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MISE EN ÉVIDENCE DE LA REPRODUCTION NATURELLE DU 
SAUMON ATLANTIQUE (SALMO SALAR L.) DANS UN AFFLUENT 

FRANÇAIS DU RHIN PAR ANALYSE GÉNÉTIQUE D'OEUFS PRÉLEVÉS 
DANS DES FRAYÈRES. 

(1) Laboratoire de génét ique des poissons, INRA, 78352 Jouy-en-Josas, France. 

(2) Conseil Supérieur de la Pêche, Délégation régionale Champagne-Ardenne, Alsace-
Lorraine, 18 rue de Nomeny, 57158 Mont igny- lès-Metz, France. 

En utilisant la réact ion de polymérisat ion en chaîne, nous avons pu amplif ier des régions 

spécif iques des ADN nucléaire (région conservée des gènes du rARN 5S) et mitochondrial 

(région ND-5/6) extraits d 'oeufs prélevés sur quatre frayères de salmonidés dans un tributaire 

du Rhin. Trois frayères abritaient des descendances de saumon at lant ique et la quatrième une 

descendance de truite commune . Ces résultats prouvent que les techniques de biologie 

moléculaire permettent une identif ication des espèces de salmonidés à des stades très 

précoces de développement, et que les programmes de réintroduct ion de saumon atlantique 

dans le bassin du Rhin se sont t raduits par une reprise de la reproduct ion naturelle du saumon 

atlantique dans la partie française de ce bassin. 

Mots-clés : saumon at lant ique, Rhin, migrat ion, reproduct ion, repeuplement, génétique. 

E V I D E N C E FOR N A T U R A L R E P R O D U C T I O N O F A T L A N T I C S A L M O N (SALMO 

SALAR L.) IN A F R E N C H T R I B U T A R Y O F T H E R H I N E B A S E D O N 

G E N E T I C A N A L Y S I S O F E G G S C O L L E C T E D F R O M R E D D S . 

A B S T R A C T 

By means of the polymerase chain reaction, we were able to ampli fy spécif ie régions of 

the nuclear (conserved région of the 5S rRNA gènes) and mitochondrial DNA (ND-5/6 segment) 

extracted f rom eggs that had been col lected f rom four salmonid redds in a tr ibutary of the 

Rhine. Three redds were identif ied as Atlantic salmon redds and one as brown trout redd. Thèse 

results show that molecular methods al low an identif ication of sa lmonid species at very early 

stages of development, and that the re- introduct ion programmes of Atlantic salmon in the Rhine 

basin resulted in a re-establ ishment of natural reproduct ion of Atlantic salmon in the French part 

of this basin. 
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I N T R O D U C T I O N 

Le s a u m o n a t lan t ique {Salmo salar L.), t rès abondant dans le Rhin au siècle dernier 

et d i spa ru d a n s les années 1950 à la suite de la cons t ruc t i on de barrages et de 

l ' acc ro i ssemen t de la po l lu t ion (de GROOT, 1989 ; ROCHE, 1990), fait l 'objet d 'un 

p r o g r a m m e de ré in t roduc t i on c o o r d o n n é par la C o m m i s s i o n In ternat iona le pour la 

P ro tec t i on du Rhin. Les premières captures de saumons adu l tes ont eu lieu aux Pays-Bas 

et en A l l e m a g n e à part i r de 1990, pr inc ipa lement dans un aff luent du Rhin moyen : la Sieg, 

o ù des f rayères de s a u m o n s ont par la suite é té découver tes et où la reproduct ion naturel le 

a été p rouvée par ana lyse géné t ique d'alevins vésicu les pré levés in situ (LEHMANN et 

al., 1995) . 

Dans la part ie f rança ise du bass in et dans le Rhin f ranco -a l l emand , les in t roduct ions 

d 'a lev ins de s a u m o n , p r inc ipa lement originaires de cou rs d 'eau f rançais , ont débu té en 

1991 mais n 'ont por té sur des n o m b r e s signif icat i fs qu 'à part i r de 1992. Des pêches à 

l 'é lec t r ic i té à l 'aval imméd ia t du barrage d' I f fezheim, s i tué à 670 km de la mer et premier 

o b s t a c l e dans le cou rs pr inc ipa l du Rhin depu is l 'estuaire, ont permis de capturer les 

p remie rs s a u m o n s adu l tes en 1995 (ROCHE et al., 1996). Un saumon a été cap turé en 

ju i l let , et huit aut res en o c t o b r e et novembre. Leur âge, dé te rm iné à part i r de la lecture 

d 'éca i l l és , étai t de un à deux ans d 'eau douce et un an de mer. Six saumons ont été 

conse rvés en p isc icu l tu re et t ro is aut res ont été re lâchés dans la Bruche, aff luent de la 

r iv ière i l l , e l l e -même pr inc ipa l af f luent du Rhin en A lsace . Ce cours d 'eau possède un 

n o m b r e impor tan t de s i tes po tent ie ls de reproduct ion et son t ronçon aval est re lat ivement 

access ib l e depu is le bar rage d ' I f fezhe im (ROCHE, 1994). Dans cet art ic le, nous présentons 

une m é t h o d e molécu la i re pe rmet tan t de déterminer l 'espèce de sa lmon idés à des s tades 

t rès p r é c o c e s de d é v e l o p p e m e n t . Nous app l iquons ce t te m é t h o d e à des oeufs provenant 

de f rayères loca l isées sur la B ruche et suscept ib les de résulter de reproduc t ion naturel le de 

s a u m o n a t lan t ique. 

MATÉRIEL ET M É T H O D E S 

Une recherche de frayères dans la partie aval de la Bruche a été faite sur un t ronçon de 

30 km si tué entre la conf luence avec l'ill et le barrage infranchissable d 'Avolsheim. Sept frayères 

de sa lmonidés ont été local isées. Leurs dimensions étaient compr ises entre 3 et 5 m de 

longueur, et 1 à 2 m de largeur. Toutes les frayères étaient situées dans une zone d'accélérat ion 

du courant , à l'aval d 'une fosse et à l 'amont immédiat d 'un radier, à une profondeur de 0,2 m à 

0,5 m en ét iage. 

Des oeufs ont été prélevés dans quatre frayères (figure 1) : Eckbolsheim E1 (un oeuf), 

Eckbo lshe im E2 (cinq oeufs), Eckbolsheim E4 (cinq oeufs) et Holtzheim H1 (neuf oeufs), pour 

déterminer par analyse génét ique s'ils provenaient de reproduct ion de truite commune (Salmo 

trutta L.) ou de saumon at lant ique. Les oeufs prélevés étaient à un stade correspondant à 

120 degrés- jours environ. 

L'ADN total a été extrait de chaque oeuf selon la seconde méthode décri te dans ESTOUP 

et al. (1996). Deux techn iques, basées sur l 'amplification en chaîne par polymérisat ion (PCR) de 

f ragments spéci f iques d 'ADN, ont été utilisées pour déterminer à quelle espèce appartenaient 

les dif férents échant i l lons d 'oeufs . La première technique, développée par PENDAS et al. 

(1995), a consis té à amplif ier un f ragment spécif ique du gène codant pour la sous-uni té 5S de 

l 'ARN r ibosomique. Chez les eucaryotes supérieurs, ce gène est présent en un grand nombre 

de cop ies s 'enchaînant les unes à la suite des autres (répétit ions en tandem). L'amplif ication 

produi t un f ragment d 'une tail le de 260 paires de bases (pb) chez le saumon atlantique et de 

280 pb chez la truite commune . La différence de taille est caractér ist ique de chaque espèce, 

pu isque PENDAS et al. (1995) l 'ont observée de façon systémat ique en comparant plusieurs 

dizaines de truites et de saumons, et est facilement mise en évidence par électrophorèse en 



Figure 1 : Sites géographiques des frayères de salmonidés détectées (cercles). E1, E2, E4 et H1 : 
frayères analysées génétiquement. 

Figure 1 : Géographie locations of detected salmonid redds (circles). E1, E2, E4 and H1 : redds 
analysed genetically. 

minigel d 'agarose. Cette méthode présente, en outre, l 'avantage d'ampli f ier un fragment 

spécif ique, non pas d 'un seul locus, mais de plusieurs dizaines de copies du gène répété, ce 

qui accroît la puissance d'analyse. L'amplif ication du fragment de gène 5S rDNA a été obtenue 

avec les amorces de PENDAS et al. (1995), à l'aide d 'un thermocycleur PTC100 (MJ Research, 

USA). Chaque réact ion de PCR a été réalisée dans 12,5 ul contenant 2 ul d 'ADN, du MgCI2 à 

la concentrat ion de 1.2 m M , chaque dNTP à 60 u M , les deux amorces à 400 nM, 2 0 ug/ml 

d 'a lbumine sérique bovine (BSA), 1.25 ul de tampon de réaction Promega concentré 10 fois et 
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0,25 unité de Taq polymérase (Promega). Le profil thermique d'ampl i f icat ion comporta i t une 

dénatura t ion à 95 °C pendant 6 mn, suivie de c inq cycles d'une mn à 95 °C, 30 s à 63 °C et 

2 mn à 72 ' C , puis 27 cycles de 30 s à 94 °C, 30 s à 63 °C et 2 mn à 72 °C, enfin une étape 

d 'é longat ion de 5 mn à 72 °C. La seconde méthode était basée sur l 'analyse du polymorphisme 

de longueur de f ragment de restrict ion (PLFR) observé après digest ion de la région ND-5/6 de 

l 'ADN mi tochondr ia l par Hinf I. L'amplif ication de la région ND-5/6, d 'une longueur d'environ 2.5 

kb , a été ob tenue avec les amorces décri tes par CRONIN et al. (1993). La réaction de PCR a 

été réal isée dans un vo lume total de 50 ul contenant 3 ul d 'ADN, du MgCI2 à 1.5 m M , chaque 

d N T P à 240 u M , chaque amorce à 200 nM, 10 ug/ml de BSA, 5 ul de tampon de réaction 

P romega concentré 10 fois et 2 unités de Taq polymérase (Promega). Les condi t ions de PCR 

étaient les suivantes : 3 mn à 95 °C, c inq cycles d 'une mn à 94 °C, 30 s à 52 °C et 3 mn à 72 °C, 

pu is 27 cyc les d 'une mn à 94 °C, 30 s à 50 °C et 3 mn à 72 °C, enfin une étape d'élongat ion de 

10 m n à 72 °C. La d igest ion de 3 à 8 ul de produits de PCR par Hinf I a été réalisée selon les 

recommanda t i ons du fournisseur (Amersham). Les électrophorèses ont été effectuées sur gels 

d 'agarose et les f ragments d 'ADN révélés en éthidium bromide. 

RÉSULTATS ET DISCUSSION 

Les régions rARN-5S et ND-5/6 ont pu être amplif iées spéci f iquement pour tous les 

oeufs échant i l lonnés. Des ADN de référence de trois espèces de salmonidés (truite arc-en-ciel , 

t ru i te c o m m u n e et saumon at lant ique d'Europe et du Canada) ont également été amplif iés. La 

tai l le des f ragments rARN-5S obtenus chez chacun des témoins est conforme aux résultats de 

PENDAS et al. (1995). Par compara ison de la taille des produi ts de PCR des ADN de référence 

et des oeufs (figure 2A), il apparaît clairement que trois des frayères (Eckbolsheim E 1 , E2 et E4) 

co r responden t à une reproduct ion de saumon at lant ique et Holtzheim à une frayère de truite 

c o m m u n e . Les profils de restrict ion de la région ND-5/6 conf i rment cet te conclus ion. Les oeufs 

de f rayères Eckbolsheim E 1 , E2 et E4 donnent des haplotypes mi tochondr iaux identiques à 

ceux t rouvés chez le saumon at lant ique (figure 2B) et totalement différents de ceux observés 

j usqu 'à présent chez un grand nombre d'échanti l lons de truites communes provenant d 'une 

vaste zone géographique (HANSEN et LOESCHKE, 1996 ; HANSEN et al., sous presse ; 

G U Y O M A R D et LARGIADÈR, données non publiées). La figure 2B montre aussi que l 'haplotype 

observé pour ces frayères se dist ingue très nettement de celui de la truite arc-en-ciel . En 

revanche, les oeufs de la frayère d 'HoI tzheim présentent un haplotype f réquemment révélé dans 

les popu la t ions at lantiques domest iques et naturelles de truite commune. 

Ces résultats conf i rment qu' i l est possible de disposer de méthodes moléculaires 

re lat ivement s imples pour déterminer rapidement l 'espèce d'or igine d 'oeufs de saumon ou de 

t ru i te c o m m u n e , à des stades précoces de développement . Appl iquées à l'analyse d'oeufs 

provenant de frayères de la Bruche, elles nous on t permis d' identif ier sans ambiguïté l 'existence 

de si tes de reproduct ion naturelle de saumons atlantiques dans ce cours d 'eau, fait sans 

p récédent depu is plusieurs décennies. Cette identif ication est indispensable pour conduire des 

opéra t ions appropr iées de sout ien et de protection des populat ions fondatr ices vulnérables, et 

assurer le succès des programmes de réintroduction. 

L 'ADN mitochondr ia l ne const i tue pas uniquement un marqueur supplémentaire pour 

l ' ident i f icat ion de l 'espèce, mais peut aussi apporter une information importante en cas 

d 'hybr ida t ion entre la truite c o m m u n e et le saumon atlantique. En effet, compte tenu du mode 

d 'héréd i té str ic tement maternel de l 'ADN mitochondrial , l 'analyse conjointe de marqueurs 

mi tochondr iaux et nucléaires permet de déterminer le sens de l 'hybridation. L'existence 

d 'hybr ida t ion entre les deux espèces est régulièrement mise en évidence sur l 'ensemble de leur 

zone de sympatr ie (VERSPOOR et HAMMAR, 1991). Les causes et conséquences de ce 

phénomène sont inconnues. Il ne peut être exclu que de faibles densi tés de populat ion (comme 

cela peut être le cas dans les programmes de restauration d 'une espèce) ou l'util isation de 

souches inadaptées soient des facteurs-clés favorisant cette hybridat ion. 
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Figure 2 : Électrophorèse, en gel d'agarose, de produits d'amplification par PCR à partir d'ADN 

extraits d'oeufs de salmonidés. 

(A) : région rARN-5S ; 1 et 14 : marqueur de taille (échelle de 100 pb ; la bande 
correspondant à 200 pb est indiquée) ; 2 : échantillon de référence de truite arc-en-ciel ; 
3 et 12 : échantillons de référence de truite commune ; 8 et 13 : échantillons de 
référence de saumon atlantique ; 4 et 5 : oeufs de la frayère E4 ; 6 et 7 : oeufs de la 
frayère E2 ; 9 : oeuf de la frayère E1 ; 10 et 11 : oeufs de la frayère H1. 

(B) : région ND-5/6 digérée avec Hinf I ; 1 : échantillon de référence de truite arc-en-ciel ; 
2 et 3 : échantillons de référence de saumon atlantique, respectivement canadien et 
européen ; 4 : oeufs de la frayère E4 ; 5 : oeuf de la frayère E2 ; 6 : oeuf de la frayère E1 ; 
7 : oeuf de la frayère H1 ; 8 : échantillon de référence de truite commune ; 9 : marqueur 
de taille (échelle de 100 bp ; la bande correspondant à 100 pb est indiquée). 

Figure 2 : Agarose gel electrophoresis of amplification products from DNA extracted from 

salmonid eggs. 

(A) : 5S-rRNA région ; 1 and 14 : size marker (100 bp ladder ; the 200 bp band is 
indicated) ; 2 : référence sample of rainbow trout ; 3 and 12 : référence samples of brown 
trout ; 8 and 13 : référence samples of Atlantic salmon ; 4 and 5 : eggs from redd E4 ; 6 
and 7 : eggs from redd E2 ; 9 : egg from redd E1 ; 10 and 11 : eggs from redd H1 . 

(B) : ND-5/6 région digested with Hinf I ; 1 : référence sample of rainbow trout ; 2 and 3 : 
référence samples of European and Canadian Atlantic salmon, respectively ; 4 : eggs 
from redd E4 ; 5 : egg from redd E2 ; 6 : egg from redd E1 ; 7 : egg from redd H1 ; 8 : 
référence sample of brown trout ; 9 : size marker (100 bp ladder ; the 100 bp band is 
indicated). 
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