. En effet, l’injection d’AmqbHLH1 chez le xénope a induit la 

formation ectopique de neurones sensoriels, comme c’est le cas lors d’injections du gène 

neurogenin (un gène bHLH) de xénope. Chez la drosophile, cette expérience induit la 

formation ectopique d’organes neurosensoriels, comme c’est le cas lors d’injections du gène 

atonal (un gène bHLH) de drosophile. Ainsi, ce gène bHLH1 d’éponge possède une activité 

proneurale qui est une combinaison des propriétés proneurales des gènes neurogenin et atonal 

de bilatériens (Figure 47) (Richards et al., 2008). Il semle donc que le mécanisme de mise en 

place du système nerveux des bilatériens via l’utilisation de gènes proneuraux de type bHLH 

et le processus d’inhibition latérale de la voie Notch étaient déjà présents et fonctionnels
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Figure 47 : Schéma retraçant l’évolution des familles de gènes à bHLH associée à l’évolution 
des circuits neurogenétiques et à l’évolution de la morphologie du système nerveux chez les 
métazoaires.  
L’émergence des gènes Delta et Notch, et l’expansion des familles de gènes à bHLH aurait eu 
lieu après la divergence des choanoflagellés, dans la lignée de métazoaires. L’acquisition de 
cellules sensorielles différenciées peut être corrélée à l’acquisition de la multicellularité. 
Une phase d’expansion initiale chez les gènes à bHLH du groupe A aurait eu lieu avant la 
divergence des éponges. Une 2e phase majeure d’expansion de cette famille aurait eu lieu par la 
suite dans la lignée des eumétazoaires. Le gène AmqbHLH a des capacités neurales 
comparables à celles des gènes de la superfamille Atonal des bilatériens. Cette capacité 
proneurale pourrait déjà être présente chez un gène ancestral commun à la super-famille Atonal 
et à AmqbHLH: le gène protoAtonal (Richards et al., 2008) 



263 

chez l’ancêtre commun de tous les animaux (Figure 47) (Richards et al., 2008 ; Simionato, 

2008). Chez les éponges, ils seraient impliqués dans la formation de cellules neurosensorielles 

qui pourraient être les homologues des neurones de bilatériens, cette hypothèse étant 

confortée par la présence dans ces cellules globulaire de gènes post-synaptiques (Sakarya et 

al., 2007). Cependant, ces cellules globulaires sont spécifiques de certaines éponges et on ne 

les retrouve pas dans toutes les lignées d’éponges. Ainsi l’étude de la voie Notch dans d’autre 

lignées est indispensable afin d’étayer les hypothèses concernant la fonction ancestrale de 

cette voie. Au delà de la stratégie de multiplication des modèles, il est également 

indispensable de réaliser des expériences d’analyses fonctionnelles de la voie. Nos 

expériences d’inhibition chimique avec le DAPT visent à répondre à cette problématique. 

Cependant, on ne peut exclure que la voie Notch chez les éponges fonctionne un peu 

différemment (au delà du processus d’inhibition latérale) et que la translocation du NICD 

dans le noyau ne soit pas dépendante d’un clivage par le complexe γ-sécrétase. Dans ce cas 

l’utilisation du DAPT ne serait pas effective et seules des expériences d’injection d’ARNi 

pourraient nous permettre de conclure. Or à l’heure actuelle ces expériences ne sont pas 

encore disponibles chez les éponges. 
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 CHAPITRE VI 

 Discussion générale et perspectives 
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Figure 48 : Hypothèse concernant l’origine de la neurogenèse et l’acquisition d’un système 

nerveux central au cours de l’évolution des animaux. Les cellules présentant des jonctions 

synaptiques sont présentes chez l’ancêtre commun des eumétazoaires alors que des cellules 

sensorielles seraient apparues chez l’ancêtre commun des choanoflagellés et des 

métazoaires. Les cténophores et les cnidaires possèdent un système nerveux différencié. La 

position des cténophores, éponges et placozoaires est controversée. * indique les espèces 

ayant un génome séquencé, e les espèces possédant des yeux différenciés et o les espèces 

ayant perdu le stade méduse (Galliot et al., 2009). 
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Suite à l’émergence de la multicellularité, l’apparition d’un système coordonné de 

communication intercellulaire, le système neuro-sensoriel, est considérée comme un 

évènement clef de l’évolution des métazoaires. Nous avons vu précédemment que chez les 

animaux actuels, le système neuro-sensoriel est très diversifié, résultant d’une longue histoire 

évolutive (Figure 48). Les cnidaires et les cténophores permettront sans nul doute d’éclairer la 

diversification précoce du système nerveux. Mais, afin d’appréhender les questions relatives à 

son origine et aux toutes premières étapes de son évolution, examiner les systèmes de 

communication pré-nerveux chez des animaux aneuraux est indispensable. A l’heure actuelle, 

seuls deux taxons sont dépourvus de système nerveux: les éponges et le placozoaire (Figure 

48) (Leys et Meech, 2006). Dans cette perspective, ce travail de thèse s’est articulé autour de 

la recherche chez le modèle éponge Homoscleromorpha Oscarella lobularis de gènes 

impliqués dans la mise en place du système nerveux des eumétazoaires. Bien que ce soit un 

point fondamental, ces études comparatives entre éponges et eumétazoaires ne doivent bien 

évidemment pas se limiter à la recherche de gènes. Il faut également étendre les travaux à 

d’autres champs de recherche, comme l’identification de neurotransmetteurs et de structures 

cellulaires potentiellement impliquées dans leur sécrétion. De plus, l’aspect physiologique, 

bien que délicat à mettre en place chez ces animaux marins, doit être également exploré. 

L’interprétation de toutes ces études nécessite également une connaissance histologique 

parfaite du modèle d’étude.  

 

A] Origine et évolution du système neuro-sensoriel  

 

La multicellularité a engendré, dans certains cas, une spécialisation cellulaire permettant 

d’assurer les fonctions physiologiques (contraction, nutrition, ou perception de la lumière …) 

par des cellules distinctes. Bien que certains animaux possèdent peu de types cellulaires, il en 

existe chez l’homme des centaines (Arendt, 2008). Un des défis de l’évo-dévo est d’expliquer 

comment cette diversité de types cellulaires a évolué, en identifiant les types cellulaires 

homologues entre espèces. Initialement, cette recherche s’est faite par comparaison des 

morphologies des cellules en microscopie. Cependant, cette comparaison est parfois difficile 

et subjective entre phylums distincts et les hypothèses d’homologies délicates à émettre. Ces 

dernières années des progrès considérables ont été faits en biologie moléculaire, notamment 

avec les empreintes génétiques. Cela a permis l’obtention de profils d’expression de gènes 
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Figure 49 : Diversification précoce du répertoire génétique impliqué dans la neurogenèse des 

bilatériens. Les gènes potentiellement impliqués dans la formation du SN des cnidaires sont 

soulignés et la lignée cellulaire indiquée quand des données d’expression ou fonctionnelles 

sont disponibles : neurogenèse (*), nématogenèse (°), différenciation des yeux (€). Les voies de 

signalisation et facteurs de transcription présents chez les éponges et/ou le placozoaire 

(mentionnés par un T) représentent des familles de gènes qui ont émergé chez l’ancêtre 

commun  des métazoaires ou avant. Les familles de  gènes qui ont émergé plus tard, soit chez 

les eumétazoaires soit chez les bilatériens sont indiquées en gras dans leurs colonnes 

respectives. Les familles de gènes possiblement perdues chez les cnidaires ou bilatériens sont 

barrées. La vague de duplications de gènes à partir de laquelle sont apparues toutes les familles 

des gènes présentes chez les bilatériens a eu lieu chez l’ancêtre commun des eumétazoaires 

(dans la majorité des cas) (Galliot et al., 2009). 
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spécifiques de différents types cellulaires, chez quelques espèces de bilatériens modèles, 

permettant d’identifier de façon plus robuste les types de cellules homologues (Manuel, 2007 

; Arendt, 2008). Mais des difficultés perdurent, notamment dans la définition exacte et non 

arbitraire des catégories cellulaires (Manuel, 2007). C’est tout particulièrement le cas pour les 

cellules nerveuses dont la diversité cellulaire est considérable. Les cellules sensorielles, quant 

à elles, sont fortement associées aux cellules nerveuses et, chez certains organismes comme 

les cnidaires, la distinction entre ces deux types cellulaires n’est pas nette. Il peut sembler 

parfois plus judicieux de parler de cellules neuro-sensorielles.  

 

On constate un nombre bien plus restreint de types cellulaires chez les éponges (Simpson, 

1984) et chez les autres non-bilatériens que chez les bilatériens. De ce fait, les éventuelles 

cellules impliquées dans des fonctions neuro-sensorielles chez les éponges pourraient être soit 

des cellules dont le rôle est peu ou mal connu soit des cellules auxquelles on attribue des rôles 

différents. En absence de neurones chez ces organismes l’identification des types cellulaires 

potentiellement impliqués dans l’émergence d’un système neuro-sensoriel peut paraître 

délicate à mettre en place. Cependant, diverses approches peuvent être envisagées, comme 

nous allons le voir. 

 

A.1 : Approche génétique : Identification de la «boîte à outils 

moléculaires» du système neuro-sensoriel ancestral des animaux, du 

«protoneurone» à « ursynapse » 

 

Les principales voies de signalisation et une multitude de facteurs de transcription sont 

impliqués dans la mise en place et le fonctionnement du système nerveux des bilatériens. 

Parmi eux, un grand nombre de gènes sont déjà connus comme étant présents chez les 

éponges et quelques données d’expression sont disponibles (Figure 49) Une stratégie de 

recherche systématique chez les éponges de gènes impliqués dans la neurogenèse chez les 

bilatériens et/ou les cnidaires permettra sûrement à court terme d’identifier une potentielle 

« boîte à outils moléculaire » du système neurosensoriel ancestral. Mais la recherche chez les 

éponges de gènes impliqués dans la mise en place d’un système neuro-sensoriel ne se limite 

pas aux gènes potentiellement associés à la boîte à outils moléculaires de la cellule neuro-

sensorielle ancestrale. Cela implique également d’identifier des éléments pré- et post- 
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Figure 50 : Résultats préliminaires, obtenus par le Dr. Thomas Sorger, de l’analyse de nos 

données transcriptomiques issues d’un séquençage 454 en utilisant le programme Gene 

Ontology (Hill et al., 2008). La catégorie « processus cellulaires» est représentée, les bâtonnets 

roses indiquent le nombre de séquences identifiées comme étant associées à une sous-catégorie 

de processus cellulaires. Les points rouges indiquent les sous catégories d’intérêt dans notre 

recherche de l’origine du système nerveux. NB : résultats obtenus sur 10 % des séquences. 
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 synaptiques, la synapse étant un élément fonctionnel fondamental de tout système neuro-

sensoriel (Kosik, 2009 ; Ryan et Grant, 2009). De plus, la synapse est un élément cellulaire 

qui a été fortement étudié mais jusqu’alors peu d’informations sur son origine et son évolution 

étaient connues (Ryan et Grant, 2009). Bien que certains travaux anciens aient parfois suggéré 

la présence de synapses chez les éponges (Nickel et Schiller, 2010), aucune preuve 

histologique de leur présence n’a, à l’heure actuelle, été fournie (Simpson, 1984 ; Leys et al., 

2007). La recherche de gènes codant pour des éléments post-synaptiques chez les différentes 

lignées d’éponges et les choanoflagellés (groupe frère des métazoaires (King et al., 2008)) 

permettra d’appréhender la composition de la structure ancestrale à toutes les synapses 

« ursynapse » et les gènes « protosynapse » qui auraient vraisemblablement contribué à leur 

émergence (Ryan et Grant, 2009). Une analyse récente chez Monosiga brevicollis a déjà 

révélé que les protéines clés de l’échafaudage post-synaptique étaient déjà présentes chez 

l’ancêtre commun des Holozoa (Alie et Manuel, 2010). 

 

Ces divers éléments (gènes impliqués dans la neurogenèse et éléments pré- et post-

synaptiques) ont été majoritairement recherchés et caractérisés dans le seul génome d’éponge 

actuellement disponible, or il est également important d’étendre ces recherches à des 

organismes appartenant aux autres lignées. Nous avons à notre disposition quelques EST 

d’éponges représentantes de chacune des quatre lignées: Oopsacas minuta, Sycon raphanus, 

Ephydatia sp. et Oscarella lobularis. De plus, nous possédons depuis quelques mois une 

banque normalisée issue d’un séquençage 454 d’ADNc chez Oscarella lobularis. Son 

analyse, actuellement en cours en collaboration avec Thomas Sorger9 et Pierre Pontarotti10, a 

fourni d’ores et déjà des résultats préliminaires intéressants. Plusieurs gènes, associés aux 

processus cellulaires de : réponse aux drogues, transport d’ion sodium, développement du 

système nerveux, transport de molécules par des vésicules, ont déjà été identifiés et viennent 

compléter les premiers éléments précédemment caractérisés dans nos banques EST 

(synaptotagmine, synaprogyrine, Sox) (Figure 50).  

 

Bien que cette approche génétique soit indispensable et en plein essor à l’heure actuelle, il 

faut  cependant rester prudent quant aux interprétations des résultats obtenus. L’estimation du 

nombre de gènes contenus dans les génomes d’organismes aussi variés que l’homme (30 000) 

                                                 
9 Professeur à l’université Roger Williams, Bristol 
10 Directeur de recherches à l’université de Provence, Marseille 
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Figure 51 : Systèmes de réception d’informations chimiques identifiés chez les éponges à l’aide 

de données physiologiques et génomiques. On suppose que ces systèmes font partie du système 

de signalisation chimique de type paracrine des éponges (Nickel et Schiller, 2010).  
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et Arabidopsis (30 000) a mis en évidence le fait que l’apparente différence de complexité  

entre ces deux espèces n’est pas due au nombre de gènes qu’elles possèdent. En effet, la co-

option de gènes pré-existant pour assurer des fonctions différentes est un phénomène très 

courant et possiblement l’évènement central ayant permis l’évolution des systèmes 

développementaux et métaboliques (True et Carroll, 2002). Ainsi, les gènes retrouvés chez les 

éponges impliqués dans le système nerveux des bilatériens n’ont donc pas forcément une 

fonction ancestrale reliée à ce processus. 

 

A.2 : Approche physiologique : Identification de neurotransmetteurs  

 

En parallèle de la caractérisation moléculaire des homologues des éléments impliqués dans la 

mise en place du système nerveux chez les bilatériens et des éléments pré- et post-

synaptiques, il est important de rechercher des éléments potentiellement associés à une 

communication chimique et/ou électrochimique entre cellules chez les éponges, comme les 

neurotransmetteurs. Ce sont des molécules chimiques synthétisées dans la vésicule pré-

synaptique, libérées dans la fente synaptique et qui se lient aux récepteurs post-synaptiques 

(Figure 25B). Plus d’une centaine de neurotransmetteurs ont été identifiés jusqu’alors chez 

l’homme (Purves et al., 2004). Ces substances peuvent être classées en deux grandes 

catégories, les neuropeptides et les petites molécules. Chez les éponges, la présence de 

plusieurs neurotransmetteurs a déjà été montrée, et ce, dès 1941 (pour revue, voir (Simpson, 

1984 ; Renard et al., 2009)). Les systèmes de réception chimique et les neurotransmetteurs 

potentiels identifiés chez les éponges sont résumés dans la Figure 51 (Nickel et Schiller, 

2010). Pour la plupart, l’identification s’est faite d’un point de vue physiologique : l’ajout de 

ces substances chimiques a induit des modifications des contractions rythmiques intrinsèques 

chez la majorité des espèces testées (Ellwanger et Nickel, 2006 ; Ellwanger et al., 2007). 

Dans d’autres rares cas, la présence de neurotransmetteurs (GABA et de sérotonine) chez les 

éponges a été montrée via des expériences d’immunohistochimie (Weyrer et al., 1999 ; 

Ramoino et al., 2007). Plus rarement encore, les gènes codant pour des récepteurs à certains 

neurotransmetteurs ont été identifiés (récepteurs GABAb et NO (oxide nitrique)) (Sakarya et 

al., 2007).  

 

La plupart de ces analyses donnent des éléments parcellaires suggérant de manière indirecte la 

présence de cellules neurosensorielles, de neurotransmetteurs et d’un système de réception de 
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ces neurotransmetteurs. Seules des études combinant des expériences physiologiques, 

couplées à la localisation des neurotransmetteurs par immunohistochimie et à la recherche des 

éléments de leurs biosynthèses ou des gènes impliqués dans la formation des récepteurs 

pourront permettre une compréhension du système pré-nerveux des éponges (Nickel et 

Schiller, 2010). 

C’est cette stratégie qui est actuellement en cours de développement dans notre équipe chez 

Oscarella lobularis. Pour cela divers travaux ont débuté en collaboration avec des équipes 

internationales, afin de tenter d’identifier et de caractériser les cellules neurosensorielles 

d’éponges, ce qui à plus long terme devrait permettre d’émettre des hypothèses sur les 

systèmes de conduction ancestraux chez les métazoaires.  
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B] Identification du type cellulaire neurosensoriel ancestral 

 

  

B.1 :  Les choanocytes ? 

 

Les choanocytes représentent un type cellulaire important des éponges, ayant un rôle bien 

établi dans des processus vitaux tels que la nutrition et la reproduction. Il est cependant 

intéressant de noter que les choanocytes (chez les éponges adultes) partagent des similarités, 

d’un point de vue morphologique, avec les structures sensorielles des eumétazoaires. En effet, 

les choanocytes présentent des similarités structurales (présence d’un flagelle ou cil entouré 

d’une collerette de microvillosités) avec certaines cellules sensorielles et tout particulièrement 

les mécanorécepteurs. De plus, l’organisation des choanocytes en chambres choanocytaires 

peut évoquer l’arrangement des cellules sensorielles en organes sensoriels (Jacobs et al., 

2007). Certains auteurs ont donc proposé que les cellules à collerette pourraient représenter 

l’ancêtre commun des cellules neurosensorielles (Jacobs et al., 2007). Pour tester cette 

hypothèse audacieuse, il va être nécessaire de coupler plusieurs approches. Néanmoins, 

quelques résultats déjà acquis semblent apporter du poids à cette proposition :  

· Comme montré précédemment, j’ai identifié et caractérisé le profil d’expression d’un 

facteur de transcription de la super famille ANTP exprimé uniquement dans ce type 

cellulaire (Gazave et al., 2008). Ce gène NK a des affinités (bien que peu robustes) 

avec les NK6/7, ces derniers étant impliqués dans la formation des cellules 

neurosensorielles chez les bilatériens.  

· Les premiers résultats obtenus via l’étude de la voie Notch chez Oscarella lobularis 

semblent montrer une possible localisation de la protéine Notch active dans les noyaux 

des choanocytes. Or, comme nous l’avons vu dans le chapitre V, la voie Notch est 

fortement impliquée dans la mise en place du système nerveux. De plus, l’étude de 

cette voie chez la démosponge Amphimedon queenslandica a fortement suggéré que le 

système neurogénique des bilatériens impliquant les gènes Notch, Delta et bHLH était 

fonctionnel chez les éponges et qu’il servait vraisemblablement à la différenciation 

d’un type cellulaire sensoriel (Richards et al., 2008).  
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Figure 52 : (A) Résultats préliminaires d’immunohistochimie, obtenus par le Dr. Olga 

Raitkova,  montrant la localisation de la sérotonine (en rose) dans les choanocytes d’O. 

lobularis. Les noyaux des choanocytes sont marqués au DAPI. (B) Schéma précisant la 

localisation de la sérotonine à la base de la collerette du choanocyte (expertise A. Ereskovsky).  
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· Dans l’optique précédemment évoquée de ne pas se limiter à la recherche de gènes, la 

recherche de neurotransmetteurs chez O. lobularis a été initiée. Un projet de 

collaboration franco-russe (PICS) a été développé ces derniers mois et vient d’être 

accepté. Dans ce cadre, l’étude de l’origine du système nerveux (via l’utilisation du 

modèle éponge Oscarella lobularis) sera développée en collaboration avec des 

chercheurs du Zoological Institute RAS de St Petersbourg. La première partie de ce 

projet vise à rechercher des neurotransmetteurs et notamment la sérotonine, et pour 

cela, des expériences d’immunohistochimie préliminaires ont été réalisées par les Dr. 

Olga Raitkova11 et Anatoly Petrov12. Les premiers résultats montrent une localisation 

de l’anticorps anti-sérotonine  (non-spécifique) dans la partie apicale des choanocytes 

(Figure 52A et B). Ces résultats confirment les études précédentes montrant la 

présence de sérotonine chez les éponges (Weyrer et al., 1999).  

· Dans une étude précédente chez la démosponge Chondrilla nucula, les auteurs 

localisent un neurotransmetteur (Gamma-amino butyric acid = GABA) principalement 

dans les choanocytes (Ramoino et al., 2007). Cependant, la localisation ne se limite 

pas à ce type cellulaire : les pinacocytes (exo- et endo-) et quelques archæocytes sont 

également marqués, laissant suggérer que les choanocytes ne seraient peut-être pas le 

seul type cellulaire à assurer des fonctions neuro-sensorielles. 

 

Ces quatre résultats semblent a priori cohérents avec l’hypothèse d’un éventuel rôle neuro-

sensoriel des choanocytes. Néanmoins les deux derniers résultats basés sur des expériences 

d’immunohistochimie avec des anticorps non spécifiques restent à confirmer.  

 

                                                 
11 Zoological Institute RAS- St Petersbourg, Russie 
12 Zoological Institute RAS- St Petersbourg, Russie 
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B.2 :  Cellules pigmentées, « flask » cells et cellules globulaires des 

larves 

 

Chez les larves d’éponges, un certain nombre de cellules potentiellement neuro-sensorielles 

ont été envisagées :  

 

B.2.1 : « Flask » cells vs cellules globulaires 

 

L’expression de gènes post-synaptiques dans des « flask » cells de la larve d’A. queenslandica 

a permis aux auteurs de suggérer un potentiel rôle sensoriel de ces cellules (Sakarya et al., 

2007). Par la suite l’étude de la voie Notch chez la même espèce a laissé supposer une 

implication de cette voie dans la différenciation de cellules globulaires (Richards et al., 2008). 

Les auteurs considèrent que ces cellules globulaires sont les mêmes que les « flask » cells de 

l’article précédent. Cependant, l’article de description des types cellulaires de la larve d’A. 

queenslandica ne définit aucunement les cellules globulaires (Leys et Degnan, 2001). 

L’absence d’échelle sur les photos représentant ces différentes cellules ne permet pas de 

vérifier cette information. Des doutes subsistent donc quant au fait que soit le même type 

cellulaire marqué à la fois par les gènes post-synaptiques et neurogéniques. 

 

B.2.2 : Cellules pigmentées 

 

Les gènes à homéoboîtes LIM sont des facteurs de transcription fortement conservés au cours 

de l’évolution. Il existe trois gènes LIM dans le génome d’Amphimedon queenslandica 

appartenant à trois des six sous-familles majeures qui sont spécifiques des métazoaires 

(Hobert et Westphal, 2000 ; Wiens et al., 2003 ; Larroux et al., 2006 ; Larroux et al., 2008 ; 

Srivastava et al., in press). Chez les bilatériens, ces gènes LIM sont fortement impliqués dans 

la mise en place du système nerveux, notamment dans la spécification des motoneurones et 

des neurones sensoriels (Hobert et Westphal, 2000). Les premières études d’expression de ces 

gènes LIM chez les éponges ont montré une possible implication de ce gène dans la formation 

de cellules photosensibles situées au niveau de l’anneau pigmenté de la larve (Leys et 

Degnan, 2001 ; Leys et al., 2002 ; Srivastava et al., in press). Ces cellules avaient d’ailleurs  
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été déjà supposées neurosensorielles (Leys et Degnan, 2002). 

 

B.3 :  Perspectives pour l’identification des types cellulaires 

potentiellement neuro-sensoriels chez les éponges 

 

B.3.1 :  Familles de gènes d’intérêt particulier pour cette question 

 

Comme nous l’avons déjà évoqué, l’étude des gènes bHLH chez d’autres éponges pourra 

certainement apporter des informations pour l’identification de cellules potentiellement 

neuro-sensorielles, une étude en ce sens chez Oscarella lobularis va débuter.  

Les gènes Sox représentent également une famille importante de facteurs de transcription à 

homéoboîte HMG ayant divers rôles notamment dans la formation du SNC et périphérique 

des bilatériens (Guth et Wegner, 2008). Ils sont spécifiques des animaux et étaient déjà 

présents et diversifiés chez l’ancêtre commun des métazoaires (Magie et al., 2005 ; Jager et 

al., 2006 ; Jager et al., 2008). En effet quatre gènes Sox différents ont été identifiés chez 

plusieurs espèces d’éponges (Jager et al., 2006 ; Larroux et al., 2006 ; Larroux et al., 2008). 

Leur implication potentielle dans la spécification des cellules sensorielles ciliées du 

cténophore Pleurobrachia pileus a été suggérée et leur étude chez les éponges mériterait 

d’être développée (Manuel, 2007 ; Jager et al., 2008). 

Les gènes Six (sine oculis homeobox) codent pour des facteurs de transcription possédant 

deux domaines protéiques conservés (un homéodomaine divergent et un domaine Six) 

(Kumar, 2009) et sont essentiels à la formation des yeux composés. Ainsi, ils agissent en 

synergie avec les gènes Pax pour permettre le développement des yeux chez les bilatériens 

(Kawakami et al., 2000). Chez les bilatériens, ce sont les gènes Pax6 qui interviennent 

préférentiellement dans la morphogenèse des yeux. Les cnidaires, bien que ne possédant pas 

de gène Pax6, présenteraient, malgré tout, des Pax assurant une fonction dans le 

développement du système photorécepteur : les gènes PaxB(2/5/8). De plus, ces gènes Pax2 

et Pax6 seraient issus d’un gène ancestral PaxB-like (Kozmik, 2008). Parallèlement, 

l’expression du gène six1/2/sine oculis localisée dans les rhopalia  de méduses a permis de 

suggérer l’implication de ce gène dans la mise en place de structures sensorielles chez les  
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Figure 53 : (A) Photographiess représentant O. lobularis en aquarium, états : non contractée et 

contractée (B) Profiles des contractions rythmiques intrinséques au cours du temps et induction 

des contractions lors de l’ajout de glutamate (indiqué par la flèche) d’O.lobularis (Nickel et 

Schiller, 2010). 

B 

Non contractée      Contractée 

A 
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cnidaires (Bebenek et al., 2004).  Chez les éponges des gènes Six et Pax ont été identifiés et 

plus précisément les gènes Six1/2/sine oculis et PaxB(2/5/8) (Hoshiyama et al., 1998 ; 

Bebenek et al., 2004 ; Hoshiyama et al., 2007). Ainsi, il a été suggéré que les interactions 

génétiques entre ces deux familles de gènes soient déjà présentes chez l’ancêtre commun des 

métazoaires (Hoshiyama et al., 2007). L’étude, chez les éponges, des patrons d’expression de 

ces gènes cruciaux pour la mise en place d’un système sensoriel, permettra sûrement d’affiner 

nos hypothèses sur les cellules neuro-sensorielles, notamment les photorécepteurs.  

 

B.3.2 :  La recherche de neurotransmetteurs par immunolocalisation 

 

Nous précisions précédemment l’intérêt de la recherche et de la localisation de 

neurotransmetteurs. Ceux-ci étant souvent des produits d’un métabolisme faisant intervenir 

plusieurs enzymes, l’unitilsation des ISH est limité et les expériences d’immunolocalisation 

doivent donc être développée et complétées. Par exemple, pour la sérotonine, qui est un 

dérivé du tryptophane, la voie métabolique qui permet sa synthèse nécessite deux enzymes : 

la tryptophane hydroxylase (TPH) et la L-aromatique AA décarboxylase. Des anticorps contre 

ces deux enzymes sont également disponibles et vont être testés. Si les marquages obtenus 

sont congruents, les neurotransmetteurs étant synthétisés au niveau des vésicules, cela 

pourrait conforter de manière indirecte la localisation de la sérotonine dans les choanocytes.  

 

B.3.3 :  L’approche physiologique : nécessité et difficulté 

 

Toujours dans l’optique de réaliser des études intégrées pour essayer de résoudre la question 

de l’origine et de l’évolution des cellules neuro-sensorielles l’équipe a  entrepris des études 

physiologiques chez Oscarella lobularis. Pour cela, une étude des contractions rythmiques 

endogènes et modulées par des substances chimiques a débuté (Figure 53 A-B). 

En effet, de nombreuses éponges sont capables de se contracter, cependant, cette capacité de 

contraction n’a été démontrée que chez les démosponges (Ellwanger et Nickel, 2006 ; 

Ellwanger et al., 2007). Afin de connaître les possibilités de contraction chez une éponge 

homoscléromorphe, une collaboration entre notre équipe et celle de Michael Nickel13 a été  

                                                 
13 Laboratoire Porifera.net, Université de Jena, Allemagne 
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Figure 54 : (A) Conduction du signal hypothétique chez Tethya wilhelma de type paracrine 
(Ellwanger et Nickel, 2006). Un stimulus externe (1) est reçu par une cellule potentiellement 
sensorielle (gris), déclenchant l’émission d’une substance chimique (2) qui diffuse dans le 
mésohyle (gris clair) et induit la contraction (C!) des pinacocytes (bleus) contractiles via un 
récepteur spécifique. Eventuellement, les pinacocytes stimulés pourraient émettre une 
deuxième substance chimique (3) qui peut soit diffuser dans le mésohyle soit être libérée dans 
le système aquifère, permettant une accélération de la réaction de contraction (contrôlée par les 
cellules en rouge). (B): Origine des gènes post-synaptiques. Configuration possible des gènes 
post-synaptiques basée sur l’organisation connue de la jonction post-synaptique des bilatériens. 
Chaque couleur représente l’origine supposée du gène au cours de l’histoire des métazoaires sur 
la base d’un arbre phylogénétique consensus (Sakarya et al., 2007) 

A 

B 
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mise en place. Christopher Arnold, étudiant en master, a été accueilli dans notre équipe durant 

l’été 2009 et a réalisé les premières expériences d’enregistrement des contractions 

intrinsèques chez O. lobularis. Il a également mis en évidence que l’ajout de 

neurotransmetteurs dans l’eau de mer, notamment le glutamate et le GABA, induisaient des 

contractions (Figure 53) (Nickel et Schiller, 2010). Ainsi les signaux chimiques sont reconnus 

par l’éponge et l’on peut donc supposer la présence de récepteurs GABA/glutamate chez O. 

lobularis (Nickel et Schiller, 2010). Cette étude reste préliminaire et devra être confirmée, et 

d’autres substances actives testées, notamment la sérotonine afin de pouvoir mettre 

enparallèle les résultats obtenus précédemment avec les anticorps chez O. lobularis. 

 

C] Evolution des systèmes de conduction : chimique vs électrique 

 

Comme nous l’avons déjà vu, il existe deux principaux types de conduction de l’information: 

chimique et électrique. Le système de conduction chimique peut être lui-même de deux types 

différents, soit synaptique soit paracrine via la dispersion non synaptique de molécules 

chimiques.  

 

C.1 : Conduction chimique paracrine  

 

Les résultats précédemment évoqués suggèrent fortement que des récepteurs spécifiques de 

divers neurotransmetteurs et que des systèmes de signalisation chimiques complexes, 

probablement de type paracrine sont présents chez les éponges (Figure 54A) (Ellwanger et 

Nickel, 2006). Il semblerait qu’il soit antérieur au système synaptique (Nickel et Schiller, 

2010). Cependant ce système paracrine présente un inconvénient majeur : le temps nécessaire 

à la diffusion limite la vitesse de réaction. Ainsi, les processus diffusifs ne permettent pas de 

rendre compte de la rapidité de réponse observée chez les éponges, laissant supposer la 

présence potentielle d’un système synaptique non encore découvert.  
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Figure 55 : (A) Illustration de 

nombreux éléments pré-

synaptiques des bilatériens, dont 

la synaptotagmine. (B) 

Comparaison des 2 scénarios 

évolutifs pour l’apparition du SN. 

(A) Hypothèse neuro-musculaire : 

des cellules  épithéliales (e) à 

potentialité électrique migrent à 

l’intérieur et évoluent en 

protoneurones(AP) qui conduisent 

l’excitation nerveuse des cellules 

épithéliales aux cellules 

musculaires (orange) via des 

synapses (S). (B) Hypothèse de 

transition entre systèmes paracrine 

et synaptique. Des signaux 

paracrines de deux types chez les 

unicellulaires sont incorporés chez 

l’ancêtre commun des 

métazoaires. De nouveaux types 

cellulaires (cellules multipolaires) 

apparaissent et éventuellement un 

potentiel d’action. La sécrétion 

des messagers est restreinte à une 

partie de la cellule. Ces cellules 

polarisées et compartimentalisées 

évoluent en cellules neuro-

sensorielles et neurones. Les 

synapses chimiques et électriques 

apparaissent (Nickel et Schiller, 

2010).  

A 

B 
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C.2 : Conduction chimique synaptique  

 

La synapse est une structure complexe composée de nombreux éléments, dont les protéines 

post-synaptiques. Le noyau de ce complexe post-synaptique est la densité post-synaptique 

(PSD), une région membranaire dense aux électrons, spécialisée dans la signalisation et la 

plasticité et composée de nombreuses protéines à domaines PDZ (PSD-95/DLG/Zo-1) 

(Sakarya et al., 2009). Bien qu’une analyse protéomique complète de cette région PSD n’ait 

pas été réalisée, il a été mis en évidence la présence de 77 à 1000 protéines chez divers 

organismes (Sakarya et al., 2007). Cette région PSD est ainsi composée de protéines 

d’adhésion cellulaire et de cytosquelette, de protéines impliquées dans la formation des  

canaux ioniques et des récepteurs et de protéines impliquées dans l’échafaudage de la 

structure synaptique et dans la signalisation (Ryan et Grant, 2009). Une étude chez la 

démosponge Amphimedon queenslandica du répertoire de gènes de la région PSD a révélé la 

présence d’un grand nombre de gènes homologues à ceux de vertébrés (Figure 54B), alors 

que la plupart sont absents chez les plantes et les fungi (Sakarya et al., 2007). De plus la 

composition et l’arrangement en domaines de ces protéines sont grandement conservés. La 

structure tertiaire des domaines de liaison entre protéines étant conservée, on peut donc 

envisager que ces protéines soient capables de s’assembler pour former un échafaudage sous- 

synaptique complet, permettant la stabilisation des récepteurs à neurotransmetteurs (Sakarya 

et al., 2007). Les études d’expression de cinq gènes post-synaptiques (DLG, HOMER, GRIP, 

CRIPT et GKAP) chez la démosponge ont révélé une expression localisée dans des cellules 

spécifiques les « flask cells» ou cellules globulaires d’après Richards et al., 2008. Cependant, 

le répertoire post-synaptique chez la démosponge n’est pas complet, en effet, les gènes codant 

pour certains récepteurs (iGluR, neuroligine…) et des gènes codant pour les canaux à 

potassium sont absents (Sakarya et al., 2007). Ainsi, il manque a priori chez la démosponge 

des gènes codant pour des récepteurs et des canaux qui sont essentiels à la transduction du 

signal pré-synaptique chez les eumétazoaires (Kosik, 2009). On ne peut, cependant exclure 

que ce complexe bien qu’incomplet puisse être fonctionnel chez les éponges. Les éléments 

pré-synaptiques ont été peu recherchés jusqu’à maintenant mais il semblerait qu’un bon 

nombre d’entre eux soient également conservés à l’échelle des métazoaires, tels que la 

synaptotagmine qui est impliquée dans l’exocytose des vésicules synaptiques (Figure 55A) 

(Kosik, 2009 ; Craxton, 2010). Ainsi, l’origine des synapses est fortement débattue et certains  
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auteurs considèrent que la synapse serait apparue avant le neurone, les neurones étant définis 

par des connections synaptiques (Ryan et al., 2007). Cependant, bien qu’un proto-complexe 

post-synaptique fonctionnel ait été probablement présent chez l’ancêtre commun des 

métazoaires sa fonction ancestrale n’était pas forcément associée à une fonction synaptique. 

 

Malgré ces limites, ces résultats récemment obtenus chez les éponges ont permis de proposer 

deux scénarios évolutifs pour l’émergence du système nerveux et des systèmes de conduction 

(Figure 55B) (Nickel et Schiller, 2010). (i) L’hypothèse neuro-musculaire, basée sur 

l’introgression progressive de cellules myoépithéliales qui vont donner naissance aux cellules 

neurosensorielles (Figure 55B-A) (Arendt, 2008 ; Nickel et Schiller, 2010). (ii) L’hypothèse 

de transition depuis un système paracrine dominant vers un   

électrochimique dominant, basée sur l’évolution d’une communication chimique de type 

paracrine ancestrale à une communication de type synaptique électrochimique (Figure 55B-B) 

(Nickel et Schiller, 2010). 

 

C.3 : Conduction électrique  

 

Le deuxième type de communication synaptique, n’est pas uniquement chimique mais plus 

précisément électrochimique. En effet, il implique la propagation d’un potentiel d’action. 

Nous avons vu que les synapses n’ont pas été caractérisées chez les éponges, bien que des 

gènes codant pour des éléments pré- et post-synaptiques aient été identifiés. Cependant, la 

présence d’un potentiel d’action chez une hexactinellide (Rhabdocalyptus dawsoni) a été 

prouvée (Leys et Mackie, 1997 ; Leys et al., 1999 ; Leys et Meech, 2006). Dans les autres 

lignées d’éponges, ces impulsions électriques n’ont pas été mises en évidence (démosponges 

et calcaires) (Nickel et Schiller, 2010) ou non testées (homoscléromorphes). En effet, la 

diffusion d’un potentiel d’action uniquement chez les hexactinellides pourrait être liée à 

l’absence de membranes cellulaires chez ces éponges dont les tissus sont organisés en 

syncytium (Leys et al., 2007). Les techniques électrophysiologiques ne sont pas disponibles à 

l’heure actuelle chez les démosponges, mais récemment, la caractérisation du répertoire 

génétique associé aux canaux ioniques (Kir et PMCA) a permis de démontrer la conservation 

de structure et de fonction de ce canal ionique chez les animaux (Tompkins-Macdonald et al., 

2009). Les caractéristiques physiologiques de ce canal sont compatibles avec un maintien de 

la dépolarisation de la membrane. Ainsi, certaines membranes de démosponges pourraient  
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être capables de signalisation électrochimique, suggérant ainsi que la conduction électrique 

pourrait également avoir été déja présente chez l’ancêtre commun des métazoaires. 

 

 

En conclusion, l’étude de l’évolution des types cellulaires chez les animaux n’en est qu’à ses 

balbutiements. Cependant, les résultats acquis au cours de cette thèse, associés à diverses 

études englobant un champ disciplinaires plus large, permettent d’avoir une meilleure vision 

sur l’origine de la cellule neuro-sensorielle. Ainsi, il apparaît clairement que les types 

cellulaires ancestraux aient pu avoir de multiples fonctions. On peut raisonnablement 

envisager aujourd’hui que si la cellule spécialisée qu’est le neurone a pu apparaître 

secondairement dans l’histoire des animaux, des conductions chimiques (via des 

neurotransmetteurs) impliquant vraisemblablement des structures de type synaptique, voire 

des conductions électrochimiques, étaient déjà présentes chez l’ancêtre commun des 

métazoaires. La spécialisation secondaire des types cellulaires (dont le neurone) n’est sans 

doute pas étrangère à la diversification de certains gènes impliqués dans la détermination des 

devenirs cellulaires (Arendt, 2008). Dans les années à venir, la synapse deviendra-t-elle, à 

l’instar du neurone, l’élément considéré comme primordial/minimal pour définir le système 

nerveux des métazoaires ? 
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 Article 7: Polyphyly of the genus Axinella and of the 

family Axinellidae (Porifera: Demospongiae) 

Ce travail dont je suis co-1e auteur a fait l’objet d’un article de recherche actuellement en 

cours de révision pour la revue Molecular Phylogenetics and Evolution 
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ABSTRACT 

The genus Axinella is difficult to define on the basis of morphological characters and includes 

in consequence a heterogeneous assemblage of species. Several previous authors have 

suspected the polyphyly of this genus as well as the polyphyly of the family. In order to 

clarify the phylogeny of Axinellidae and Axinella, we propose a new hypothesis based on two 

independent molecular markers (18S and 28S rDNA).  

The nine species of Axinella of our dataset belong to three clades which are supported by V7 

secondary structures of the 18SrDNA. One contains the type species of the genus: A. 

polypoides, this is the only clade that can be named Axinella. A new clade Cymbaxinella is 

named, following the PhyloCode, with C. damicornis as type species of this clade. Axinella 

cannabina is not an Axinella and is reallocated to Acanthella. The clades Agelas and 

Cymbaxinella constitute a monoplyletic group that we have named Agelasida. 
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INTRODUCTION 

 

The phylogeny of Demospongiaep has been revisited recently and congruent results have 

been obtained with ribosomal DNA (Borchiellini et al., 2004), mitochondrial DNA (Lavrov et 

al., 2008) and nuclear housekeeping genes (Sperling et al., 2009). Four clades G1 

(Keratosap), G2 (Myxospongiaep), G3 (marine Haplosclerida) and G4 (Spongillina, 

Tetractinellidap, Poecilosclerida, Agelasida, Halichondrida, Hadromerida) have been defined 

(Borchiellini et al., 2004). Tetractinellidap is a well supported sub-clade (see Erpenbeck and 

Wörheide, 2007 for references), but the other orders included in G4 are not recovered. The 

phylogenetic relationships within G4 have not been elucidated (Erpenbeck and Wörheide, 

2007). 

A good example of this difficulty of resolution is Axinella Schmidt, 1862, genus type of the 

family Axinellidae Carter, 1875 which appears to be polyphyletic according to many recent 

molecular phylogenies (Solé-Cava and Boury-Esnault, 1999; Alvarez et al., 2000; Redmond 

and McCormack, 2008; Lavrov et al., 2008; Borchiellini et al., 2004; Nichols, 2005; 

Erpenbeck et al., 2004, 2005, 2007; Erpenbeck and Wörheide, 2007). The genus Axinella 

Schmidt, 1862 currently includes a heterogeneous assemblage of species although a recent 

definition of Axinella is given in Systema Porifera (Alvarez & Hooper, 2002 p. 724): 

“Axinellidae with choanosomal skeleton differentiated in axial (condensed or vaguely 

reticulated) and extra axial (plumoreticulated) region. Megascleres are styles or oxeas. 

Microscleres if present are microraphids and trichodragmata”. The definition of this genus is 

not based on any synapomorphy; many species included in Axinella lack some features which 

are generally recognised as typical of the genus. In addition, some of the characters can be 

variable at the intra-specific level. This problem of giving a satisfactory diagnosis of this 

genus sheds doubt on the real phylogenetic status of this group, as well as of the Axinellidae. 

Thus, the definition of this family and its members have been emended regularly from Ridley 

and Dendy (1887) to Alvarez and Hooper (2002) in function of the data taken into account to 

reconstitute the phylogenetic history of the group.  

This subjective character choice led in the last fifty years to two main opinions. Lévi (1973) 

has erected an order Axinellida for the family Axinellidae and other close families such as 

Bubaridae, Desmoxyidae, Hemiasterellidae, Trachycladidae, Raspailiidae, Euryponidae, 

Rhabderemiidae, Sigmaxinellidae (see Table 1) based on the characters of the skeleton and 

the type of reproduction (oviparity). Alvarez and Hooper (2002) following Soest et al. (1990) 
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abandoned the order Axinellida and reattributed the families to Poecilosclerida (Raspailiidae, 

Euryponidae, Sigmaxinellidae, Rhabderemiidae), Hadromerida (Hemiasterellidae, 

Trachycladidae) and included the Axinellidae (with Bubaridae and Desmoxyidae) among the 

Halichondrida. The data taken into account in this classification were mainly based on the 

type of megascleres and microscleres present in the different genera and families. The recent 

molecular phylogenies have never recovered the monophyly of an order Halichondrida with 

so few morphological characters (Erpenbeck, 2004; Erpenbeck and Wörheide, 2007). 

In order to clarify the phylogeny of Axinellidae and Axinella, a new hypothesis based on two 

independent molecular markers (18S and 28S rRNA) and predicted secondary structures 

considered as possible valid molecular synapomorphies is proposed. An appropriate sample of 

Axinella (9 species) and three other genera of the family Axinellidae and close families 

Dictyonellidae (3 genera), Desmoxyidae (1 genus), Agelasidae (5 species), Halichondriidae (1 

genus), Suberitidae (2 genus) and 3 outgroups belonging to Tetractinellidap, was used to 

address this issue (Table 2). 

 

 

MATERIAL AND METHODS 

 

Sampling and sequence acquisition 

The species analysed in this study and their collecting sites are listed in Table 2 (new 

sequences are indicated in bold characters). Procedures used for genomic DNA extraction, 

cloning and DNA sequencing are described in Borchiellini et al. (2001). For partial 28S rDNA 

amplification (400-450 bp) and for total 18S rDNA amplification, the primers used are the 

same as those described in Borchiellini et al. (2001). For 28s rDNA, another set of primers 

was designed to obtain a longer fragment (1100-1200 pb) containing domains C1 to D3: 

Forward (S1) ACC CGC TGA ATT TAA GCA T, Reverse (Y) AGT CTT TCG CCC CTA 

TAC CCA. The total 18S and partial 28S rDNA gene sequences resulting from this work have 

been deposited in the GenBank database. Their respective accession numbers are listed in 

Table 2. Others sequences used for this work came from GenBank (Table 2).  

 

Sequence alignment and phylogenetic analysis 

Initial sequence alignment was performed using ClustalX (Thompson et al., 1997) and 

subsequently corrected by eye on Bioedit Sequence Alignment Editor 5.09 (Hall 1999). The 
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final 28S alignment contains 33 species, 1148 positions, of which 507 are constant and 549 

parsimony informative. The final 18S alignment contains 33 species, 1814 characters, of 

which 1482 are constant, 98 are parsimony uninformative and 234 parsimony informative. A 

combined dataset was created by adding 18S and 28S rDNA sequences for the same set of 

organisms whenever possible (29 species). This combined dataset contains 2953 positions, 

1998 of which are constant and 728 parsimony informative. The alignments are available 

from the corresponding author upon request. 

Phylogenetic analyses were performed using parsimony, distance, maximum likelihood and 

Bayesian methods. We used PAUP 4.0 (Swofford, 2000) for parsimony and distance 

phylogenetic analyses. Distance analyses were performed using neighbour-joining (NJ) with 

distances corrected by Kimura’s two-parameter model. For maximum parsimony (MP) 

analyses, characters were always treated as unordered and unweighted. MP trees were 

computed using heuristic searches with 500 replicates of random taxon addition sequence and 

TBR branch swapping. For maximum likelihood (ML) analysis we used the phyml software 

(Guindon and Gascuel, 2003), with the model GTR. Parameters were estimated from the 

result of an MP heuristic search. Between site variation was estimated using a discrete 

approximation of the gamma distribution with 4 rate categories. Gaps were treated as missing 

data. The statistical robustness of the tree topology was assessed by bootstrap resampling (500 

replicates for NJ and MP, 500 replicates for ML). Bayesian analysis was performed with 

MrBayes 3.1 with the nucleic acid model GTR. Two sets of four independent simultaneous 

Metropolis-couples Markov chains Monte Carlo were run for 5 million generations and 

sampled every hundredth generation. The runs were monitored for convergence and an 

adequate burn-in was removed (above 25% of tree and parameters). Bayesian posterior 

probabilities (PP) were used for assessing the confidence value of each node. There were no 

gaps in the sequences, but some sequences were incomplete; lacking positions were scored as 

missing data. 

Given that bootstrap proportion values (BP values) are a conservative measure of a clade 

support (Hillis and Bulls, 1993) and Bayesian posterior probabilities (PP values) might be 

overestimations (Huelsenbeck and Rannala, 2004), PP values >95% and BP values >75% 

were interpreted as giving strong support to the respective clades. 

 

Secondary structure analysis of 18S sequences 

MFold server (Zuker, 2003; http://mobyle.pasteur.fr/cgi-

bin/MobylePortal/portal.py?form=mfold) was employed to defined secondary structures of 
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V4 and V7 variable regions of the gene. These regions were defined as covering respectively 

helices 23/24 and helice 43 (Wuyts et al., 2002; Redmond and McCormack, 2008). The 

default setting for all parameters were used except for the temperature (20°C: average 

ambient temperature for the species studied). As a majority, when multiple secondary 

structures were found, the structure with the lowest free energy (dG in Kcal/mol) was chosen, 

but for Axinella polypoides V4 secondary structure, the best compatible prediction was 

chosen. 

 

Phylogenetic nomenclature 

  Following previous authors (Manuel et al., 2003; Borchiellini et al., 2004; Cárdenas et 

al., 2009), we have implemented phylogenetic definitions following the principles and rules 

of the PhyloCode v.4b (http://www.ohiou.edu/PhyloCode/). Only well supported clades were 

named following Article 9.4. All clade names will be written in italics (PhyloCode 

Recommendation 6.1A). When possible, pre-existing names were used to avoid the 

proliferation of names (conversion in the sense of the PhyloCode recommendation, 10.1). 

Names are employed in a sense close to their classical sense in the Linnean system 

(recommendation 10A). Branch-based definitions are employed when the resolution is better 

outside the clade than within, and node-based definitions are used when the resolution is 

better within than outside the clade. Specifiers are species names.  

 

 

RESULTS 

 

To investigate the phylogenetic status of the genus Axinella, we analysed three datasets 

consisting of 1148 nucleotides for 28S, 1814 nucleotides for 18S, 2953 nucleotides for 

combined dataset using parsimony, distance, maximum likelihood and Bayesian methods (see 

Methods). The resulting phylogenies are displayed in Fig. 1A-C.  

 

Analyses of the 18S rDNA sequence dataset 

A first analysis of 18S rDNA sequences from 33 species belonging to Agelasida, 

Halichondrida and Hadromerida orders were performed (Table 2). Four trees were 

reconstructed (under MP, NJ, ML, BI) that differed only between taxa in the unresolved parts 

of the topologies and the ML topology is presented in Fig.1A. In this tree, whatever the 
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phylogenetic reconstruction methods used, the genus Axinella is split up into three distinct 

clades named Axi 1, Axi 2 and Axi 3 and thus appears polyphyletic. 

 A first clade (Axi 1) including the type species of the genus Axinella polypoides,  A. vaceleti, 

A. infundibuliformis and Dragmadicon reticulatum is supported by 83%, 97%, 99.4% 

bootstrap values (MP, NJ, ML) and pp=1 in Bayesian. A second clade (Axi 2) includes 

Axinella cannabina and three species of Dictyonellidae: Dictyonella incisa, D. pelligera and 

Acanthella acuta. This clade is highly supported by bootstrap values of respectively 100%, 

99%, 99.2% in MP, NJ, ML and pp=1 in Bayesian. The third clade (Axi 3) clusters Axinella 

damicornis, Ptilocaulis fusiformis, A. corrugata, A. verrucosa and Cymbastela cantharella 

and is supported by 88%, 77%, 87.6% bootstrap values (MP, NJ, ML) and pp=1 in Bayesian. 

A. damicornis and P. fusiformis show a close relationship with bootstrap values of 100 % (MP, 

NJ, ML) and pp=1 in Bayesian. 

This topology also suggests the polyphyly of the Axinellidae family according to the strong 

grouping of Axinella cannabina with several Dictyonellidae species (Axi 2) and the clustering 

between two Ptilocaulis species and Myrmekioderma sp. (100% (MP, NJ, ML), pp=1 in 

Bayesian, the only representative of the Desmoxyidae family. 

All these analyses favour a close relationship between the clade Axi 3 and the clade 

containing the Agelas species included in these analyses as well as a grouping between 

Spongosorites genitrix and several Hadromerida species rendering the Halichondrida order 

polyphyletic. 

These analyses, including species belonging to three different orders and six families, reveal 

also other features: the Dictyonellidae family emerges with poor support in paraphyly, with a 

first clade represented here by two Dictyonella species and one Acanthella (named Axi 2), 

followed by a clade including five Scopalina species. The latter appears as the sister group of 

((Suberitidae+Spongosorites genitrix) + (Axi 3 + Agelasidae)). Finally, the genus Ptilocaulis 

is divided into two clades. The type-species of the genus P. walpersi and P. spiculifer form a 

well-supported clade with Myrmekioderma sp with 100 % of bootstrap respectively in MP, 

NJ, ML and pp=1 in Bayesian, whereas Ptilocaulis spiculifer is included in Axi 3. 

 

28S rDNA dataset 

To complete and corroborate the results obtained with the 18S rDNA, an analysis of 28S 

rDNA partial sequences was performed. As for the 18S, four trees were reconstructed, the tree 

presented (rooted on Tetractinellidap) results from MP analysis (Fig.1B). Results of analyses 

of 28S rDNA dataset are in general agreement with the results obtained with 18S rDNA. The 
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molecular tree obtained suggests polyphyly of the genus Axinella as well as polyphyly of the 

Axinellidae family and the Halichondrida order.  

Axinella species are grouped in three distinct clades labelled with the same codes Axi 1, Axi 2 

and Axi 3 with high confidence values for each node whatever the method employed. In 

addition to these three clades, we recovered the other main clades obtained in 18S analyses: a 

clade comprising Agelasidae species, a clade clustering three Suberitidae species with 

Spongosorites genetrix, a Scopalina group and a clade consisting of Ptilocaulis walpersi and 

Myrmekioderma sp. Despite the lack of resolution at the base of 28S rDNA gene tree, 

((Suberitidae+Spongosorites genitrix) + (Axi 3 +Agelasidae)) grouping is recovered whatever 

phylogenetic reconstruction methods are used. The monophyly of Dictyonellidae is not 

recovered. The polyphyly of the genus Ptilocaulis cannot be tested due to the inclusion of 

only one species.  

 

Combined dataset 

For the combined dataset, we chose to present the topology resulting from Bayesien analysis, 

rooted on two Tetractinellida p species (Fig. 1C). This topology is consistent with the tree 

obtained in 18S analyses. However, contrary to the results obtained in the 18S rDNA dataset, 

the Dictyonellidae family appears polyphyletic with clade Axi 2, consisting of Axinella 

cannabina, Dictyonella incisa, Acanthella acuta and Dictyonella pelligera, at the base of (Axi 

1 + (Myrmekioderma sp. + Ptilocaulis walpersi)) and a second clade including Scopalina 

species sister group of ((Spongosorites genitrix + Suberitidae) + (Axi 3 + Agelasida)).  

 

Predicted secondary structures of 18S  

 The predicted secondary structures for V4 and V7 regions are presented in Fig. 2A and 

B. These figures contain only predictions for the three clades of Axinella revealed by the 

previous phylogenetic analysis. V4 and V7 regions present a high substitution rate and 

variation between Axinella species. 

For the V4 region (Fig. 2A), the secondary structures are the same for all species of the Axi3 

clade; the lower energies are also very similar (from -44.64 to -45.92 kcal/mol). Secondary 

structures from species pertaining to clade Axi2 are identical except for the basal species 

Dictyonella incisa. The values for the lower energies are also the same for Acanthella acuta, 

Axinella cannabina and Dictyonella pelligera (49.22 kcal/mol). In the clade Axi1 no 

molecular synapomorphy is observed. For the V7 region (Fig. 2B), a different secondary 

structure supported each clade (Axi1, Axi2, Axi3). The lower energy values are the same for 
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all species belonging to the same clade.  

 

 

DISCUSSION 

 

Polyphyly of the genus Axinella  

 As suspected by previous authors (Solé-Cava and Boury-Esnault, 1999; Alvarez et al., 

2000) the genus Axinella is polyphyletic. The type species Axinella polypoides form, within 

Axi 1, a clade with A. vaceleti, A. infundibuliformis and in 28S A. dissimilis. The presence of 

A. cannabina within Axi 2 could be interpreted as a misidentification by previous authors. In 

fact A. cannabina shares with Acanthella acuta the presence of flexuous strongyles and the 

presence of isocyanides (Braekman et al., 1992). It appears obvious that this species has to be 

reallocated to the genus Acanthella. Axi 3 is composed of A. damicornis, A. corrugata, A. 

verrucosa and Cymbastela cantharella. C. cantharella shares with Axinella damicornis and A. 

verrucosa the presence of pyrroles (Braekman et al., 1992). In the description of Cymbastela 

Hooper and Bergquist (1992) have pointed out that C. cantharella differs from other 

Cymbastela “in external coloration, skeletal architecture, specific dimensions of oxeas” and 

also contains a number of biologically active metabolites absent in other species. We do not 

have, in our dataset, C. stipitata, the type species of the genus. However in all molecular 

studies so far, C. stipitata forms a clade with Acanthella species (Alvarez et al., 2000; 

Erpenbeck et al., 2007). Cymbastela cantharella has to be reallocated to another genus. In the 

18SrDNA dataset a species of Ptilocaulis (P fusiformis) is also included in this clade. The 

three species of Axinella (damicornis, verrucosa and corrugata) need also to be reallocated to 

another genus. We propose for the clade Axi 3 a new name Cymbaxinellap (for definition see 

Table 3). The synapomorphy for this clade could be the secondary structure of the V4 and V7 

regions of the sequence of the 18S rDNA (Fig. 2). We propose A. damicornis as the type-

species of this new clade. It is necessary in the future to reassess all the Axinella species in 

order to determine their relationships to these three clades. 

 

Polyphyly of the genus Ptilocaulis and its relationships with Desmoxyidae 

The type species of Ptilocaulis is P. walpersi. This species and P. spiculifer constitute a well 

supported clade with 18SrDNA sequences. Ptilocaulis fusiformis is included in the clade 

Cymbaxinellap and is closely related to A. damicornis in 18S dataset. We propose to 
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reallocate P. fusiformis to the clade Cymbaxinellap. The genus Ptilocaulis appears to be 

polyphyletic as Axinella. The clade Ptilocaulis p [P. walpersi + P. spiculifer] constitutes a 

well supported clade with Myrmekioderma, the only Desmoxyidae species in our dataset. 

Soest et al. (1990) have included Ptilocaulis in the Desmoxyidae, due to the similarities of the 

surface with Myrmekioderma. Our results confirm this hypothesis. Our dataset for this family 

is too small to draw firm conclusions and in the future the other genera of Desmoxyidae have 

to be studied. Moreover, all species of Ptilocaulis have to be reassessed in order to determine 

their relationships to the clades Cymbaxinellap or Ptilocaulis p. 

 

The new clade Agelasidap 

Agelas species constitute a well supported clade always recovered in all molecular 

phylogenies so far (Erpenbeck and Wörheide, 2007). The clade Cymbaxinella p constitutes a 

well supported clade with the clade Agelas p. Since the work of Lafay et al. (1992) the close 

relationships between several “Axinella” species and Agelasidae has always been recovered 

(Chombard et al., 1997; Nichols, 2005; Erpenbeck et al., 2007). The phylogenetic hypothesis 

proposed by Braekman et al. (1992) on the basis of the presence of pyrroles is congruent with 

the molecular hypothesis. We propose for this clade the name Agelasida p with a new 

definition following the PhyloCode (Table 3).  

 

Polyphyly of the family Axinellidae 

 Our dataset includes species belonging to four of the nine genera of the Axinellidae. 

For the time being the clade Axinellidae p includes Axinella polypoides and other close 

species of Axinella [A. aruensis in 28SrDNA, A. dissimilis, A. infundibuliformis, A. vaceleti] 

and Dragmacidon species [D. reticulatum+ D. aff. mexicana in 28SrDNA]. It should also 

include the genus Phakellia but very few sequences are available (Erpenbeck et al., 2007). 

The genus Cymbastela, except C. cantharella which is now included in the clade 

Cymbaxinella p, seems to have close relationships with Acanthella p clade (Erpenbeck et al., 

2007). The phylogenetic relationship between the clade (Ptilocaulis p + Myrmekioderma) and 

the clade Axinellidae p is very weak with our data set. The genus Reniochalina (type-species 

R. stalagmites) is included in a clade of Raspailiidae (Erpenbeck et al., 2007). As assumed by 

Erpenbeck and Wörheide, (2007) the family Axinellidae as traditionally defined is 

polyphyletic and the genus Phycopsis, Auletta and Pararhaphoxya will need to be studied as a 
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basis for developing a hypothesis regarding a monophyletic family Axinellidae.  

 

Paraphyly or polyphyly of the family Dictyonellidae 

 The family Dictyonellidae is not supported as already shown in several molecular 

phylogenies (Erpenbeck and Wörheide, 2007). The species of Scopalina constitutes a well 

supported clade whereas the Dictyonella species relationships have not been determined. 

They are included in the clade Acanthellap but the two species of the datasets (D. pelligera 

and D. incisa) are not monophyletic. A detailed study of all Dictyonella species, including the 

type-species is required as has been done recently for Scopalina (Blanquer and Uriz, 2008). 

Our molecular tree suggests that in fact Dictyonella species might perhaps be better 

reallocated to Acanthella genus.  

 

 

CONCLUSION 

 

 The species of “Axinella” of our datasets belong to three clades. The first clade, 

named Axinellidae p, included the type species of the genus A. polypoides and three or four 

Axinella species, depending on the dataset, and Dragmacidon species. Axinella cannabina is 

not an Axinella and is reallocated to Acanthellap. The last three species in the dataset are A. 

damicornis, A. verrucosa and A. corrugata which constitute with Cymbastela cantharella and 

in 18S Ptilocaulis fusiformis the new clade Cymbaxinella p. A good synapomorphy for these 

three clades are the V7 secondary structures of the 18SrDNA, as well as the V4 secondary 

structure for Cymbaxinellap. Except for Acanthellap cannabina which shares clear 

morphological characters with Acanthella acuta, it is absolutely essential to carefully reassess 

all the morphological characters and particularly the organisation of the skeleton in order to 

be able to identify the species belonging to Cymbaxinellap or Axinellidaep. Further work is 

required to establish the relationships of all “Axinella” species and to better understand the 

members of the Axinellidae and its phylogenetic relationships with the Raspailiidae. It is also 

urgently necessary to find other data sets of characters. The morphological characters have to 

be reassessed in the light of the molecular phylogeny. A search for other characters based on 

cytology, embryology and secondary metabolites would be helpful as a basis for future 

progress. However, we have to keep in mind that “no single dataset, molecular or 



326 

morphological, can reasonably be expected to be the Holy Grail of phylogenetics” (Jenner 

2004) and this is especially true for the Halichondrida.   
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LEGENDS 

 

Table 1 

Comparison of the classification of Axinellida and Halichondrida following Lévi, 1973 and 

Hooper and Soest, 2002. 

 

Table 2 

List of species used in this work following the classification of Systema Porifera (Hooper and 

Soest, 2002) and the recent updating undertaken in the World Porifera Database (Soest et al., 

2008). The collection site, the GenBank number of the 18 and 28S rDNA sequences and the 

references link to the sequences are indicated. In the species name column, in bold, is the 

type-species of the genus if it is included in the dataset. In the sequences column, the new 

sequences are also in bold.  

* In GenBank the taxonomy is not updated and the identification of the species not always 

performed by a taxonomist. This has been responsible for a lot of bias. We have given here, 

whenever possible, the name accepted by the World Porifera Database (Soest et al., 2008; 

http://www.marinespecies.org/porifera/). For example the sequence of Dragmacidon 

reticulatum is named in GenBank Pseudaxinella lunaecharta. This specimen has been 

collected in the Caribbean area. P. luneacharta is a species restricted to the East Atlantic 

(African coast) and the species of West Atlantic (Caribbean area) is P. reticulatum (Alvarez et 

al., 1998). Moreover it has been shown in Systema Porifera that Pseudaxinella species has to 

be reallocated to Axinella or Dragmacidon. Another example of the importance of indicating 

the collecting site of a species is Axinella polypoides. This Mediterranean species is often 

confused with Axinella dissimilis from the North-Atlantic and the Channel (Borojevic et al 

1968). 

 

Table 3 

Definition of the clade names following the principles and rules of the PhyloCode v.4b 

(http://www.ohiou.edu/PhyloCode/). 

 

Figure 1 

A. Tree resulting from the analyses of the 18S rRNA dataset. The topology presented 

corresponds to the ML analysis. Bootstrap values (when >50%) are indicated above the 
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principal nodes. B. Tree resulting from the analyses of the 28S rRNA dataset. The topology 

presented corresponds to the MP analysis. C. Tree resulting from the analyses of the 

combined dataset (18S+28S). The topology presented corresponds to the Bayesian analysis. 

 Bootstrap values (when >50%) are indicated above the principal nodes. The four numbers are 

from top to bottom: bootstrap values for NJ, MP, ML and posterior probabilities for BI. The 

tree is rooted on Tetractinellidap. The three clades of Axinella are mentioned as Axi1, Axi2 

and Axi3. 

 

Figure 2 

 A. Representation of the secondary structure predictions of the 18S rRNA V4 region 

mapped on the Axinella clades topology. Conserved secondary structures for a clade are 

indicated by a black dot. dG values correspond to the secondary  structure formation 

enthalpies (according to MFold). 

 B. Representation of the secondary structure predictions of the 18S rRNA V7 region 

mapped on the Axinella clades topology. Conserved secondary structures for a clade are 

indicated by a black dot. dG values correspond to the secondary  structure formation 

enthalpies (according to MFold). 
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Figure 1A:  
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Figure 1B:  
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Figure 1C: 

 



336 

 
Figure 2A: 
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Figure 2B:  
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Table 1 
 

Lévi, 1973 Hooper & Van Soest, 2002 
AXINELLIDA Axinellidae HALICHONDRIDA Axinellidae 
 Axinella  Axinella 

 Auletta  Auletta 
 Axinosia  =Axinella 

 Dragmacidon  Dragmacidon 
 Phakellia  Phakellia 

 Phycopsis  Phycopsis 

 Pseudaxinella  = Dragmacidon 

 Ptilocaulis  Ptilocaulis 

 Tragosia  =Axinella 
   Cymbastela 

   Pararhaphoxya 

   Reniochalina 

 Acanthella  Dictyonellidae 
 Thrinacophora [POECILOSCLERIDA] Raspailiidae 
 Bubaridae  Bubaridae 
 Bubaris  Bubaris 

 Monocrepidium  Monocrepidium 
   Cerbaris 

   Hymerhabdia 

 Desmoxyidae  Desmoxyidae 
 Desmoxya  = Higginsia ? 
 Higginsia  Higginsia 

 Parahigginsia  Parahigginsia 

 Halicnemia  Halicnemia 

   Acanthoclada 

   Didiscus 

   Heteroxya 

   Myrmekioderma 

   Dictyonellidae 
   Acanthella 

   Dictyonella 

   Liosina 

   Lipastrotethya 

   Phakettia 

   Rhaphoxya 

   Scopalina 

   Svenzea 

   Tethyspira 

 Hemiasterellidae [HADROMERIDA] Hemiasterellidae 
 Hemiasterella  Hemiasterella 

 Adreus  Adreus 

 Paratimea  Paratimea 

 Stelligera  Stelligera 

   Axos 

   Leptosastra 

 Trachycladidae [HADROMERIDA] Trachycladidae 
 Trachycladus  Trachycladus 
   Rhaphidhistia 

 Rhabderemiidae [POECILOSCLERIDA] Rhabderemiidae 
 Rhabderemia  Rhabderemia 
 Sigmaxinellidae [POECILOSCLERIDA] Desmacellidae 
 Sigmaxinella   Sigmaxinella 
 Sigmaxia  = Sigmaxinella 
   Desmacella 
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   Biemna 

 Raspailiidae [POECILOSCLERIDA] Raspailiidae 
 Raspailia  Raspailia 
 Raspaxilla  Raspaxilla 
 Endectyon  Endectyon 
 Echinodictyum  Echinodictyum 

 Raspaciona  Raspaciona 

 Euryponidae [POECILOSCLERIDA] = Raspailiidae 
 Eurypon  Eurypon 
 Acantheuryppon  = Eurypon 
 Tricheurypon  Tricheurypon 

 Cyamon  Cyamon 

 Trikentrion  Trikentrion 

   Ectyoplasia 

HALICHONDRIDA Halichondriidae  Halichondriidae 
 Halichondria  Halichondria 

 Trachyopsis  = Halichondria 

 Ciocalypta  Ciocalypta 

 Amorphinopsis  Amorphinopsis 

 Hymeniacidonidae  = Halichondriidae 
 Prostylissa  =Amorphinopsis 

 Hymeniacidon  Hymeniacidon 
 Stylinos  =Hymeniacidon 
   Axinyssa 

   Spongosorites 

   Topsentia 

   Epipolasis 

 Dictyonella  [Dictyonellidae] 
 Semisuberites [POECILOSCLERIDA] [Esperiopsidae] 
 Ulosa [POECILOSCLERIDA] [Esperiopsidae] 
POECILOSCLERIDA Agelasidae AGELASIDA Agelasidae 
 Agelas  Agelas 

 



340 

Table 2 : 

SEQUENCES 18 & 28S 
 

 
  Collection site 18S 

Genbank n° 
Reference 18S 28S 

Genbank n° 
Reference 28S 

AGELASIDA       

Agelasidae Verrill, 1907      

Agelas clathrodes (Schmidt, 1870) Bahamas AY769087 Richelle-Maurer 
and Van de 

Vyver 
Direct 

submission 

AY864739 Richelle-Maurer 
and Van de 

Vyver 
Direct 

submission 

Agelas conifera (Schmidt, 1870) Bahamas AY734443 Richelle-Maurer 
and Van de 

Vyver 
Direct 

submission 

AY864738 Richelle-Maurer 
and Van de 

Vyver 
Direct 

submission 

Agelas dispar Duchassaing & 
Michelotti, 1864 

Bahamas AY737640 Richelle-Maurer 
and Van de 

Vyver 
Direct 

submission 

AY864740 Richelle-Maurer 
and Van de 

Vyver 
Direct 

submission 

Agelas oroides (Schmidt, 1862) NW Mediterranean AY348886 Richelle-Maurer 
and Van de 

Vyver 
Direct 

submission 

AJ225830 Borchiellini et 
al 2004 

Agelas sp.   EF654520 Kober and 
Nichols 
Direct 

submission 

AY561929 
 

Nichols, 2005 

HALICHONDRIDA       

Axinellidae  Carter, 1875      

Axinella aruensis Hentschel, 1912 Timor Sea - - DQ299253 Holmes and 
Blanch 2007 

Axinella cannabina (Esper, 1794) Croatie, Dugi Otok, 
Adriatique 

GQ466049 This paper GQ466062 This paper 

Axinella corrugata (Georges & 
Wilson, 1919) 

Bahamas AY737637 Richelle-Maurer 
and Van de 

Vyver 
Direct 

submission 

AY864741 
 

Richelle-Maurer 
and Van de 

Vyver 
Direct 

submission 
Axinella damicornis (Esper, 1794) 3PPs cave, NW 

Mediterranean; 
Irlande 

AY348887 Borchiellini et 
al 2004 

GQ466058 This paper 

Axinella dissimilis (Bowerbank, 
1866) 

Eire - - GQ466059 This paper 

Axinella 

infundibuliformis 

(Linnaeus, 1759) Eire GQ466051 This paper GQ466061 This paper 

Axinella polypoides Schmidt, 1862 3PPs cave, NW 
Mediterranean 

APU43190 Cavalier-Smith 
et al. 1996 

AY348891 Borchiellini et 
al 2004 

Axinella vaceleti Pansini, 1983 Coral Cave, NW 
Mediterranean 

GQ466048 This paper GQ466060 This paper 

Axinella verrucosa (Esper, 1794) 3PPs cave, NW 
Mediterranean 

GQ466050 This paper GQ466063 This paper 

Dragmacidon 

aff.mexicana 

(De Laubenfels, 
1935) 

Santa Barbara, 
USA 

- - DQ299257 Holmes and 
Blanch 2007 

Dragmacidon 

reticulatum.  
(Ridley & Dendy, 
1886) 

Florida AY734442 Richelle-Maurer 
and Van de 

Vyver 
Direct 

submission 

AY864742 Richelle-Maurer 
and Van de 

Vyver 
Direct 

submission 
Ptilocaulis walpersi (Duchassaing & 

Michelotti, 1864) 
Bahamas AY737638 Richelle-Maurer 

and Van de 
Vyver 
Direct 

submission 

AY864743 
 

Richelle-Maurer 
and Van de 

Vyver 
Direct 

submission 
Ptilocaulis spiculifer (Lamarck, 1813) Solomon Is. GQ466054 This paper - - 
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Ptilocaulis 
fusiformis 

Lévi, 1967 Noumea, New 
Caledonia 

GQ466055 This paper - - 

Cymbastela 

cantharella 

(Lévi, 1983) Noumea, New 
Caledonia 

GQ466056 This paper GQ466064 This paper 

Desmoxyidae Hallmann, 1917      

Myrmekioderma sp  Solomon Is GQ466053 This paper GQ466066 This paper 

Dictyonellidae Soest et al, 1990      

Acanthella acuta Schmidt, 1862 Coral Cave, NW 
Mediterranean 

GQ466052 This paper GQ466067 This paper 

Dictyonella incisa (Schmidt, 1880) Jarre Cave, NW 
Mediterranean 

AY348880 Borchiellini et 
al 2004 

X57261 Christen et al. 
1991 

Dictyonella pelligera (Schmidt, 1864) Jarre Cave, NW 
Mediterranean 

GQ466057 This paper GQ466065 This paper 

Scopalina blanensis Blanquer & Uriz, 
2007 

Blanes, NW 
Mediterranean 

AM498652 Blanquer and 
Uriz, 2008 

AM498662 Blanquer and 
Uriz, 2008 

Scopalina 

canariensis 

Blanquer & Uriz, 
2007 

Canary Islands AM498653 Blanquer and 
Uriz, 2008 

AM498664 Blanquer and 
Uriz, 2008 

Scopalina ceutensis Blanquer & Uriz, 
2007 

Ceuta, Gibraltar 
Strait 

AM498655 Blanquer and 
Uriz, 2008 

- - 

Scopalina 

lophyropoda 

Schmidt, 1867 NW Mediterranean AM498650 Blanquer and 
Uriz, 2008 

AM498660 Blanquer and 
Uriz, 2008 

Scopalina ruetzleri (Wiedenmayer, 
1977) 

 AJ621546 
 

Nie et al 
Direct 

submission 

AM498666 Blanquer and 
Uriz, 2008 

Halichondridae Gray, 1867      

Spongosorites 

genitrix 

(Schmidt, 1870) NW Mediterranean AY348885 Borchiellini et 
al 2004 

X57260 Christen et al 
1991 

HADROMERIDA       

Suberitidae Schmidt, 1870      

Suberites ficus (Johnston, 1862)  AF100947 Collins 1998 AY026381 Medina et al 
2001 

Suberites domuncula (Olivi, 1792) Adriatic Sea AJ620112 Cetkovic et al 
Direct 

submission 

AJ620113 Cetkovic et al 
Direct 

submission 

Rhizaxinella sp.   EF654531 Kober and 
Nichols 
Direct 

submission 

AY561910 Nichols, 2005 

TETRACTINELLIDA       

Geodiidae Gray, 1867      

Geodia cydonium (Jameson, 1911) Anse des Cuivres, 
NW Mediterranean 

AY348878 Borchiellini et 
al 2004 

AY348893 Borchiellini et 
al 2004 

Sidonops neptuni (Sollas, 1888)  AY737635 Richelle-Maurer 
and Van de 

Vyver 
Direct 

submission 

  

Theonellidae Lendenfeld , 1903      

Discodermia sp. (Bowerbank, 1869 3PPs cave, NW 
Mediterranean 

AJ224647 McInerney 
Direct 

submission 

AF062603 Chombard et al 
1998 

Corallistidae Sollas, 1888      

Corallistes masoni (Bowerbank, 
1869) 

3PPs cave, NW 
Mediterranean 

- - AF062602 Chombard et al 
1998 
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Table 3 
 

Acanthella
p (nomen cladi conversum ex Acanthella Schmidt, 1862). Node based: the least 

inclusive clade containing Acanthella
p acuta and Acanthella

p cannabina. 

 

Agelas
p (nomen cladi conversum ex Agelas Duchassaing and Michelotti, 1864). Node based: 

the least inclusive clade containing Agelas
p oroides, Agelas

p
 conifera and Agelas

p clathrodes. 

 

Agelasida
p (nomen cladi conversum ex Agelasida Hartman, 1980). Node based: the least 

inclusive clade containing Agelas
p
 oroides and Cymbaxinella

p
 damicornis. 

 

Axinellidae (nomen cladi conversum ex Axinellidae Carter, 1875)  

Branch based: the most inclusive clade containing Axinella polypoides, but not Cymbaxinella
p
 

damicornis and Acanthella
p cannabina 

 

Cymbaxinella
p (nomen cladi novum).  Branch based: the most inclusive clade containing 

Cymbaxinella
p
 damicornis but not Axinella polypoides and Acanthella

p cannabina.  

 

Demospongiae
p (nomen cladi conversum ex Demospongiae Sollas,1885). Node based: the 

least inclusive clade containing Haliclona mediterranea, Geodia cydonium, Spongia 

officinalis and Chondrosia reniformis (Borchiellini et al., 2004). 

 

Keratosa
p (nomen cladi conversum ex Keratosa Bowerbank, 1864). Branch based: the most 

inclusive clade containing Spongia officinalis and not Aplysina cavernicola, Haliclona 

mediterranea and Geodia cydonium. 

 

Myxospongiae
p
 (nomen cladi conversum ex Myxospongiae Zittel, 1878). Node based: the 

least inclusive clade containing Aplysina cavernicola, Chondrosia reniformis, Hexadella 

racovitzai and Thymosia guernei. 

 

Ptilocaulis
p (nomen cladi conversum ex Ptilocaulis Carter, 1883). Node based: the least 

inclusive clade containing Ptilocaulis
p
 walpersi and Ptilocaulis

p
spiculifer. 
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Scopalina
p (nomen cladi conversum ex Scopalina Schmidt, 1862). Node based: the least 

inclusive clade containing Scopalina
p lophyropoda, Scopalina

p ruetzleri and Scopalina
p 

blanensis. 

 

Tetractinellida
p (nomen cladi conversum ex Tetractinellida Marshall, 1876). Apomorphy 

based: the clade stemming from the first species to possess tetractines synapomorphic with 

those of Geodia cydonium (Borchiellini et al., 2004). 

 



344 



345 

 

 

 

 ANNEXE II 

 

 
 Article 8: T-box gene from the homoscleromorph 

sponge Oscarella sheds light on the origin of 

multilayered animals 

 
 

 

Ce travail dont je suis 2e auteur a fait l’objet d’un article de recherche actuellement en 

cours de révisions pour la revue Evolution et Development 
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T-box gene from the homoscleromorph sponge Oscarella sheds light on the 

origin of multilayered animals. 
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Abstract 

Sponges branch basally in the metazoan phylogenetic tree and are thus well positioned to 

provide insights into the evolution of mechanisms controlling animal development, likely to 

remain active in adult sponges. Of the four sponge clades, the Homoscleromorpha are of 

particular interest for investigations into the origin of animal layers as they alone show ”true” 

epithelia and diploblastic organization seen in other metazoan phyla (the Eumetazoa). We 

identified a T-box gene from Oscarella lobularis named OlTbx. Remarkably, the OlTbx gene 

is specifically expressed in the prosopinacoderm forming inhalant channels of the aquiferous 

system. This expression pattern, the first one in sponges to be published, is reminiscent of Tbx 

expression in inner eumetazoan layers during gastrulation, suggesting that layer specification 

is an ancient function of the Tbx family. In addition to previous results for Oscarella 

lobularis, the T-box class of transcription factors is thought to be part of an ancient toolkit for 

epithelial patterning and morphogenesis in the animal kingdom. 

Key words: T-box, Tbx, Homoscleromorpha, Oscarella lobularis, sponges, morphogenesis, 

germ layers, gastrulation. 
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INTRODUCTION 

 

The earliest steps in animal evolution remain obscure, but can be illuminated by comparative 

studies between the most basally branching animal groups, notably sponges, cnidarians and 

ctenophores. The sponges are widely accepted as one of the oldest metazoan lineages, with 

the choanoflagellates forming the sister group to Metazoa as a whole (Steenkamp et al. 2006; 

Nielsen 2008; Ruiz-Trillo et al. 2008; Philippe et al. 2009). On the basis of similarities 

between sponge choanocytes and choanoflagellates (collar cells), it was hypothesized that the 

acquisition of multicellularity occurred from a choanoflagellate-like ancestor. Early 

metazoans are then assumed to have comprised an epithelial-type cell layer bordering feeding 

(collar cells) and non-feeding cells (Nielsen 2008). 

The emergence of multilayered animals through the formation of epithelia and germ layers is 

one of the most important design innovations in the evolution of metazoan body plans, indeed 

their spatial organization is linked to the specification of cell functions. Among the four 

sponge lineages - Hexactinellida, Calcispongia, Demospongiae and Homoscleromorpha - 

(Borchiellini et al. 2004; Philippe et al. 2009; Sperling et al. 2009) the latter are a key group 

for understanding this important event in early animal evolution (Nielsen 2008; Ereskovsky et 

al. 2009). The Homoscleromorpha are the only sponge group to possess eumetazoan-like true 

epithelia, characterized by the presence of type IV collagen and regularly distributed zonula 

adhaerens cell junctions both in larval and in adult forms (Boute et al. 1996; Boury-Esnault et 

al. 2003; Ereskovsky et al. 2007, 2009). As in the Eumetazoa, the presence of basement 

membrane and firm cell-adhesion junctions renders motility difficult and imposes epithelial-

types for morphogenesis and for stem cell systems. The formation of the adult layers in 

Homoscleromorpha occurs at metamorphosis and throughout the adult lifespan by the 

invagination of the outer layer of flagellated cells, the exopinacoderm, to form the inner layer, 

the endopinacoderm (Ereskovsky et al. 2007; Lapébie et al. 2009). As reviewed by Coutinho 

and de Azevedo Maia (2007), other sponges have adhesion structures "not so different from 

what is observed in colonial amoeba Dictyostelium " and a single totipotent stem cell system 

based on mesenchymal cell named archaeocytes. Thus, despite their multicellularity, adult 

organization of sponges "should be understood in cellular terms and not in terms of germ 

layers (…) except for the Homoscleromorpha» due to their true epithelium (Coutinho and de 

Azevedo Maia 2007).  

Investigating genes involved in germ layer formation in the homoscleromorph model O. 
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lobularis (Ereskovsky et al. 2009) is expected to provide clues about ancestral genetic 

systems. In non-bilaterians, researches have so far focused on the Wnt pathway and the T-box 

gene Brachyury because they are most significant for understanding the origin of early 

embryonic patterning and gastrulation (Scholz and Technau 2003; Technau and Scholz 2003; 

Wikramanayake et al. 2003; Kusserow et al. 2005; Martindale 2005; Manuel 2009). Notably, 

T-Box genes act as important regulators of cell fate decisions that early establish body plan in 

Bilateria, but are also involved in later processes underlying organogenesis (Showell et al. 

2004; Grapin-Botton and Constam 2007; Wardle and Papaioannou 2008). T-box genes are 

classified into five subfamilies and eight groups: Brachyury, Tbx1 (including Tbx1/10, 

Tbx15/18/22 and Tbx20 groups), Tbx2 (including Tbx2/3 and Tbx4/5 groups), Tbx6/VegT and 

Eomes/Tbr1/Tbx21 (Papaioannou 2001; Takatori et al. 2004). At least six of these groups 

would appear to have been present before the divergence between cnidarians and bilaterians 

(Yamada et al. 2007). The characterization of several T-box genes in the recently sequenced 

genome of the démosponge Amphimedon queenslandica, together with data previously 

available in other sponge species (Manuel et al. 2004; Adell and Müller 2005; Larroux et al. 

2006; Larroux et al. 2008) suggest that at least three T-box genes were already present in the 

last common ancestor of Metazoa: a Brachyury, a Tbx4/5 and a Tbx1/15/20. This suggests 

great diversification after the sponge lineage divergence. Nevertheless, as evidence for gene 

losses specific to A. queenslandica was previously reported (Larroux et al. 2008), we may 

alternatively suspect a more extended set of T-Box genes in the Urmetazoa subsequently 

followed by loss events in one or several poriferan clades. Thus, additional data on other 

sponge models are needed to provide a basis for proposing valid evolutionary scenarios for 

the emergence and expansion of this gene family. Expression data of T-Box genes from basal 

metazoans (Martinelli and Spring 2003, 2005; Scholz and Technau 2003) are at present too 

scarce to warrant discussion of the ancestral role of T-Box family members (Martindale 2005; 

Yamada et al. 2007).  

Here, we report the identification of a new Tbx and its specific expression in the inner layer of 

the homoscleromorph sponge Oscarella lobularis. 
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MATERIAL and METHODS 

 

OlTbx isolation  

mRNA extraction and cDNA synthesis were carried out as previously described (Gazave et al. 

2008). Degenerate primers pair (5'-GAATTCGGNMGNMGNATGTTYCC for GRRMFP 

amino-acids and 5’-GGATTRTTYTGRTANGCNGTNAC for VTAYQN amino-acids) 

specially designed for this study were used as follows. 40 PCR cycles were used on cDNA. 

They were composed by: denaturation at 94°C for 1 min, hybridization at 60°C for 1 min and 

extension for 2 min at 72°C. MgCl2 concentration was 2mM, each primer was 0.4 µM 

concentrated.  

In order to get a sequence long enough to synthesize ISH probes, the fragment obtained was 

subsequently elongated by 3’ RACE: the specific primer 5’-

GCGTCGAGGTGAAGGAAATC was paired with Not-I(dT)18 (5’-

AACTGGAAGAATTCGCGGCAGGAATTTTTTTTTTTTTTT). Amplification was 

performed by 40 cycles composed by the following steps: 94°C for 1 min, 60°C for 1 min and 

extension for 2 min at 72°C. MgCl2 concentration was 1 mM, specific primer was 1 µM 

concentrated while Not-I(dT)18 was 0.2 µM concentrated. Cloning and sequencing are 

detailed in (Gazave et al. 2008). The gene sequence is thus incomplete at the 5’ end. 

The 984bp sequence (partial at the 5’ end) was, according to the results of this study, named 

OlTbx and is reported in Genbank: Accession number (GU045310). 

 

Alignment and phylogenetic analyses  

Sequences were kindly provided by Larroux (Larroux et al. 2008). AmqTbxA-E sequences the 

positions of which were still unresolved after our analysis were finally removed while 

members of Tbx6 subfamilies from Yamada (2007) (CiTbx6a, CiTbx6b, DrTbx6, MtTbx6, 

XlTbx6, XlVegT) were added (Yamada et al. 2007). They were aligned by Muscle 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/muscle/index.html). 

After a soft (see options in the website) treatment by GBlocks 

(http://www.phylogeny.fr/phylo_cgi/gblocks.cgi), the resulting alignment comprised 63 TBXs 

proteins and 163 positions (available upon request). 
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Phylogenetic analyses were carried out by the maximum-likelihood (ML) method using the 

PhyML-2.4.4 program (Guindon and Gascuel 2003) and by Bayesian inference using the Mr 

Bayes-3.1.2 program (Huelsenbeck and Ronquist 2001). The WAG (Whelan and Goldman 

2001) amino acid substitution model and a gamma distribution with four discrete categories 

were used. 

For ML analysis, the gamma shape parameter and the proportion of invariant sites were 

optimized. Branch support was tested by bootstrapping (1000 replicates). For Bayesian 

analysis, six chains were run for 10,000,000 generations, one of which was heated; after a 

burn-in of 2,500,000 generations every 100th tree was sampled only after posterior 

likelihoods reached stationary values. 

In situ hybridizations 

RNA probe (around 980pb) was synthesized with SP6/T7 DIG RNA Labelling Kit (Roche). 

In situ hybridizations were performed on both whole fixed lobes (WMHIS) and histological 

sections mounted on slides. They were carried out in a robot (InsituPro, Intavis AG) with a 

protocol previously described (Lapébie et al. 2009). 

 
RESULTS and DISCUSSION 

 

Phylogenetic position of OlTbx 

The sequence we isolated from O. lobularis by a PCR approach corresponds to a gene 

containing the complete coding sequence of a T-box domain. An alignment of Tbx sequences 

from several bilaterians as well as of a ctenophore Mnemiopsis leidyi (Yamada et al. 2007) 

and sponges was adapted from a recently published analysis (Larroux et al. 2008). 

The topologies obtained with ML method or with Bayesian inference are overall congruent 

with recent published results (Yamada et al. 2007; Larroux et al. 2008). We recovered two 

well-defined clades, one formed by the two subfamilies Bra/Tbr and the other formed by the 

rest of the subfamilies (Tbx1, Tbx2 and Tbx6). Several sponge sequences from previous work 

(AmqTbx4/5, SdTbx2, SdBra, SrBra) included in our analyses are clearly affiliated with the 

Brachyury subfamily and Tbx 4/5 group as previously observed (Larroux et al. 2008).  

In our ML analysis, two other T-Box genes previously identified from the démosponges 

Amphimedon queenslandica and Axinella verrucosa (AmqTbx1/15/20, AvTbx1/15/20) together 
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with our newly obtained sequence from O. lobularis form a clade within the Tbx6 subfamily, 

with weak statistical support (Fig. 1B). To date, no genes related to Tbx6 members have been 

characterized outside the bilaterian lineage, leading authors to suggest that the diversification 

of the Tbx6 subfamily occurred in the bilaterian lineage (Yamada et al. 2007). It is important 

to note that even if many Tbx genes from basal metazoans have unresolved positions (Yamada 

et al. 2007; Larroux et al. 2008), we cannot exclude the possibility that some of them may 

represent very divergent members of the Tbx6 subfamily. In the Bayesian inference, our 

sequence stands in basal position at the well supported clade (maximal statistical value) 

comprising Tbx1, Tbx2 and Tbx6 subfamilies (Fig. 1A). Therefore, the belonging of OlTbx to 

Tbx6 subfamily is uncertain. DmDoc1-3, considered as members of Tbx6 subfamily, have 

also unstable position in our topologies (Figure 1). In previous study, statistical values weakly 

support the relationship within the Tbx6 subfamily (Yamada et al. 2007). 

Although no clear orthology link within this group can be established, our results confirm that 

gene duplication events occurred before the radiation of sponges and that the metazoan 

ancestor genome would have contained at least three Tbx genes. But, according to the 

position of sponge sequences, while we agree with previous hypothesis proposing that one 

Brachyury and one Tbx 4/5 were probably present in metazoan common ancestor (Larroux et 

al. 2008), the assignation of the supposed thirdl gene remains to be clarified. 

 

OlTbx is a marker of the Oscarella lobularis’s prosopinacoderm  

By performing in situ hybridization on fixed pieces and serial sections of the adult stage 

of O. lobularis, we observed that OlTbx is exclusively expressed in epithelium bordering 

inhalant channels of the aquiferous system, named prosopinacoderm (Fig. 2). Such cell-type 

specific gene expression has already been reported in sponges (Richelle-Maurer and Van de 

Vyver 1999; Funayama et al. 2005; Gazave et al. 2008; Larroux et al. 2008; Lapébie et al. 

2009). In sponges (Rasmont 1975; Simpson 1984; Pavans de Ceccatty 1986), morphogenetic 

processes are not restricted to embryonic development but act throughout the adult lifespan so 

that genes implicated in cell identity and body patterning may be expected to keep on 

expressing at the adult stage as in Cnidaria (Meinhardt 2002). Since adult structures require 

genes acting exclusively in bilaterian embryogenesis, the comparison of Tbx genes 

involvement in the prosopinacoderm of O. lobularis and in bilaterian endomesoderm 

developments is not far-fetched. 
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Prosopinacoderm in O. lobularis forms by invagination controlled by canonical WNT 

pathway  (Lapébie et al., 2009) which is reminiscent with endomesoderm formation in 

eumetazoan gastrulas (Martindale and Hejnol, 2009). Although they exhibit diverse patterns 

of spatial and temporal expression during the embryogenesis and the organogenesis (Showell 

et al. 2004; Grapin-Botton and Constam 2007; Wardle and Papaioannou 2008), Tbx are 

implicated in germ layer specification and/or morphogenetic events during eumetazoan 

gastrulation (Technau 2001; Scholz and Technau 2003; Martindale 2005). This inner layer 

specification does not seem to be attributable to particular orthology group but would be an 

ancient feature of T-box domain containing genes. The Brachyury gene has been intensively 

studied in this field, because it was thought to be at the origin of the mesoderm (Technau and 

Scholz 2003; Showell et al. 2004; Naiche et al. 2005; Wardle and Papaioannou 2008). 

However, the comparison of its expression pattern between basal deuterostomes, protostomes, 

cnidarians and ctenophore embryos, seems to indicate that Brachyury ancestrally acts in 

gastrulation rather in morphogenetic processes (Martindale 2005; Bielen et al. 2007; Yamada 

et al. 2007) than in germ layer specification. Tbx6 subfamily is a mesodermal inducer in 

Vertebrates (Wardle and Papaioannou 2008) and is expressed in the ascidia Ciona 

presumptive mesoderm (Christiaen et al. 2009). Tbx6/Doc genes in Drosophila are expressed 

in the dorsal region of the blastoderm before gastrulation and are also required in the 

invagination of the epithelial layer, the amnioserosa, during gastrulation (Hamaguchi et al. 

2004). VegT, a member of Tbx6 subfamily is maternally expressed during Xenopus laevis 

endomesoderm formation and is essential for specification of endoderm and the induction of 

mesoderm (Zhang et al. 1998; Xanthos et al. 2001; Clements and Woodland 2003; Grapin-

Botton and Constam 2007). However orthologs of VegT are not implicated in endomesoderm 

in lamprey, ascidian, amphioxus, zebrafish and mouse because they are not expressed 

maternally, while eomesodermin orthologs are (Horton and Gibson-Brown 2002; Bruce et al. 

2003; Takatori et al. 2004; Bruce et al. 2005; McConnell et al. 2005). Eomes, closely related 

to Brachyury (Fig. 1), is essential for meso-endoderm differentiation in all vertebrates from 

the lamprey and bichir (Bjornson et al. 2005; Grapin-Botton and Constam 2007; Takeuchi et 

al. 2009). In contrast, Eomes is not expressed maternally in X. laevis and is required for 

mesoderm induction, but not for endoderm specification (Ryan et al. 1996; Showell et al. 

2004). Thus, it is assumed that VegT, as a maternal factor, has been co-opted to endo-

mesoderm development secondarily in Amphibians (Takeuchi et al. 2009).  

Since Tbx genes are expressed during gastrulation, the lack of functional data means that we 

are unable to determine their precise role either in germ layer specification or in 
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morphogenetic movements. However, in this work, the fact that OlTbx is specifically 

expressed in O. lobularis’s endopinacoderm in a constitutive manner, without morphogenetic 

events, suggests that the layer determination may be a function of this T-box containing gene. 

 

Perspectives: Are the WNT canonical pathway and T-box genes an ancient toolkit for 

epithelial morphogenesis and layer formation?  

The OlTbx expression pattern we have described here, when compared to previous studies on 

the sponge O. lobularis and other basal eumetazoans, highlights striking mechanistic 

similarities for inner layer formation. 

In Cnidaria and Homoscleromorpha, the inner layer is formed by invagination: 

prosopinaoderm of O. lobularis during ostium formation (Lapébie et al. 2009) and endoderm 

of Nematostella and Clytia during gastrulation (Byrum 2001; Kraus and Technau 2006). In O. 

lobularis, at least one Wnt gene is expressed in the external tip of prosopinacoderm at the 

frontier between the two layers (exo- and endopinacoderm) around the ostia (Lapébie et al. 

2009). In the oral organizer of Cnidaria, Wnts are also expressed from blastopore to its 

derivate, the hypostome (Wikramanayake et al. 2003; Broun et al. 2005; Kusserow et al. 

2005; Momose et al. 2008; Lengfeld et al. 2009). Both morphogenesis are initiated by 

WNT/βcatenin (Wikramanayake et al. 2003; Momose and Houliston 2007; Momose et al. 

2008; Lapébie et al. 2009) and the noncanonical WNT pathway PCP (Momose and Houliston 

2007; Momose et al. 2008; Lapébie, unpublished). The T-box gene Brachyury is expressed 

around the blastopore and endodermal mesenteries in Nematostella (Scholz and Technau 

2003) and in the endoderm of the mouth anlage in Hydra (Technau and Bode 1999; Spring et 

al. 2002) as well as in Ctenophora (Yamada et al. 2007)) and seems to be transcriptionally 

controlled by WNT canonical pathway (Broun et al. 2005). As described before, T-box gene 

from O. lobularis, OlTbx has a comparable expression pattern compatible with 

prosopinacoderm specification.  

Since OlTbx is not orthologous of Brachyury, its expression pattern cannot be taken as an 

evidence for homology between both structures. However, evidences in vertebrate 

embryology indicate that the endomesoderm specification function is not necesarily correlated 

with any group of orthology. Indeed, co-optation of VegT in endomesoderm specification 

instead of Eomes have been reported in amphibians. Brachyury was co-opted in notochord 
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induction in chordates. Therefore, this gene swapping within various Tbx clades suggest that 

inner layer specification would be an ancient feature of T-box in Metazoa.  

This finding merits further testing because it may shed light on a conserved use of the 

molecular toolkit «WNT signaling/T-box transcription factors» in fundamental 

morphogenetic and differentiation processes. Any parallels between expression in both 

invaginating epithelial layers may result from evolutive convergence, favored by highly 

conserved functions of both WNT signaling and T-box domains at molecular and cellular 

levels. More genetic data and functional evidence on different stage like metamorphosis will 

be needed to test appealing hypotheses of homology of structure between Homoscleromorpha 

and Eumetazoa as recently proposed (Maldonado 2004; Nielsen 2008; Mikhailov et al. 2009) 

but still unverified. 

 

CONCLUSION 

The characterization of new Tbx gene in a homoscleromorph sponge species, Oscarella 

lobularis and the phylogenetic analyses of T-Box sequences confirms that the Urmetazoa 

probably owned three Tbx genes but challenges the assignation of one of this ancestral genes. 

The expression pattern of this gene, OlTbx, is restricted to the invaginating epithelial layer 

named prosopinacoderm in O. lobularis. Although this study does not allow definitive 

conclusions concerning either the evolution of the T-box family or their ancestral role, it 

suggests that the ancestral role of T-box contining genes may have concerned cell layer 

formation and raises challenging questions regarding a potentially conserved WNT/T-box 

system regulating epithelial formation. Further studies are needed and, with regard to their 

epithelial development and organization, the Homoscleromorpha appear to be a suitable 

sponge group for this purpose. 
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Figure legends 

 

Figure 1  

Inference tree of the T-box gene families. A. Bayesian tree. B. Maximum likelihood tree. 

Bayesian posterior probabilities (A) and bootstrap values for 100 replicates (B) are statistical 

supports of nodes. Sponge branches are marked by asterisks. Taxon abbreviations: Amq: 

Amphimedon queenslandica, démosponge; Ap: Asterina pectinifera, echinoderm; Av: 

Axinella verrucosa, démosponge; Ci: Ciona intestinalis, urochordate; Dm: Drosophila 

melanogaster, insect; Dr: Danio rerio, vertebrate; He: Hydractinia echinata, hydrozoan 

cnidarian; Lg: Lottia gigantea, mollusk; Lv: Lytechinus variegatus, echinoderm; Mm: Mus 

musculus, vertebrate; Mt: Molgula tectiformis, ascidian; Nv: Nematostella vectensis, 

anthozoan cnidarian; Ol: Oscarella lobularis, Homoscleromorpha, sponge; Om: Oopsacas 

minuta, hexactinellid sponge; Pc: Podocoryne carnea, hydrozoan cnidarian; Pf: Ptychodera 

flava, hemichordate; Pp: Pleurobrachia pileus, ctenophore; Pv: Patella vulgata vulgaris, 

mollusk; Sd: Suberites domuncula, démosponge; Sr: Sycon raphanus, calcarae, sponge; Ta: 

Trichoplax adhaerens, placozoan; Xl: Le Xenopus laevis, vertebrate 

 

Figure 2  

Expression pattern of OlTbx in Oscarella lobularis prosopinacoderm in adult tissues. (A, B): 

In situ hybridization on serial histological sections (A) and whole mount sponge pieces (B) 

with digoxygenin RNA probes for OlTbx. Inhalant channels of the aquiferous system 

(prosopinacoderm) express OlTbx.  (C, D) Scanning electron microscopy magnification of the 

body of O. lobularis (C) and drawing from Schulze (1877) explaining anatomical structures 

of O. lobularis (D). Ch. C: Choanocyte chamber. Ex: Exopinacoderm. In. cn.: principal 

inhalant. Ex. cn.: exhalant channels of the aquiferous system. 
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 Article 9: WNT/β-Catenin Signalling and Epithelial 

Patterning in the Homoscleromorph Sponge 

Oscarella 

Ce travail dont je suis 2e auteur a fait l’objet d’un article de recherche publié dans la revue 

Plos One en 2009 
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 Protocoles d’immunohistochimie et d’inhibition 

chimique 
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Protocole d’immunohistochimie utilisé pour les expériences de 

localisation de la protéine Notch  

 

Après récolte, les échantillons d’éponge frais ont été fixés 24h soit dans de l’éthanol 100% 

soit dans du méthanol 100 % puis stockés à -20 °C. Un fragment de ces échantillons a été 

prélevé et inclus en paraffine (bains successifs). Des coupes de différentes épaisseurs (6, 8 

ou 10 µm) ont été réalisées au microtome et fixées sur des lames Superfrost (permettant 

une meilleure adhérence des tissus) par Chantal Mahé-Bézac. Les lames ont ensuite été 

déparaffinées dans du LMR ® (substitut de Xylène) et progressivement réhydratées. Dans 

un premier temps, elles ont été saturée avec une solution de blocage (Tampon Pipes, Sérum 

Albumine Bovine (BSA) et Triton X100) et ensuite le premier anticorps a été ajouté 

(concentration variable en fonction de l’anticorps) et incubé soit 30 min à température 

ambiante soit la nuit à 4°C. Après plusieurs lavages des lames avec la solution de blocage, 

l’anticorps secondaire avec marquage fluorescent a été ajouté et incubé dans le noir soit 30 

min à température ambiante soit la nuit à 4°C. Les lames sont ensuite lavées dans une 

solution tampon et du DAPI (qui marque les noyaux des cellules en bleu fluorescent) a été 

ajouté pendant 15 min. Après quelques lavages dans la solution tampon, une goutte de 

solution Cityfluor (solution ralentissant la disparition du signal fluorescent) est déposée et 

les lames sont ensuite recouvertes d’une lamelle et prêtes à être observées au microscope à 

épifluorescence. Nous avons également testé une méthode d’amplification du signal 

fluorescent via l’utilisation d’un kit « Kit Renaissance TSA fluorescence systems tyramide 

signal amplification, for Fluorescence in situ hybridization and immunohistochemistry » 

commercialisé par Perkin Elmer. Ce kit nécessite de réaliser une étape supplémentaire et 

l’utilisation d’anticorps secondaires biotinylés. Dans notre cas, le signal observé sans 

amplification était suffisant et cette étape après avoir été testée une fois n’a plus été refaite. 

Ce protocle a été modifié d’après (Mukhina et al., 2006 ; Abedin et King, 2008). 
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Protocole d’inhibition chimique de la voie Notch par le DAPT 
 

Après récolte, les éponges ont été nettoyées et coupées en petits fragments d’environ 0,5 

mm3. Ces fragments ont été laissés pendant environ trois jours dans les aquariums de la 

station afin de leur permettre de se régénérer. En effet, nous ne voulions pas qu’un 

phénomène supplémentaire tel que la régénération des fragments puisse interférer avec 

notre expérience. Après cela les fragments d’éponges ont été placés dans des boîtes de 

Pétri en verre autoclavées (permettant une meilleure survie que le plastique) contenant 

diverses solutions pendant 2h, 6h, 24h ou 48h à 15 °C. Le DAPT est commercialisé sous 

forme de poudre. Il a été resuspendu dans du DMSO pour obtenir une solution stock à 100 

mM. La solution de travail (100 µM) est préparée à partir de la solution stock diluée dans 

de l’eau de mer filtrée. Pour chaque temps, trois conditions ont été réalisées : traitement au 

DAPT, témoin négatif contenant une solution de DMSO au 1/1000e, et témoin négatif 

contenant de l’eau de mer filtrée. Le DAPT étant connu pour avoir un temps d’action assez 

court (M. Vervoort et A. Pasini, communications personnelles), il a été remplacé toutes les 

12h pour les traitements durant 24h et 48h. Les échantillons ont été fixés dans l’éthanol 

100 % à -20 °C pour être ensuite inclus. Ce protocle a été modifié d’après (Kasbauer et al., 

2007). 
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Résumé 
Le système neuro-sensoriel est considéré comme une synapomorphie des eumétazoaires, sur la base de la 
présence, chez ces organismes, du neurone. Les éponges, en tant que métazoaires non-bilatériens, sont d’un 
intérêt tout particulier pour comprendre l’origine et l’évolution de nombreux processus développementaux, tels 
que la mise en place du système neuro-sensoriel. Même si elles ne possèdent pas de neurones, ce ne sont pas des 
organismes passifs ; elles présentent des formes de communication chimiques et électriques. Cependant, rien 
n’est actuellement connu concernant les types cellulaires ni les mécanismes précis impliqués dans ces processus. 
Dans cette perspective de recherche, l’éponge homoscléromorphe Oscarella lobularis a été choisie comme 
modèle lors de cette thèse. Dans un premier temps, différents travaux pour la caractériser ont été réalisés. 
L’étude de ses relations phylogénétiques au sein des homoscléromorphes a notamment permis de restaurer une 
ancienne famille : les Oscarellidae. Je me suis attachée par la suite à identifier des gènes connus pour être 
impliqués dans la mise en place du système nerveux chez les eumétazoaires. Parmi les mécanismes moléculaires 
connus, la voie de signalisation Notch semble incontournable chez les bilatériens. Son origine et son évolution 
ont été étudiées à l’échelle des eucaryotes, révélant ainsi que cette voie est une synapomorphie des métazoaires 
bien que plusieurs de ses composants soient plus anciens. Mes résultats d’immunolocalisation de la protéine 
Notch révèlent un marquage dans les choanocytes. En parallèle, j'ai également montré l'expression dans ces 
cellules d'un facteur de transcription apparenté aux NK6-7, familles jouant un rôle dans la neurogenèse chez les 
bilatériens. Ces résultats semblent appuyer une hypothèse récente proposant que les choanocytes pourraient 
avoir des fonctions neuro-sensorielles. L'intégration d’autres données (moléculaires, physiologiques, 
biochimiques…) reste cependant  indispensable à la validation de cette hypothèse et sont en cours de 
développement. Plus globalement, ces résultats vont dans le sens d'hypothèses récentes qui suggèrent que 
l'ancêtre commun des métazoaires présentait déjà une relative complexité moléculaire et fonctionnelle, même si 
ces fonctions devaient être assurées par des cellules multifonctionnelles. 

 
Abstract 

The neuro-sensory system is considered to be a eumetazoan synapomorphy. Indeed, all these organisms share a 
specifialized cell: the neurone. Sponges, as non-bilateiran, are of special interest to investigate the origin and 
evolution of developmental processes, such as the emergence of neuro-sensory system. Although they are 
nerveless, sponges are not passive organisms; they harbour chemical and electric communication. Nevertheless, 
presently, nearly nothing is known concerning implicated cell types or conduction mechanisms. In the aim of 
understanding the nervous system origin, the homoscleromorph sponge Oscarella lobularis has been used as a 
sponge model in this thesis. First, diverse studies have been realised in order to characterise this species. The 
study of its phylogenetic position among homoscleromorph allowed us to restore an ancient family: the 
Oscarellidae. Then, I tried to identify genes that are known to be implicated in eumetazoan nervous system 
patterning. Among them, the Notch signalling pathway is crucial. Its origin and evolution have been 
investigated at the eukaryotic scale, revealing that this pathway is a metazoan synapomorphy, although several 
components emerged earlier. Notch protein immunolocalisation results in the staining of choanocytes. In 
parallel, I have also reported the expression pattern exclusively in this cell type, of a transcription factors related 
to NK6-7, those families being implicated in bilaterian neurogenesis. These results are in agreement with a recent 
hypothesis proposing that choanocytes may harbor neuro-sensory functions. The integration of other molecular, 
physiological and biochemical data is crucial to validate this hypothesis and is in progress. More globally, these 
results are in agreement with recent hypotheses suggesting a relative molecular and functional complexity of the 
metazoan common ancestor, although diverse functions may have been assumed by multifunctional cells.   
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