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Cadre d'utilisation: 
 
Projet  col lect i f  associant  scient i f iques et gest ionnaires sur le thème d’une 
évaluat ion de l ’évolut ion de la qual i té b io logique du Bassin du Rhône. 
A la sui te de ces travaux prél iminaires cet te recherche se poursui t  au 
sein de l ’act ion 26/2011-2012 après :  

-  la  mise en place au sein du LEHNA d’une sal le d ’ incubat ion 
adaptée aux stades embryolarvaires de hotus 

-  une nouvel le campagne de prospect ion sur un nombre plus 
important de stat ions (Péage de Roussi l lon et  Mir ibel  pour le 
Rhône, p lus ieurs stat ions sur l ’Azergues, le Suran, l ’Oignin,  la 
Bienne, le Chéran et  les Usses)  
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 Analyse de l’importance d’un dysfonctionnement 
de la reproduction dans le déclin observé de 
populations de cyprinidés du Rhône  

 
 
 

Résumé :  
Le décl in des populat ions de certaines espèces de poissons 
a été régul ièrement observé dans les grands hydrosystèmes 
européens durant les dernières décennies. Parmi les 
di f férentes hypothèses expl icat ives, l ’ impact de 
l ’aménagement des cours d’eau et d’une dégradation de la 
qual i té chimique sur certains tronçons se doivent d’être 
véri f iées. Nous proposons de tester l ’hypothèse d’un 
dysfonctionnement de la reproduction de populations de 
hotus suite à une pression génotoxique sur le génome 
gamétique dans di f férentes stat ions du bassin du Rhône. 

 
Contexte : 
 
Le contexte général  du sujet  est celu i  de l 'analyse de la pression chimique sur les 
écosystèmes d'eau douce et  en part icul ier  sur  le décl in observé de certa ines 
populat ions de poissons dans des hydrosystèmes pol lués. Actuel lement,  
l ’évaluat ion des r isques écologiques associés à l ’exposi t ion à des composés 
génotoxiques est généralement basée sur des mesures individuel les,  a lors que les 
impl icat ions à long terme au niveau de la populat ion restent  peu connues. Une 
étape vers une mei l leure compréhension de ces impacts à long terme est 
d ’examiner le transfer t  de ces effets d ’une générat ion aux suivantes (Lewis et 
Gal loway, 2009). En ef fet ,  une gest ion rat ionnel le des hydrosystèmes exige la 
pr ise en compte d' indicateurs intégrateurs condit ionnant la dynamique des 
populat ions de poissons. Une revue bib l iographique démontre l ’ in térêt de mesurer 
l ’ in tégr i té du génome des spermatozoïdes comme indicateur pert inent dans un 
contexte de toxicologie de la reproduct ion (Baumgartner et  a l . ,  2007).  Toutefois,  
peu d’études concernant les organismes aquat iques sont disponibles.  Récemment,  
un certa in nombre de laboratoires européens ont mis en évidence le fa i t  que parmi 
la batter ie de biomarqueurs étudiée pour expl iquer le décl in de populat ions de 
poissons, seuls ceux évaluant un impact génotoxique du mi l ieu pouvaient être 
corrélés avec une diminut ion de l ’ef fect i f  des populat ions (Braunbeck, 2008). 
D’autre part ,  la gest ion actuel le des écosystèmes aquat iques comporte un certa in 
nombre d’act ions dest inées à amél iorer  les condit ions d’habitat  physique des 
organismes aquatiques (programmes de restaurat ion, D.C.E.) .  La réponse 
attendue à ces modif icat ions des caractér is t iques d’habitat  est une augmentat ion 
des densités de certa ines populat ions ou de certaines communautés ( les poissons 
sont en général  de bons indicateurs de l ’ in tégr i té écologique des cours d’eau).  
Cependant,  la réponse ne peut être ef fect ive que s i  les populat ions en place 
possèdent une f i tness suf f isante pour expr imer,  à t ravers le succès de leur 
reproduct ion, une capacité à (re)coloniser  ces habitats.  
 
 

Contacts : 
 
Devaux, UMR 5023 LEHNA, site ENTPE, Vaulx en Velin 
J.-M. Olivier, UMR 5023 LEHNA, site UCB Lyon I, Vil leurbanne 
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Objectifs:  
 
Cette act ion const i tue la première part ie exploratoire d’une étude plus large v isant à étudier  le 
l ien entre une modulat ion de la dynamique de populat ion de hotus du Rhône (Chondrostoma 
nasus) et  un impact sur  la fonct ion de reproduct ion l ié à un stress chimique génotoxique. Au 
plan méthodologique, une première étape visai t  à l ’évaluat ion d’un éventuel  impact  
génotoxique sur les gamètes de poissons provenant de stat ions du Rhône pour lesquel les on 
disposai t  de données démographiques démontrant un décl in ou non des populat ions en place. 
Les géni teurs de hotus ont  été pêchés sur les s i tes chois is au moment de la f ra ie par pêche 
électr ique. Le sperme des mâles a été prélevé par str ipping et  condi t ionné au fro id dans 
l ’at tente de la mesure au laboratoire du niveau de dommages à l ’ADN dans le noyau des 
spermatozoïdes par l ’essai  des comètes en condit ions alcal ines (Devaux et  a l . ,  1997).  La 
structure génét ique des populat ions en place a été étudiée par analyse de marqueurs neutres 
(microsatel l i tes)  af in de s ’assurer de l ’ex istence (ou pas) de populat ions génétiquement 
homogènes sur les stat ions invest iguées dans le but de pouvoir  réal iser  (ou pas) des 
comparaisons inter-s i tes. Une seconde étape a concerné l ’évaluat ion du succès de la 
reproduct ion par la mesure de di f férents paramètres descr ipteurs ( fécondité,  taux 
d’embryonnement,  anomal ies embryonnaires et  larvaires)  sur les pontes prélevées sur les 
galets au niveau du l ieu de fraie,  rapatr iées puis incubées au laboratoire.  Une trois ième étape 
concernait  l ’é tude par stat ion du couplage entre niveau d’ intégr i té moyen de l ’ADN des 
spermatozoïdes et  réussi te de la reproduct ion. 
 
Intérêt opérationnel: 
 
Ce projet s ’ inscr i t  dans l ’axe 1 de l ’accord cadre Agence de l ’Eau-ZABR concernant l ’analyse 
des r isques environnementaux et  de la vulnérabi l i té des mi l ieux, et  en part icul ier  dans le Plan 
Rhône. Cette étude a pour but d ’essayer de répondre directement à un des besoins de 
connaissance expr imé par l ’Agence de l ’Eau, à savoir  le développement de biomarqueurs de 
génotoxic i té et  la recherche de leur s igni f icat ion fonct ionnel le.  La f inal i té opérat ionnel le de ce 
projet  est de mettre à disposi t ion du gest ionnaire un cr i tère pert inent d ’évaluat ion de l ’ impact 
du mi l ieu sur les capaci tés de reproduct ion des poissons du Rhône et indirectement sur leur  
capacité de recolonisat ion des habi tats,  en proposant un écla irage complémentaire de 
l ’approche c lassique de mesure de la perturbat ion endocr inienne.  

 
Principaux resultats:  
 
Trois stat ions ont été choisies à la fo is  au vu des données de qual i té (RCS et RCO) et des 
informat ions disponibles concernant l ’ importance des populat ions de hotus en place. Les 
stat ions qui  ont été invest iguées sont les suivantes (dans un ordre croissant de qual i té du 
mi l ieu et  des populat ions de hotus recensées) :  le Rhône à Péage de Roussi l lon,   la Bienne à 
Lavancia-Epercy et  le Suran au niveau de Pont d’Ain.  Un protocole a été établ i  dont les 
grandes l ignes sont :   
-survei l lance le plus fréquemment possib le des si tes potent ie ls de fra ie (2 à 3 fo is  par semaine 
à part i r  d ’une température de 10°C de l ’eau).  
-dès la présence constatée des géniteurs sur  le radier,  30 mâles spermiants et  au minimum 3 
femel les ovulées présentant des oeufs de bonne qual i té sont capturés par pêche électr ique. 
- les poissons sont mesurés, des écai l les sont prélevées pour mesure de l ’âge ains i  qu’un 
morceau de nageoire pour analyse génétique. 
-  les femel les sont s tr ippées et  leurs oeufs poolés. 
-  le sperme des mâles est col lecté individuel lement et  ut i l isé sur  place pour féconder un 
al iquote de 3000 œufs environ en ut i l isant  l ’eau de la r iv ière comme di lueur d ’ inséminat ion.  Un 
fa ib le volume de sperme est di lué dans du tampon de cryopréservat ion puis congelé dans 
l ’azote l iquide. 
- les œufs fécondés sont a lors placés à l ’ombre et  gardés à la température de la r iv ière durant 
une heure pendant la phase de durcissement de l ’œuf.  
-des œufs pondus et  fécondés sont également prélevés sur le substrat  du radier .  
De retour au laboratoire,  les œufs issus de la fécondat ion ar t i f ic ie l le et  prélevés sur le substrat  
de la r iv ière sont mis en incubat ion dans des aquar iums placés en chambre froide à 12°C et 
oxygénés par bul lage.  

La chronologie du développement a été suivie en décr ivant les di f férents stades c lés du 
développement expr imé en degrés- jours,  certa ins écarts ayant été mis en évidence par rapport  
aux tables disponibles dans la l i t térature (voir  exemple f igure 1) .   

              
A     B      C 
Figure 1.  Exemples de stades de développement du hotu dans les condit ions du laboratoire.  
A :  Détachement et  début de mobi l i té de la queue, environ 50 somites 
B :  Flux sanguin v is ible autour du v i te l lus et  dans la tête 
C :  Vessie natatoire rempl ie de gaz 
  
Un certain nombre d’anomal ies ont également été relevées chez les alevins issus des géniteurs 
pêchés dans le Rhône à Péage de Roussi l lon (Figure 2).  

    
A         B                                 C 
Figure 2.  Exemples d’anomalies du développement larvaire du hotu.  A :  déformat ion du 
squelet te ;  B :  anomal ie buccale ;  C :  anomal ie cardiaque   
 
Le niveau de dommages présent dans l ’ADN des spermatozoïdes a été mesuré par l ’essai  des 
comètes en condit ions alcal ines qui  permet de révéler  des cassures directes, des si tes alcal i -
labi les et  une réparat ion incomplète des dommages pr imaires (Devaux et  a l . ,  2007). Les 
résultats sont expr imés en pourcentage d’ADN dans la queue de la comète, paramètre 
l inéairement l ié aux nombres de cassures de l ’ADN (Figure 3) .  
            

 
 
Les résul tats montrent  une di f férence s igni f icat ive des dommages à l ’ADN dans le sperme 
entre les mâles pêchés aux di f férentes stat ions,  par ordre croissant de dommages :  Suran < 
Bienne < Péage de Roussi l lon.  I l  est  à noter cependant que le niveau de dommages reste très 
fa ib le (<3%) et  que le d i f férent ie l  observé entre ces stat ions au plan de l ’ impact génotoxique 
n’est probablement pas bio logiquement s igni f icat i f  en termes d’ impact sur  la descendance. Le 
couplage entre niveau de génotoxic i té spermatique et qual i té de la descendance (mortal i té et 
développement)  n ’a pu être réal isé durant  cet te étude exploratoire du fa i t  du caractère 
inadapté des instal lat ions d’ incubation au laboratoire,  qui  ont amenés à une mortal i té larvaire 
importante. Af in de pal l ier  ce problème une demande de f inancement a été fa i te auprès de 
l ’Agence de l ’Eau pour acquér ir  un matér ie l  spéci f iquement dédié à l ’ incubat ion des œufs de 
poisson. Cet équipement a pu être mis en œuvre au pr intemps 2011 dans le cadre de l ’act ion 
26/2011-2012 dans la continui té de la présente act ion 18/2010.  
La caractér isat ion génét ique des populat ions de hotus en place est  en cours et  sera complétée 
par les échanti l lons prélevés durant les campagnes 2011 et  2012.  

Figure 3. Dommages à l ’ADN 
spermatique expr imés comme la 
moyenne du pourcentage d’ADN 
dans la queue (en bleu, mean ta i l  
intensi ty)  ou comme la médiane (en 
rouge, median ta i l  in tensi ty) .  Les 
barres représentent l ’écart- type et  
une let tre d i f férente signi f ie une 
di f férence au seui l  5% entre les 
stat ions.  PR :  Péage de Roussi l lon 


