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Article abstract

During the evolution, sex determination occured early. Sex determining factors
were progressively isolated from other genes in sexual chromosomes, or
gonosomes. Among vertebrates, evolution took two opposite pathways : in
mammals, the system of XX:XY sex determination, with Y chromosome,
in-duces male differenciation. In contrast, in birds, the system ZZ:ZW, with the
W chromosome, induces female differenciation. But comparative studies show
that the two pathways are not so simple. In the chicken as in the lower
vertebrates, estrogens play a central role in gonadal sex differenciation.
Several genes, show to be critical for mammalian determination, are also
expressed in the chicken but their expression pattern differs, indicating
functional plasticity. The W-linked female determinants remains still
unknown. But comparative studies of the two pathways, with conserved and
divergent elements, are broadening our understanding of sex determination.
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> Au cours de I’évolution, la séparation des indi-
vidus en deux genres, madle et femelle, s’est tres
tot imposée. Puis, les facteurs masculinisants ou
féminisants ont été peu a peu isolés des autres
genes. Ainsi sont apparus les gonosomes, chro-
mosomes sexuels porteurs principalement - sinon
essentiellement - de ces facteurs de différencia-
tion vers I’'un ou I'autre genre. D’une maniere
schématique, chez les vertébrés, I’évolution
semble s’étre faite dans deux directions oppo-
sées : tandis que, chez les mammiferes, le sys-
teme XX:XY détermine, par les facteurs portés par
I’Y, la différenciation madle, chez les oiseaux, en
revanche, le systeme ZZ/ZW entraine, grdce au
chromosome W, la différenciation femelle. €n
réalité, la comparaison entre les deux systemes
se révele infiniment plus complexe. Chez les
oiseaux, comme chez les vertébrés inférieurs, la
différenciation gonadique est en grande partie
conditionnée par les cestrogenes ; certains genes
essentiels a la détermination sexuelle chez les
mammiferes sont exprimés également chez le
poulet, mais leur profil d’expression differe,
démontrant leur plasticité fonctionnelle. Enfin,
et surtout, on connait encore mal les génes de
différenciation sexuelle portés par le chromo-
some W. Mais les études comparatives sur les
voies suivies par les vertébrés, avec leurs diver-
gences et leurs convergences, élargissent notre
connaissance et notre compréhension des divers
mécanismes de différenciation sexuelle. <
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La sexualisation, un des facteurs importants de I’évolu-
tion des especes vivantes, revét de multiples facettes
et ne se limite pas au systeme XX:XY des mammiféres.
Chez les oiseaux, la détermination sexuelle repose sur le
systeme ZZ:ZW qui est, dans une certaine mesure, dia-
métralement opposé : le chromosome W est porté par
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hétérogamétiques

tandis que les mdles sont homogamétiques. Mais I'ana-
lyse détaillée des mécanismes de la différenciation
sexuelle aviaire, dans ses aspects génétiques et mor-
phologiques, révele des phénomeénes complexes: (1)
comme chez les vertébrés inférieurs, les cestrogenes
jouent un rdle important ; (2) les profils d’expression
des génes communs aux mammiferes et aux oiseaux ne
sont pas les mémes dans les deux lignées ; (3) des génes
récemment découverts interviennent spécifiquement
dans la différenciation sexuelle aviaire. Cependant,
paradoxalement, on n’a pas trouvé jusqu’a présent de
geéne déterminant la différenciation ovarienne sur le
chromosome W des oiseaux femelles, analogue du gene
SRY intervenant dans la différenciation testiculaire
chez les mammiferes. Mais comme le souligne une
excellente revue australienne toute récente [1], les
données actuelles sur les mécanismes de la différencia-
tion sexuelle des oiseaux offrent d’intéressantes pers-
pectives sur I’ensemble des processus de sexualisation
advenus au cours de I"évolution des vertébrés.

Les gonosomes aviaires Z et W

La lignée des oiseaux et celle des mammiferes a divergé
a partir d’ancétres reptiliens il y a environ 350 millions
d’années. Les oiseaux proviennent de reptiles diapsides
(2 fosses temporales) et les mammiféres de reptiles
synapsides (une seule fosse temporale) (Figure 1). On
connait le divorce programmé depuis 250 millions d’an-
nées entre les chromosomes X et Y. Ce dernier a progres-
sivement réduit sa taille et, surtout, le nombre de ses



genes pour ne plus garder qu’une petite région pseudo-autosomique qui
s’apparie a I’X au cours de la méiose masculine. De méme, le chromo-
some W (1% du génome haploide aviaire) ne posséde plus qu’une petite
région euchromatique a la partie terminale de son bras court. Il forme
un complexe synaptonémal avec le chromosome Z pendant la méiose
femelle. Mais les gonosomes aviaires ne procédent pas des mémes
proto-gonosomes que X et ¥ puisque Z est en partie synténique avec le
chromosome 9 humain tout en contenant quelques blocs homologues en
synténie avec des régions des chromosomes humains 5, 8 et 18 [2].

Roles des gonosomes : I’introuvable géne féminisant

Contrairement a I'espéce humaine ou les conséquences de la perte
(45,X : syndrome de Turner) ou de I’excés d’un gonosome (XXY : syn-
drome de Klinefelter) ont été bien étudiées et ont permis d’affirmer
que la présence d’un Y (avec SRY) est nécessaire et suffisante pour la
différenciation testiculaire, aucune dysgonosomie aviaire permettant
de déterminer le rdle de chacun des gonosomes n’a été observée. Cer-
taines observations anciennes d’oiseaux latéralisés (mdle d’un cté : a
droite, femelle de I’autre : & gauche) n’ont pas été confirmées par des
études cytologiques ou moléculaires. REcemment, toutefois, un pas-
sereau gynandromorphe a été observé avec une latéralisation ZW
femelle du cdté gauche et ZZ mdle du cdté droit [3]. €n absence de
cas d’aneuploidie, I"hypothese d’un effet létal - au stade embryon-
naire - de la perte d’un gonosome a été évoquée. Il existe toutefois des
poulets triploides. Dans ce cas, les animaux ont d’abord un état inter-
sexuel, avec un testicule normal a droite et, a gauche, transitoire-
ment, un ovotestis (mélange de tissus testiculaire et ovarien). Le phé-
notype est d’abord femelle puis les composants ovariens de I"ovotestis

dégéneérent et, a la période de maturité

sexuelle, les oiseaux deviennent phéno-

typiquement des cogs. Il semble donc

que le W porte un ou des déterminants

femelles. Si c’est le cas, ils ne sont pas

dominants puisque, chez les triploides ZZW, la régres-
sion du tissu ovarien s’effectue (& gauche) probable-
ment sous "effet des facteurs masculinisants portés en
double dose par les deux chromosomes Z. Les génes
intervenant dans I’ovogenése ne sont pas non plus por-
tés par le chromosome W. €n effet, si on injecte des cel-
lules germinales ZZ a des embryons femelles ZW, cer-
taines de ces cellules se retrouvent dans le tissu ovarien
et sont capables d’accomplir une méiose pour devenir
des ovocytes fonctionnels, alors qu’elles sont dépour-
vues de chromosome W. La méiose est donc cellule-
autonome et controlée par des génes situés soit sur un
autosome, soit sur le chromosome Z.

Différenciation gonadique :
I’étonnante lévo-féminisation

On sait que, chez les mammiferes, les gonades primi-
tives se développent a partir du mésonéphros avec une
couche superficielle, corticale, et une couche profonde,
médullaire. La différenciation est plus rapide chez le
mdle, avec involution de la région corticale et dévelop-
pement de la région médullaire qui héberge les cellules
primordiales primitives. Chez la femelle, a 'inverse,

c’est la région corticale qui se développe

_ |ézards
poissons R =
4 tortues
» "
serpents | crocodiles olseaux
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» :
150 MA
"
P :
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Figure 1. Evolution des vertébrés. Les reptiles diapsides auraient évolué vers les archosauriens
(crocodiles/oiseaux) et vers les épidosauriens (Iézards/serpents). Le fond bleu correspond aux

animaux dont la détermination sexuelle est dépendante de la température. MA: millions d’an-

nées (d’apreés [1]).
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et héberge un stock non renouvelable de
cellules germinales. S’il existe un déca-
lage chronologique entre les sexes, le
processus se déroule en tout cas de
- facon symétrique. €n revanche, chez les
mammiferes . eps - .
4 oiseaux, la différenciation gonadique
des femelles a une particularité : elle est
asymétrique. Tandis qu’un ovaire se
développe a gauche (avec épaississe-
ment de la région corticale comme chez
les femelles de mammifeéres), la gonade
droite, aprés un développement discret,
régresse (Figure?2).

synapsides

Limportance des hormones

Chez les mammiféres euthériens, la
gonadogenese est insensible aux hor-
mones exogeénes. Chez les oiseaux, au
contraire, "adjonction d’cestrogenes
peut provoquer une inversion sexuelle.
Chez les femelles, 'aromatase - enzyme
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inhibitrice de la synthese d’cestrogénes -
provoque une inversion sexuelle femelle
— mdle qui est définitive. Quant aux
males traités a I’cestradiol, ils se fémini-
sent mais de facon réversible. Les deux
enzymes nécessaires a la synthese d’cestradiol, P-450
aromatase et 17[HSD, ne sont exprimées que dans les
gonades femelles au début de la différenciation gona-
dique (J6,5). Il est possible qu’un géne de détermina-
tion sexuelle porté par le W active ces deux enzymes. €n
revanche, les androgenes n’ont pas d’action car le
récepteur des androgénes est exprimé tardivement.
Pour que I'cestradiol puisse agir, son récepteur (ERCL)
doit étre présent. Effectivement, il est exprimé dans les
gonades des deux sexes avant la différenciation, dans
la région corticale principalement. Chez les males, I'ex-
pression décroit par la suite. Chez les femelles, elle
s’éteint dans la gonades droite. Le mécanisme contro-
lant cette asymétrie est encore inconnu. Mais on peut
dire que I'cestradiol synthétisé dans la zone médullaire
induit la différenciation en ovaire en stimulant le cortex
par I'intermédiaire de EROL. L'expression transitoire de
ce récepteur chez les madles ZZ explique leur sensibilité
aux cestrogeénes exogenes, conduisant a une féminisa-
tion.
Si on greffe des testicules embryonnaires a des
embryons femelles ZW avant la différenciation gona-
dique, les deux gonades, droite et gauche, évoluent en
testicules [4]. Cette transformation se

oiseaux, la différenciation gonadique peut se faire en I"absence de
cellules germinales. Ou bien, autre hypothése, elle pourrait réprimer
I’expression de I’aromatase chez les mdles. Mais ceci nécessiterait un
dosage génique bien précis puisque "’AMH est aussi exprimée chez les
femelles ou 'expression de "aromatase ne doit pas se produire. Peut-
étre enfin, cette inversion de la différenciation gonadique est causée
par un autre facteur, encore inconnu, sécrété par la greffe testicu-
laire.

La cascade des genes conservés chez les oiseaux

Les genes intervenant dans la différenciation sexuelle chez les mam-
miferes sont de mieux en mieux connus. Les plus précoces dans la cas-
cade sont des facteurs de transcription comme SF1 (steroidogenic
factor-1), WT1 (Wilm’s tumour-associated protein) et LHX9 (LIM
homeobox protein). lls sont remarquablement conservés chez les
oiseaux et exprimés dans les gonades indifférenciées des deux sexes.
Chez les mammiferes, SFI et WT1 activent I’expression de SRY. Ce pro-
duit étant absent chez les oiseaux, il importait de rechercher les réles
de ces facteurs dans les especes aviaires. SFI agit en fait sur I'aroma-
tase (qui est pourvu d’un site de liaison dans sa région promotrice).
L'expression élevée de SFI dans les gonades femelles doit corres-
pondre a la synthése d’cestrogenes. Ensuite, elle décroit alors qu’elle
se maintient chez les madles. Ce méme profil d’expression se retrouve
chez les crocodiles qui font partie de I’espece vivante la plus proches
des oiseaux aujourd’hui.

Le SOX9 a aussi une expression différente selon le sexe chez tous les
vertébrés.

fait sous 'influence de I’hormone anti-
mullérienne (AMH) produite par les cel-
lules de Sertoli des testicules greffés.
Chez les mammiferes, I’AMH est exprimée
plus tard dans la cascade des genes
intervenant dans la différenciation
gonadique, bien aprés des genes clés,
comme S0X9 par exemple. Chez les
oiseaux, I'expression d’AMH débute dans
les deux sexes avant la différenciation
gonadique. Mais son niveau d’expression
doit étre différent, nettement plus élevé
chez les males que chez les femelles
puisque son augmentation (en cas de
greffe de testicule) entrafne une inver-
sion du sexe.

Peut-étre I’AMH joue-t-elle un réle
déterminant puisqu’elle apparait juste
avant la différenciation histologique des
gonades. Elle pourrait empécher la colo-
nisation par les cellules germinales,
nécessaire a la formation des ovaires
chez les mammiferes. Mais, chez les
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Figure 2. Différenciation gonadique chez le poulet. A J3,5, les gonades primitives sont appa-
rentes avec une zone corticale et une zone médullaire. Les cellules germinales primordiales se
localisent d’abord dans la région corticale. La différenciation morphologique s’accomplit entre
15,5 et J6,5. Chez le mdle, les cordons médullaires se développent en tubes séminiferes conte-
nant les cellules germinales. Chez les femelles, la région corticale s’épaissit, mais seule la

gonade gauche se développe en testicule, tandis que la gonade droite régresse (d’aprés [11).



Il est structurellement conservé chez les mammiféres, les oiseaux et
les reptiles. Mais alors que chez les mammiferes, il interagit avec SFI
et WTI pour activer ’AMH, il n’apparait chez les oiseaux qu’apreés
I’AMH, comme chez les crocodiles.

A la recherche du facteur de détermination sexuelle

Contrairement a ce qui se passe chez les mammiferes pour le deuxieme
X, le deuxiéme chromosome Z n’est pas inactivé chez les males. De
nombreux génes liés au Z sont transcrits en double. Le gene DMRTI - un
bon candidat pour la détermination mdle - est absent sur le W et n’est
pas réglé par un effet de dosage génique. Il est exprimé en quantité
beaucoup plus importante chez les mdles avant et pendant la différen-
ciation gonadique. La protéine DMRTL est d’abord localisée dans les
noyaux des cellules des cordons médullaires. Il est étonnant de voir
que, chez la drosophile, ou chez Caenorhabditis elegans, les homo-
logues de DMRTI ont aussi des fonctions spécifiques du madle. DMRTI
représente donc un tres ancien gene de détermination male présent
dans différents phylums. Chez les mammiferes, la différence de dosage
entre les deux sexes ne se manifeste qu’aprés le début de la différen-
ciation gonadique. Chez la souris, 'invalidation ciblée de Dmrtl n’en-
traine pas d’inversion sexuelle mais seulement un dysfonctionnement
testiculaire post-natal. Tout se passe donc comme si DMRTI, détermi-
nant madle chez les vertébrés inférieurs et chez les oiseaux, avait été
supplanté par SRY chez les vivipares.

L’hypothese d’une interaction entre W et Z a été proposée dans un nou-
veau modéle de détermination sexuelle aviaire. Une équipe japonaise a
en effet mis en évidence une région hyperméthylée et inactive sur le
bras court des deux Z chez les mdles (MHM) [5]. Dans I'unique chro-
mosome Z chez les femelles, cette région MHM est en revanche hypo-
méthylée, transcrite avec un ARN non codant de haut poids molécu-

Différenciation

Jours d’incubation morphologique
L L L L L L

1 1 1 1 1 1 =

3,5 4,5 5,5 6,5 7,5 8,5

@ GATA4
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\mom
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Figure 3. Expression des génes durant la période de différenciation gonadique.

ovaire

DMRT1

Les cercles indiquent le début de I’expression, en bleu chez le male et en violet
chez la femelle. La taille indique I"importance comparative de I'expression
(d’apres [1]).
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laire. Or, I’étude des animaux triploides est éclairante:
alors que dans les gonosomes des triploides ZZZ, MHM
est hyperméthylée et inactive sur les trois Z, chez les
triploides ZZW, la région MHM des deux Z est hypomé-
thylée et transcrite, comme si le chromosome W inter-
venait a distance dans le statut de méthylation de la
région MHM des Z. On est tenté de faire le parallele avec
le géne Xist des mammiferes capable par accumulation
d’ARN non codant d’entrafner une extension de la
méthylation. €n présence d’un W, la région MHM hypo-
méthylée, en produisant un ARN qui s’accumule au site
de transcription, provoque la répression de certains
génes avoisinants, en particulier de DMRTI situé juste
sous la région MHM. S’il y a répression de DMRTI chez les
femelles, elle ne doit pas étre totale : bien qu’a faible
dose, DMRTI est exprimé dans les gonades ZW (Figure

3).
Les nouveaux genes candidats

Deux génes ont été découverts au cours de ces dernieres
années. Le premier, ASW (avian sex W-linked) code pour
une protéine qui a quelque homologie avec un inhibiteur
de la protéine kinase C, d’ou son autre nom : WPKCI.
ASW/WPKCI se retrouve une quarantaine de fois sur le
chromosome W, alors qu’il n’existe qu’une seule copie de
I’lhomologue ZPKCI sur le chromosome Z. Sa présence en
multiples exemplaires peut expliquer I'amplification de
son signal. Il est en effet fortement exprimé chez les
femelles, en particulier dans les gonades. Mais il n’est
pas capable d’induire une véritable différenciation
femelle chez les oiseaux ZZW. Ceux-ci, comme nous
I’avons dit, ne développent a gauche, et transitoire-
ment, qu’un ovotestis. De plus: (1) ASW/WPKCI n’est
pas spécifique de tissu dans les embryons femelles; et
(2) on ne le retrouve pas chez les autruches femelles qui
ont pourtant une différenciation sexuelle analogue aux
autres oiseaux. Mais il faut reconnaitre que le groupe
des ratites (autruches, émeus, casoars) a divergé treés
tot au cours de I’évolution aviaire et qu’il possede
encore des chromosomes sexuels homomorphiques.

Le second géne, récemment identifié, est un candidat a
la détermination ovarienne beaucoup plus séduisant :
FETI (female expressed transcrit) est localisé dans la
région euchromatique du bras court du W. Il n’a pas
d’homologue sur le Z ; il est exprimé presque exclusive-
ment dans le systéme urogénital femelle, avec expres-
sion élevée pendant la période de différenciation (J4,5 a
J6,5). Son expression est asymétrique, beaucoup plus
élevée dans la gonade gauche. Il code pour une protéine
prédite qui aurait une séquence signal et un domaine
transmembranaire. Aucun orthologue d’ASW/WPKCI ni
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de FETI n’a été retrouvé chez les mammi-  précede le début de la différenciation histologique (J6,5). Une inter-
féres. Ces génes (ou I'un d’entre eux) action de W sur la région MHM de Z, si elle se confirme, est intéres-
sont-ils les déterminants ovariens dans sante : elle laisse entrevoir une stratégie interchromosomique qui n’a
les lignages reptiles et oiseaux, ana- jamais été observée (jusqu’a présent) chez les mammiféres. Enfin,
logues au SRY des mammiferes ? Ce n’est  I’asymétrie de développement gonadique des femelles, phénomene
pas impossible, mais il reste encore dans ce cas a trou-  purement aviaire, rejoint étrangement d’anciennes croyances et des us
ver les génes en aval, qui agiraient sur I'aromatase, car et coutumes (semence femelle dans le testicule gauche selon Hippo-
ASW/WPKCI et FETI interviennent beaucoup trop tot pour  crate ; coté épitre (gauche) pour les femmes dans les églises ; place
agir directement sur cette enzyme (Figure 4). des boutons sur le coté gauche des vétements féminins...) qui perdu-
Par ailleurs, comment vérifier que DMRTI sur le Z ainsi  rent encore de nos jours et qui associent toujours féminité et coté
que ASW/WPKCI et FETI sur le W sont les bons candi- gauche. ¢
dats ? Lutilisation d’animaux transgéniques est trop
longue et trop difficile compte tenu du mode de repro-  SUMMARY
duction des oiseaux. Les stratégies les plus promet- Bird sex determination
teuses devraient étre, entre autres, 'utilisation de vec-  During the evolution, sex determination occured early. Sex determining
teurs rétroviraux pour une surexpression in ovo, ou bien  factors were progressively isolated from other genes in sexual chromo-
Iinvalidation de I’expression de génes par des somes, or gonosomes. Among vertebrates, evolution took two opposite
méthodes antisens. pathways : in mammals, the system of XX:XY sex determination, with Y
chromosome, in-duces male differenciation. In contrast, in birds, the
Conclusions system ZZ:ZW, with the W chromosome, induces female differenciation.
But comparative studies show that the two pathways are not so simple.
’étude des oiseaux, on le voit, fournit un excellent Inthe chicken asin the lower vertebrates, estrogens play a central role
moyen d’analyse de I’évolution de la détermination in gonadal sex differenciation. Several genes, show to be critical for
sexuelle des vertébrés. Les différences entre le modele mammalian determination, are also expressed in the chicken but their
des mammiferes et celui des oiseaux élargissent notre expression pattern differs, indicating functional plasticity. The W-lin-
vision de cette évolution. Situés a une étape intermé-  ked female determinants remains still unknown. But comparative stu-
diaire, les oiseaux conservent encore certains processus  dies of the two pathways, with conserved and divergent elements, are
existant chez les vertébrés inférieurs, comme le role clé  broadening our understanding of sex determination. ¢
des cestrogenes, mais ils possedent aussi la différen-
ciation gonadique et des génes en commun avec les REFERENCES
mammiféres. Le dimorphisme sexuel de 'expression des
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Figure 4. Les gonosomes aviaires Z et W. A. Quelques genes portés par les gono-

somes aviaires. B. Mécanisme proposé pour la régulation de la zone MHM chez TIRES A PART

les femelles, par action d’un facteur porté par W (d’apres [11]). S. Gilgenkrantz
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