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Nous avons étudié les bases génétiques de la détennination du sexe chez le pleurodèle en recherchant 

des gènes homologues de SRY, détenninant te~)ticulaire des mammifères. Une séquence Sox (SRY -box 

containing gene) a été clonée chez le pleurodèle mais elle ne joue sans doute aucun rôle dans la 

détennination sexuelle. Nous avons également étudié l'activité de l'aromatase au cours de la différenciation 

gonadique. La régulation de l'expression de cette enzyme constitue un événement-clé de la différenciation 

sexuelle chez les vertébrés hétérothennes. L'activité aromatase a été étudiée dans les conditions de 

différenciation sexuelle nonnale et sous l'effet de traitements thenniques et honnonaux qui inversent le sexe 

phénotypique. Des traitements de larves par divers inhibiteurs, comme des inhibiteurs de l'aromatase, ou 

d'honnones, comme l'oestradiol et la dihydrotestostérone, ont également été entrepris. Les résultats 

obtenus montrent le rôle primordial de l'oestradiol et de l'aromatase dans la différenciation sexuelle du 

pleurodèle. La dihydrotestostérone pourrait également intervenir de façon importante dans la différenciation 

mâle. 

mots-clés: Détennination du sexe - Amphibien - Pleurodèle - Gène SRY - Aromatase - Stéroïdes -

Température. 
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INTRODUCTION 

La détermination et la différenciation 

d'organes sexuels permettant aux organismes 

de se reproduire constituent pour les espèces 

un enjeu d'une importance capitale. Dans le 

monde animal, en plus de la diversité des 

modes de reproduction, les mécanismes de 

déterminisme du sexe sont très variés, 

contrairement aux mécanismes de nombreuses 

étapes-clés du développement qui sont 

souvent bien conservées. Cette variété 

provient du rôle de la détermination sexuelle 

dans la spéciation. La plupart des espèces 

présentent un système génétique de 

détermination, le sexe de l'individu étant 

déterminé dès la fécondation, alors que 

d'autres espèces ont leur sexe déterminé par 

certains facteurs de l'environnement. 

Là encore, à l'intérieur de chacun de 

ces deux systèmes, la diversité est de mise. 

Hétérogamétie mâle, hétérogamétie femelle, 

Xo sont, parmi d'autres, les principaux modes 

de déterminisme génétique du sexe. Chez des 

Invertébrés, comme la drosophile et le 

nématode Caenorhabditis elegans, la 

détermination du sexe se fait par les mêmes 

mécanismes que la compensation de dosage 

(compensation de la présence de deux 

chromosomes sexuels identiques chez les 

individus du sexe homogamétique par rapport 

à l'autre sexe). Chez les Vertébrés, comme les 

Mammifères, ces deux phénomènes sont 

découplés, bien que certains gènes de la 

détermination sexuelle soient dosage­

dépendants. 

Les facteurs de l'environnement 

intervenant dans la détermination sexuelle, 

comme chez les Vertébrés poïkilothermes par 

exemple, sont relativement nombreux : 

caractéristiques chimiques de l'eau, facteurs 

sociaux et comportementaux, température. 

1- LA DIFFERENCIATION SEXUELLE CHEZ LES VERTEBRES. 

L'embryon de Vertébré est sexuellement 

bipotentiel : il ne possède pas, jusqu'à un 

certain stade de développement, de structures 

sexuelles décelables bien que, dans la plupart 

des cas, le sexe soit génétiquement établi dès la 

fécondation. Les gonades apparaissent sous 

une forme indifférenciée, les crêtes génitales. 

Celles-ci proviennent d'un épaississement de 

la paroi du mésoderme somatopleural et d'une 

condensation cellulaire d'origine mésoné-



phrétique. Cette différenciation est semblable 

dans les deux sexes et correspond au stade dit 

sexuellement indifférencié. 

Auparavant, le pronephros a mis en 

place une paire de canaux de Wolff auxquels 

se connectent les mésonephros et qui seront 

longés par les futurs oviductes, les canaux de 

Müller. Le premier signe de différenciation du 

sexe gonadique mâle est l'apparition dans la 

partie médullaire de la gonade, de cordons 

séminifères, ébauches des futurs tubes 

séminifères du testicule. Cette période 

correspond également à une différenciation des 

cellules de Sertoli. Les hormones testiculaires 

provoqueront ensuite la régression des canaux 

de Müller et seront responsables du 

développement des canaux de Wolff et de la 

masculinisation du tractus urogénital. 

La gonade femelle reste à un stade 

indifférencié plus longtemps que les gonades 

en développement testiculaire. Son édification 

se réalise, contrairement au testicule, à partir 

du cortex de la gonade. Chez l'embryon 

femelle, les canaux de Wolff seront urinaires 

chez les Anamniotes adultes et régresseront 

chez les Amniotes adultes. Les canaux de 

Müller persistent et se développent en 

oviductes. 

Ainsi, la différenciation des gonades se 

réalise à partir de deux composants distincts 

des gonades: la médulla pour le testicule et le 

cortex pour l'ovaire. 

Ce schéma de développement présente 

plusieurs niveaux de régulation. Des 

dysfonctionnements de l'un ou l'autre de ces 

niveaux entraîneront des degrés différents 

d'inversion sexuelle. 

Un premier niveau de régulation 

correspond à la différenciation des gonades 

primordiales: une mauvaise régulation de ce 
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niveau provoque l'absence de gonades 

(agénésie gonadique). 

Le deuxième niveau de régulation 

correspond à la différenciation sexuelle des 

gonades, qui détermine les caractères sexuels 

primaires (et par suite les autres caractères 

sexuels) : c'est à ce niveau que l'on pourra 

observer les inversions sexuelles complètes 

(dysgénésie gonadique complète). 

Les niveaux suivants correspondent à la 

mise en place du tractus urogénital (caractères 

sexuels secondaires) et des caractères sexuels 

tertiaires : une altération de ces niveaux 

conduira à des masculinisations ou 

féminisations partielles de l'organisme 

(pseudohermaphrodisme ). 

Chez les Vertébrés, le contrôle de la 

détermination sexuelle est, dans la majorité des 

cas, d'origine génétique. 

Chez les Mammifères, de nombreux 

gènes de ce processus sont maintenant connus, 

mais l'orchestration de ces différents éléments 

reste obscure. Une fois la différenciation 

sexuelle des gonades enclenchée, des 

processus hormonaux prennent le relais pour 

la suite de la différenciation sexuelle. 

Chez les Vertébrés non-mammaliens, 

les hormones semblent intervenir pour une part 

importante dans la détermination sexuelle. Par 

ailleurs, chez les Vertébrés poïkilothermes, la 

détermination du sexe de l'individu par la 

température est un phénomène relativement 

répandu, notamment chez les Reptiles. 

L'étude des relations entre la 

détermination génétique du sexe et la 

détermination par la température en est encore 

à ses débuts. Néanmoins, des relations entre 

l'action des hormones sexuelles et celle de la 

température ont pu être établies. 
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2- DETERMINATION GENETIQUE DU SEXE: CAS DES MAMMIFERES. 

2.1- Rôle des stéroïdes chez les Mammifères. 

Chez les Mammifères, des hormones 

produites par le testicule, comme les 

androgènes et l'hormone anti-Müllerienne 

(AMH), sont responsables du développement 

du phénotype mâle. L'AMH sécrétée par les 

cellules de Sertoli provoque la régression des 

canaux de Müller tandis que la testostérone 

sécrétée par les cellules de Leydig provoque le 

développement des canaux de Wolff qui 

donneront les épididymes, les canaux 

déférents et les vésicules séminales. La 

dihydrotestostérone est plus particulièrement 

responsable du développement des organes 

génitaux externes : scrotum et pénis. Après 

l'initiation de la différenciation testiculaire, ces 

hormones permettront le développement des 

caractères morphologiques, physiologiques et 

comportementaux du sexe mâle. 

Une castration d'un embryon mâle 

entraîne un phénotype femelle et un traitement 

par des androgènes d'un embryon femelle une 

masculinisation des caractères sexuels 

secondaires. 

Les stéroïdes sont impliqués dans la 

différenciation sexuelle mais, selon l'opinion 

communément admise, ne joueraient pas de 

rôle dans la détermination sexuelle. En effet, 

chez les Mammifères, l'inversion sexuelle 

complète par des stéroïdes est difficile, voire 

impossible à obtenir; la sécrétion des stéroïdes 

serait plutôt une conséquence qu'une cause de 

la détermination sexuelle. 

Cependant, des oestrogènes exogènes 

inversent le sexe des embryons mâles chez les 

Métathériens comme l'opposum et le wallaby 

(Burns, 1955 ; 1961 ; Shaw et al., 1988), 

alors que les stéroïdes n'ont pas d'effet chez 

les Euthériens. Chez ces derniers, il pourrait 

rester néanmoins une sensibilité ancestrale: 

des gonades primordiales d'embryons de 

souris transplantées sous la capsule rénale de 

mâles adultes se développent en ovotestis 

(Taketo et al., 1988). 

En revanche, chez le lapin, une 

mutation du gène codant pour le cytochrome 

P450 scc n'inhibe pas la formation des 

surrénales et des gonades (Pang et al., 1992). 

De même, l'inactivation du gène du récepteur 

de l'oestradiol chez la souris n'entraîne pas 

d'inversion sexuelle: les seuls effets observés 

sont un utérus hypoplasique, l'absence de 

corps jaunes et une stérilité (Lubahn et al., 

1993) . 

Chez les Mammifères, les ovaires ne 

sont pas indispensables à la féminisation du 

tractus génital et de l'organisme, ce qui a 

conduit à la définition du sexe femelle comme 

le "sexe de base". Des fragments de tractus 

génital des deux sexes cultivés in vitro dans un 

milieu dépourvu d'hormones montrent une 



persistance des canaux de Müller et une 

régression des canaux de Wolff. Dans les 

années quarante, Jost a montré que le 

prélèvement des crêtes génitales sur des 

embryons de lapin, avant le début de la 

différenciation sexuelle, entraîne le 

développement de tous ces embryons en 

femelles. Parallèlement, une greffe de testicule 

sur un embryon femelle provoque une 

différenciation mâle du tractus génital. Enfin, 
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l'implantation d'un cristal d'androgène dans la 

cavité abdominale d'un mâle castré stimule le 

développement des canaux mâles mais 

n'inhibe pas le développement des canaux de 

Müller (Jost, 1947, 1953). Il en a été déduit 

que c'était la présence ou l'absence de 

testicules qui déterminait la différenciation 

sexuelle du tractus génital, en particulier la 

présence d'androgènes et de l'hormone anti­

Müllerienne. 

,?2- TDF. 

En 1959 fut démontré le rôle du 

chromosome Y dans la détermination sexuelle 

(Ford etai., 1959; Jacobs et Strong, 1959): 

les individus avec un seul chromosome X se 

différencient en femelles et ceux avec un ou 

plusieurs X et un chromosome Y se 

différencient en mâles. Il fut alors postulé 

l'existence d'un ou plusieurs gènes dominants 

situés sur le chromosome Y et intervenant dans 

la détermination testiculaire. Ce gène fut 

nommé TDF, Testis Determining Factor. Les 

caractéristiques que l'on attendait de ce gène 

étaient: 

- une conservation dans l'évolution. 

- une expression précoce au cours du 

développement embryonnaire au moment de la 

différenciation des gonades en testicules. 

- une expression spécifique des mâles. 

_:-_.y.n~~)(pr~.Slli9.nJjmi.~~a.lJ)(g9J:lades. '. 

- une expression et des mutations 

expliquant des pathologies de la détermination 

du sexe principalement observées chez 

l'homme. 

Ce sont ces pathologies de la 

détermination du sexe qui ont permis une étude 

de plus en plus précise de la région du 

chromosome Y qui porte TDF. 

,?.3- SRY. 

2.3.1-Isoiement. 

L'étude des cas d'hommes XX 

(fréquence: 1/20 000 naissances mâles) qui 

ont hérité, le plus souvent sur le chromosome 

X, d'un fragment du bras court du 

chromosome Y, a permis de localiser TDF peu 

avant la région pseudo-autosomique (région 

homologue avec le chromosome X qui permet 

l'appariement lors de la méïose). 



Page et al. (1987) ont pu localiser la 

région portant TDF à 140-280 Kb de la région 

pseudo-autosomique. Un seul gène a été 

découvert dans cette région: ZFY, codant pour 

un facteur de transcription à "doigt de zinc" 

(Zinc Finger Y). Chez la souris, les 

homologues de ZFY, Zfy1 et Zfy2, sont situés 

dans la région du chromosome Y connue pour 

contenir Tdy, l'homologue murin de TDF 

(Mardon et al., 1989). 

Mais Sinclair et al. (1988) ont montré 

peu de temps après que chez les Marsupiaux, 

les gènes homologues de ZFY étaient 

autosomaux. De plus, Koopman et al. (1989) 

ont mis en évidence que l'expression de Zfy 

n'est pas détectée chez des souris mâles 

porteuses d'une mutation empêchant le 

développement des cellules germinales, 

diminuant encore les chances de ZFY d'être 

IDF. Enfin, Palmer et al. (1989) ont décrit les 

cas de quatre hommes XX ayant hérité d'un 

morceau du chromosome Y ne contenant pas 

ZFY, réduisant ainsi la portion du 

chromosome Y portant TDF à 35-40 Kb de la 

région pseudo-autosornique. 

Dans cette portion spécifique du 

chromosome Y, Sinclair et al . (1990) ont 

découvert une seule séquence conservée chez 

les Mammifères Euthériens et correspondant 

au gène SR Y (Sex determining Region of the 

Y chromosome). Chez la souris, le gène 

homologue, Sry (par convention, le gène 

humain est écrit en majuscules et le gène murin 

en minuscules), est situé dans la région Sxr 

qui correspond à la région déterminant le 

développement testiculaire (Gubbay et al ., 

1990). 

7 

Le gène SRY des Mammifères code 

pour une protéine qui se lie à l'ADN grâce à un 

motif "HMG-box". Les protéines HMG sont 

des protéines nucléaires caractérisées par une 

forte mobilité électrophorétique (High Mobility 

Group). Ces protéines se fixent à l'ADN sans 

spécificité de séquence grâce à un domaine de 

80 acides aminés: le domaine HMG. Ce 

domaine a depuis été découvert dans différents 

facteurs de transcription dont l'un des mieux 

caractérisés est la protéine SRY. 

2.3.2- Expression . 

L'expression spatiotemporelle de SRY 

semble en accord avec un rôle important dans 

la détermination sexuelle. Les premières 

analyses en northem blot ont montré que SRY 

est exprimé dans le testicule adulte chez 

l'homme et chez la souris (Sinclair et al., 1990 

Gubbay et al., 1990). Au cours du 

développement, chez la souris, Sry est 

exprimé à partir de 10,5 jours post coïtum (j. 

p. c.) dans les crêtes génitales des embryons 

mâles jusqu'à 12,5 jours, ce qui correspond au 

premier stade de différenciation du testicule 

(Koopman et al., 1990) . 

L'expression embryonnaire de Sry, 

contrairement à l'expression dans le testicule 

adulte, ne dépend pas de la présence des 

cellules germinales puisque des embryons 

homozygotes pour~_.!1l11Wio l1 . .F (mutation 

qui empêche le développement des cellules 

germinales) expriment normalement Sry et 

développent des testicules (Koopman et al ., 

1990). 



Hacker et al. (1995) ont montré par 

protection à la RNase et RACE-PCR (Rapid 

Amplification of cDNA Ends-Polymerase 

Chain Reaction) la présence de deux 

promoteurs de transcription pour Sry : l'un 

distal, spécifique des cellules germinales du 

testicule adulte et l'autre proximal, spécifique 

des cellules somatiques des crêtes génitales. 

Les transcrits de grande taille synthétisés à 

partir du promoteur distal se présentent sous 

forme circulaire du fait de l'organisation 

particulière en "tandem répété inversé" du gène 

sry murin (Capel et al., 1993), et ne sont sans 

doute pas traduits. Le rôle de cet ARNm est 

inconnu. Le promoteur proximal donne 

naissance à un ARNm de 4,9 Kb présent dans 

les crêtes génitales et est responsable de la 

forme active de la protéine. 

L'expression de Sry commence à 10,5 

j. p. C., est maximale à Il,5 j. p. c. et décline 

ensuite rapidement (Hacker et al., 1995), ce 

qui correspond au moment de l'apparition des 

cordons testiculaires. 

Les deux gènes, humain et murin, ne 

semblent pas porter de séquences régulatrices 

d'initiation de la transcription: la régulation de 

l'expression de SR Y est encore inconnue. En 

revanche, l'ARN messager présente chez la 

souris de nombreuses structures qui pourraient 

indiquer une régulation post transcriptionnelle 

active (multiples ATG, séquences micro­

satellites dans les régions non traduites, 

séquences de déstabilisation de l'A RN , 

plusieurs sites de polyadénylation). 

La réalisation de souris transgéniques a 

apporté la preuve définitive que SRY est le 

seul gène du chromosome Y nécessaire à la 

détermination testiculaire. Un clone d'ADN 
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génomique de 14 Kb portant le gène Sry a été 

injecté dans des oeufs fécondés de souris 

(Koopman et al., 1991). Sur les embryons 

s'étant développés à terme, une souris 

présentait un phénotype mâle avec un 

caryotype femelle. Cette souris avait une 

morphologie et un comportement mâles 

normaux mais il y avait très peu de cellules 

germinales et pas de spermatogenèse. 

Ainsi, un fragment d'ADN génomique 

de 14 Kb portant le gène Sry est suffisant pour 

déterminer une différenciation sexuelle 

complète, la spermatogenèse ne pouvant 

cependant pas s'effectuer normalement du fait 

de l'absence des autres gènes du chromosome 

Y. 

2.3.3- SRY et inversion sexuelle. 

Les femmes XY présentent un 

caryotype XY avec un phénotype féminin, 

sans testicule. Certains de ces cas de 

dysgenésie gonadique complète ont pu être 

expliqués par la présence de mutations dans la 

séquence cod ante de SR Y (Berta et al., 1990 ; 

Jiiger et al., 1990). 

Dans environ 20% des cas de 

dysgenésie gonadique, des mutations ont été 

identifiées dans la boîte HMG de SRY 

(Hawkins, 1993 ; Poulat et al., 1994) ; peu de 

mutations ont été décrites dans les autres 

régions de SR Y : une mutation dans le 

domaine C-terminal (Tajima et al., 1994) et 

une délétion en 5' (McElreavey et al ., 1992). 

Les autres cas de dysgenésie gonadique 

pourraient sans doute être expliqués par des 

mutations dans d'autres gènes de la 

détemlination sexuelle. 



2.3.4- Rôle. 

Le mode d'action biochimique de la 

protéine SRY est encore peu connu : ses 

propriétés de liaison à l'ADN ont été étudiées 

en comparaison avec les autres protéines à 

HMG-box. 

SRY se lie spécifiquement à la séquence 

AACAAAG in vitro ( Harley et al ., 1992) 

comme deux autres facteurs de transcription à 

HMG-box, TCF1 qui active la transcription du 

gène codant pour la sous-unité CD3E dans les 

lymphocytes T (van de Wetering et al., 1991) 

et ste11 qui régule la transcription des gènes de 

la différenciation sexuelle chez la levure 

(Sugimoto et al., 1990), alors que le degré de 

similarité de ces deux boîtes HMG avec celle 

de SRY est faible (48 et 42% en acides 

aminés) . Une autre séquence similaire 

AffAACAAT a été identifiée comme site de 

liaison de SRY (Harley et al. , 1994). 

SR Y possède également une forte 

affinité pour l'ADN cruciforme comme la 

protéine HMG 1, et ce, sans spécificité de 

séquence. Une fois fixée sur son site 

spécifique, la protéine SR Y provoque une 

courbure dans l'ADN formant ainsi un angle 

droit similaire à celui observé dans l'ADN 

cruciforme (Ferrari et al., 1992). Un cas 

d'inversion sexuelle due à une mutation dans 

SRY semble dériver de l'absence de la capacité 

à courber l'ADN de la protéine SRY mutante 

(Pontiggia et al ., 1994). En l'absence de 

domaine d'activation de la transcription connu 

chez la protéine SRY humaine, la courbure de 

l'ADN pourrait constituer le mode d'action 
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biochimique de SR Y qui faciliterait ainsi 

l'assemblage de complexes nucléoprotéiques. 

La recherche des gènes cibles de SRY 

impliqués dans la différenciation sexuelle est 

en plein développement. Cette recherche est 

difficile, compte tenu de la faible spécificité de 

liaison des protéines à domaine HMG et de la 

richesse du génome en motifs de liaison de 

SRY, AACAAT : environ 105 chez l'homme 

(Goodfellow et Lovell-Badge, 1993). 

Des sites potentiels de fixation de SRY 

ont été découverts dans les régions 

promotrices des gènes codant pour l'aromatase 

et l'AMH (Haqq et al., 1993). De plus, les 

mêmes auteurs ont montré que l'expression de 

SRY dans une lignée de cellules testiculaires 

embryonnaires initie indirectement la 

transcription de l'AMH (Haqq et al., 1994). 

Ceci semble être confirmé par l'étude de 

l'expression des deux gènes: chez la souris, 

les trancrits de l'Amh apparaissent au moment 

où l'expression de Sry est maximale (Hacker 

et al., 1995). 

Des interactions de la protéine SRY ont aussi 

été proposées avec les produits des gènes 

SOX9 et SF1 ; SRY se lierait avec SF1 pour 

activer la transcription de l'AMH ; les études 

sont en cours. 

2.3.5- Conservation de SRY chez les 

Mammifères. 

Le gène SRY a été isolé en totalité chez 

l'homme (Sinclair et al ., 1990), la souris 

(Gubbay et al., 1990), le lapin (Sinclair et al., 

1990), le kangourou (Foster et al., 1992) et le 

taureau (Daneau et al., 1995). Les séquences 



protéiques déduites de ces gènes montrent une 

très faible conservation, à l'exception du 

domaine HMG. L'extrémité carboxyterminale 

est, par exemple, très différente entre l'homme 

et la souris: la protéine murine est plus longue 

(395 acides aminés pour 204 pour la protéine 

humaine) et présente un domaine riche en 
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glutamine et histidine, fonctionnant comme 

une région activatrice de la transcription qui 

n'existe pas dans la protéine humaine. Le gène 

SR y semble ainsi soumis à une évolution 

rapide, y compris entre les espèces d'un même 

Ordre, comme par exemple, chez les Rongeurs 

(Tucker et Lundrigan, 1993). 

2.4- Les ~ènes Sax. 

2.4 .1- Isolement. 

En même temps que Sry, quatre autres 

gènes apparentés ont été clonés à partir d'une 

banque d'ADNc d'embryon de souris de 8,5 

jours (Gubbay et al., 1990). Ces gènes codent 

également pour des protéines à domaine 

HMG. Sur la base de l'importante homologie 

de leur domaine HMG avec celui de SRY 

(supérieure à 60% en acides aminés), ces 

gènes ont été dénommés Sox pour ".s.R y -box 

containing genes ". 

Depuis, de telles séquences n'ont cessé 

d'être isolées dans de nombreuses espèces de 

Vertébrés et chez un Invertébré, la drosophile. 

En effet, grâce à la technique de PCR avec des 

amorces dégénérées ciblées sur les extrémités 

du domaine SR Y -box, le nombre de domaines 

Sox identifiés s'est considérablement accru 

(Fig.l) : 

- chez la souris, 18 gènes Sox 

différents sont connus : Sox 1-4 ont été les 

premiers isolés par Gubbay et al. (1990) . 

Sox5 a été isolé à partir d'une banque d'ADNc 

de testicule (Denny et al., 1992b) comme les 

autres domaines Sox à partir de différentes 

banques d'ADNc d'embryons de souris, Sox6 

et 7 (Denny et al., 1992a), Sox8, 9, 10, Il, 

12, 13 et 14 (Wright et al., 1993), à partir 

d'ADNc de lymphocytes T, Sox15 (van de 

Wetering et Clevers, 1993), à partir d'une 

banque de moelle osseuse, Sox16 (Layfield et 

al., 1994), et à partir d'une banque d'ADNc de 

coeur et de muscle, Sox 17 et Sox 18 (Dunn et 

al., 1995) . 

- chez l'homme, un gène 

nouveau a été découvert, SOX20 (Meyer et 

al., 1996) ainsi que des séquences 

homologues des gènes murins : SOX4, 5, 8, 9 

et 10 (Denny et al., 1992a), SOX2 

(Stevanovic et al., 1994), SOX3 (Stevanovic 

et al., 1993) et SOX11 et 12 (Gozé et al., 

1993). 

chez le kangourou, 

l'homologue du gène Sox3 a été cloné (Fos ter 

et Marshall-Graves, 1994). 

- chez les oiseaux, la mouette 

Larus fuscus a été la première espèce en 

dehors de l'homme et de la souris où des 

domaines Sox ont été découverts. La 



comparaison des six domaines isolés, SoxLfl-

6 (Sox L.arus [uscus), avec ceux de la souris 

avait déjà permis d'établir la notion de sous­

famille à l'intérieur des gènes Sox (Griffiths, 

1991). Chez le poulet, les homologues des 

gènes Sox2, Sox3 et Sox Il ainsi que d'autres 

domaines Sox ont aussi été isolés (Coriat et 

al., 1993 ; Uwanogho et al., 1995). 

- chez les Reptiles, toujours par 

PCR, de nombreux domaines Sox ont été 

clonés chez l'alligator, chez deux espèces de 

gecko (Coriat et al ., 1993) et chez la tortue 

Chelydra serpentina (Spotila et al., 1994). 

- chez le poisson-zèbre, un gène 

Sox, ZfSox19 présente une forte homologie 

avec Sox1, Sox2 et Sox3 (Yriz et Lovell­

Badge , 1995) et chez la truite, un gène Sox, 

SoxPl est exprimé dans l'hypophyse et dans 

les gonades (Ito et al., 1995). 

- enfin, chez les Invertébrés, des 

domaines Sox ont été isolés chez la drosophile 

(Denny et al., 1992a; Coriat et al., 1993). 

Suivant leurs homologies, ces gènes ont 

été classés en six sous-familles: A, B, C, D, E 

et F (Fig. 1) (Wright et al., 1993). 

2.4.2- Rôle des gènes Sax . 

Les séquences connues de la plupart de 

ces gènes se limitent au domaine HMG : peu 

d'ADNc ont été isolés en entier. Mais, pour 

certains, de plus en plus nombreux, le reste de 

la séquence ainsi que le profil d'expression 
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sont connus. Ces gènes semblent intervenir 

dans des processus de différenciation variés : 

- chez la souris, Sox 1, 2 et 3 

sont exprimés au cours du développement du 

système nerveux ; de même chez le poulet, 

Sox2, 3 et Il semblent jouer un rôle dans le 

développement nerveux (Uwanogho et al., 

1995). Chez l'homme, SOX3 est fortement 

exprimé dans le cerveau foetal et son 

dysfonctionnement pourrait être lié à un 

syndrome de retard mental, le syndrome de 

Borjeson-Forssman-Lehmann (Stevanovic et 

al., 1993). SOXl1 chez l'homme présente 

également un fort taux d'expression dans le 

système nerveux foetal (Jay et al., 1993). 

- la protéine Sox4 est exprimée 

chez la souris dans les lignées de lymphocytes 

T et préB et dans le thymus où elle intervient 

dans le contrôle des gènes spécifiques des 

lymphocytes T (van de Wetering et al., 1995). 

- Sox5 code chez la souris une 

protéine exprimée dans le testicule dans les 

cellules germinales post-méïotiques et qui 

serait impliquée dans le contrôle de la 

spermatogenèse (Denny et al., 1992b). 

- de même, Sox6, toujours chez 

la souris, est fortement exprimé dans le 

testicule adulte, mais également dans les 

structures antérieures du système nerveux en 

développement (Connor et al., 1995). 

- SOX9 chez l'homme intervient 

dans le développement osseux et dans le 

contrôle du développement testiculaire. Des 

mutations de SOX9 sont associées aux 

syndromes de dysplasie campomélique 
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(CMPD1) et d'inversion sexuelle autosomique 

(SRA1) (Wagner et al., 1994 ; Foster et al., 

1994). 

2.4.3- Mode d'action. 

Les gènes homologues clonés dans 

différentes espèces présentent une forte 

conservation du domaine HMG mais aussi du 

reste de la séquence, contrairement à SRY. 

Dans chaque cas où elle a été étudiée, la 

spécificité de liaison à l'ADN des protéines 

Sox est la même : tous ces facteurs de 

transcription sont capables de lier spéci­

fiquement in vitro la séquence AACAA T, très 

répandue dans le génome. 

En l'absence de site de liaison bien 

spécifique, la spécificité des interactions des 

protéines Sox sur leurs séquences cibles doit 

être assurée par une expression 

spatiotemporelle bien définie et par des 

interactions avec d'autres protéines présentes 

dans les mêmes cellules. 

Il en est ainsi de SRY qui initie 

indirectement la transcription de l'AMH dans 

une lignée de cellules testiculaires 

embryonnaires (Haqq et al., 1994). 

De même, chez le poulet, cSox2 active 

la transcription de la cristalline 81 dans les 

cellules du cristallin, mais pas dans les 

fibroblastes, ce qui montre que cSox2 agit de 

concert avec une autre protéine présente dans 

les cellules du cristallin (Kamachi et al., 

1995). 

Chez la souris, au début de 

l'embryogenèse, Sox2 active la transcription 
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du facteur de croissance FGF4 (Fibroblast 

Growth Factor 4) en formant sur le promoteur 

du gène un complexe spécifique avec la 

protéine à homéodomaine Oct3 (Octamer 

binding protein) (Yuan et al., 1995). 

Certaines protéines Sox comme la 

protéine SRY humaine activent la transcription 

en courbant l'ADN de façon à faciliter 

l'assemblage de complexes nucléoprotéiques ; 

alors que d'autres, comme par exemple les 

protéines murines Sry, Sox4, Sox5 et Sox6 

possèdent un domaine transactivateur. Cette 

action directe sur la transcription a été 

démontrée notamment pour Sox4 : le domaine 

C-terminal riche en sérine de cette protéine, 

couplé à un autre domaine de liaison à l'ADN 

(GAL4) est suffisant à lui seul pour stimuler la 

transcription d'un gène "reporter" (van de 

Wetering et al ., 1993). 

Comme pour SR Y, l'identification des 

gènes cibles est difficile : une des cibles 

potentielles de SR Y semble être le gène de 

l'AMH ; Sox2 chez la souris active la 

transcription du FGF4 au cours de 

l'embryogenèse précoce et des cristallines au 

cours du développement de l'oeil ; Sox4, 

toujours chez la souris, stimule l'expression de 

TC Ra, CD3e et CD4 au cours de la 

différenciation 1 ymphocytaire. 

2.4.4- SOX9. 

Plusieurs loci autosomaux chez 

l'homme sont connus pour être associés avec 

des perturbations de la différenciation sexuelle. 

Récemment, sur le chromosome 17, un gène a 



été identifié et impliqué dans un syndrome de 

malformation osseuse (la dysplasie 

campomélique, CMPD) souvent accompagné 

de dysgenèse gonadique (femmes XY) 

(Wagner et al., 1994 ; Foster et al., 1994). Ce 

gène, SOX9, fait partie de la famille des gènes 

Sox et code pour une protéine contenant, en 

plus du domaine Sox, un domaine riche en 

proline et en acide glutamique semblable aulC 

domaines transactivateurs trouvés dans 

d'autres facteurs de transcription. 

Les patients atteints de dysplasie 

campomélique qui ont été analysés, présentent 

tous des translocations avec des points de 

cassure à proximité de SOX9 ou des mutations 

au niveau du gène entraînant la perte de la 

fonction de la protéine. La majorité des 

individus mutants sont hétérozygotes, ce qlli 

indique que les deux syndromes résultent 

d'une dose trop faible de la protéine 

fonctionnelle (haploinsuffisance). 

Ces mutations sont compatibles avec un 

développement féminin normal chez les 

individus XX, alors qu'elles entraînent la 

plupart du temps une inversion sexuelle chez 

les individus XY. 

Dans les gonades embryonnaires chez la 

souris, l'expression de Sox9 débute à 10 jours 

p.c. (Fig. 2), puis elle augmente chez les 
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mâles et diminue chez les femelles à 11,5 

j .p.c. : cette expression est corrélée avec le 

diiférenciation des cellules de Sertoli chez la 

souris et chez le poulet (Morais da Silva et al., 

1996). En effet, Sox9 semble être conservé 

chez tous les vertébrés. En dehors des 

gonades, Sox9 est également exprimé dans les 

chondrocytes du tissu cartilagineux, le coeur et 

le système nerveux central (Wright et al. , 

1995). 

Sox9 semble associé chez la souris au 

phénotype mutant Ts (tail short) dont les 

symptômes se manifestent par des anomalies 

du squelette, notamment une queue courte et 

recourbée, des défauts cardiaques et nerveux. 

Ces mutants Ts pourraient constituer un bon 

modèle animal du campomélisme. Il est 

intéressant de noter que, chez ces animaux, il 

n'y a pas d'inversion sexuelle. Cependant, une 

étude récente semble exclure Sox9 comme 

origine du phénotype Ts (Uchida et al., 1996). 

SOX9 pourrait être exprimé au cours du 

développement dans les cellules mésenchy­

mateuses du mésonéphros : ces cellules sont 

en effet requises à la fois pour la formation des 

cordons testiculaires et pour la formation du 

cartilage, ce qui expliquerait la liaison entre les 

deux syndromes. 

2.5- L'AMR. 

Les travaux de Jost avaient démontré 

l'existence d'une hormone responsable de la 

dégénérescence des canaux de Müller. Grâce à 

cette propriété utilisée en culture d'organe~:, 

cette hormone put être purifiée (Picard et 

Josso, 1984) et son ADNc isolé (Cate et al., 

1986 ; Picard et al., 1986). 

L'hormone anti-müllerienne est un 

homodimère glycoprotéique faisant partie de la 

famille des facteurs de croissance TGF~ 



(Transforming Growth Factor). L'AMH e~ : t 

produite par les cellules somatiques des 

gonades, cellules de Sertoli et cellules de la 

granulosa, et est responsable de la régression 

des canaux de Müller dans l'embryon mâle. 

L'expression dans les cellules de Sertoli 

débute chez la souris à 12,5 j. p. c., soit au 

moment de la formation des cordons 

séminifères, jusqu'à la puberté, avec une forte 

décroissance après la naissance. Dans les 

ovaires, l'expression de l'AMH est faible Et 

débute dans les cellules de la granulosa 

quelques jours après la naissance 

(Münsterberg et Lovell-Badge, 1991). 

Ainsi, l'AMH doit être exprimée à un 

moment bien déterminé, chez les mâles, avant 

Dax 1 --
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la fin de la période de sensibilité des canaux à 

l'AMH ; et chez les femelles, il ne doit pas y 

avoir d'exposition à l'AMH tant que les 

gonades et les canaux sont capables d'y 

répondre. 

Des souns transgéniques exprimant 

l'AMH tôt au cours du développement 

montrent, pour les femelles, l'absence de 

canaux de Müller (utérus et oviductes), et des 

ovaires masculinisés sans cellules germinales 

(Berhinger et al., 1990). En effet, l'AMH 

provoque la formation de structures 

semblables aux cordons séminifères dans des 

ovaires foetaux de rat en culture (Vigier et al., 

1987). 

Gonades .. _-_Sry_ .... _-~-S~O;X~9~~~.~~~~é-gr=-e=ss-S=i~~:~m;ill-l=eLln=~""rn=nn;:~~~~~~~~~~~-u~~w~ 
indilTérenciées Différenciation des ct:llules de Sertoli ........... séminale 

----- - -~ .. ---
i i i i i i 
8 9 10 11 12 13 

• Sox9 .. SF! 

i i i 
14 15 16 

• [oa'{! 

i i 
17 18 

i i i .. 
19 20 PO jours p. c. 

SF! -Arnh 

Fig.2 Représentation schématique de l'elCpression des principaux gènes de la différenciation 

sexuelle au cours de l'embryogenèse chez la souris. 



Il a été également observé pour 25% des 

souris mâles transgéniques avec un fort taux 

d'expression de l'AMH, une féminisation des 

organes génitaux externes, ce qui a été 

interprété comme une altération de la fonction 

des cellules de Leydig, se traduisant par une 

déficience en androgènes (Berhinger et al., 

1990) 

De plus, l'AMH inhibe la synthèse de 

l'aromatase dans l'ovaire foetal de plusieurs 

espèces dont des espèces non mammaliennes 

comme le poulet et la tortue (di Clemente et al., 

1992). L'AMH inhibe aussi la synthèse de 

l'aromatase et du récepteur de la LH 

(Luteinizing Hormone) dans les cellules de la 

granulosa après la naissance chez le rat (di 

Clemente et al., 1994a). 

Tous ces arguments plaident pour une 

intervention de l'AMH dans la différenciation 

testiculaire. 

L'inactivation du gène de l'Amh a 

permis d'observer le phénotype de souris 

déficientes en AMH (Berhinger et al., 1994). 

Les souris mâles présentent un développement 

de toutes les structures dérivées des canaux de 

Müller avec un développement testiculaire 
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normal. La production de gamètes est normale 

dans les deux sexes. 

En revanche, les souris mâles âgées 

présentent une hyperplasie des cellules de 

Leydig, ce qui indique que l'AMH serait un 

régulateur négatif de la prolifération de ces 

cellules. Cette régulation serait indirecte car le 

récepteur de l'AMH est localisé dans les 

cellules mésenchymateuses autour des canaux 

de Müller et dans les gonades adultes, en 

particulier au niveau des cellules de Sertoli 

mais pas au niveau des cellules de Leydig (di 

Clemente etaI., 1994b). 

Le phénotype de ces souris ressemble à 

celui des patients humains atteints du 

syndrome PMDS (Persistent Müllerian Ducts 

Syndrome). 

Ce syndrome se caractérise par un 

pseudohermaphrodisme mâle où l'on observe 

le développement d'un utérus et de trompes, 

ainsi qu'une cryptorchidie, chez des mâles. 

Dans 50% des cas, il a été observé une 

mutation au niveau du gène de l'AMH 

(Knebelmann et al., 1991 ; 1mbeaud et al., 

1994). 

Les autres cas pourraient être expliqués 

par une insensibilité à l'AMH causée par une 

mutation du gène du récepteur de l'AMH. 

2.6-SFI . 

L'expression des enzymes de la 

stéroïdogenèse est régulée par différents 

facteurs, notamment par un récepteur nucléaire 

orphelin, SF1 (Steroidogenic Factor 1). Ce 

récepteur nucléaire est l'homologue de fushi 

tarazu-factor 1 (FTZ-Fl) qui, chez la 

drosophile, régule l'expression de l'homéo­

gène fushi tarazu (Lala et al., 1992). 

Ce gène code chez la souris pour deux 

produits, ELP (Embryon al Long terminal 



repeat binding Protein) qui est exprimé jusqu'à 

9 jours p. c. et joue un rôle dans le 

développement précoce, et SFI qui est 

exprimé dans les tissus stéroïdogéniques 

(Ikeda et al., 1993). 

L'expression de SFI débute dans 

l'embryon de souris dans les crêtes 

urogénitales à 9 jours (Fig. 2), ce qui 

correspond au stade le plus précoce de 

l'organogenèse gonadique. A Il jours, lors de 

la séparation des territoires présomptifs 

gonadiques et surrénaliens , les ARNm se 

situent dans toute la surrénale avant de se 

localiser au niveau du cortex. Au cours des 

stades gonadiques indifférenciés, SF1 est 

exprimé dans les crêtes génitales puis, lors de 

la formation des cordons testiculaires, 

l'expression persi ste dans tout le testicule alors 

que pour l'ovaire, elle disparait entre 13,5 et 

16,5 jours pour réapparaître vers 18,5 jours 

(Ikeda et al., 1994). Ainsi, l'expression de 

SFI dans les gonades en différenciation est 

dimorphique selon le sexe, ce qui présume 

pour SF1 un rôle plus large que la régulation 

des enzymes de la stéroïdogenèse. 

En effet, Luo et al. (1994) ont montré 

par des expériences d'inactivation du gène 

FTZ-Fl chez la souri s, l'importance de ce 

gène dans la différenciation sexuelle. 

L'inactivation de SF1 entraîne une 

agénésie gonadique et surrénalienne : les 

animaux FTZ-Fl -1- souffrent à la naissance 

d'insuffisance surrénalienne et ne peuvent 
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survivre que grâce à une injection journalière 

de corticoïdes. Ces animaux n'ont ni glandes 

surrénales ni gonades et se différencient tous 

en femelles: des oviductes ainsi qu'un utérus 

et un vagin normaux se développent. SFI agit 

également au Illveau des fonctions 

gonadotropes: chez les souris FTZ-Fl -1-, on 

observe au niveau de l'hypophyse la 

disparition de marqueurs spécifiques des 

interactions avec les gonades comme la LH~, 

la FSH~ et le récepteur de la GnRH (Ingraham 

et al ., 1994). Ces souris n'ont pas non plus de 

noyau hypothalamique ventromédian qui est 

impliqué dans le comportement reproducteur 

femelle (Ikeda et al., 1995). 

SF1 régule l'expression des enzymes de 

la stéroïdogenèse, notamment celle de 

l'aromatase dans l'ovaire chez le rat et chez 

l'homme (Lynch et al ., 1993 ; Dodson Michael 

et al ., 1995). 

De plus , SFI régule également 

l'expression de l'AMH dans les cellules de 

Sertoli : SF1 est capable de se fixer 

spécifiquement sur le promoteur du gène de 

l'AMH et d'en activer la transcription . 

Cependant, cette activation nécessite la 

présence du ligand de SF1 ou d'un cofacteur 

spécifique des cellules de Sertoli. Cette 

activation est en accord avec les profils 

d'expression des deux gènes qui se 

superposent bien dans l'embryon mâle au 

cours de la différenciation sexuelle (Shen et 

al., 1994). 
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2.7- Duplication du Xv et inversion sexuelle. 

Des duplications partielles du bras court 

du chromosome X ont été décrites dans des 

cas d'inversion sexuelle chez des femmes XY 

portant un gène SRY normal. Pour expliquer 

la conséquence d'une duplication sur la 

différenciation sexuelle, Ogata et al. (1992) ont 

proposé que l'inversion sexuelle était due à 

l'existence de deux copies actives d'un (ou 

plusieurs) gène(s) normalement soumis au 

phénomène d'inactivation du chromosome X. 

Bardoni et al . (1994) ont pu identifier 

un patient portant une microduplication en 

Xp21.3, définissant ainsi une région de 160 

kb portant le locus DSS (Dosage Sensitive Sex 

reversaI). Dans cette région, se situent 

également les loci, peut-être identiques à DSS, 

responsables de deux syndromes, l'hypoplasie 

surrénalienne congénitale liée au chromosome 

X, AHC (Adrenal Hypoplasia Congenita), et 

l'hypogonadisme hypogonadotrophiq ue, 

HHG. 

Récemment, un gène, DAXI (DSS­

AHC critical region on the X chromosome 

gene 1) a été identifié dans cette région. DAXI 

code pour un récepteur hormonal nucléaire 

d'un nouveau type: l'extrémité C-terminale 

montre une homologie avec le domaine E des 

récepteurs hormonaux qui correspond au 

domaine de liaison au ligand, tandis que 

l'extrémité N-terminale comporte 4 répétitions 

d'un motif riche en alanine et en glycine 

capable de se lier à l'ADN (Zanaria et al., 

1994). 

Une étude de patients atteints des deux 

pathologies AHC et HHG a montré que DAXI 

était délété chez 14 de ces patients et portait 

une mutation chez 12 autres, démontrant ainsi 

que DAXI est bien responsable de ces 

maladies (Muscatelli et al ., 1994). Chez 

l'homme, l'absence de DAX1 n'empêche pas 

les stades initiaux du développement 

gonadique mais les surrénales ne se 

développent plus après les stades foetaux. 

DAX 1 jouerait donc un rôle plus tardif que 

celui de SF1 dans l'organogenèse 

surrénalienne. SFI pourrait réguler 

directement l'expression de DAX1, il est 

capable de lier efficacement un site de liaison 

présent dans le promoteur de DAX1 (Burris et 

al., 1995). Muscatelli et al. n'ont pas réussi à 

détecter de réarrangement de DAX 1 chez 30 

femmes 46,XY. 

Chez la souris, Dax 1 est exprimé dans 

les cellules somatiques des crêtes génitales à 

Il,5 j.p.c. ce qui coïncide avec l'expression 

de Sry chez les mâles. A 12,5 j.p.c., 

l'expression de Dax 1 s'éteint dans le testicule 

en différenciation alors qu'elle persiste chez la 

femelle (Swain et al ., 1996). 

Récemment, trois autres gènes ont été 

isolés dans l'intervalle DSS de 160 kb, 

MAGE-Xp (Muscatelli et al., 1995) et DAM6 

et DAMlO (DSS/AHC critical interval genes, 

belonging to the MAGE superfamily), ce 

dernier étant presque identique à MAGE-Xp 

(Dabovic et al., 1995). 



Ces gènes font partie d'une famille d'au 

moins cinq gènes organisés en cluster en 

Xp21. Ils présentent une homologie avec la 

famille des gènes MAGE qui sont tous situés 

en Xq27-Xqter. Ces gènes MAGE codent des 

protéines dont la fonction est encore inconnue; 

ils sont exprimés à un fort taux dans les 

tumeurs, mais leur expression dans les tissus 

normaux adultes est restreinte au testicule et au 

placenta. Dans les tumeurs, ces protéines 

constituent des antigènes tumoraux reconnus 

par des lymphocytes T cytotoxiques. 
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Chez l'homme, MAGE-Xp est exprimé 

également dans le testicule adulte mais aucune 

expression n' a été détectée dans des tissus 

tumoraux; DAM6 et DAMlO, en revanche, 

sont exprimés en plus du testicule adulte dans 

des tumeurs pulmonaires. 

L'éventuelle intervention des gènes 

MAGE situés en Xp dans l'inversion sexuelle 

dosage-dépendante reste une question en 

suspens. 

3- L'INFLUENCE DE LA TEMPERATURE SUR LA DETERMINATION 

SEXUELLE. 

3.1- Chez les Amrhihiens. 

L'influence de la température sur la 

différenciation sexuelle chez les Amphibiens a 

été soupçonnée très tôt puisque dès 1914, 

Witschi a observé chez Rana temporaria et 

Rana sylvatica des modifications histologiques 

des gonades et une déviation du sex ratio suite 

à un élevage des têtards à une température 

élevée (Witschi, 1914 ; 1929). Plus tard, des 

résultats similaires ont été obtenus chez 

d'autres Anoures, Bufo vulgaris (Piquet, 

1930), Rana japonica (Yoshikura, 1959), 

Rana catesbeiana (Hsii et al ., 1971) et un 

Urodèle, Hynobius retardatus (Uchida, 1937). 

Cependant, du fait de l'existence de 

races sexuelles chez les Amphibiens, il peut 

être difficile de distinguer l'influence de la 

température de l'évolution normale des 

gonades lors de la différenciation sexuelle. 

Chez les Amphibiens de race sexuelle 

différenciée, le sex ratio est équilibré à la 

métamorphose. Mais dans les races sexuelles 

indifférenciées, comme Rana temporaria, les 

mâles présentent transitoirement des gonades 

femelles avant une phase d'intersexualité puis 

un développement testiculaire. Ainsi, dans ces 

espèces, à la métamorphose, tous les individus 

apparaissent comme possédant des ovaires et 

le résultat de traitements ayant une influence 

sur la différenciation sexuelle doit être observé 

bien après la métamorphose. 

Jusqu'à présent, l'inversion sexuelle 

par la température chez les amphibiens n'a été 

démontrée sans ambiguité que chez le 

pleurodèle, de race sexuelle différenciée. 



Le Pleurodèle est un Amphibien 

Urodèle qui vit dans le sud de la péninsule 

ibérique et en Afrique du Nord (Fig. 3) . 

Introduit en France dans les années 50 par L. 

Gallien, il est depuis maintenu en élevage en 

laboratoire. Dans notre élevage à Nancy, les 

animaux sont élevés dans l'eau courante à 

20±2°C. En élevage, la période de ponte 

s'étale de Septembre à Avril et la maturité 

sexuelle est atteinte entre 12 et 18 mois. 

Ces propriétés, ainsi qu'un 

développement relativement bien connu font 

du pleurodèle un bon modèle d'étude de la 

différenciation sexuelle chez les vertébrés. 

Mais le mode de déterminisme du sexe 

constitue le principal intérêt de cet animal : le 

pleurodèle présente un déterminisme génétique 

du sexe, bien que la différenciation sexuelle 

des gonades soit sensible à la température 

d'élevage et aux hormones sexuelles. 

Chez le pleurodèle, il existe un 

déterminisme génétique du sexe du type 
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ZZ/ZW. Ainsi, lorsque les larves sont élevées 

à température ambiante (20±2°C), le sex ratio 

est de 1. 

L'homogamétie mâle (ZZ) a été 

démontrée par l'analyse des descendances 

d'individus traités au benzoate d'oestradiol par 

Gallien (1951) : un mâle génotypique inversé 

en femelle phénotypique sous l'action d'un 

traitement au benzoate d'oestradiol pendant sa 

phase larvaire et croisé avec un mâle standard 

donne une descendance unisexuée mâle. 

L'hétérogamétie femelle (ZW) a été 

démontrée par l'analyse des descendances 

d'individus ayant subi des · greffes 

embryonnaires de territoire gonadique, par 

Collenot (1973) : un greffon de gonade 

primordiale de femelle ZW transplanté chez un 

receveur mâle ZZ se développe en testicule. Le 

receveur du greffon donne une descendance 

composée de 1/4 de mâles et 3/4 de femelles 

(25% ZZ, 50% ZW, 25% WW) lorsqu'il est 

croisé avec une femelle standard ZW. 

Fig. 3 Plemodèle femelle adulte. 



En revanche, des températures élevées 

sont capables de modifier le sex ratio chez 

deux espèces très voisines, Pleurodeles walt! 

et Pleurodeles poireti. 

Chez P. waltl, l'élevage des larves à 

30°C dévie le sex ratio en faveur des mâles, et 

des intersexués peuvent être observés. A 32°C, 

les larves se différencient toutes en mâles 

phénotypiques: les larves de génotype femelle 

sont inversées en mâles fonctionnels (Dournon 

et Houillon, 1984). 

Chez Pleurodeles poireti, l'effet de la 

température est inversé par rapport à l'espèce 

précédente : lors d'un élevage des larves à 

30°C, le sex ratio est dévié en faveur des 

femelles, des larves de génotype mâle ZZ se 

différencient en femelles phénotypiques 

Crêtes 
... génitales .~ Gonades ind ifférenciées 
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(Dournon et al., 1984). Dans les deux 

espèces, les animaux inversés sont fertiles. 

Pour être efficaces (à 100%), ces 

traitements thermiques doivent être appliqués 

pendant une période de deux mois de la vie 

larvaire, du stade 42 au stade 54 selon la table 

de développement de Gallien et Durocher 

(1954) (Fig. 4). Cette période thermosensible 

correspond à la période de différenciation des 

gonades avant leur sexualisation histologique 

(Dournon et Houillon, 1985). 

La température inverse donc les 

femelles en thermonéomâles ZW chez P. waltl 

et les mâles en thermonéofemelles ZZ chez P. 

poireti. 

Début de la différenciation 
histologique des gonades 

1 Di ffércnciatioD testiculaire e t -..'~ . ovaneonc 

MaLUri Lé sexuelle 
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• Embryonnaire.. .. 
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semaines semaines mols 
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56 
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3.2- Chez les Remi/es. 

Chez les Reptiles, l'influence de la 

température sur la détermination sexuelle a été 

décrite chez de nombreuses espèces. Ce 

phénomène a été découvert pour la première 

fois par Charnier en 1966 chez le lézard 

Agama agama, puis décrit chez de nombreuses 

tortues, les rhynchocéphales, quelques lézards 

et tous les crocodiliens (Bull, 1980 ; Raynaud 

et Pieau, 1985 ; Janzen et Paukstis, 1991 

Cree et al., 1995). 

On peut ainsi distinguer chez les 

Reptiles, des espèces où le sexe est déterminé 

génétiquement (Genetic Sex Determination 

GSD) et des espèces où la détermination est 

influencée par la température (Temperature 

dependent Sex Determination TSD) (Bull, 

1980). 

Tous les Reptiles vivipares semblent 

présenter un déterminisme du sexe du type 

GSD avec des dégrés d'hétéromorphisme des 

chromosomes sexuels divers. De nombreux 

Reptiles ovipares n'ont pas de chromosomes 

sexuels et présentent un déterminisme du type 

TSD. Pour ces derniers, le deuxième tiers de 

l'incubation correspond à la période 

thermosensible. Cette période a été déterminée 

précisément pour cinq tortues, trois 

crocodiliens et un lézard (Y ntema, 1979 ; Bull 

et Vogt, 1981 ; Pieau et Dorizzi, 1981 ; 

Yntema et Mrosovsky, 1982 ; Ferguson et 

Joanen, 1983 ; Bull, 1987 ; Webb et al ., 

1987). 

Trois pnnClpaux modes de 

déterminisme du sexe par la température 

existen t chez les Reptiles (B ull, 1980 ; Ewert 

et al., 1994) (Fig. 5) : 

- mode Mâle-Femelle (MF) où les 

températures d'incubation basses donnent des 

mâles. Ce mode est observé uniquement chez 

les Chéloniens. 

- mode Femelle-Mâle (FM) où les 

températures d'incubation basses donnent des 

femelles. Ce mode était observé chez deux 

lézards et quelques alligators, mais des travaux 

récents ont inclus l'un des lézards, Eublepharis 

macularius et les alligators dans le troisième 

mode (Viets et al., 1993 ; Lang et Andrews, 

1994). La dernière espèce restante, Agama 

agama est restée peu étudiée depuis les travaux 

de Charnier en 1966, si bien que l'on ne 

connaît pas actuellement d'espèce vraiment 

caractéristique de ce mode. Les deux espèces 

actuelles de l'ordre des Rhynchocéphales 

semblent également présenter une TSD de type 

FM, bien que la possibilité là encore d'un 

déterminisme du type FMF n'ait pas été 

complétement éliminée (Cree et al., 1995). 

- mode Femelle- Mâle-Femelle (FMF) 

où les températures d'incubation extrêmes, 

basses et hautes, ne fournissent que des 

femelles et les températures intermédiaires des 

mâles . 

Ce dernier mode (FMF) serait le type de 

base à partir duquel les deux autres seraient 

apparus. Il se retrouve en effet dans les trois 

Ordres de Reptiles, Squamates, Chéloniens et 

Crocodiliens. 
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Fig. 5 : Les différentes réponses de la détermination sexuelle à la température chez les Amphibiens et les 
Reptiles. (D'après Doumon et al ., 1990). 



La détermination du sexe par la 

température semble être un caractère ancestral 

chez les crocodiliens; elle a été décrite chez Il 

des 22 espèces existantes et chez aucune 

espèce, des chromosomes sexuels n'ont été 

identifiés (Lang et Andrews, 1994). La 

constance de la TSD dans ce groupe contraste 

avec les autres groupes comme les tortues et 

les lézards où les modes de déterminisme du 

sexe sont très divers. L'universalité des 

mécanismes de la TSD semble ainsi 

prématurée: il existe sans doute des variations 

importantes entre les différentes espèces de 

reptiles. 

Des caractères communs à l'action de la 

température peuvent être cependant distingués: 

- existence d'une période thermo­

sensible pendant laquelle la détermination du 

sexe est sensible à la température d'incubation 

de l'embryon. 
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- correspondance entre la période 

thermosensible et la période de différenciation 

sexuelle gonadique. 

- effets quantitatifs de la température: la 

détennination sexuelle est sensible à la fois à la 

durée et l'amplitude de la température. 

- la détermination reste labile aux 

changements de température aux stades 

précoces. Les changements dûs à la 

température sont réversibles à ces stades. 

- pendant la période thermosensible, les 

effets de la température semblent être 

cumulatifs : plus un embryon est soumis 

longtemps à une température, plus la nouvelle 

température devra être extrême pour contrer les 

effets de la première. 

- altération du sex ratio par les effets de 

stéroïdes exogènes appliqués pendant la 

période thermosensible. 

3.3- Chez les Poissons. 

Un effet de la température sur la 

différenciation sexuelle a été mis en évidence 

chez plusieurs espèces de Poissons. Ce 

phénomène a d'abord été décrit chez une 

espèce marine, Menidia menidia (Conover et 

Kynard, 1981), puis deux espèces tropicales 

d'eau douce, Poeeiliopsis lucida (Sullivan et 

Schultz, 1986) et Oreoehromis ni/otieus 

(Baroiller et al., 1995) et une espèce côtière 

sud-américaine, l'atipa Hoplosternum littorale 

(Hostache et al ., 1995). L'augmentation de la 

température accroît le pourcentage des mâles 

jusqu'à des valeurs proches de 100%. De 

plus, des effets génétiques interviennent sur la 

thermosensibilité des anImaux la 

détermination du sexe semble dépendre chez 

ces espèces de l'action conjuguée de la 

température et de facteurs génétiques. La 

détermination du sexe par la température chez 

les Poissons diffère de celle observée chez les 

Reptiles et les Amphibiens : chez les Poissons, 

le traitement thermique n'engendre pas 

d'intersexués, ni d'inversion complète de 

toutes les femelles. 
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4- L'EFFET DES STEROÏDES SEXUELS SUR LA DIFFERENCIATION 

SEXUELLE. 

De nombreux travaux ont montré 

l'intervention des stéroïdes sexuels sur la 

différenciation sexuelle des Vertébrés non­

mammaliens. En effet, le traitement 

d'embryons ou de larves par des stéroïdes ou 

des inhibiteurs de la synthèse des stéroïdes 

entraîne dans de nombreux cas des 

perturbations de la différenciation sexuelle 

pouvant aller jusqu'à l'inversion sexuelle 

complète. 

4.1- La biosynthèse des stéroides sexuels . (Fig. 6) 

Les stéroïdes sexuels sont synthétisés à 

partir du cholestérol fourni essentiellement par 

les lipoprotéines (LDL et HDL). De 

nombreuses enzymes de la stéroïdogenèse 

appartiennent au groupe des cytochromes 

P450 : ce sont des protéines d'environ 500 

acides aminés contenant un groupement hème. 

Leur désignation P450 (Pigment 450) vient de 

leur absorbance caractéristique entre 420 et 

450 nm. Les cytochromes P450 sont capables 

de réduire l'oxygène en relation avec un 

transporteur d'électrons: 

P4S0 
NADPH+H+ + 02 + RH --> R-OH + H20 + NADP+ 

Ces enzymes sont associées aux 

membranes, soit des mitochondries (P450 

SCC) soit du reticulum endoplasmique (P450 

17a, P450 arom). 

La coupure de la chaîne latérale du 

cholestérol par le cytochrome P450 SCC est la 

première étape, limitante et régulée par voie 

hormonale, de la stéroïdogenèse . La 

prégnénolone ainsi formée est ensuite 

convertie en androstènedione selon deux voies 

de synthèse grâce à la mise en jeu de deux 

enzymes, la cytochrome P450 17a 

hydroxylase et la 3~ hydroxystéroïde 

déshydrogénase. 

L'androstènedione est ensuite réduite en 

testostérone par le jeu de la 17 ~ 

hydroxystéroïde déshydrogénase. La 

testostérone peut être convertie par la 5a 

réductase en un androgène plus puissant, la 

dih ydrotestostérone. 

Enfin, l'androstènedione et la 

testostérone servent de substrats à la 

production des oestrogènes. La cytochrome 

P450 aromatase est l'enzyme qui convertit ces 



androgènes (stéroïdes en C19) en oestrogènes, 

oestrone et oestradiol (stéroïdes en CI8). Cette 

enzyme pennet par une série d'hydroxylations 
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la perte du carbone 19 et l'aromatisation du 

cycle A des androgènes. 

4.2- Effet des stéroïdes exogènes. 

Il a été démontré que, chez de 

nombreuses espèces, la détermination du sexe 

est influencée par les stéroïdes: 

- chez les Poissons (revue Hunter et 

Donaldson, 1983). 

- chez les Amphibiens (revue Gallien, 

1962). 

- chez les Reptiles : l'implication des 

honnones dans la détermination sexuelle a été 

démontrée pour les trois Ordres de Reptiles 

(Raynaud et Pieau, 1985 ; J anzen et Paukstis, 

1991 ; Crews et al., 1994; Pieau et al., 1994b; 

Wibbels et al., 1994). 

4.2 .1- Effet des oestrogènes exogènes. 

Chez les Poissons, l'application 

d'oestrone ou de stilbestrol (agoniste des 

oestrogènes) à des mâles d'Oryzias latipes 

provoque leur inversion fonctionnelle en 

femelles (Yamamoto, 1953). 

De même, des traitements aux 

oestrogènes de larves d'Amphibiens entraînent 

l'inversion des mâles en femelles 

fonctionnelles chez Xenopus laevis (Witschi et 

Allison, 1950), Pleurodeles waltl (Gallien, 

1954), Ambystoma (Burns, 1938 ; Foote, 

1940), Hynobius retardatus (Hanaoka, 1941), 

Triturus helvetieus et T. alpes tris (Gallien et 

Collenot, 1960). 

Chez les Reptiles, l'influence des 

oestrogènes sur la détennination sexuelle a 

d'abord été démontrée par Pieau chez les 

tortues Testudo graeea et Emys orbieularis 

(Pieau, 1970, 1974), puis chez d'autres 

reptiles (Gutzke et Bull, 1986 ; Bull et al., 

1988 ; Lance et Bogart, 1992). Cet effet des 

oestrogènes existe aussi bien chez les espèces 

avec GSD que chez les espèces avec TSD. 

Ainsi, chez ces dernières, l'incubation des 

oeufs à une température masculinisante en 

présence d'oestrogènes aboutit à l'éclosion de 

femelles. 

Chez les espèces avec TSD, la 

sensibilité aux oestrogènes est corrélée avec la 

sensibilité à la température. L'oestradiol 

contrecarre l'effet d'une température 

masculinisante et la période de sensibilité à 

l'oestradiol coïncide avec la période 

thermosensible (Crews etal., 1989, 1991). De 

même, chez Pleurodeles waltl, l'oestradiol 

annule l'effet masculinisant des hautes 

températures d'élevage (Zaborski, 1986). 

Chez les espèces avec TSD, le traitement est 

d'autant plus efficace que l'on est proche de la 

température de transition, ce qui indique une 

synergie entre l'action des oestrogènes et celle 

de la température (Crews et al., 1994). 

Enfin,Ji!J~!11inl.sa!i(?n produite p~r les 

_Q.~stmgè.Qes . est spéçjfique ",car l~s mèmes 
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Fig. 6 : Les étapes de la stéroïdogenèse sexue Ile. 
d'après Miller (1988) et Waterman et Keeney (1992). 
-P4S0scc : cholesterol side chain cleavage cytochrome P4S0 
-3~HSD: 3~ hydroxystéroïde déshydrogénase 

oestrone. El 

oestradiol. E2 

-P4S017a: 17a hydroxylase cytochrome P4S0 (17a hydoxylase, C17-->20 lyase) 
-17~HSD : 17~ hydroxystéroïde déshydrogénase 
-P4S0aro: cytochrome P4S0 aromatase 
-Sared : Sa réductase 
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J~~ R~p!.H.~,~ (Crews et al ., 1989 ; Lance et 

Bogart, 1991 ; Wibbels et Crews, 1992) et 

chez le pleurodèle (Collenot, 1961). 

Chez les Oiseaux, le traitement aux 

oestrogènes de mâles génétiques provoque une 

féminisation des gonades et le développement 

d'ovotestis, mais ceux-ci ne persistent pas à 

l'état adulte (Scheib, 1983). 

Ainsi, chez des Vertébrés aussi bien avec TSD 

que GSD, les deux sexes présomptifs ont la 

capacité de répondre aux oestrogènes. 

4.2.2- Effet des androgènes exogènes. 

Il est également possible d'inverser le 

sexe des embryons femelles par des 

traitements à la testostérone. 

Chez le poisson Oryzias latipes, 

l'inversion fonctionnelle de femelles 

génétiques XX a pu être obtenue par un 

traitement à la méthyltestostérone (Yamamoto, 

1958). Chez la truite arc-en-ciel, la 

méthyltestostérone, ajoutée à l'alimentation, a 

également un effet masculinisant (Cousin et 

al., 1989). Chez cette même espèce, la 11~ 

hydroxyandrostènedione semble aussi jouer un 

rôle important dans la masculinisation des 

gonades (Van den Hurk et Van Oordt, 1985). 

De même, chez les Amphibiens, la 

testostérone est capable de masculiniser les 

femelles chez les Ranidae et les Hylidae 

(Gallien, 1962). 
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Chez les Reptiles, la testostérone 

appliquée à des embryons incubés à 

température féminisante n'a pas d'effet (Crews 

et al., 1994). Au contraire, à température 

masculinisante, la testostérone a un effet 

paradoxal et conduit à l'éclosion de femelles 

du fait sans doute de sa conversion en 

oestradiol (Pieau, 1974; Gutzke et Bull, 1986 

; Crews et al., 1989 ; Wibbels et Crews, 

1992). Il n'existe jusqu'à présent, qu'une 

seule espèce de Reptile, le lézard Calotes 

versicolor, où la testostérone inverse les 

femelles; chez cette espèce, l'oestradiol et la 

température n'ont pas d'effet sur la 

différenciation sexuelle (Ganesh et Raman, 

1995). 

4.2.3 - Effet paradoxal des stéroïdes exogènes. 

Chez les Amphibiens , il semble exister 

une relation entre la nature du sexe 

homogamétique et celle de l'hormone 

entraînant l'inversion sexuelle: pour le type 

XXfXY, la testostérone produit l'inversion des 

femelles XX ; pour le type ZZ/ZW, c'est 

l'oestradiol qui produit l'inversion des mâles 

ZZ : l'hormone du sexe hétérogamétique est 

capable d'inverser le sexe homogamétique. 

Le traitement de larves d'Amphibiens 

par des hormones sexuelles à forte 

concentration peut aussi avoir des effets 

paradoxaux : effet masculinisant des 

oestrogènes et féminisant des androgènes. Là 

encore, il semble exister une liaison avec la 

nature du sexe homogamétique : chez les 

animaux ZZ/ZW, l'hormone mâle a un effet 

paradoxal (Triturus, Ambystoma, Hynobius, 



Pleurodeles), tandis que chez les animaux 

XXjXY, c'est l'hormone femelle qui à forte 
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concentration devient masculinisante (Ranidae) 

(Gallien, 1962). 

4.3- Métabolisme des stéroïdes sexuels dans les gonades au cours de la différenciation. 

4.3 .1- Contenu des gonades en stéroïdes. 

In vivo, il existe des différences entre 

les sexes dans le contenu des gonades en 

stéroïdes. Chez Emys orbicularis, la quantité 

d'oestradiol dans les gonades est plus 

importante à température féminisante qu'à 

température masculinisante (Dorizzi et al., 

1991). La même différence est observée chez 

la tortue Trachemys seripta dans les complexes 

surrénale-rein-gonade (White et Thomas, 

1992). 

A l'inverse, il existe dans les testicules 

embryonnaires d'Emys orbicularis de plus 

grandes quantités d'androstènedione , de 

dihydrotestostérone et d'oestrone que dans les 

ovaires (Pieau et al., 1982). 

4.3.2- Activité de la 3f3HSD . 

Des différences dans les activités des 

enzymes de la stéroïdogenèse entre les deux 

sexes ont aussi pu être mises en évidence. 

Les premiers travaux, réalisés sur Emys 

orbicularis, montrent que l'activité de la 

3pHSD est plus importante à température 

masculinisante qu'à température féminisante 

(Pieau, 1973). De même, Joss (1989) a 

montré chez l'alligator la présence de cette 

même enzyme dans les testicules 

embryonnaires mais pas dans les ovaires{"'En 

revanche, la 3pHSD a été détectée dans' les 

surrénales mais pas dans les gonades 

embryonnaires chez Lepidochelys olivacea 

(Merchant-Larios et al., 1989), Trachemys 

scripta (Thomas et al ., 1992) et Crocodylus 
'\ 

porosus (Smith et Joss, 1994). ! 
,..1 

{ , 

Chez le pleurodèle, la 3pHSD est 

présente dans les deux sexes dès le stade 44 

dans les gonades indifférenciées, soit peu de 

temps après le début de la période 

thermosensible (Collenot, 1965 ; Collenot et 

Collenot, 1977). 

4.3.3- Action du tamoxlfène. 

Les traitements d'embryons par des 

antioestrogènes tels que le tamoxifène ont 

donné des résultats variables selon les espèces. 

Chez les Reptiles avec TSD, un effet 

masculinisant du tamoxifène a été observé sur 

des embryons incubés à température 

féminisante chez Emys orbicularis (Dorizzi et 

al., 1991). En revanche, le tamoxifène a une 



action oestrogénique à température 

masculinisante mais pas d'effets à température 

féminisante chez Alligator mississipiensis et 

Traehemys seripta (Lance et Bogart, 1991 

Wibbels et Crews, 1992). 

Chez les Oiseaux, le tamoxifène annule 

l'action féminisante des androgènes et de 

l'oestradiol sur les embryons mâles de poulet 

(Weniger et al., 1981) et peut masculiniser des 

gonades d'embryons femelles (Scheib, 1983 ; 

Weniger, 1991). 

4.3.4- Activité de l'aromatase. 

Ces dernières années, de nombreuses 

études ont porté sur la dernière étape de la 

synthèse des oestrogènes, l'aromatisation des 

androgènes par l'aromatase, et sur le rôle de 

cette enzyme dans la détermination sexuelle. 

Chez les tortues Emys orbicularis et 

Dermoehelys coriacea, l'activité aromatase est 

corrélée avec la différenciation ovarienne 

(Desvages et Pieau, 1992a ; Desvages et al., 

1993). Ainsi, il existe une plus forte activité 

aromatase dans les ovaires présomptifs que 

dans les testicules présomptifs et cette activité 

coïncide avec un contenu des gonades plus 

élevé en oestrogènes (Desvages et Pieau, 

1991 ). 

De plus, l'augmentation de l'activité 

aromatase dans les ovaires concorde avec la fin 

de la période them10sensible ; pendant cette 

période, le changement de la température 

d'incubation des oeufs, d'une température 

masculinisante à une température féminisante, 
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provoque une augmentation de l'activité 

aromatase, et inversement (Desvages et Pieau, 

1992b). 

De même, chez l'alligator, l'activité 

aromatase dans les gonades est faible à 33°C, 

température à laquelle on obtient uniquement 

des mâles, et forte à 30°C où l'on obtient 

uniquement des femelles (Smith et al., 1995). 

Des résultats similaires ont été obtenus chez 

Croeodylus porosus (Smith et Joss, 1994a). 

L'augmentation de l'activité aromatase 

accompagne la différenciation morphologique 

de l'ovaire mais chez ces crocodiliens, 

contrairement à Emys orbieularis, l'activité 

aromatase est faible et ne semble pas être 

affectée par la température pendant la période 

thermosensible: il n'y a pas de différence entre 

les ovaires et les testicules présomptifs 

jusqu'après la période thermosensible, après 

que le sexe ait commencé à se différencier 

(Smith et al., 1995). 

De même, chez la truite arc-~n-ciel, 

l'activité aromatase n'est détectée que dans les 

ovaires déjà différenciés (Van den Hurk et al., 

1982). Chez Oreoehromis niloticus, l'activité 

aromatase n'est détectée qu'une à deux 

semaines après l'apparition des premiers 

critères de la différenciation ovarienne 

(Baroiller, 1988). 

4.3.5- Action des inhibiteurs d'aromatase. 

Les traitements d'embryons femelles 

avec des inhibiteurs d'aromatase ont entraîné 

des degrés divers de masculinisation dans 



toutes les classes de Vertébrés honnis chez les 

Mammifères. 

Chez le saumon Oneorhynehus 

tshawytseha, un traitement de deux heures au 

fadrozole d'alevins femelles, peu après 

l'éclosion, entraîne le développement de 23% 

de mâles fertiles (Piferrer et al., 1994). 

Chez Rana eatesbeiana, le traitement de 

têtards femelles avec la 4-hydroxy­

androstènedione provoque une diminution de 

la sécrétion d'oestradiol et une augmentation 

de la sécrétion de testostérone et, par suite, la 

transformation d'ovaires en testicules (Yu et 

al ., 1993). 

Chez les Reptiles, les inhibiteurs 

d'aromatase ont des effets très variables selon 

les espèces. Chez la tortue Malaclemys terrapin 

et chez Alligator mississipiensis, le fadrozole a 

un faible effet sur la différenciation ovarienne 
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(Jeyasuria et al., 1994 ; Lance et Bogart, 

1992). En revanche, chez Chelydra serpentina, 

Traehemys scripta et Emys orbieularis, le 

même inhibiteur provoque le développement 

de structures testiculaires chez des individus 

d'une ponte incubée à température féminisante 

(Rhen et Lang, 1994 ; Wibbels et Crews, 1994 

Dorizzi et al., 1994). Des inversions ont aussi 

été obtenues chez le lézard Cnemidophorus 

uniparens, une espèce unisexuée avec 

uniquement des femelles parthénogénétiques 

triploïdes (Wibbels et Crews, 1994). 

Enfin, les inhibiteurs de l'aromatase 

induisent aussi des inversions sexuelles chez 

les Oiseaux : chez le poulet, 50% des 

embryons traités par le fadrozole se sont 

développés en mâles permanents, mais ces 

animaux étaient stériles (Elbrecht et Smith, 

1992). 

4.4- Rôle des stéroïdes dans la détermination sexuelle. 

Tous ces travaux ont conduit à 

l'élaboration de différents modèles de 

détenninisme du sexe chez les reptiles avec 

TSD. 

Dans le modèle suggéré par Claude 

Pieau, la température altérerait l'environnement 

stéroïdien de l'embryon en agissant sur 

l'expression des enzymes de la 

stéroïdogenèse, notamment l'aromatase, et des 

récepteurs aux hormones (Pieau et al ., 1994a, 

b). Ainsi, la production d'oestrogènes par 

l'aromatase dépendrait de la température, et les 

concentrations des stéroïdes dans les gonades 

sont différentes selon les températures 

d'incubation. 

Bogart (1987) a proposé que le rapport 

des stéroïdes était le phénomène détenninant 

chez les espèces avec TSD mais aussi chez les 

autres Vertébrés, un rapport androgènes/ 

oestrogènes faible permettant un 

développement ovarien et inversement. 

Dans de tels modèles, la production 

d'oestradiol joue un rôle central, ce qui a été 

démontré en particulier chez les Reptiles 



Poissons Amphibiens Reptiles 
1 1 1 

xx/Xy zzrzw GSD 

Stéroïdes 
Androgènes 

Testostérone a a 
DHT 

Oestrogènes cg a 
Ligands synthétiques 

Diéthylstilboestrol Q 
-r 

Tamoxifène 

Inhibiteurs enzymatiques 

Inhibiteurs aromatase a cf 
Inhibiteurs réductase 

Inhibiteurs 3f3HSD cf 

Fig. 7 : Tableau sim plifié des différents traitements hormonaux et ch imiques 
réal isés chez les Vertébrés. 
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(Wibbels et Crews, 1994 Crews et al ., 

1994): 

des traitements à l'oestradiol 

provoquent une différenciation sexuelle 

femelle. 

- l'action des oestrogènes est similaire à 

celle de la température chez les espèces avec 

TSD. 

- les stéroïdes et les enzymes de la 

stéroïdogenèse sont présents pendant la 

période de différenciation sexuelle de la 

gonade. 

- il existe une plus forte activité 

aromatase et une plus grande quantité 

d'oestrogènes dans les gonades à température 

féminisante chez les espèces avec TSD. 

- la différenciation ovarienne est 

interrompue par des inhibiteurs de l'aromatase. 

Wibbels et Crews (1994) ont proposé 

un rôle de pivot pour la testostérone, 

métabolisée en oestradiol ou en 

dihydrotestostérone. Dans cette optique, la Sa 

réductase jouerait un rôle similaire à celui de 

l'aromatase. La dihydrotestostérone, qui n'est 

pas aromatisable, engendre chez la tortue 

Trachemys scripta le développement 
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préférentiel de mâles à température 

d'incubation intermédiaire (Wibbels et Crews, 

1993) ; une application simultanée d'oestradiol 

et de dihydrotestostérone à cette même 

température engendre des intersexués. Enfin, 

des inhibiteurs de réductase, administrés à 

cette même température, augmentent le 

pourcentage de femelles (Crews et Bergeron, 

1994 ). 

Ainsi, des Poissons aux Oiseaux, le 

métabolisme des stéroïdes sexuels joue un rôle 

primordial dans la différenciation gonadique, 

aussi bien chez les espèces avec TSD qu'avec 

GSD. Dans les quatre classes de Vertébrés, 

Poissons, Amphibiens, Reptiles et Oiseaux, 

des inversions sexuelles complètes ont pu être 

obtenues par des traitements avec des 

inhibiteurs d'aromatase. 

L'aromatase aurait comme rôle la 

production d'oestrogènes malS aUSSI 

l'élimination des androgènes, promouvant 

ainsi la différenciation ovarienne et inhibant à 

la fois la différenciation testiculaire. 

Néanmoins, chez certaines espèces, les 

inhibiteurs d'aromatase n'ont pas entraîné 

d'inversion, la différenciation mâle nécessitant 

sans doute la mise en jeu d'autres facteurs. 



L'objectif de ce travail était l'étude de la 

détermination et de la différenciation sexuelle 

chez Pleurodeles walt!. Cette espèce représente 

un modèle d'étude intéressant de la 

différenciation sexuelle, car elle présente à la 

fois un déterminisme génétique du sexe 

comme la plupart des Vertébrés, et une 

sensibilité de la différenciation sexuelle à la 

température dont les mécanismes pourraient 

être très proches de ceux du déterminisme du 

sexe par la température chez les Reptiles. 

Ce travail avait pour but, dans un 

premier temps, la recherche de séquences Sox 

intervenant dans la différenciation sexuelle 
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chez le pleurodèle. Cette étude a abouti à 

l'identification d'un domaine Sox, PwSox1. 

Dans un deuxième temps, les travaux 

ont porté sur la recherche de la cible de la 

température au cours de la différenciation 

sexuelle. Comme l'oestradiol inhibe l'action de 

la température chez le pleurodèle et que les 

relations entre température et stéroïdes sexuels 

sont bien démontrées chez les Reptiles, nous 

avons étudié la régulation de l'activité de 

l'aromatase au cours de la différenciation 

sexuelle ainsi que les effets de divers 

traitements chimiques et hormonaux sur la 

différenciation sexuelle. 
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MATERIEL ET METHODES 

1- Elevage des animaux. 

Les pleurodèles sont élevés au 

laboratoire dans l'eau courante à 18±2°C. A 

cette température, la période embryonnaire 

dure 2 semaines et la métamorphose survient à 

environ 4 mois, la maturité sexuelle est atteinte 

entre 12 et 18 mois (Fig. 4). 

Les animaux sont nourris peu après 

l'éclosion avec des artémies puis à partir du 

stade 51-52 avec des larves de chironomes (t 

après la métamorphose avec du coeur de boeuf 

haché. 

Pour toute opération, les animaux sont 

anesthésiés dans une solution à 3% de 

benzocaïne (éthyl p-amino benzoate) dans 

l'éthanol diluée à 1 % dans l'eau du robinet. 

2- Détermination du génotype sexuel. 

Chez le pleurodèle, les chromosomes 

sexuels mitotiques ne présentent pas 

d'hétéromorphisme. Cependant, au niveau des 

boucles de transcription des chromosomes 

méïotiques d'ovocyte (chromosomes en 

écouvillon) il existe une zone hétéromorphe 

entre les chromosomes Z et W (Lacroix et al., 

1990). 

Le génotype sexuel peut être déterminé 

grâce à la présence d'une enzyme dimérique 

liée au sexe, la peptidase 1 (Ferrier et al., 

1980 ; Dournon et al. , 1988). Cette enzyme, 

spécifique de la liaison valyl-Ieucine in vitro, 

présente une forme A liée au chromosome Z et 

une forme B ou ~, suivant l'origine nord­

africaine ou ibérique des animaux (Rudolf et 

al, 1996). 

Fig. 8 : Patrons électrophorétiques de la peptidase 1 de larves issues d'un croisement entre un 

thermonéomâle ZA W~ et une femelle ZA W~ 

Pistes 1,2, 3,4 et 9 : Mâle ZAZA ; pistes 5 et 7 : femelle ZA Wp ; pistes 6 et 8: femelle WpWp. 



Les ammaux de génotype mâle sont donc 

ZAZA et ceux de génotype femelle ZA WB ou 

ZA W~. Les différents dimères enzymatiques 

peuvent être visualisés après séparation par 

électrophorèse en gel d'amidon (Fig. 8). 

Le test de sexage est réalisé sur des 

prélévements sanguins chez l'adulte et sur des 

morceaux de queue chez les larves: ce test est 

réalisable à partir du stade 42 environ et ne 

nécessite pas le sacrifice des animaux. 

L'extrémité de la queue est prélevée et 

broyée dans un tampon Tris- HCI 50 mM, 

MgCl2 2,5 mM, NaCI 25 mM. Les 

échantillons migrent 5h30 dans un gel 

d'amidon à 12% (stacking à 9%). Après 

migration, l'activité peptidase est révélée par 

l'hydrolyse d'un substrat valyl-Ieucine couplée 

avec une réaction colorée à la peroxydase. 

3- Traitement par la température d'élevage. 

Pour l'inversion par la température, des 

larves d'une même ponte sont élevées dans de 

l'eau à 32°C du stade 42 au stade 55 (Fig. 9). 

Dans ces conditions, les larves de génotype 

femelle ZW se différencient toutes en mâles 

fonctionnels. Ce traitement thermique ne 

perturbe pas la différenciation des larves ZZ en 

mâles. 

Les néomâles ZW croisés avec des 

femelles standard ZW donnent dans la 

descendance 1/4 d'individus WW qui se 

développent en femelles. Ces dernières ne se 
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différencient des autres femelles que par leur 

génotype sexuel. 

4- Traitements hormonaux et chimiques. 

Le génotype sexuel des larves a été 

déterminé par le test de la peptidase-l avant 

tout traitement (traitements à l'oestradiol, au 

ta moxi fène, au miconazole, à 

l'aminogluthetimide) ou après le traitement 

chimique (traitements au fadrozole et à la 

dih ydrotestostérone). 

Sauf pour les tests des inhibiteurs 

d'aromatase, les animaux ont été traités à 

raison de 15 à 20 larves pour 2 litres d'eau . La 

concentration en hormones ou en inhibiteurs a 

été ajustée dans l'eau d'élevage à partir d'une 

solution mère à 5 mg/ml dans l'éthanol absolu. 

Les larves ont été nourries et l'eau d'élevage 

renouvelée 3 fois par semaine. Tous les 

traitements réalisés sont donnés dans le tableau 

1. 

5- Histologie. 

Après les différents traitements, la 

structure histologique des gonades a été 

examinée pour vérifier l'effet du traitement sur 

la différenciation sexuelle. 

Après prélévement, les gonades ont été 

fixées au liquide de Bouin puis incluses dans 

la paraffine et sectionnées à 7I-lm d'épaisseur. 

Les coupes ont été colorées à l'hématoxyline 

éosine. 



Fig. 9 : Illustrations de différents stades de 
développement du pleurodèle 

Stade 48 
Barre=1,9mm 

Stade 50 
Barre=2,2mm 

Stade 52 
Barre=3mm 

Stade 54 
Barre=3,6mm 

Stade 56 
Barre=8,5mm 
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EFFETS D'INHIBITEURS SUR L'ACTIVITÉ AROMATASE 

L'inhibiteur a été ajouté dans l'eau d'élevage de larves femelles et l'activité aromatase a été mesurée 2 

jours après. 

Inhibiteur Concentration testée Larves : génotype sexuel et 

Aminogluthetimide 

(Sigma) 

Nitrate de miconazole 

(Sigma) 

Fadrozole (CGS 16949) 

(Ciba-Geigy) 

2mgll 

5mgll 

7mgll 

1 mgll 

0,5 mgll 

0,4 mgll 

stade du traitement 

femelles ZW stade 53 

femelles ZW stade 53 

femelles ZW stade 53 

femelles WW stade 53 

EFFETS D'INHIBITEURS SUR LA DIFFÉRENCIATION SEXUELLE 

Inhibiteur Concentration 

Miconazole 250Ilg!1 

Fadrozole 

Tamoxifene 

(Sigma) 

Génotype sexuel 

zw 

ZZetZW 

(ponte standard) 

Période du 

traitement 

st. 52 --> fin st. 55 

st. 52 --> fin st. 55 

ZZ, ZW et WW st. 52 --> fin st. 55 
(ponte ZWxZW) 

zz 
ZW 

st. 52 --> fin st. 55 

st. 52 --> fin st. 55 

EFFETS DES HORMONES SUR LA DIFFÉRENCIATION SEXUELLE 

Hormone Concentration 

Benzoate d'oestradiol lOOllg!l 

1,5 mgll (Sigma) 

Benzoate de 600 1lg!1 
dihydrotestostérone(Sigma) 

Génotype sexuel 

zz 
ZZ 

ZW 

Période du 

traitement 

st. 52 --> fin st. 55 

st. 52 --> fin st. 55 

st. 52 --> fin st. 55 

ZZ, ZW et WW st. 52 --> fin st. 55 
(pon te ZW xZW) 

Tableau 1 Traitements chimiques et hormonaux réalisés chez le pleurodèle. 



6- Dosage de l'activité aromatase. 

L'activité aromatase a été détenninée par 

la méthode décrite par Ackennan et al. (1981). 

Après dissection, les gonades sont rapidement 

rincées dans du milieu RPMI 1640, puis 

incubées pendant 4h30 à 37°C dans du milieu 

RPMI contenant 0,5 /lM de [1~_3H] 

androstènedione (activité spécifique 21,5 ou 

24,5 Ci/mmol suivant les différents lots, New 

England Nuclear). Après l'incubation, les 

stéroïdes sont extraits par extraction au 

chloroforme et adsorption sur charbon actif. 

L'aromatisation de l'androstènedione marquée 

provoque la production d'eau tritiée. La 

radioactivité ainsi libérée dans le milieu est 

mesurée au compteur à scintillation. L'activité 

aromatase est calculée à partir de cette mesure 

et est exprimée en fentomoles par gonade et 

par heure. 

L'activité aromatase a été mesurée du 

stade 47 au stade 56. Pour des raisons 

pratiques de dissection, les mesures ont été 

réalisées du stade 47 au stade 52 sur 

l'ensemble "gonades et mésonéphros". A 

partir du stade 53, le prélévement des gonades 

seules est possible et les dosages ont alors été 

réalisés sur les gonades seules. 

Comme témoins, l'activité aromatase a été 

mesurée dans les mésonéphros sans gonades 

et dans les corps gras de larves au stade 54. 

Les corps gras, longitudinaux, bordent les 

gonades. Leur origine est commune avec celle 

des gonades. 
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Pour tous les dosages, une température 

unique, différente des températures d'élevage a 

été choisie. La température de 37°C a été 

choisie après des dosages réalisés à différentes 

températures: des dosages ont été effectués à 

20, 32 et 37°C sur les ovaires de six femelles 

ZW au stade 55 . Pour chacune de ces 

femelles, la gonade droite a été incubée à une 

température et la gonade gauche à une autre 

température, de façon à comparer l'action de la 

température sur l'activité aromatase lors du 

dosage. Les résultats montrent que les activités 

aromatase sont légérement plus fortes à 32 

qu'à 37°C, et ces activités sont environ deux 

fois plus fortes qu'à 20°C (Tableau 2). 

7- Analyse statistique. 

Pour l'analyse statistique, les valeurs de 

l'activité aromatase ont été transformées en 

logarithme pour égaliser les variances trop 

différentes entre les mâles et les femelles. Les 

analyses ont été réalisées séparément pour 

chaque stade. Les activités aromatase pour 

chaque stade ont été comparées par l'analyse 

de variance (ANOY A). Quand un effet 

significatif global est obtenu, le test t multiple 

protégé est ensuite utilisé pour comparer deux 

à deux les différents traitements réalisés pour 

un même stade larvaire. Les différences sont 

considérées comme significatives pour 

P<0,05 . 
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Larves Gonades Température Activité aromatase 

fmol/gonade/heure 

1 QG 20 302 

QI) 37 570 

2 QG 20 786 

QI) 37 1083 

3 QG 20 537 

QI) 32 1244 

4 QG 20 793 

QI) 32 1134 

5 QG 32 739 

OD 37 553 

6 OG 32 1385 

OD 37 1167 

Tableau 2: Effets de la température d'incubation lors du dosage sur l'activité aromatase. 

OD : ovaire droit, OG : ovaire gauche de larves femelles ZW au stade 55. 

8-lsolement de la séquence PwSoxi. 

L'isolement de PwSox 1 a été réalisé en 

collaboration avec Philippe Berta du Centre de 

Recherches de Biochimie Macromoléculaire à 

Montpellier (CNRS UPR 9008). 

Un échantillon d'ADN de pleurodèle 

mâle a été amplifié par PCR en utilisant des 

amorces dégénérées ciblées sur les extrémités 

du domaine HMG de SR Y (Griffiths, 1991) : 

5'AAGCGACCCATGAA(CfT)GCNIT 

5'GT ACTT(G/ A)T A(G/ A)T(CfT)NGG(A/G)T A 

Les produits de PCR ont été sous-clonés au 

niveau du site SmaI du plasmide pBluescript 

SK, et un clone, PwSoxl a été séquencé. 

9- Southern blot. 

Des échantillons d'ADN génomique de 

pleurodèle, d'axolotl, de triton palmé et de 

xénope ont été digérés par les enzymes de 

restriction EcoRI et HindIII. Les digestions 

ont été séparées par électrophorèse sur gel 

d'agarose (0,75%) et transférées sur 

membrane de nylon Hybond N (Amersham). 

La membrane est ensuite préhybridée 

pendant 4 heures dans du milieu Hybond 

CNaCI 750 mM, héparine 50 ng/ml, SDS 1 %, 

sulfate de dextran 5%, ADN de saumon 50 

).l.g/ml) puis hybridée toute la nuit dans le 

même milieu contenant la sonde dénaturée. La 

sonde est marquée par incorporation de a 32p 

dCTP par la technique de random priming 



(Boehringer). La membrane est ensuite lavée 

15 minutes dans du 2xSSC (lxSSC = 150 

mM NaCl, 15 mM citrate de sodium pH 7,0) à 

65°C puis 30 minutes dans du 2xSSC, 0,1% 

SDS à 65°e. La membrane a été ensuite 

exposée 14 jours sur des films Hyperfilm MP 

(Amersham). 

10- Hybridation in situ sur chromosomes en 

écouvillon. 

Cette hybridation a été réalisée en 

collaboration avec l'équipe de Nicole Angelier 

(Université Paris VI) durant un stage à Paris. 

Les ovocytes d'Amphibiens ont la 

particularité de présenter, au stade diplotène, 

des chromosomes en écouvillon, 

particulièrement développés chez le pleurodèle. 

Ces chromosomes présentent le long de leur 

axe des boucles d'ADN décondensé 

correspondant à des séquences en cours de 

transcription. 

Les chromosomes en écouvillon ont été 

préparés suivant la technique de Gall (1954). 

Un fragment d'ovaire est prélevé sur une 

femelle anesthésiée. Après dissociation du 

stroma ovarien, les gros ovocytes sont 

énucléés dans une solution de KCI 75 mM, 
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NaCI 25 mM, MgCl2 lOmM, CaCl2 10 mM, 

HEPES 10 mM pH 7,2. Le noyau de 

l'ovocyte est prélevé à l'aide d'une 

micropipette et placé sur une lame de verre 

épaisse, pourvue d'une chambre circulaire. 

L'enveloppe nucléaire est déchirée 

manuellement puis éliminée à l'aide d'une 

pince fine et d'une micro-aiguille. Le contenu 

nucléaire qui s'étale sur le fond de la chambre 

est centrifugé pendant 30 minutes à 1500xg de 

manière à fixer les chromosomes sur la lame. 

Les préparations chromosomiques sont ensuite 

fixées dans l'éthanol 70° pendant 30 minutes. 

Les deux sondes ARN sens et anti-sens 

de PwSoxl ont été hybridées en parallèle sur 

ces préparations. Chaque sonde est dénaturée 

pendant 10 minutes à 85°C puis à O°e. Les 

sondes sont ensuite reprises dans le milieu 

d'hybridation suivant : sonde ARN (4.105 

cpm/lame), 4xSSC, Na3P04 0,1 M, ARNt 

d'E. coli et de levure 300 Ilg/ml, DTT 

100mM, formamide 40%. L'hybridation est 

réalisée pendant une nuit à 42°C en chambre 

humide (4xSSC, formamide 40%). les lames 

sont ensuite lavées pendant une heure à 65°C 

dans du 1 xSSC, puis recouvertes d'émulsion 

(NTB2 Kodak). 

Après 13 jours d'exposition, les lames 

sont révélées -et les chromosomes sont colorés 

au bleu de Coomassie. 



RESULTATS 

PREMIERE PARTIE: RECHERCHE DE SEQUENCES SOX 
CHEZ LE PLEURODELE. 

1- Isolement d'une séquence 50x chez le pleurodèle. 
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En collaboration avec l'équipe de 

Philippe Berta à Montpellier, nous avons 

amplifié par PCR chez le pleurodèle mâle, une 

séquence homologue au domaine HMG du 

gène SRY, partie du gène la plus conservée et 

codant le site de fixation de la protéine sur 

l'ADN. La séquence ainsi amplifiée a été 

clonée puis séquencée : c'est un fragment 

d'ADN de 216 paires de bases pour lequel la 

protéine déduite présente 54% d'acides aminés 

conservés avec le domaine HMG de SR Y 

(Fig. 10). Par convention, cette séquence a été 

nommée PwSox 1 (f.leurodeles waltl SoxI). 

SRY-box: ATC GTG TGG TCT CGC GAT CAG AGG CGC AAG ATG GCT CTA GAG 
PwSoxl : ATG GTC TGG TCC CGC GGC CAG AGA CGG AAA ATG GCA CAG GAG 
PwSoxl: M V W S R G Q R R K M A Q E 

AAT CCC AGA ATG CGA AAC TCA GAG ATC AGC AAG CAG CTG GGA TAC 
AAC CCC AAA ATG CAC AAC TCG GAG ATC AGC AAG CCC CTA GGC GCA 
NP KM H N SEI S K PL GA 

CAG TGG AAA ATG CTT ACT GAA GCC GAA AAA TGG CCA TTC TTC CAG GAG 
GAC TGG AAG CTG CTG AGC GAC GCT GAG AAG CGG CCC TTC ATA GAC GAG 

D W K L L S DA E K R P F IDE 

GCA CAG AAA TI A CAG GCC ATG CAC AGA GAG AAA 
GCC AAG CGT CTG CGT GCC GTT CAC ATG AAG GAT 

A KR L R A V HM K D 

Fig. 10 : Séquences du domaine SRY-box et de PwSoxl. 

Les lettres en gras indiquent les nucléotides et les acides aminés conservés entre l'homme et le pleurodèle. 
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2- Conservation de PwSoxl. 

PwSoxl 

Homme SOX3 
Souris 50x3 

MVW S RGQRRK MAQENPKMHN SE I :;KPLGAD WKLL S DAEKR PFIDEAKRLR AVHMKD 
- - - ------- -- -- - ----- ---------- ----T----- ---------- --- - -E 
----- - --- - - - -------- --- - ------ ----T----- ---------- -----E 

Marsupial SmSox3 
Poulet CSox3 

~uette SoxLf3 

Xénope XSoxll 
Souris 50x1 
Souris 50x2 

--------- - - --------- ------ - --- - ---T----- -- - ------- -----E 

------- - -- -----E 
--------- - - - ---E 

------ - --- ---------- ---------- - ---- -$ ---
- - -------- - ---- - ---- -------- - E --VM-E---- ---------- -L---E 
---------- ---------- ---------- --- -- ET--- ---- - ----- -L---E 

Fig. 11 Séquences en acides aminés d.e PwSoxl et des domaines Sox les plus proches. 

PwSox1 est très proche de plusieurs 

autres domaines Sox : elle présente près de 

98% d'acides aminés conservés avec Sox3 des 

Mammifères et des Oiseaux (Fig. Il). Chez 

les Anamniotes, la séquence la plus proche de 

PwSox1 est XSox11 du xénope. 

L'hybridation de PwSox1 sur southern 

blot montre en effet la présence de séquences 

homolo gues chez d'autres espèces 

d'Amphibiens comme le triton palmé et le 

xénope (Fig. 12). Chez le pleurodèle, PwSox1 

ne semble pas lié au sexe: en effet, on observe 

sur l'ADN digéré par HindIII une bande de 2 

Kb présente chez le mâle comme chez la 

femelle. Afin de confirmer la localisation 

autosomique de PwSox1, une hybridation sur 

chromosomes en écouvillon a été réalisée. 

Fig. 12 : A : Electrophorèse en gel d'agarose d'ADN d'Amphibiens. L'ADN a été digéré par HindIII 

(pistes 1,2,6,8 et 10) et par EcoRI (pistes 3, 4,5,7 et 9). Pistes 1 et 3 : pleurodèle femelle ZW ; 2 et 4 : pleurodèle 

mâle ZZ ; 5 et 6 : axolotl; 7 et 8 : triton palmé; 9 et 10 : xénope. B : Hybridation avec PwSoxl. 
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Fig. 13 : Hybridation in situ sur chromosomes en écouvillon. 
PwSoxl s'hybride sur l'extrémité de l'autosome VI (flêches) caractérisé par la présence de boucles globulaires 
(G). a et b : Gx340 ; cet d : Gx1060. 



46 

3- Hybridation sur chromosomes en écouvillon. 

L'hybridation ARN-ARN in situ sur 

chromosomes en écouvillon d'ovocytes est 

une technique sensible car la sonde ARN 

s'hybride sur les multiples copies d'ARN en 

cours de synthèse à l'endroit d'une boucle 

d'ADN décondensé. En revanche, cette 

technique ne permet de localiser que les 

séquences trancrites à ce stade dans l'ovocyte. 

L'hybridation de la sonde ARN "sens" 

ne montre aucun signal d'hybridation 

spécifique tandis que l'ARN "antisens" 

s'hybride sur l'extrémité du bras court du 

chromosome VI (Fig 13). 

Conclusion. 

La recherche de gènes Sox chez le 

pleurodèle a abouti à l'isolement du domaine 

PwSox 1. L'hybridation de PwSox 1 sur 

southem blot montre la présence de séquences 

apparentées chez d'autres Amphibiens. 

Au vu de sa séquence protéique, 

PwSox 1 pourrait être l'homologue du gène 

Sox3. Chez les Mammifères et les Oiseaux, ce 

gène intervient dans le développement du 

système nerveux comme le montrent ses 

profils d'expression chez le poulet (Uwanogho 

et al., 1995), la souris et l'homme (Stevanovic 

et al., 1993). 

PwSox 1 est localisé sur l'autosome VI 

et est transcrit dans l'ovocyte à la fin de 

l'ovogenèse. Néanmoins, la faible stringence 

utilisée pour l'hybridation in situ (lavages dans 

1xSSC) ne permet pas d'affimler que le signal 

observé ne correspond pas à un autre gène Sox 

proche de PwSox 1. De même, le grand 

nombre de séquences transcrites le long des 

chromosomes en écouvillon (y compris des 

séquences non codantes) ne permet pas non 

plus d'affirmer que PwSox 1 intervient dans 

l'ovogenèse ou dans le développement 

précoce. Des hybridations sur northern blot 

permettront de préciser l'expression de ce gène 

et de vérifier si l'ARN transcrit dans l'ovocyte 

est effectivement stocké. De telles études 

devront être effectuées en utilisant comme 

sondes des portions du gène extérieures au 

domaine Sox afin d'éviter les hybridations 

croisées avec d'autres gènes Sox. L'étude de 

l'expression de PwSox 1 nécessite donc le 

clonage de l'ADNe entier. Un criblage par 

PCR de banques d'ADNe d'ovaire et 

d'embryon au stade bourgeon caudal a révélé 

la présence de domaines Sox dans ces deux 

tissus mais l'isolement du (ou des) ADNe n'a 

pu être mené à terme. 
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DEUXIEME PARTIE: ACTIVITE DE L'AROMATASE ET ACTION DES 
HORMONES SEXUELLES AU COURS DE LA DIFFERENCIATION 

SEXUELLE. 

1- Activité aromatase au cours de la différenciation sexuelle. 

L'activité aromatase a été mesurée dans 

les gonades au cours de la différenciation 

sexuelle de larves ZZ, ZW et WW élevées à 

température ambiante (Fig. 14). Les dosages 
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Fig. 14 : Activité aromatase dans les complexes gonado-mésonéphrétiques (G-M) et dans les 
gonades (G) de larves au cours de la différenciation sexuelle. A : Larves ZW et ZZ. B : Larves 
WW. Les valeurs représentent la moyenne±\'écart-type de plusieurs dosages (les valeurs des dosages sont données en 
annexe à la fin du document). 
Les différences entre les activités des larves ZW et des larves ZZ ne sont pas significatives pour les stades 47 (p=0,39) et 
50 (p=0,27) et significatives pour les stades ultérieurs (p=O,006 au stade 52, p=O,OOOl au stade 53 et p<O,OOOl aux 
stades 54 à 56). Les différences entre les activités des larves ZW et des larves WW ne sont pas significatives pour les 
stades 47 (p=0,29), 50 (p=0,91), 52 (p=0,054) et 53 (p=0,17) et significatives pour les stades ultérieurs(p=0,0009 au 
stade 54, p=O,Ol au stade 55 et p=O,039 au stade 56). 
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L'activité aromatase a été détectée dès le 

stade 47, soit bien avan t la différenciation 

histologique du sexe des gonades. A ce stade, 

l'activité est faible dans les trois types de 

larves. L'écart d'activité entre différenciations 

ovarienne et testiculaire apparaît dès le stade 

50, où l'activité aromatase est environ deux 

fois plus forte chez les femelles que chez les 

mâles. Cette activité reste faible chez les mâles 

(aux environs de 10 fmoles/gonade/heure) 

alors qu'elle augmente très fortement chez les 

femelles: elle est environ 40 fois et 90 fois 

plus forte que celle des mâles aux stades 54 et 

56. 
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Chez les larves WW, l'activité 

aromatase est comparable à celle des larves 

ZW : elle marque cependant une stagnation aux 

stades 54 et 55 pour réaugmenter très 

fortement et dépasser l'activité des larves ZW 

au stade 56 (Fig. 14B). 

L'activité des tissus témoins, 

mésonéphros et corps gras au stade 54, est 

faible: 1,1 et 1,34 fmoles/mésonephros/heure 

chez un mâle ZZ et chez une femelle ZW et 

2,41 et 5,19 fmoles/corps gras/heure chez un 

mâle ZZ et chez une femelle ZW. 

2- Influence de la température sur la d!fférenciation sexuelle et l'activité aromatase. 

Chez Pleurodeles waltl, l'élevage des 

larves à 32°C pendant la période 

thermosensible provoque la différenciation des 

larves ZW en néomâles et ne semble pas 

affecter la différenciation des larves ZZ. 

50 

40 

30 

20 

10 

B 
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L'activité aromatase des gonades de larves en 

cours de traitement thermique a été suivie du 

stade 52 au stade 56 chez des larves ZZ et ZW 

(Fig. 15). 

Fig. 15 : Activité aromatase dans les 
complexes gonado-mésonéphrétiques (G-M) 
et dans les gonades (G) de larves au cours de 
la différenciation sexuelle lors d'un élevage 
à 32°C. Les valeurs représentent la moyenne ± l'écart­
type de plusieurs dosages (les valeurs des dosages sont 
données en annexe). Les différences entre les activités 
des néomâles ZW et des femelles ZW élevées à 20±2°C 
(Fig. 14A). sont significatives (p=O,0023 pour le stade 
52, p=O,0003 pour le stade 53 et p<O,OOOl pour les 
stades 54 et 55). 



Les activités aromatase des complexes gonado­

mésonéphrotiques (stade 52) et des gonades 

(stades 53 à 55) ne sont pas significativement 

différentes entre les larves ZZ et les larves 

ZW. Ces activités ne sont pas différentes des 

activités observées chez les larves ZZ élevées à 

température ambiante. 

En revanche, les activités des trois types 

de larves (ZZ et ZW à 32°C et ZZ à 20°C), ca­

ractéristiques d'une différenciation testiculaire 

sont largement inférieures à celles observées 
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lors d'une différenciation ovarienne (larves 

ZW à 20°C). 

L'effet de la température sur la 

différenciation sexuelle des larves WW n'a pu 

être étudié : en effet, chez ces animaux, le 

traitement thermique pour l'inversion sexuelle 

est léthal; les larves WW meurent quelques 

jours après le début du traitement. 

L'effet d'un choc thermique de 48 

heures à 32°C sur l'activité aromatase de larves 

femelles a été étudié à différentes stades (Fig. 

16). 
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Fig. 16 : Action d'un choc thermique de 48 heures à 32°C sur l'activité aromatase de gonades de 
larves ZW (A) et WW (13). Les valeurs représentent la moyenne±l'écart-type de plusieurs dosages (les valeurs des 
dosages sont données en annexe). La comparaison statistique des activités est donnée dans le tableau suivant: 

stade 53 sUlde 52 
z:z vs ZW 32°C: 0,56 NS ZZ vs WW32°C: 0,005 S 
ZW vs ZW 32°C: <0,0001 S WW vs WW32°C: 0,64 NS 

stade 55 stade 53 
z:z vs ZW 32°C: o ,0003 S ZZ vs WW32°C: <0,0001 S 
ZW vs ZW 32°C: 0, 32 NS WW vs WW32°C: 0,30 NS 

stade 56 
z:z vs ZW 32°C: <0,0001 S 
ZW vs ZW 32°C: 0,0073 S 



Chez les femelles ZW, lorsque le choc 

thermique est réalisé pendant la période 

thennosensible (stade 53), l'activité aromatase 

est fortement diminuée et est comparable à 

celle observée chez les mâles. En revanche, 

lorsque le choc thennique est appliqué après la 
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période thennosensible, l'activité aromatase est 

inchangée (stade 55, p=0,32) voire légèrement 

augmentée (stade 56, p=0,0073) . 

Chez les femelles WW, un choc 

thermique de 48 heures à 32°C n'a pas d'effet 

sur l'activité aromatase. ; , 
'.i 

3- Influence de l'oestradiol sur la différenciation sexuelle. 

3.1- Effets d'un traitement à l'oestradiol sur la différenciation sexuelle. 

Des larves de génotype mâle ZZ ont été 

inversées en femelles par un traitement à 

l'oestradiol à une concentration de 100 Ilg/l 

d'eau d'élevage. L'effet de fortes 

concentrations d'oestradiol (1,5 mg/l) a aussi 

été étudié sur des larves de génotype ZZ et ZW 

(Tableau 3). 

Pour tous les traitements à l'oestradiol, 

la mortalité est de l'ordre de 1/4 à 1/3 des 

animaux. Cette mortalité est peu différente de 

celle observée pour l'élevage de larves 

normales ; elle correspond en majorité au 

zz 100 Ilgll St 52 --> 80 jours 

St 55-56 

ZZ 1,5 mg/l St 52 --> 90 jours 

St 55-56 

ZW 1,5 mg/l St 52 --> 85 jours 

St 55-56 

cannibalisme, aux épidémies de champignons, 

fréquentes chez les larves, et à la mortalité au 

moment de la métamorphose. De même, la 

vitesse de développement, qui correspond à la 

durée du traitement (temps mis pour atteindre 

la métamorphose) n'est pas différente de celle 

de larves non traitées. 

Le traitement de larves ZZ par de 

l'oestradiol à une concentration de 100 Ilgll 

provoque l'inversion sexuelle de quasiment 

tous les individus en femelles fonctionnelles 

(Fig. 17C) . De nombreux individus ne 

présentent cependant qu'un seul oviducte. 

64 14 22% 2 48 

42 9 21 % 0 33 

32 Il 34% 0 21 

Tableau 3 Effets de traitements à l'oestradiol sur la différenciation sexuelle. 



De même, à une concentration de 1,5 

mg/l, l'oestradiol inverse toutes les larves de 

génotype mâle en femelles, mais, cette foù:, 

l'inversion n'est pas fonctionnelle car les 

animaux inversés ne présentent pas 

d'oviductes (Fig. 17D). Des larves de 
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génotype femelle traitées à la même 

concentration montrent le même phénotype: la 

différenciation ovarienne ne semble pas 

perturbée mais le développement des oviductes 

est inhibé (Fig. 17E). 

oviducte 

testicule 

corps gras 

Fig. 17 : Effets de traitements à l'oestradiol sur la différenciation sexuelle. 

A : mâle, B : femelle, C : mâle traité à l'ol!stradiol 100 ",g/l, D : mâle traité à l'oestradiol 1,5 

mg/l, E : femelle traitée à l'oestradiol 1,5 mg/I. 
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3.2-lnfluence de l'oestradiol sur l'activité aromatase. 
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Fig. 18 : Activité aromatase de larves ZZ au 
cours de l'inversion sexuelle par un 
traitement à l'oestradiol. Les valeurs représentent 
la moyenne ±l 'écart-type de plusieurs dosages (les 
valeurs des dosages sont données en annexe). 

Au cours de l'inversion des mâles par 

l'oestradiol à 100 ~g/l, l'activité aromatase a 

été mesurée à différents stades. Les résultats 

sont donnés sur la figure 18. 

Pendant le traitement à l'oestradiol, 

l'activité aromatase des larves ZZ reste faible et 

comparable à celle des larves ZZ non traitées 

jusqu'au stade 55, soit près de 26 jours après 

le début du traitement. L'activité aromatase 
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Fig. 19 : Effet de l'oestradiol sur l'activité 
aromatase gonadique de larves ZZ, ZW et 
WW au stade 53. Les valeurs représentent le 
moyenne±l'écart-type de plusieurs dosages (les valeurs 
des dosages sont données en annexe). La comparaison 
sk1tistique des activités est donnée dans le tableau 
suivant: 

z:z 
z:z 
ZW 

z:z 
z:z 
ZW 

z:z 
z:z 
WW 

vsZW 
vs ZZE2 
vs ZZE2 

vsZW 
vsZWE2 
vsZWE2 

vsWW 
vs WWE2 
vs WWE2 

p=0,0001 
p=0,044 
p=O,018 

p=0,0002 
p=0,025 
p=0,043 

p=O,OO04 
p=0,82 
p=O,OOO3 

S 
S 
S 

S 
S 
S 

S 
NS 
S 

augmente ensuite mais reste inférieure à celle 

observée aux mêmes stades chez les femelles. 

L'augmentation de l'activité aromatase, 

caractéristique de la différenciation femelle, se 

produit ainsi tardivement par rapport au début 

du traitement. 



L'effet d'un traitement à l'oestradiol sur 

l'activité aromatase a été étudié sur des larves 

de génotype ZZ, ZW et WW. Des larves des 

trois génotypes ont été traitées au stade 53 par 

l'oestradiol à une concentration de 400 Ilg/ml. 

Au bout de quatre jours de traitement, les 

larves ont été sacrifiées et l'activité aromatase 

gonadique mesurée (Fig. 19). 

Le traitement de larves ZZ au stade 53 

par une concentartion d'oestradiol de 400 1lg/1 

provoque l'augmentation de l'activité 
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aromatase. L' acti vité des mâles traités est 

significativement supérieure à celle des larves 

mâles non traitées (p=0,044) mais est 

inférieure à celle des larves femelles ZW 

(p=0,018). Chez les femelles ZW, l'activité 

aromatase est diminuée par le traitement à 

l'oestradiol (p=0,043). 

Chez les femelles WW traitées, l'activité 

aromatase est fortement diminuée (p=0,0004) 

et se retrouve au même niveau que l'activité 

des mâles ZZ non traités(p=0,82). 

3 -3 - Influence du tamoxifène sur la différenciation sexuelle. 

'lZ lOOllgll St 52 --> 95 jours 65 35 54% 30 0 

St55 

ZW lOOllg!l St 52 --> 95 jours 45 28 62% 2 15 

St55 

Tableau 4 Effets du tamoxifène sur la différenciation sexuelle. 

Afin de préciser l'implication des 

oestrogènes dans la différenciation sexuelle, 

des traitements de larves ont été réalisés avec 

un antioestrogène, le tamoxifène (Tableau 4). 

Contrairement aux traitements à 

l'oestradiol, le traitement au tamoxifène 

comporte une forte toxicité comme en 

témoignent l'importante mortalité au cours de 

l'expérience (supérieure à 50%) et la faible 

vitesse de développement observée. Ceci nous 

a conduit à choisir une faible concentration de 

tamoxifene (100 Ilg/I) et à arrêter le traitement 

au milieu du stade 55. 

Dans ces conditions, seules deux larves 

ZW sur les 17 survivantes ont été inversées en 

mâles. Aucune larve ZZ n'a été inversée en 

femelle: chez le pleurodèle, le tamoxifène ne 

semble pas présenter d'activité oestrogénique. 

Mais ces résultats nécessitent d'être confirmés 

par d'autres expériences avec des 

concentrations plus élevées mais compatibles 

avec la survie des larves. 
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4- Influence d'inhibiteurs de l'aromatase sur la différenciation sexuelle. 

4.1- Influence des inhibiteurs sur l'activité aromatase. 
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Fig. 20 : Effets d'inhibiteurs d'aromatase sur l'activité aromatase gonadique de larves femelles 
au stade 53. Les valeurs représentent la moyenne ± l'écart-type de plusieurs dosages (les valeurs des dosages sont 
données en annexe). La comparaison statistique des activités est donnée dans le tableau suivant : 

ZW AGT2 vsZW p=O,ll NS 
ZW AGTS vsZW p=O,048 S 
ZW AGTI vsZw p=O,23 NS 

ZWCGS vsZW p<O,OOOl S 
ZWCGS vsZZ p=O,06 NS 

Les effets de trois inhibiteurs ont été 

testés sur l'activité aromatase gonadique du 

pleurodèle afin de choisir le plus efficace pour 

le traitement des larves (Fig. 20). 

Trois inhibiteurs ont été choisis : 

l'aminogluthetimide (Thompson et Siiteri, 

1973), le nitrate de miconazole (Mason et al., 

1985) et le fadrozo1e (Bhatnagar et al., 1990). 

ZW MO,S vsZW p=O,33 NS 
ZWMl vsZW p<O,OOOl S 
ZWMl vs ZZ p=O,82 NS 

WWCGS vsWW p=O,OOO3 S 
WWCGS vs ZZ p=O,08S NS 

Ces inhibiteurs ont été testés sur des larves 

femelles au stade 53. Après deux jours de 

traitement, l'activité aromatase est dosée. 

A la concentration de 2, 5 ou 7 mg/l, 

l'aminogluthetimide n'entraîne aucune 

diminution de l'activité aromatase. A la 

concentration de 5 mg/l, l'activité aromatase 

est même significativement supérieure à celle 

des larves standard (p=0,048). 



Le nitrate de miconazole à la 

concentration de 500 )..tg!l provoque une légère 

diminution de l'activité aromatase mais la 

différence n'est pas significative (p=0,36). En 

revanche, après un traitement à 1 mgll, 

l'activité aromatase est différente de celle des 
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larves ZW non traitées (p=0,0003) et n'est pas 

différente de celle des larves ZZ (p=0,82). 

De même, le fadrozole, à la 

concentration de 400 )..tg/l, diminue l'activité 

aromatase de larves ZW au niveau de celle de 

larves ZZ (p=0,06). Le même effet est observé 

chez les larves WW. 

4.2-lnfluence des inhibiteurs d'aromatase sur la différenciation sexuelle. 

4.2.1 - Effet du miconazole. 

7Z 500 )..tg/l St51 3 jours 15 15 100% 

7Z 400 )..tg!l St51 3 jours 13 13 100% 

ZW 500 )..tg/l St51 3 jours 14 14 100% 

ZW 250 )..tg!l St 52 --> 95 jours 67 44 66% 0 23 

St55 

Tableau 5 Effet du miconazole sur la différenciation sexuelle. 

Après les tests précédents, deux 

inhibiteurs ont été choisis pour tenter des 

inversions sexuelles chez le pleurodèle : le 

nitrate de miconazole et le fadrozole. 

Les dosages d'activité aromatase ont 

montré que la concentration minimale efficace 

de miconazole se situe entre 0,5 et 1 mg/l. 

Néanmoins, les premiers essais ont montré 

que ces concentrations étaient très toxiques et 

entraînaient la mort de toutes les larves traitées 

en quelques jours (Tableau 5). 

A la concentration de 250 Ilgll, la 

mortalité est encore très forte (66%) : les larves 

ZW traitées à cette concentration présentent 

une différenciation sexuelle femelle normale. 



56 

4.2.2- Effet dufadrozole. 

100 Ilg!l St 52 --> 110 jours 72 31 42% ZZ 23 23 0 0 

St55 ZW 17 1 1 15 

300 Ilgl1 St 52 --> 120 jours 80 30 37% ZZ Il Il 0 0 

St 55-56 ZW 30 9 1 20 

WW 9 1 0 8 

Tableau 6 Effet du fadrozole sur la différenciation sexuelle. 
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Fig. 21 : Effet du fadrozole sur l'activité 

aromatase au cours d'un traitement à 300 

Ilg/1 pendant la différenciation sexuelle. 

Chaque point représente un dosage réalisé sur les deux 

gonades d'un individu. 

Le dosage de l'activité aromatase au 

cours du traitement par le fadrozole montre 

que, jusqu'au stade 54, l'aromatase est inhi­

bée: l'activité est faible et caractéristique du 

phénotype mâle (Fig. 21) . A partir du stade 

55, de nombreuses larves présentent une 

activité élevée caractéristique du phénotype 

femelle mais bien inférieure pour la plupart à 

l'activité de femelles standard. Certaines larves 

gardent une activité faible, inférieure à 15 

fmoles/gonade/heure : ces larves corres­

pondent aux individus inversés en mâles (Fig. 

23). 

Le fadrozole possède une toxicité 

relativement forte sur les larves : près de 40% 

d'entre elles sont mortes au cours du traitement 

(Tableau 6) . La vitesse de développement est 

également très ralentie puisque les larves 

traitées mettent près de deux fois plus de temps 

(4 mois) pour passer du stade 52 à la 

métamorphose que des larves non traitées. 



La différenciation mâle ne semble pas 

perturbée par le fadrozole : toutes les larves ZZ 

traitées se sont développées en mâles. 

A la concentration de 100 !-tg/l , une 

larve ZW, sur les 17 survivantes présentait des 

testicules à la métamorphose et un intersexué a 

ovotestis 
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été observé. En revanche, à la concentration de 

300 !-tg/l , un tiers des larves ZW ont 

différencié des testicules (Fig. 22), et une larve 

WW a également été inversée en mâle. 

Fig. 22 : Influence du fadrozole sur la diffé,renciation sexuelle dissection de juvéniles au stade 

56 après traitement. 

A : Juvénile ZZ mâle. B : Juvénile ZW femelle. C : Juvénile ZW traité au fadrozole et inversé en mâle. D : Juvénile 

ZW intersexué traité au fadrozole. 

La barre représente 0,5 cm. 
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Fig. 23 : Influence du fadrozole sur la diff,~renciation sexuelle coupes histologiques de gonades 

de larves traitéesg et non traitées au stade 5::. 

A : Testicule (Gx100). B : Ovaire (Gx100). C : Testicule de larve ZZ traitée au fadrozole (Gx100). D : Testicule de 

larve ZW traitée au fadrozole (Gxl00). Activité aromatase : 2,5 fmoles/gonade/heure. E : Ovaire de larve ZW traitée au 

fadrozole (Gx100). Activité aromatase : 489 fmoles/gona.de/heure 

CG : cellule germinale; cg : corps gras; m : mésonephros. 



Au stade 56, qui correspond à la 

métamorphose, le sexe des gonades est 

facilement distinguable. 

Le testicule présente une partie 

antérieure, qui est rattachée au poumon, très 

effilée: au fur et à mesure de la différenciation 

testiculaire, cette partie régressera. La partie 

postérieure est plus arrondie, plus globuleuse, 

c'est cette partie qui donnera le testicule chez 

l'adulte (Fig. 22a). La morphologie de l'ovaire 

à ce stade est plus homogène : il se présente 

sous la forme d'une bandelette beaucoup plus 

large que le testicule, aplatie et festonnée. 

L'ovaire est également en général plus long 

que le testicule. 

La morphologie des testicules des 

animaux ZW inversés par le fadrozole ne se 

distingue pas de celle des testicules des 

animaux ZZ. Des intersexués ont été observés: 

chez ces animaux, les gonades présentent une 

partie antérieure large typique de l'ovaire et 

une partie postérieure globuleuse 

caractéristique du testicule. 

La structure histologique des gonades 

des animaux traités au fadrozole a aussi été 

étudiée (Fig. 23). 
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Les larves ZZ traités présentent des 

testicules normaux : des gonades arrondies, 

pleines, avec des cellules germinales situées au 

milieu de la gonade (le testicule se développe à 

partir de la médulla des gonades 

indifférenciées) (Fig. 23c). 

De nombreuses larves ZW traitées ont 

quand même développé des ovaires semblables 

à ceux des femelles témoin (Fig. 23e). 

L'ovaire est aplati, large, avec une lumière au 

centre et des cellules germinales - ici, le 

développement des ovocytes a commencé­

situées à la périphérie de la gonade (l'ovaire se 

développe à partir du cortex de la gonade 

indifférenciée) . Ces ovaires présentent une 

activité aromatase élevée. 

Certaines larves ZW traitées ont 

différencié des testicules dont l'activité 

aromatase est faible . Ainsi, l'activité aromatase 

est en rapport avec la différenciation des 

gonades: élevée chez les larves non inversées 

et présentant une différenciation ovarienne et 

faible chez les larves inversées et présentant 

une différenciation testiculaire. 

5 - 1 nluence de la dihydrotestostérone sur la différenciation sexuelle. 

L'intervention de l'aromatase et des 

oestrogènes dans la différenciation sexuelle 

étant démontrée, nous avons vérifié si un 

androgène non aromatisable, la 

dihydrotestostérone, exerce, comme la 

testostérone, un effet paradoxal ou peut 

provoquer l'inversion de femelles génétiques 

en mâles. Pour cela, des larves descendant 

d'un croisement entre un thermonéomâle et 

une femelle standard, ont été traitées du stade 

52 à la fin du stade 55 par la 

dihydrotestostérone à une concentration de 500 

~g!l. 



Fig. 24 : Influence de la dihydrotestostérone sur la différenciation sexuelle 

juvéniles ayant subi un traitement à la DHT. 

A : juvénile ZZ traité. B : juvénile ZW inversé en mâle. C : juvénile WW inversé en mâle. 

La barre représente 0,5 cm. 
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dissection de 



500 Ilg!l st 52 --> 120 jours 

st 55-56 

80 22 27% ZZ 9 

ZW 35 

WW 14 

6 

24 

7 

o 
3 

1 

o 
4 

3 
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Tableau 7 Influence de la dihydrotestostérone sur la différenciation sexuelle. 

Au cours de ce traitement, la mortalité 

fut légèrement supérieure à celle des larves 

standard, mais les larves ont mis plus de 

quatre mois pour atteindre la métamorphose 

(contre deux mois pour des larves non 

traitées). 

Chez les larves de génotype ZZ, aucun 

effet paradoxal n'a été observé : tous les 

juvéniles examinés présentent des testicules 

(Tableau 7). Cependant ces testicules 

présentent un aspect différent de ceux des 

mâles non traités : seule la partie postérieure 

globuleuse, qui donnera le testicule chez 

l'adulte, semble présente; la partie antérieure 

effilée semble avoir déjà régressé (Fig. 24). 

La majorité des animaux ZW et WW 

traités ont différencié des testicules. Là aussi, 

ces testicules ne présentent que la partie 

postérieure. La structure histologique des 

testicules qui se sont formés sous l'influence 

de la DHT montre un très net déficit en cellules 

germinales chez tous les animaux traités (Fig. 

25). Les testicules des larves de génotype 

femelle, ZW et WW, sont très petits et 

semblent fusionnés pour certains avec les 

corps gras. 
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Fig. 25 : Influence de la · dihydrotestol:térone sur la différenciation sexuelle Coupes 

histologiques de gonades de mâle ZZ et de femelles ZW et WW traitées à une concentration de 

600 flg/I. 

A : mâle ZZ (Gx100). B : femelle ZW inversée (GxU5). C et D : femelles WW inversées (Gx125). 

m : mésonephros ; cg : corps gras; CG : cellule germinale; t : testicule. 
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Conclusion. 

Activité aromatase au cours de la différenciation sexuelle. 

L'activité aromatase dans les gonades 

de pleurodèle a été détectée dès le stade 47. 

Les dosages n'ont pu être réalisés aux stades 

précédents du fait de la très petite taille des 

gonades. Néanmoins, une étude des stades 

précoces de l'organogenèse gonadique se 

révélerait très intéressante. Cette étude pourrait 

être entreprise par une approche moléculaire. 

Des hybridations sur northern blot avec une 

sonde ADNc de l'aromatase humaine ont 

montré la présence de transcrits homologues 

dans les gonades de pleurodèle, mais les 

résultats sont trop fragmentaires pour 

permettre une analyse fiable de l'expression de 

l'aromatase. Cette analyse nécessite le clonage 

de l'ADNc de l'aromatase chez le pleurodèle. 

Le criblage d'une banque d'ADNc d'ovaire de 

pleurodèle par hybridation avec la sonde 

humaine ou par PCR n'a malheureusement pas 

permis d'isoler un clone de l'aromatase. Ces 

expériences sont encore à poursuivre. 

U ne différence entre les sexes est 

observée au niveau de l'activité aromatase dès 

le stade 50 mais la différence n'est 

statistiquement significative qu'à partir du 

stade 52. Une différence dans le métabolisme 

des stéroïdes entre les sexes existe donc avant 

la différenciation histologique du sexe des 

gonades qui commence au stade 53. Ceci 

apporte une première preuve que les 

oestrogènes sont impliqués dans la 

différenciation sexuelle des gonades. 

L'activité aromatase mesurée dans les 

ovaires au stade 56 est considérable : entre 

1000 et 3000 fmol/gonade/heure selon le 

génotype ZW ou WW de la femelle. A titre 

comparatif, l'activité mesurée dans les ovaires 

en différenciation chez la tortue Dermochelys 

coriacea se situe au maximum aux environs de 

250 fmol/gonade/heure (Desvages et al ., 

1993) . Chez Alligator mississipiensis, 

l'activité aromatase ovarienne est au maximum 

de 450 fmol/gonade+mésonephros+surré­

nale/heure (Smith et al., 1995). L'importante 

activité aromatase chez le pleurodèle accentue 

encore le rôle des oestrogènes dans la 

différenciation sexuelle de cette espèce. 

Enfin , l 'évolution de l'activité 

aromatase chez la femelle est différente selon le 

génotype ZW ou WW, ce qui semble indiquer 

que l'expression de l'aromatase est régulée par 

un mécanisme génétique directement lié au 

chromosome W. Cependant, il est curieux de 

constater que l'activité aromatase des larves 

WW est plus faible que celle des larves ZW 

aux stades 54 et 55, et plus forte au stade 56. 
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Effet de la température sur l'activité aromatase. 

Chez Pleurodeles waltl, une température 

d'élevage élevée inverse les femelles en mâles. 

Cette inversion est morphologique, et aussi 

endocriniennne : les larves ZZ et ZW élevées à 

32°C présentent une activité aromatase 

comparable à celle des larves ZZ élevées à 

température ambiante. Ainsi, une activité 

aromatase faible « 15 fmol/gonade/heure) est 

caractéristique d'une différenciation testi­

culaire. 

L'effet du choc thermique montre bien 

que la température agit directement ou 

indirectement sur l'aromatase, et que la baisse 

de l'activité aromatase chez les femelles 

élevées à 32°C n'est pas une simple 

conséquence de l'inversion sexuelle. La 

température semble agir sur l'expression de 

l'aromatase et non sur l'activité de l'aromatase 

comme le montrent les dosages réalisés à 

différentes températures (Tableau 1). Ainsi, 

chez les Mammifères, les variations de 

l'activité aromatase sont corrélées avec les 

variations du taux d'ARNm de l'aromatase. 

Un choc thermique est capable de 

diminuer l'activité aromatase uniquement 

lorsqu'il est appliqué avant le stade 53. Ceci 

éclaire la signification biologique de la période 

thermosensible qui correspondrait ainsi à la 

fenêtre d'expression d'un (de) régulateur(s) de 

l'expression de l'aromatase. 

Cependant, la période thermosensible 

débute au stade 42, soit bien avant le stade 50 

où est détectée l'augmentation de l'activité 

aromatase chez les femelles. Ce décalage entre 

les deux périodes indique que la température 

agit en amont de l'aromatase dans la cascade 

de la détermination sexuelle. La température 

pourrait aussi agir sur d'autres cibles plus 

vitales que la différenciation sexuelle, ce qui 

expliquerait que le traitement thermique soit 

léthal pour les larves WW qui meurent 

d'ascite. De même, les thermonéomâles 

présentent souvent après la métamorphose ou à 

l'âge adulte des problèmes de régulation 

hydrique : certains d'entre eux meurent 

d'oedème généralisé. 

Le choc thermique de 48 heures s'est 

révélé sans effet sur l'activité aromatase des 

gonades des larves WW . Peut-être la 

"quantité" de température n'est elle pas 

suffisante pour induire un effet chez ces 

animaux. De nouvelles expériences devront 

être envisagées en utilisant un choc thermique 

plus long afin de voir si ces traitements 

entraînent une baisse de l'activité aromatase 

chez des larves WW ou éventuellement la mort 

de ces animaux. 

Effet de l'oestradiol sur la différenciation sexuelle. 

Comme chez de nombreuses espèces, 

l'oestradiol provoque chez le pleurodèle, 

l'inversion fonctionnelle de mâles génétiq ues 

en femelles phénotypiques. Administré à forte 

concentration , l'oestradiol n'entraîne aucun 

effet paradoxal, mise à part l'absence de 

développement des oviductes. Cette inhibition 

des oviductes pourrait être due à un effet 



toxique des fortes concentrations d'oestradiol 

ou à une insensibilisation des oviductes par 

saturation des récepteurs à l'oestradiol. Car le 

développement des oviductes est bien 

oestrogeno-dépendant : chez le mâle adulte, ce 

développement peut être induit par un 

traitement à l'oestradiol. 

L'inversion due à l'oestradiol est 

complète et fonctionnelle, ce qui montre là 

encore que cette hormone joue un rôle capital 

dans la différenciation ovarienne. L'oestradiol 

est également capable d'annuler l'effet 

masculinisant de la température (Zaborski , 

1986). 

Lors de l'inversion sexuelle par 

l'oestradiol, l'augmentation de l'activité 

aromatase est relativement tardive puiqu'elle 

n'apparaît qu'au stade 55, soit plus de trois 

semaines après le début du traitement, les 

besoins en oestrogènes de la différenciation 
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avant ce stade étant sans doute assurés par 

l'oestradiol exogène. Cependant, tous les 

génotypes ont la capacité de répondre 

beaucoup plus rapidement à l'oestradiol. En 

effet, des traitements de courte durée, à une 

concentration de 400 Ilg/l, de larves au stade 

53, ont mis en évidence l'existence d'une 

régulation par feed-back de l'aromatase. La 

régulation est positive chez les larves ZZ, 

puisqu'une augmentation de l'activité est 

observée, et négative chez les larves de 

génotype femelle ZW et WW, l'oestradiol 

exogène s'ajoutant vraisemblablement à 

l'oestradiol endogène pour produire cet effet. 

On peut cependant s'interroger sur la réalité 

des doses utilisées par rapport aux 

concentrations physiologiques existant dans 

l'animal. Des traitements réalisés sur des 

cultures de gonades permettraient une étude 

plus précise du rôle des stéroïdes dans la 

différenciation sexuelle. 

Effet des inhibiteurs d'aromatase. 

Le seul inhibiteur d'aromatase efficace 

chez le pleurodèle, parmi ceux qui ont été 

testés, est le fadrozole : l'aminogluthetimide 

est inefficace dans les conditions de traitement 

utilisées et le miconazole est trop toxique. 

Le fadrozole est un inhibiteur qui a 

entraîné des inversions sexuelles dans de 

nombreuses espèces. Chez le poulet , des 

femelles génétiques ont été inversées en mâles 

capables de produire du sperme (Elbrecht et 

Smith, 1992). Chez les Reptiles, le fadrozole 

entraîne le développement de mâles chez la 

tortue Traehemys seripta et le lézard 

Cnemidophorus uniparens (Wibbels et Crews, 

1994), chez Chelydra serpentina (Rhen et 

Lang, 1994), et chez Emys orbieularis (Dorizzi 

et al., 1994). Chez Alligator mississipiensis, le 

fadrozole inhibe la différenciation ovarienne 

mais n'induit pas de masculinisation (Lance et 

Bogart, 1992). Chez les Poissons, le fadrozole 

entraîne l'inversion de femelles génétiques en 

mâles fonctionnels chez le saumon 

Oneorhynehus tshawytseha (Piferrer et al., 

1994) . 

Chez le pleurodèle, le fadrozole 

administré pendant la période hormonosensible 

(stade 52 au stade 56) a provoqué la 

différenciation de testicules chez des femelles 



génétiques ZW. Ces testicules ne se 

distinguent pas morphologiquement des 

testicules de mâles témoins. L'effet de Cf:t 

inhibiteur d'aromatase semble tenir du tout ou 

rien puisque un seul intersexué a été observé <:1 

la majorité des femelles n'ont montré aucun 

signe de masculinisation. Le traitement de 

larves WW a également conduit au 

développement de testicules chez un individu 

WW. L'obtention de mâles WW montre que le 

chromosome Z n'est pas indispensable à la 

différenciation mâle et que la principale 

différence avec le chromosome W ne consiste 

qu'en la présence sur la partie différentielle du 

W de gène(s) de la détermination ovarienne. 

De nouveaux traitements sont en cours pour 

élever cette fois les animaux jusqu'à l'âge 

adulte afin de vérifier si l'inversion par le 

fadrozole est fonctionnelle, notamment pour 

les animaux WW. 

L'évolution de l'activité aromatase a été 

suivie au cours du traitement au fadrozole. Les 

dosages montrent que la concentration 
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d'inhibiteur utilisée est suffisante pour inhiber 

l'aromatase au début du traitement (stades 52 à 

54) mais pas à partir du stade 55. L'activité 

aromatase et les oestrogènes produits aux 

stades 55 et 56 auraient donc suffi à induire la 

différenciation ovarienne chez les larves qui 

n'ont pas été inversées: chez ces animaux, le 

fadrozole aurait seulement retardé la 

différenciation ovarienne. Ces dosages 

montrent également qu'une activité aromatase 

élevée est indissociable de la différenciation 

ovarienne : aux stades 55 et 56, les larves 

présentant une activité faible ont des testicules 

(Fig. 23D), et celles présentant une activité 

aromatase élevée ont des ovaires (Fig. 23E). 

Le même résultat a été obtenu avec l'inhibiteur 

letrozole chez la tortue Emys orbicularis 

(Richard-Mercier et al., 1995). Il est 

intéressant de noter que la différenciation 

ovarienne a pu se réaliser chez des larves 

traitées au fadrozole, avec une activité 

aromatase bien inférieure à celle observée chez 

les larves ZW non traitées. 

Effet de la dihydrotestostérone. 

Nos travaux ont démontré la possibilité 

d'inverser chez le pleurodèle, des femelles 

génotypiques par un androgène non 

aromatisable, la dihydrotestostérone. Les 

travaux de Gallien avaient montré que le 

traitement de mâles génotypiques par la 

testostérone à une concentration de 600 f..tg,1 

engendre un effet paradoxal, c'est à dire la 

féminisation des mâles (Gallien, 1962). Cft 

effet paradoxal avait été expliqué paf 

l'aromatisation de la testostérone exogène en 

oestradiol. Ceci semble confirmé par les 

traitements réalisés avec la dihydrotestostérone 

: à la concentration de 500 f..tg/l, celle-ci 

n'entraîne aucun effet paradoxal chez des 

larves ZZ. De même, chez la tortue Trachemys 

scripta, la dihydrotestostérone augmente le 

pourcentage des mâles à température 

d'incubation intermédiaire et n'exerce pas 

d'effet paradoxal à température masculinisante 

(Wibbels et Crews, 1993). Cependant, la DI-IT 

pourrait exercer son effet masculinisant par 

l'intermédiaire d'une action anti-oestrogénique 

en se fixant sur les récepteurs de l'oestradiol. 



En effet, Stoll et al. (1987) ont montré que 

chez l'embryon de poulet, la DHT agissait sur 

le développement des canaux de Müller en se 

fixant sur les récepteurs des oestrogènes. 

La dihydrotestostérone engendre aussi 

l'inversion de femelles WW, mais, comme 

pour le traitement avec l'inhibiteur 

d'aromatase, le problème de la fertilité se pose 

encore : les animaux ont été examinés peu 

après la métamorphose. Quelques uns ont été 

conservés pour les élever jusqu'à l'âge adulte 

afin de déterminer si ces animaux sont 

capables de se reproduire. De plus, de 

nouveaux traitements ont été entrepris en 
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utilisant une concentration de dihydrotesto­

stérone plus faible . En effet, la concentration 

de 500 !lg/l est peut-être toxique: tous les 

testicules observés en coupe histologique après 

le traitement, y compris ceux des animaux ZZ, 

présentaient très peu de cellules germinales. 

Cet effet peut être dû à une toxicité de la 

dihydrotestostérone ou à une prolifération 

différente des cellules germinales lors de la 

différenciation testiculaire. En effet, une 

diminution du nombre de cellules germinales 

au cours de l'inversion sexuelle a aussi été 

observée sous l'effet de la température 

(Dournon et al., 1990) . 
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DISCUSSION 

Chez les Mammifères, le 

développement des crêtes génitales en gonades 

indifférenciées (premier niveau de régulation) 

nécessite l'intervention de deux gènes, WT1 

(Wilm's Tumour 1) codant pour une protéine à 

doigt de zinc et SF1 codant pour un récepteur 

hormonal nucléaire. WT1 fut isolé à l'origine 

comme un oncogène intervenant dans le cancer 

du rein chez l'enfant (tumeur de Wilm) (Cali et 

al., 1990). Des souris transgéniques 

homozygotes pour une mutation de WT1 

présentent pendant la période embryonnaire 

une dégénérescence des gonades et pas de 

développement des reins, soit un phénotype 

semblable à celui des souris portant une 

mutation de SF1 (Kreidberg et al., 1993). La 

différenciation est ensuite orientée vers la voie 

testiculaire par l'intervention de SRY et SOX9, 

SOX9 permettant la mobilisation des cellules 

mésenchymateuses du mésonéphros 

indispensables à l'édification du testicule 

(Foster et al ., 1994), et SRY initiant la 

différenciation des cellules de Sertoli et la 

formation des cordons testiculaires. La 

différenciation ovarienne est enclenchée par 

l'action du gène dosage-dépendant DAX 1. 

L'expression de DAX 1 ne semble pas être 

inhibée par SRY, étant donnés les niveaux 

d'expression similaires de DAX1 dans les 

embryons XX et XY entre 10,5 et Il,5 j.p.c. 
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Cellules 

/ 

_1IIIIII.~Tesloslérone _~.~ génital 
de Leydig mâle 

SRY TESTICULE 

SOX~ " SFl 
SFl "' Cellules • 

Crêle Gonade de Serloli 
AMH 

Régression des 
_~.~ canaux de 
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géniLalec:=> indifférenciée 
SFl Cellules Canaux de 

WT1 ~ 
DAXl OVAIRE 

/fOlliculai,es" ;/ Molle, 

Follicules 

"cellules / . " T~a~LUs 
lhécales genltal 
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Fig. 26 : Détermination du sexe chez les Mammifères. 
(d'après Ramkissoon el Goodfellow, 1996) 



En revanche, Burris et al. (1995) ont 

découvert un site de laison de SFI dans le 

promoteur de DAX!. Les cibles des trois 

gènes SRY, SOX9 et DAX 1 ne sont pas 

encore connues. Des études ont montré que 

SRY active l'expression de l'AMH de façon 

indirecte (Haqq et al., 1994). SF1 active 

ensuite l'expression des gènes des enzymes de 

la stéroïdogenèse dans le testicule au niveau 

des cellules de Leydig et dans l'ovaire au 

niveau des cellules de la granulosa. 

L'expression de l'AMH par les cellules de 

Sertoli initiée par SRY est maintenue 

également par SF1 (Fig. 26) . 

Aucun des gènes de la détermination 

sexuelle chez les Mammifères n'est connu chez 

les Vertébrés non-mammaliens. La découverte 

de SRY a donné suite à de nombreuses 

recherches de gènes analogues chez les 

Vertébrés inférieurs. Ces recherches ont abouti 

à l'isolement de séquences Sox, mais chez 

aucune espèce, une séquence liée au sexe n'a 

été découverte. Néanmoins, la découverte de 

séquences Sox impliquées dans la 

détermination sexuelle nécessite l'étude de leur 

profil d'expression; or, très peu de séquences 

Sox ont été étudiées en dehors de celles de 

l'homme et de la souris. De plus, le gène SR Y 

des Mammifères constitue à lui seul une sous­

famille à l'intérieur des gènes Sox (Fig. 1) et 

évolue très rapidement à cause de sa position 

sur le chromosome Y (Tucker et Lundrigan, 

1993). Ainsi, un gène analogue à SRY chez 

les Vertébrés non-mammaliens pourrait en être 

relativement éloigné et avoir échappé aux 

techniques de clonage par PCR. 

Chez l'alligator, Johnston et al. (1995) 

ont détecté une activité Sox dans les gonades 

en développement d'embryons incubés à 
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température masculinisante. Des extraits 

protéiques de crêtes génitales d'embryons 

d'alligator incubés à température 

masculinisante ou à température féminisante 

sont incubés avec un fragment d'ADN marqué 

contenant la séquence consensus de fixation 

des protéines Sox (A/TA/TCAAAG) . 

L'analyse par électrophorèse des complexes 

nucléoprotéiques formés montre la présence 

d'une bande spécifique des gonades mâles en 

développement. Le même résultat a été obtenu 

chez le lézard Eublepharis macularius qui 

présente le même type de réponse à la 

température que l'alligator. L'identification des 

protéines impliquées dans cette activité de 

liaison à l'ADN pem1ettra de préciser leur rôle 

éventuel dans la détermination sexuelle. 

Chez les Mammifères, SF1 est 

l'homologue de FTZ-F1 (fushitarazu factorl) 

chez la drosophile, et régule l'expression des 

enzymes de la stéroïdogenèse. La conservation 

de SF1 entre les Mammifères et la drosophile 

et son rôle ubiquitaire laissent présager 

l'existence de gènes homologues chez les 

Vertébrés inférieurs. 

Des gènes homologues de DAX 1 liés au 

chromosome X ont été détectés chez plusieurs 

espèces de Mammifères . De même, une 

séquence homologue existe chez le poulet mais 

rien n'a été détecté chez la drosophile (Zanaria 

et al ., 1994). 

Chez le pleurodèle, il n'existe pas 

d'effet anti-müllerien : les canaux de Müller ne 

se développent pas mais persistent jusqu'à 

l'âge adulte chez le mâle, leur développemnt 

reste inductible par un traitement à l'oestradiol 

chez l'adulte . Chez les autres Amphibiens, 

l'évolution des canaux de Müller est variable 

selon les espèces: ils peuvent persister ou 

régresser partiellement ou totalement. Ainsi, la 



présence chez les Amphibiens, d'une protéine 

semblable à l'AMH mais sans activité anti­

müllerienne reste envisageable. Chez les 

Reptiles, l'activité aromatase semble sensible à 

l'AMH hétérospécifique : un extrait d'AMH de 

testicules de boeuf réduit l'activité aromatase 

dans des cultures d'ovaires foetaux de rat et de 
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tortue (di Clemente et al., 1992). De même, 

sur des cultures d'ovaires foetaux de mouton, 

l'AMH bovine inhibe l'aromatase et provoque 

la sécrétion de testostérone à la place de 

l'oestradiol (Vigier et al., 1989). L'AMH 

pourrait constituer chez les Vertébrés inférieurs 

un initiateur de la différenciation testiculaire. 

* Action de la température sur la détermination sexuelle. 

- Modèles d'action de la température. 

Tous ces gènes de la détermination 

sexuelle chez les Mammifères pourraient 

constituer, s'ils existent chez les Vertébrés 

avec TSD, autant de cibles potentielles de 

l'action de la température . Néanmoins, il 

semble peu plausible que la température agisse 

sur n'importe quelle protéine de la cascade de 

la détermination sexuelle, car cette protéine 

devrait permettre à la fois la production d'un 

sexe à une température et de l'autre sexe à une 

autre température tout en permettant la 

production des deux sexes à la température 

intermédiaire. De plus , cette protéine 

thermosensible devrait intervenir très tôt dans 

la détermination sexuelle pour provoquer une 

inversion complète et fonctionnelle. 

Le passage d'un système génétique à un 

système déterminé par la température est donc 

sûrement plus complexe que l'intervention 

d'une seule protéine thermosensible, au moins 

chez les Reptiles qui présentent une réponse 

complexe à la température. En revanche, ce 

modèle pourrait s'appliquer au pleurodèle chez 

qui la température ne fait que s'ajouter à un 

système de détermination génétique du sexe 

qui préexiste à température ambiante. 

Cependant, ce modèle d'action de la 

température sur une protéine thermosensible 

initiant la cascade de détermination sexuelle 

doit expliquer les effets contraires de la 

température chez P. waltl et P . poireti 

(Dournon et al., 1984). 

Johnston et al. (1995) ont proposé 

plusieurs mécanismes d'action de la 

température: 

- changement de confom1ation d'une protéine 

thermosensible. 

La température affecte l'activité d'une 

protéine qui active la différenciation mâle ou 

réprime la différenciation femelle. Chez les 

espèces avec un mode de déterminisme 

Femelle-Mâle-Femelle (FMF), ce changement 

de conformation de la protéine doit se produire 

deux fois, aux deux températures de transition 

: les auteurs expliquent cela par une 

conformation optimale de la protéine à 

température optimale masculinisante et un 

développement femelle aux températures sub­

optimales. De plus, si la même protéine est 

impliquée chez toutes les espèces avec TSD, 

les mêmes températures devraient engendrer 

les mêmes changements de conformation et les 



mêmes cascades de détennination : en fait, des 

différences de séquence de la protéine entre les 

espèces pourraient entraîner des variations de 

la zone de température à laquelle l'activité de la 

protéine est optimale. 

Cette hypothèse, plausible chez les 

Reptiles, explique mal chez le pleurodèle les 

effets opposés de la même température chez 

deux espèces très proches. 

- production thennosensible de facteurs 

sexualisants jusqu'à un seuil critique. 

Le développement testiculaire dépend de 

la production et de l'accumulation d'un facteur 

masculinisant pendant une période critique du 

développement. La température agit directe­

ment sur l'accumulation de ce facteur qui, 

lorsqu'il atteint un seuil critique, provoque la 

différenciation mâle. Cette hypothèse rend le 

mieux compte de la notion de quantité de 

température qui semble si importante dans le 

mécanisme de la TSD. Elle explique également 

l'occurence des deux sexes aux températures 

d'incubation intermédiaires, lorsque la 

production du facteur masculinisant atteint 

juste le seuil critique. Suivant les espèces, la 

température à laquelle le facteur déterminant est 

produit peut varier, ce qui explique les 

différences de réponse à la température. Ce 

mécanisme pourrait également faire intervenir 

la production et l'accumulation d'un facteur 

féminisant. 

Ainsi, chez P . waltl, l'élevage des 

larves à 32°C provoquerait la production d'un 

facteur masculinisant qui inhibe l'aromatase et 

provoque l'inversion des femelles ZW. Chez 

P. poireti, la température entraînerait ici 

l'accumulation d'un facteur féminisant qui 

inverse les mâles ZZ. 
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- asynchronisme thennosensible des 

migrations et proliférations cellulaires. 

Les migrations et proliférations 

cellulaires pourraient constituer une cible de la 

température. Cette hypothèse présuppose un 

décalage entre les développements mâle et 

femelle. Smith et Joss (l994b) ont suggéré 

que, chez Alligator mississipiensis, intervenait 

un décalage temporel, dépendant de la 

température, entre la différenciation des 

cellules de Sertoli et la détermination 

ovarienne. Si le nombre de cellules de Sertoli 

atteint un seul critique à une période 

particulière du développement, l'embryon suit 

une différenciation testiculaire. L'accumulation 

de cellules de Sertoli représenterait ainsi le 

facteur masculinisant et la température agirait 

sur la prolifération et la différenciation des 

cellules précurseurs des cellules de Sertoli. 

Comme pour l'hypothèse précédente, 

l'action de la température sur les migrations et 

proliférations cellulaires doit être biphasique 

pour expliquer les effets de la température chez 

les Reptiles avec un mode de détenninisme du 

sexe FMF. 

Chez le pleurodèle, la prolifération des 

cellules genninales primordiales est différente 

selon les sexes : le nombre de cellules 

germinales est plus important chez la femelle 

que chez le mâle (Dournon et al., 1990b). Un 

plus grand nombre de cellules germinales 

semble être une caractéristique du sexe 

hétérogamétique (Mittwoch, 1983). Lors de 

l'inversion d'ovaires par la température chez le 

pleurodèle (Dournon et al ., 1990b) ou par 

l'AMH chez le rat (Vigier et al., 1987), le 

nombre de cellules germinales est diminué par 

rapport aux ovaires nonnaux. En outre, chez le 



pleurodèle, la période Po (qui correspond à 

une absence de prolifération des cellules 

germinales) se termine au stade 42 chez le mâle 

alors qu'elle s'achève au stade 45 chez les 

femelles (Dournon et al., 1990b). Ce décalage 

entre les différenciations mâle et femelle 

représente une durée de huit jours et se situe au 

début de la péricxle thermosensible. 
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L'action de la température sur la 

détermination sexuelle pourrait être beaucoup 

plus répandue chez les Vertébrés inférieurs: 

peu d'espèces ont été étudiées en détail. Ces 

recherches représentent de longues investi­

gations et nécessitent la maîtrise de la 

reprcxluction et du développement de l'espèce 

étudiée. 

- Action de la température chez le pleurcxlèle. 

Les effets de la température chez le 

pleurcxlèle et chez les Reptiles présentent des 

caractères communs: 

- la détermination du sexe est 

sensible à la température pendant une péricxle 

précise dénommée la péricxle thermosensible. 

- cette période correspond à la 

péricxle de différenciation gonadique. 

- la température agit quan­

titativement : la détermination sexuelle est 

sensible à la fois à la durée et à l'amplitude de 

la température. 

- l'application de stéroïdes 

exogènes annule les effets de la température. 

En revanche, chez le pleurodèle, la 

température n'inverse qu'un seul sexe en se 

superposant à la détermination génétique. La 

même réponse est observée chez les Poissons. 

Chez les Reptiles avec TSD, la détermination 

sexuelle est due uniquement à la température, 

mais il pourrait exister un composant génétique 

de la détermination sexuelle qui fonctionneraJt 

aux températures de transition, comme il l'a été 

suggéré pour Emys orbicularis (Girondot et 

al., 1994). 

Chez le pleurodèle, la température 

pourrait exercer un effet plus général que 

l'action sur la détermination sexuelle, ce qui 

expliquerait que l'élevage à 32°C soit léthal 

pour les larves WW. 

La température induit au niveau des 

chromosomes en écouvillon d'ovocyte de 

pleurodèle le développement de boucles 

constituant des marqueurs chromosomiques. 

Les chromosomes sexuels mitotiques Z et W 

ne peuvent être distingués . En revanche, un 

choc thermique de 3 heures à 36°C provoque 

l'apparition de boucles différentes sur chacun 

des chromosomes sexuels. Ces boucles 

permettent d'identifier les chomosomes Z et W 

et délimitent une zone hétéromorphe au niveau 

de la partie médiane des chromosomes sexuels 

(Lacroix et al., 1990). La formation de boucles 

au niveau des chromosomes en écouvillon est 

corrélée avec une variation de l'activité 

transcriptionnelle du chromosome. 

L'obtention de mâles WW montre que 

la partie spécifique du chromosome Z n'est pas 

indispensable à la différenciation mâle. De 

même, la possibilité d'inverser des animaux 

ZZ en femelles fertiles démontre que le 

chomosome W n'est pas nécessaire pour la 

différenciation femelle. Cependant, Lacroix el 



al. (1990) ont identifié une femelle trisomique 

ZZW fertile, ce qui montre que le chromosome 

W intervient dans la détermination sexuelle 

femelle. 

D'autres arguments sont en faveur 

d'une action de la température sur des gènes de 

la détermination sexuelle situés sur les 

chromosomes sexuels chez le pleurodèle. 

Dorazi et al. (1995) ont proposé l'existence 

d'une séquence activée par la température au 

voisinage du gène p de la peptidase sur les 
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chomosomes sexuels (locus thermosensible 

TS, figure 27). Cette séquence agirait comme 

un inhibiteur des gènes de la détermination 

situés en cis. En effet, chez Pleurodeles 

poireti, au contraire de Pleurodeles waltl, le 

gène P de la peptidase est lié au chromosome Z 

et le gène A au chromosome W. Ainsi, 

l'inversion sexuelle, c'est à dire l'inhibition 

des déterminants ovariens ou testiculaires 

situés sur les chromosomes sexuels, semble 

liée à la présence du gène p de la peptidase. 

* Rôle des stéroïdes sexuels . 

L'intervention des stéroïdes dans la 

détermination sexuelle a été démontrée dans de 

nombreuses espèces. Chez le pleurodèle, les 

résultats exposés précédemment confirment 

l'imponance du rôle des stéroïdes initialement 

suggéré par les travaux de Gallien (195 l, 

1954, 1962) : 

le trai tement de mâles 

génétiques ZZ par le benzoate d'oestradiol 

pendant la période larvaire provoque le 

développement de femelles. 

- la capacité de synthèse des 

oestrogènes par les gonades en cours de 

différenciation est beaucoup plus importante 

chez les femelles que chez les mâles : la 

différenciation ovarienne est associée à une 

fone activité aromatase. 

- cette capacité de synthèse 

apparaît avant la différenciation histologique 

du sexe des gonades. 

- un inhibiteur de l'aromatase 

provoque l'inversion sexuelle des femelles 

génétiques. 

- un androgène non aromatisable, 

la dihydrotestostérone (DHT) provoque 

l'inversion sexuelle des femelles génétiques. 

- Rôle des stéroïdes sexuels et détennination génétique. 

Chez les Reptiles avec TSD, la 

testostérone exerce un effet paradoxal et 

provoque la différenciation d'embryons 

femelles. Il existe cependant chez les Reptiles, 

une espèce dont la différenciation gonadique 

est inversée par la testostérone : chez cette 

espèce, la température et l'oestradiol n'ont pas 

d'effet (Ganesh et Raman, 1995). Existe-t il 

comme chez les Amphibiens, une relation entre 

l'effet des stéroïdes sexuels et le système de 

déterminisme génétique du sexe? Chez les 

Amphibiens, l'hormone du sexe hétéro­

gamétique inverse les individus du sexe 

homogamétique (Gallien, 1962) : ce dernier 

constituerait le "sexe de base" et 

l'hétérochromosome provoquerait la 

différenciation mâle chez les XY ou femelle 

chez les ZW en activant la synthèse des 



stéroïdes sexuels correspondants. Une 

situation analogue pourrait exister chez les 

Reptiles avec TSD : la différenciation 

testiculaire serait constitutive et la température 

activerait la synthèse d'oestrogènes à 

température féminisante. La différenciation 

ovarienne nécessiterait ainsi l'inhibition de la 

différenciation testiculaire grâce à un haut 

niveau d'oestrogènes (Pieau, 1996). 

Chez le pleurodèle, le(s) gène(s) de la 

détennination ovarienne du chromosome W 

induit la synthèse d'oestrogènes et une boucle 

de rétroaction positive se met ensuite en place, 

ce qui explique les résultats obtenus lors de 

traitements à l'oestradiol et l'augmentation 

exponentielle de l'activité aromatase lors de la 

différenciation femelle. De plus, chez le mâle, 

l'expression du récepteur des oestrogènes 

semble constitutive (comme le serait celle du 

récepteur des androgènes chez les amphibiens 

XX) ce qui pennet l'inversion sexuelle par un 

traitement à l'oestradiol. 

Dans cette hypothèse, le rôle de 

l'aromatase est primordial : en effet, la simple 
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inhibition de l'activité de cette enzyme 

provoque l'inversion sexuelle chez le 

pleurodèle, comme chez d'autres espèces de 

poissons, d'amphibiens, de reptiles et 

d'oiseaux. 

Une autre hypothèse sur le rôle des 

stéroïdes dans la détermination sexuelle 

accorde une place de pivot à la testostérone 

métabolisée en oestradiol ou en DHT (Wibbels 

et Crews, 1994). Les développements mâle et 

femelle constitueraient deux voies parallèles de 

différenciation et la Sa. réductase jouerait le 

même rôle que l'aromatase. En effet, chez la 

tortue Trachemys scripta, la DHT entraîne la 

différenciation mâle (Wibbels et Crews, 

1993), et un inhibiteur de la Sa. réductase, la 

différenciation femelle (Crews et Bergeron, 

1994). En revanche, ces effets n'ont pu être 

mis en évidence qu'à température d'incubation 

intem1édiaire. 

Chez le pleurodèle, la DHT inverse les 

femelles génétiques mais son efficacité semble 

moins forte que celle de l'oestradiol. Cet effet 

pourrait être dû à une compétition avec 

l'oestradiol au niveau du récepteur des 

oestrogènes (Stoll et al., 1987). 

- Rôle des stéroïdes et effets de la température. 

De nombreuses études ont démontré 

chez les Reptiles la corrélation entre les actions 

de la température et des stéroïdes sur la 

détennination sexuelle. La température agit 

notamment sur l'expression de l'aromatase et 

modifie l'environnement stéroïdien de 

l'embryon (Pieau et al., 1994b). 

La température pourrait agir par trois 

mécanismes différents (Pieau, 1996) : la 

température régule un facteur thennosensible 

qui directement ou indirectement, active (i), ou 

réprime (ii) la transcription de l'aromatase, ou 

la température régule l'expression de protéines 

de choc thermique impliquées dans la liaison 

des oestrogènes à leur récepteur (iii). 

Chez P. waltl , la température inhibe 

l'activité aromatase pendant la période 

thermosensible . Cependant, la période 

thermosensible débute au stade 42 et la 

différence significative entre activités 

aromatase mâle et femelle n'apparaît qu'au 

stade 51-52 (à moins qu'une différence non 
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Fig. 27 : Hypothèses d'action de la température (A) et des hormones .sexueUes (8) sur 
la détermination sexuelle du pleurodèle. 

locus TS : locus thermosensible associé au gène ~ de la peptidase ; Red: 5a réductase; Arom : aromatase ; 
TESTO : testostérone; Dm : dihydrotestostérone ; E2 : oestradiol; RA : récepteur des androgènes; RE : 

récepteur des oestrogènes: 



détectée par la technique utilisée n'existe aux 

stades précédents). Cet important décalage 

suggère que la température n'agit pas 

directement sur l'aromatase mais sur un autre 

facteur régulant l'aromatase. Ainsi, la 

température, en inhibant l'aromatase, inhibe la 

différenciation ovarienne et permet la 

différenciation testiculaire. 

Chez P. poireti, le même mécanisme 

d'action de la température doit être observé: 

chez cette espèce, la température n'inhibe plus 

l'aromatase mais un (ou des) gène(s) de la 

détermination testiculaire (qui pourrait réguler 

la Sa réductase). Chez le pleurodèle, la larve 

peut suivre ainsi l'une ou l'autre des deux 

voies parallèles de la différenciation sexuelle. 
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La figure 27 présente une hypothèse du 

mécanisme de la détermination sexuelle chez le 

pleurodèle. Les chromosomes sexuels Z et W 

activent l'expression des enzymes de la 

stéroïdogenèse, ce qui détermine chez les 

mâles une faible concentration de testostérone 

et la synthèse de DHT, et chez les femelles une 

forte concentration de testostérone et la 

synthèse d'oestradiol (Fig. 27 A). La 

température agit sur les gènes de détermination 

des chromosomes Z chez P. poireti, et du 

chromosome W chez P. waltl par 

l'intermédiaire d'un locus thermosensible 

associé physiquement au locus du gène ~ de la 

peptidase. Les hormones exogènes se 

substituent à l'action des chromosomes 

sexuels et activent directement les mécanismes 

de différenciation mâle ou femelle (Fig. 27B). 



De nombreux travaux restent encore à 

entreprendre pour infirmer ou confirmer ces 

hypothèses: 

- Tout d'abord, la recherche de gènes de 

la détermination sexuelle, homologues ou non 

de gènes des Mammifères, est à poursuivre. 

Le test de l'AMH sur des cultures 

organotypiques de gonades permettrait de 

déterminer s'il existe chez le pleurodèle une 

activté AMH anti-aromatase. 

Une collaboration va être engagée avec D. 

Guerrier de l'INSERM U435 de Rennes afin 

de rechercher des gènes exprimés 

différentiellement dans les gonades de 

pleurodèle au cours de la différenciation 

sexuelle. 
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- La recherche des ADNc de l'aromatase 

et du récepteur des oestrogènes est également à 

poursuivre. L'isolement de ces séquences 

permettra une étude plus précise des stades 

précoces de la différenciation sexuelle, et de la 

régulation de l'expression de ces gènes. 

- Le traitement de larves par un 

inhibiteur de la 5a réductase permettra de 

préciser l'action de la dihydrotestostérone sur 

la différenciation sexuelle (action par 

l'intemlédiaire du récepteur des androgènes ou 

du récepteur des oestrogènes). 

- Enfin, l'étude de la différenciation 

sexuelle de larves de Pleurodeles poireti 

apporterait également de nombreuses 

réponses. Malheureusement, cette espèce est 

beaucoup plus difficile à élever en laboratoire 

que Pleurodeles waltl. 
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ANNEXES 

Activité aromatase : larves ZZ élevées à 20°C. 

1 
11,1 7,4 
13,2 
14,1 

Moyenne 4,6 5,55 4,25 10,97 12,3 6,65 13 

cr 2,62 0,49 3,29 1,6 1,06 

Activité aromatase : larves ZW élevées: à 20°C. 

1 94,6 
2,1 29,1 16,5 103,8 1196 
4,7 29,4 35,5 33,4 

154 
38,9 
35,4 
42,8 
48,2 
90,8 

m 2,97 14,32 25,33 25,5 71,32 418 799 1194 

cr 1,50 9,81 6,78 9,54 41,74 67 352 2,9 

Activité aromatase : larves WW élevées à 20°C. 

1 
2,8 20,2 21,8 103,8 182 324 2722 
3,6 6,2 40,3 107,1 70,8 130 2582 
1,8 4,2 24,8 92,5 90,5 
4,9 67,4 100 

72,6 108 
44,9 322 

327 

m 5,36 13,82 46,78 97,05 122,6 229 2924 

cr 4,80 10,16 19,68 10,28 56 166 477 
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Activité aromatase : larves élevées à 32°C. 

5,8 8,6 4,6 6,2 11,4 
6,2 13,1 
1 6 

m 0,95 5,7 5 5,17 10,77 7 

cr 1,04 0,07 0,21 4,1 0,14 2,4 2,71 3,11 

Activité aromatase : choc thermique d(~ 48 heures à 32°C. 

17 529 1472 2.3,4 57,4 

10,3 500 1531 37 110,4 

7,8 11,3 75,9 

21,6 17,7 

2 

13 

m 12,03 514,5 1501 22,35 81,23 

cr 6,93 1094 9 

Activité aromatase : larves ZZ inversées par l'oestradiol. 

6,9 7,9 14,1 3,5 217 339 708 

11,3 7,3 17,4 2 269 56,7 782 

6,6 13,4 ~i,2 10,6 88,5 230 

m 9,1 7,27 14,97 ~~,9 165,5 161,4 57303 

cr 3,11 0,65 2,14 0,79 136,7 154,6 299,6 
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Activité aromatase : larves traitées 48 heures à l'oestradiol. 

29,8 40 21,2 

20,8 29,2 10,1 

27,6 22,1 4,4 

12,8 22,7 13,7 

m 22,75 28,5 12,32 

a 7,66 8,31 6,99 

Activité aromatase : test des inhibiteurs. 

80 143 118,9 3.3,4 5,7 6,7 7,8 

170 111,5 90,1 52,2 15,1 4,3 3,8 

91,5 128 20,3 10,5 5,2 1,8 

6 174 

m 113,8 127,5 104,5 35,3 10,43 5,2 7,7 

a 48,98 15,75 20,36 16,03 4,70 2,76 7,99 

Activité aromatase : larves ZW traitées par le cas. 

2,8 3,3 3 2,5 286 

4,7 5,9 4,5 75,4 379 

6,7 1,5 6,1 160 10,7 

2,5 41 322 

15,4 312 

410 489 
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RESUME 

, L'amphibien Pleurodeles walll, constitue un matériel d'étude intéressant de la détermination 
sexuelle. Cet amphi bien présente un' déterminisme génétique du sexe du type ZZ/ZW, et une 
différenciation sexuelle sensible à la température et aux hormones sexuelles. En effet, des indivi?us 
de génotype sexuel femelle ZW placés à 32°C pendant une périoc",e déterminée de leur vie larvaire 
(dite période thermosensible du stade 42 au stade 54) se différencient en mâles fonction.nels. Le 
croisement de ti-;~rmonéomâles ZW avec des femelles standard ZW permet d'obteni.r dans la 
descendance des individus WW qui se différencient en femelles (femelles thélygènes).'" ,: . ,.' , 

NO:lS avons d'abord reche,'ché chez le pleurodèle une séquence homologue au gène SR,Y. Ce 
gène chez les mammifère~ est le gène de détermina.tion mâle situé sur le chromosome Y et quiiniti~ la 
mise en place des testicc.:es. Ce gène code pour une protéine comportant un d~maine de SO 'acides 
aminés de fixation à l'ADN du même type que celui des protéines HMG (High Mobi.!ity GrOl~p). Ce 
domaine HMG de SRY a été retrouvé avec une forte homologie (supérieure à 60% d'acide'~ aminés 
conservés) dans de nombreux gènes constituant la famille des gènes Sox (SRY -box containing). 

Nous avons isolé par PCR avec des amorces ciblées sur les extrémités de la boîte HMG de 
SRY une séquence Sox chez le pleurodèle, PwSo:d (Pleurodeles y1altl Sox1).La protéine codée par 
PwSoxl présente 60% d'acides aminés conservé:; avec la partie de ~:RY se liant à l'ADN et 98% avec 
deux autres protéines découvertes chez le xénope (XSoxll) et ch,~z l'homme et la souris (SOX3) 
(Chardard et al., J993). Des hybridations in situ ARN-ARN S·lr chromosomes en écouvillon 
d'ovocytes de pleurodèle ont permis de localiser cette séquence sn l'extrémité du bivalent VI (les 
chromosomes Z et W constituent le bivalent IV). Au vu de sa séquer'ce protéique et de sa localisation 
autosomique, PwSoxl n'intervient pas dans la détermination sexuelle et pourrait être l'homologue du 
gène Sox3 qui chez les mammifères et les oiseaux est impliquée dé ns le développement du système 
nerveux. 

De nomb:-euses études ont été réalisées sur le rôle des stéroïdes sexuels dans la détermination 
du sexe par la température, notammer.~, ~h~z les reptiles. Chez le pleurodèle, des dosages d'activité 
aromatase réalisés sur des larves pendant et apri~s.la période thermosensible montrent une très forte 
activité chez ies femeHes ZW Uusqu'à 1200 fmol/gonade/heure au 3tade 56) et une activite faible et 
stable chez les mâles ZZ (13 fmol/gonade/heure au stade 56). L'augmentation de l'activité chez les 
femelles ZW précède la différenciation histologique du sexe des gonades: dès le stade 50-51, une 
différence es~ observable entre l'activité aromatase des testicules ct ovaires présomptifs. Chez les 
femelles thélygènes WW, l'activité aromatase (~st semblable à celle des femelles ZW sauf à la 
métamorphose où elle est plus importante (3000 fmol/gonade/heure). 

Lo:-s de l'inversion sexuelle des femelles ZW par la température, l'activité aromatase est 
fortement diminuée et se retrouve au même niv(~au que celle des mâles ZZ, témoignant ainsi de 
l'inversi.on endocrinienne de ces animaux. Des chocs thermiques de 48 heures appliqués sur des 
larves femeHe3 ZW ont montré que la température n'avait un effet inhibiteur sur l'activité aromatase 
que pendant la période thermosensible. Les mêmes chocs thermiques ne semblent pas avoir d'effet 
sur les larves WW. · 

Le trai tement de larves par le benzoatè d'oestradiol a confirmé }.;~ rôle féminisant' (déjà décri t par 
L. Gallien) de ce stéroïde chez le pleurodèle. 

A la concentration de 100 f.lgll dans l'e.au d'élevage, le tenzoate d'oestradiol induit la 
" 

différencia.tion des mâles ZZ en femelles fonctionnelles. En concentration plus importante (600 ~g/l) 
l'oestradiol provoque l'absence de développement des oviductes chez les larves ZZ inversées en 
femelles et chez les larves ZW. Appliquée pendant 48 heures dans l'eau d'élevage, une concentration 

de 500 f.lgll d'oestradiol provoque une légère augmentation de l'activi.té aromatase chez les mâle.s ZZ 
(23 fmol/gonade/heure au lieu de Il) mais une diminution de cette z.ctivité chez les femelles ZW et 
WW (28,5 et 12 fmol/gonade/heure au lieu de 71 et 97 respectivement). Ces résultats montrent que. 
l'oestradiol exerce un rétrocontrôle sur l'aromata;;(~. . : 

, ....) 

L'inhibiteur d'aromatase fadrozole appliqué du stade 52 au stade 55 provoque une diminUtiO~ 
de l'activité aromatase et l'inversion d'une partie d'es larves ZW traitées. Chez les femelles inversées, .. 
l'histologie et l'activité aromatase des gonades est semblable à celles ce gonades de larves ZZ. i 

De même, la pihydrotestostérone, un androgène non aromatisable, entrai ne la masculinisatio 
de femelles génétiques, contrairement à la testostérone qui est aromatisable en oestradiol et qui exerc 

un effet paradoxal en inversant des mâles ZZ en Jemelles. . J_ ......... _ 
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