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DÉVELOPPEMENT D'UN BIOMARQUEUR DE QUALITÉ 
SPERMATIQUE CHEZ LES CREVETTES PALÉMONIDÉS : 

ÉTAT DES LIEUX EN BAIE DE SEINE



Problemes de fertilité chez le mâle
• Chez l’humain ces 50 dernières années
• Moins étudié chez la faune sauvage

Interêts du modèle cellulaire
• Pas ou peu de capacité de défence et de 

réparation
• Intègre l’historique de contamination

• Transfert à la descendance

VS
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Les biomarqueurs de reproduction
• Aspect prédictif (population)  
• Pertinence écologique

1.1. La qualité spermatique : un interêt majeur



Pourquoi le test Comet?

Quel biomarqueur de qualité spermatique?
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1.2. Objectifs de l’étude

• Intégrité de l’ADN = Outil intégrateur
• 1/3 des composées anthropiques relâchés dans 

l’environnement marin ont été décrit comme 
potentiellement génotoxique

• Peut contribuer à des défauts héréditaires

• Outil sensible et fiable
• L’un des outils les plus communément utilisé pour détecter des 

cassures de l’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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Taille max: 
80 mm ♂ / 110 mm ♀

Taille max: 
70 mm ♂ et ♀

Logistiquement intéressantes
• Echantillonnage toute l’année
• Identification simple
• Bon maintient en laboratoire et bonne manipulation

Espèces écologiquement pertinentes:
• Répandues et communes sur les côtes et estuaire de l'Europe de l’Ouest
• Rôle majeur dans le processus de dégradation des détritus consommateur primaire et 

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

Continuum estuaire / littoral

©	geoportail.gouv.fr
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1.3. Modèles biologiques: Palaemon sp.



Eyestalk

Rostrum

Testes

Spermatic	dust
(vas	deferens)

Ejaculatory	bulb)
Gonopore

♂ Palaemon serratus

♂ Palaemon longirostris

Sexe

Testes

Spermatogenesis

Testes

Spermatogenesis
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Spermatozoïdes  Spermatophores Population cellulaire 
homogène de 

spermatozoïdes mature

1.4. De l’organisme aux spermatozoïdes

Testicule

Ampoule 
terminal

Conduit 
spermatique



Déploiement in situ

o Variabilité naturelle et niveau basale (site de référence)
o Application en biomonitoring passifs (sites différemment impactés)

Développer et  optimiser le test Comet

Signification du biomarqueur ( conditions contrôlées)

o Sensibilité à des génotoxiques modèles 
o Persistance des dommages à l’ADN
o Lien avec le succèe de reproduction

AQUATIC ORGANISMS AND BIOLOGICAL RESPONSESTO ASSESS WATER CONTAMINATION AND ECOTOXICITY

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

Alexandre Erraud1
&Marc Bonnard2

&Aurélie Duflot 1
&Alain Geffard2

&

Jean-Michel Danger 1
&Joëlle Forget-Leray1

&Benoît Xuereb1

Received: 7 November 2016 /Accepted: 3 March 2017
# Springer-Verlag Berlin Heidelberg 2017

Abstract Theaim of thisstudy wasto adapt theComet assay

in spermatozoaof themarineprawn Palaemon serratusto use

it as a marker of sperm quality. Indeed, due to the character-

isticsof their spermatozoa, themeasurement of DNA integrity

is one of the few markers which can be transferred to crusta-

ceans to assessthequality of their semen. In the first step, the

methods of collecting and maintaining spermatozoa were op-

timized. Cell survival was estimated during kinetics of pres-

ervation (i.e. 1, 2, 4 and 8 h) in various suspension media to

defineartificial seawater (ASW) as optimal. Several methods

in the releasing of spermatozoa from the spermatophore of

prawns were estimated with regard to their incidence both

on the efficiency of extraction and the survival of cells.

Pipetting up and down turned out to be the most successful

and the least invasive technique. Secondly, the transfer of

Comet assay wasoptimized by studying varioustimesin both

cell lysis(i.e. 1, 6, 18h) andDNA denaturation(i.e. 15, 30and

45 min), after in vitro exposure of spermatozoa to an H2O2

gradient asmodel genotoxicant. Results revealed that amini-

mum of 1h in cell lysisand15minof DNA denaturationwere

sufficient to obtain valuable results, linked with a low com-

paction of DNA in spermatozoa of Palaemon sp. Finally, the

sensitivity of P. serratus spermatozoa was assessed after

in vitro exposures to model genotoxicants displaying various

modes of interaction with DNA (i.e. UV-C, 13.3–79.5 J m−2;

H2O2, 5–10 μM and MMS, 0.5–5 mM) and some environ-

mental contaminantsknown or suspected to begenotoxic (i.e.

cadmium and diuron, 0.015–1.5μg L−1; carbamazepine, 0.1–

10 μg L−1) for invertebrates. The low variability of the base-

l ine level of DNA strand breaks recorded in controls

highlighted the robustnessof themethod. P. serratussperma-

tozoa displayed significant DNA damage from the lowest

doses tested for all model genotoxicants, but conversely, no

genotoxic effect of tested environmental contaminants was

observed. These results, which are discussed according to

the protocol tested in the present study and the comparison

with literaturedata, could suggest adifferencein theresponse

or sensitivity of spermatozoa to environmental genotoxicity

between invertebrate species, and therefore the interest of

Palaemonidae prawns in ecogenotoxicology. In conclusion,

the present study underlines the potential of the Comet assay

as a marker to assess the contamination impact on the sperm

quality in Palaemonidae prawns in view to a potential appli-

cation for in situ biomonitoring surveys.

Keywords Comet assay . DNA damage . Genotoxicity .

Crustacean . Maleinfertility . Spermatozoa

Introduction

In the last decades, the perpetual chemical overflow in the

environment has become a major concern. Particular interest

has been focused on maritimeareasdue to their ultimatedes-

tination position for most anthropogenic compounds. This

awareness has led to the emergence of Conventions and

European Directives to prevent, limit and reduce contamina-

tion inputs in marine compartment (e.g. OSPAR convention,

Water Framework Directive 2000/60/EC, Marine Strategy

Framework Directive 2008/56/EC). Hence, the assessment
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2. Double approche Laboratoire /  terrain



Exposition semi-statique (renouvellement journalier)

4 concentrations de MMS (0, 4, 20 and 100µM)

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

3 béchers avec 5 crevettes/ condition

T2d T4d T7d T14d T2d T4d T7d T14d T2d T4d T7d T14d T2d T4d T7d T14d

*
* *

*

*
* *

*

* * *

*

n=15

Palaemon serratus
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3.1. Cinétique de réponse

Méthode

Résultats

✓ Sperme de crevettes sensible 
en dépit de leurs spécificités



Palaemon serratus

Control 4µM	MMS 20µM	MMS 100µM	MMS

In	vivo	
exposure	MMS	
(2	days)

T	-2	days

T0

Depuration	
in	clean	
artificial	
seawater

T15	days

T30	days

Extraction	and	comet	assay

X	3

n	=	5

Testes

Spermatogenesis

T0, 15 and 30 jours
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3.2. Persistance des dommages à l’ADN (spermatophore)? (1)

Méthode

Période de reproduction



T0 T15d T30d T0 T15d T30d T0 T15d T30d T0 T15d T30d

n = 15

Palaemon serratus
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3.2. Persistance des dommages à l’ADN (spermatophore)? (2)

Résultats

✓ Pas de capacités de réparation



Palaemon serratus

Extraction et test Comet

Palaemon serratus

Testes

Spermatogenesis

T0
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3.3. Persistance des dommages à l’ADN (tractus reproducteur)? (1)

Méthodes

Période de reproduction



T0 T15d T30d T0 T15d T30d T0 T15d T30d T0 T15d T30d

n =15

Palaemon serratus
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3.3. Persistance des dommages à l’ADN (tractus reproducteur)? (1)

Résultas

• Cellules provenant du tractus reproducteur ont la même signature 
génotoxique que si elles avaient été encapsulé dans un spermatophore



T24 -48 h 

T45 jours

T0 = fécondation

✓ Classe 4  fonctionnels

✓ Pas d’effet sur le succès de fécondation et sur le développement embryo-larvaire post-
éclosion

Reproductive 
cycle

♂
♀

Anomalies

Anomalies

15°C

15°C
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3.4. Transfert à la descendance

Méthode & résultats

Exposition in vivo MMS  (2 jours)



7 mois 2015-2016 ( mai à novembre)

Yport

May June July August September October November

2015 2016

n=10

Palaemon serratus
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4.1. Approche In situ : variabilité naturelle (site de réf)

Résultats

• Variabilité naturelle résiduelle

✓ Définition d’une distribution de référence avec un seuil maximal (IC 95%)



2015 2016

7 – 9 sites de la baie de Seine (October 2015 -2016)

< 30%

30 - 60%

60 - 120%

Yport

Cap de	la	Hève

Southern Antifer

Northern Antifer

Octeville

Senneville sur	Fécamp

Trouville	sur	mer

Ver	sur	mer

Longues	sur	mer

©	geoportail.gouv.fr

Yport

Cap de	la	Hève

Southern Antifer

Northern Antifer

Octeville

Senneville sur	Fécamp

Trouville	sur	mer

Ver	sur	mer

Longues	sur	mer
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Yport

Cap de	la	Hève

Southern Antifer

Northern Antifer

Octeville

Senneville sur	Fécamp

Trouville	sur	mer

Ver	sur	mer

Longues	sur	mer
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Dérive littorale

©	geoportail.gouv.fr

n=10

Palaemon serratus
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4.2. Approche in situ: biomonitoring passif chez l’espèce côtières

Méthode & résultats

✓ Les plus hauts niveaux :  presque 2 fois plus importants à Antifer Sud, Octeville et Cap de la Hève 
comparé au seuil maximal

o Niveaux de dommage à l’ADN en dessous du seuil maximal (stations à l’extrémité de la baie)

o Inversement, les stations les plus proches de l’estuaire présentent les niveaux de dommages à l’AND 
les plus importants



7 stations sur l’estuaire de Seine (PNPT)

Palaemon longirostris

Pont de Tancarville (PT)

Pont de Normandie (PN)

La Risle (RI)

PN2 PN3 Ri1 Ri2 Ri3Risle PT PN3 Ri1 Ri2 Ri3Risle PT PN2 PN3 Ri1 Ri2 PN2 PN3 Ri1 Ri2PN2 PN3 Ri1 Ri2 Ri3Risle PT PN3 Ri1 Ri2 Ri3Risle PT PN2 PN3 Ri1 Ri2 PN2 PN3 Ri1 Ri2

< 30%

30 - 60%

60 - 120%

120 - 240%

> 240%

n=10
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4.3. Approche in situ: biomonitoring passif chez l’espèce estuarienne

Méthode & résultats

✓ Niveaux de dommages 
à l’ADN plus hauts 
comparés à la 
distribution de 
référence (Yport)



Seine 25/10/2016
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Extraction

* *
n=25

n=15 n=15

Eyestalk

Rostrum

Testes

Spermatic	dust
(vas	deferens)

Ejaculatory	bulb)
Gonopore

Testes

Spermatogenesis

Testes

Spermatogenesis

Testes

Spermatogenesis

X 2

T0

4.4. Approche in situ : valeur seuil avec expérimentation en laboratoire

• Stabilisation des dommages à l’AND des spermatozoïdes de Palaemon longirostris

✓ Atteintes d’un niveau basal en dessous du seuil maximal et autours de la 
distribution de référence

• Diminution significative des dommages à l’AND après reformation d’un nouveau spermatophore 
(10-15 jours)  

T15 - T30 jours

Période de repos sexuel
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Palaemon serratus Palaemon longirostris

Southern	Antifer

Octeville

Cap	de	la	Hève

Yport

Ver		sur	mer

Normandie	bridge

Tancarville	bridge

Risle river

<IC	95% <30%											30-60%							60-120%					120-240%							>240%
REF

%	of	induction/	maximum	threshold	of	the	baseline	level

Trouville

Senneville-sur-Fécamp

Northern	Antifer

Longues	sur	mer

4.5. Approche in situ : continuum estuaire / littoral
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Outil Robuste, sensible et intégrateur 
1 mâle peut se reproduire avec au moins 3 femelles avec la même signature 
génotoxique
Les spermatozoïdes sont capable de féconder même avec un niveau maximal 
de dommage à l’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-espèce 
comparaison le long du continuum estuaire / littoral de la Seine

Succès de reproduction
• Stades plus tardifs du développement larvaire jusqu’au stade juvénile

Application in situ
• Tester la distribution sur une échelle plus large 

Conclusions

Perspectives
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Merci pour attention !!!!

Cette étude est portée par le projet ECOTONES fondé par le programme Seine-Aval V 
( Seine Aval d’intérêt public), la fédération de recherche CNRS 3730 SCALE et la 
région Normandie



1. Inclusion des cellules dans du gel d’Agarose 
sur lames microscopiques

Cellules +
Agarose 1% - 38°C

90 µl

Lame pré-recouverte 
d’agarose type I     (0,8 
%)

lamelle

Principe du test Comet et ses différentes étapes

Ʃ comet

N indique le nb de cellules comptées dans chaque classe de dommage à l’ADN

N0 x 0 + N1 x 1 + N2 x 2 + N3 x 3 + N4 x 4AU = X 100

2.  Lyse des membranes plasmiques et nucléaires (pH=10)

3. Dénaturation (pH>13) 

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

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

6. Marquage des noyaux au DAPI et scoring visuel

ADN bicaténaire ADN monocaténaire
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Class 0 Class 1 Class 2 Class 3 Class 4 



Palaemon serratus

Devaux et al. 2011

Gammarus fossarum

Salmo trutta trutta

Juvenile

Lacaze et al. 2011

Chapitre  1. 

Figure I -21 : Caractér isation du cycle de mue chez la femelle G.fossarum (Geffard et al., 2010). 

Chez les femelles sexuellement actives, la maturation des gonades (i .e., vitellogenèse) et le

développement  des  embryons  dans  le  marsupium  se  déroulent  de  manière  parfaitement

synchrone, à chaque cycle d’intermue. Les juvéniles éclos sortent du marsupium peu de temps

avant l’exuviation de leur mère. Suite à cette exuviation, la femelle pond une nouvelle portée

d’ovocytes matures qui seront aussitôt fécondés par un mâle. Parallèlement, dans la gonade, un

nouveau lot d’ovocytes primaires entre en vitellogenèse. L’exuviation peut ainsi être considérée

comme  le  point  de  départ  et  d’aboutissement  de  la  maturation  gonadique  ainsi  que  du

développement embryo-larvaire dans le marsupium (Figure I-22).

Figure I -22 : Stades embryonnaires corrélés aux stades de mues de la femelle G.fossarum (X uereb, 2009).
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Juvénile

3.4. Transfert à la descendance

• Eclosion larvaire
• Stratégie R

• Eclosion juvénile
• Stratégie K

• Eclosion larvaire
• Stratégie R
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???

Juvénile


