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Application in Conclusions et
situ perspectives

Démarche Signification

1.1. La qualité spermatique : un interét majeur

## Les biomarqueurs de reproduction
* Aspect prédictif (population)
* Pertinence écologique

_ata ani
Aguati Taxlcology 88 (2008) 81-87
Contents lists available at ScienceDirect

Aquatic Toxicology

»+ Problemes de fertilité chez le male
* Chez I’humain ces 50 derniéres années R
nie; 1ty In a marine crus ean: Have wi N 1gNnorin, ollution
* Moins étudié chez la faune sauvage ettt dialCbivestcaited

Gongda Yang?, Peter Kille®, Alex T. Ford**
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1.2. Objectifs de I’étude

¥~ Quel biomarqueur de qualité spermatique?

e Intégrité de 'ADN = Outil intégrateur MUTATIONS
« 1/3 o'Ies composées a'nthroplqujes, re.Iaches dans DNA JOoR
I'environnement marin ont été décrit comme ‘DAMAGE DONA DAMAGE ﬂ
potentiellement génotoxique ACCOMOLATION
. \ ’ s 7 e . CELL
* Peut contribuer a des défauts héréditaires SENESCENCE

“+~ Pourquoi le test Comet?

e Outil sensible et fiable

* L'un des outils les plus communément utilisé pour détecter des
cassures de ’ADN

* Recommandé dans de nombreuses reviews pour le
biomonitoring

Développer le test Comet pour évaluer la qualité spermatique
de crevettes Palaemonidae en baie et estuaire de Seine
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1.3. Modeles biologiques: Palaemon sp.

- Especes écologiquement pertinentes:
* Répandues et communes sur les cotes et estuaire de I'Europe de I'Ouest
* Roble majeur dans le processus de dégradation des détritus consommateur primaire et

secondaire
Représente une ressource importante de nourriture pour d’autres macro-invertebrés, poissons

= Logistiquement intéressantes
* Echantillonnage toute I'année
* Identification simple
* Bon maintient en Iaboratoir_g et bonne manipulatior™ = 7

Palaemon serratus Continuum estuaire / Iittora}-.;

£ .,I"‘(‘D@eoporlail.gouv.fr

Palaemon longirostris

Taille max: '

Taille max: : :
80 mm & / 110 mm 9 N « ,
i » ’ I
" o .|

©homasPesquet (CrediS_;_’-\EfHNA—SA,‘ 70 mm 6\ et 9
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1.4. De I'organisme aux spermatozoides

Testicule Conduit
spermatique

Spermatogenesis \r
/ ¥
Testes Y
e, M
x> %
%% T
/\/ Rostrum Q/g,ﬁ (9
: [ S
IE 2 o)
Eyestalk QJ: L i M %5
| ‘* Testes o,(‘?o
I ! . L / %,
@ S Spermatic@ust S (J
| (“ (vas@leferens) Q
K i 4 Gl §—
} W \ Ejaculatoryibulb) 3

&
Gonopore 2 @ /

Spermatozoides = Spermatophores

Confocal@nicroscopy@\.EERRAUD

Population cellulaire
homogene de
spermatozoides mature
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2. Double approche Laboratoire / terrain

Développer et optimiser le test Comet

Environ Sci Pollut Res B coeniont
DOI 10.1007/s11356-017-8754-6 e

AQUATIC ORGANISMS AND BIOLOGICAL RESPONSES TO ASSESS WATER CONTAMINATION AND ECOTOXICITY

Assessment of sperm quality in palaemonid prawns using Comet
assay: methodological optimization

Alexandre Erraud® &Marc Bonnard? &Aurdie Duflot* gAlain Geffard? &
Jean-Michel Danger * &Joélle Forget-L eray &Benoit Xuereb®

“+ Signification du biomarqueur ( conditions controlées)

o Sensibilité a des génotoxiques modeles
o Persistance des dommages a 'ADN
o Lien avec le succee de reproduction

“+ Déploiement in situ

o Variabilité naturelle et niveau basale (site de référence)
o Application en biomonitoring passifs (sites difféeremment impactés)
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3.1. Cinétique de réponse

Méthode

#7 Exposition semi-statique (renouvellement journalier)
#— 4 concentrations de MMS (0, 4, 20 and 100uM)

##= 4 temps d’expositions (2, 4, 7 and 14 jours)

#%= 3 béchers avec 5 crevettes/ condition

Résultats
E T
400 ——  EEER
] owm O 4um O 2oum B 100pm " i
* o Tk

300 - -
: ‘ mSE
| == = v' Sperme de crevettes sensible
q ’ Ll V 4 o o L] r
g o 6 . en dépit de leurs spécificités

100 — — ==

=S al= = n=15

\ T T T T T T \ T T T T \ T \ 1
Tad T4d T7d Ti4d Tad T4d T7d Ti4d Tod T4d T7d Ti4d T2ad T4d T7d Tidd
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3.2. Persistance des dommages a I’ADN (spermatophore)? (1)

Méthode

Période de reproduction

_ TE2RHays =—
EoEOoRTh
"3* In@ivol
Spermatogenesis
? /tg exposureEMMSE-
Testes (2I§days)

o)

.
%,
%oDepuratlonl
®PinEleandl | T15@aysm—
artificial

seawater

TO, 15 and 30 jours

L T30Rays ==

V @ Extraction@nd@ometkassay
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3.2. Persistance des dommages a I’ADN (spermatophore)? (2)

Résultats
400 —— —
O 0uM 0 4uM = 20uM M 100uM /

300 e ==
. o
5 /
<
3 o ==
£ 200 ~ _,_/;I
2 ]
: ==

100 — T

= ==
° © n=15

\ | | | | | | | | | | |
TO T15d T30d TO T15d T30d TO T15d T30d T0 Ti5d T30d

v Pas de capacités de réparation
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3.3. Persistance des dommages a I’ADN (tractus reproducteur)? (1)

Méthodes

Période de reproduction

) [ = ks |
!
Spermatogenesis b
Testes
Extraction
% I f i
L (o) F armation
S % - _— > T15 daysm—
Rostrum N 5 5 ST = Ineclean — s
; L 4 . e
Eyestalk /" 5 ' Z y  artificial
Testes & l seawater
Spermatic dust
\ (vas deferens) TO
\_ Ejaculatory bulb) WP ——— L T30 days =t
Gonopore &5 S s VD iﬁt e ¥
7R " v

® Extraction et test Comet
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3.3. Persistance des dommages a I’ADN (tractus reproducteur)? (1)

Résultas
400 I —— ——
] oum O] 4um O 20um [ RN /

200 S === ————
3 /
<
g —_—
g 200 —_
§ .
[a]

100 — _ T

== ——
= n =15

[ [ [ | I I | I [ [ [ |
TO Ti5d  T30d TO Ti5d  T30d TO Ti5d  T30d TO Ti5d  T30d

e Cellules provenant du tractus reproducteur ont la méme signature
génotoxique que si elles avaient été encapsulé dans un spermatophore
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3.4. Transfert ala descendance
Méthode & résultats

Exposition in vivo MMS (2 jours)

Reproductive
cycle

w
3
~
L Il

Abnormality (%)
N
ek, oG wn,
1 Il Il Il Il Il 1

[

o

o

o

4 20 100
Concentration of MMS (uM)

v" Classe 4 = fonctionnels

v’ Pas d’effet sur le succés de fécondation et sur le développement embryo-larvaire post-
éclosion
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4.1. Approche In situ : variabilité naturelle (site de ref)

Résultats

+#7=7 mois 2015-2016 ( mai a novembre)

B 2016

100 — [] 2015

60 —

40

DNA damage (A.U.)

20 — T

o~
I I ]

May June July August September October November

e Variabilité naturelle résiduelle

v Définition d’une distribution de référence avec un seuil maximal (IC 95%)
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4.2. Approche in situ: biomonitoring passif chez I’espéce cotieres

Méthode & résultats
#7=7 — 9 sites de la baie de Seine (October 2015 -2016) = ',:f T

iy _ Palaem®n ggrat:

Antifer seawall Seine Estuary
LS M
120 | - I
i I
} I:j 2015 L . 20%6 - I n=10 T»—GO -120%
i i
100 I [+] | : -9
= I | —30- 60%
Dérive littorale = . : i -
S 80 - i :
s —
< " - a L — <30%
g N 3
. ] AR T = Il ﬁ
Octeville :g 60 . L .
ap deflafHeve M R EES Ly E L
A b’ L : « 4 ! E % i
\ et f . | ' i
LonguesBsurner Ko o PRGNS ? ¢/ - 3
VerBur@er 20 4 ° - —
T T T T I I T 1
0- Senneville sur Yport  Antifer Antifer  Octeville Cap de laHéve Trouville Ver  Longues
Fécamp (Morth) (South) Sur mer sur mer Sur mer sur mer

o Niveaux de dommage a 'ADN en dessous du seuil maximal (stations a I'extrémité de la baie)

O Inversement, les stations les plus proches de I'estuaire présentent les niveaux de dommages a I’AND
les plus importants

v’ Les plus hauts niveaux : presque 2 fois plus importants a Antifer Sud, Octeville et Cap de la Héve
comparé au seuil maximal



DNA damage (arbitrary unit)
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4.3. Approche in situ: biomonitoring passif chez I’espéece estuarienne

Méthode & résultats

=« 7 stations sur I'estuaire de Seine (PN=>PT)

250

200 —

150 —

100

(42
o
|

[] sSpring 2015
—
=

v J
#2 T

=

<P

i LA e S s R oy Ry

e ; VESIE S

5 y ¥ 4 g* S
o 2 34 e
e » - M=y YooY

[] winter 2016 B Spring 2016 B Autumn 2016

n=10

PN2 PN3 Ril Risle Ri2

I
Ri3

I T T ! I I T T ! I I ! T ! 1
PT PN3 Ril Risle R2 Ri3 PT PN2 PN3 Ril Ri2 PN2 PN3 Ril Ri2

6qtdéN6nnandk(PN) f':;wﬁ

— > 240%

L 120-240%

— 60-120%

: 30-60%
<30%

Palaemon longirostris

v" Niveaux de dommages
a I'ADN plus hauts
comparés a la
distribution de
référence (Yport)
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4.4. Approche in situ : valeur seuil avec expérimentation en laboratoire

Palaemon longirostris

Période de repos sexuel - ;4
? 25 = ~“ 2T/
¢ ‘ = - - ¥ i = 3 7 /

T15-T30 jours

———— Rostrum

9
) &
Spermatic@lust 03
kS

Testes
(vas@leferens)

_ Ejaculatory@ulb) i 15} T30
Gonopore Extraction

* Diminution significative des dommages a 'AND apres reformation d’un nouveau spermatophore
(10-15 jours)
e Stabilisation des dommages a ’AND des spermatozoides de Palaemon longirostris

DNARlamageRA.U.)

Eyestalk

v" Atteintes d’un niveau basal en dessous du seuil maximal et autours de la
distribution de référence
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4.5. Approche in situ : continuum estuaire / littoral

Palaemon longirostris

REF
<ICbs% <3 0 YIS 0- 6 0 %G 0 - 12 0% 20-24 0%HHE-2 4 0%

%dfAnduction/@aximumEhreshold®fEhebaselinedevel

Senneville-sur-Fécamp
Yport

NorthernZAntifer £ * "J _
SouthernAntifer .
'1
Octeville . ,

Capl?deli-laﬂ]-leve. TN ol
Dyibis Muuemndge
Normandlelibrldg’( A [ N v
h, Rlslerlyer s

A , “l
" LonguesBsur@ner _ Trouville . X SO
- Ver@BurZmer Pt §S.¢ YIRS ST
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Conclusions

% Qutil Robuste, sensible et intégrateur

+# 1 male peut se reproduire avec au moins 3 femelles avec la méme signature
génotoxique

## Les spermatozoides sont capable de féconder méme avec un niveau maximal
de dommage a ’ADN

+« Définition d’'une méthodologie basée sur l'utilisation d’une distribution de
référence permettant de discriminer des sites présentant une contaminations
contrastée

+= Application de la distribution de référence en comparaisons inter-espéece
comparaison le long du continuum estuaire / littoral de la Seine

Perspectives
##- Succes de reproduction
 Stades plus tardifs du développement larvaire jusqu’au stade juvénile

+< Application in situ
e Tester la distribution sur une échelle plus large
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Principe du test Comet et ses differentes etapes

90 ul Cellules +

. Agarose 1% - 38°C
1. Inclusion des cellules dans du gel d’Agarose / ,
} Lame pré-recouverte
'®

sur lames microscopiques d’agarose type | (0,8
%)

. . . l\( W\\n
2. Lyse des membranes plasmiques et nucléaires (pH=10) ~ }> e
I

3. Dénaturation (pH>13)

4. Electrophorese (pH>13)
20V ; 300mA ; 24 min

5. Neutralisation de la migration (pH=7,5)

6. Marquage des noyaux au DAPI et scoring visuel

AU= NOXO+N1x1+N2x2+N3x3+N4x4 X 100
2 comet

N indique le nb de cellules comptées dans chaque classe de dommage a I’ADN

Class 0O Class 1 Class 2 Class 3 Class 4
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3.4. Transfert ala descendance

27?7

\\

 Eclosion larvaire
» Stratégie R

.d Fert.

Juveﬁlle

Lacaze et al. 2011 . . =
I | :”* < g \;@9‘/

* Eclosion juvénile
e Stratégie K

e Eclosion larvaire
e StratégieR

v

Salmo trutta trutta



