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A. Diversité et structure genétique
des populations délacrobrachiumspp.
aux Antilles

Objet de MACROSENS:
= Utilisation degspeces du genmglacrobrachiumcomme sentinelles écologiques

A cette fin, nécessité de pouvoir:
Y identifier les espéces (critéres morphologiques et stades jeunes)
Y connaitre :

A leur répartition

AfS RSINB RQA&2fSYSYyd RS& LUz I GA2Y:
AIS&a RSLIXIOSYSyia RS& AYRAQGARdDz I dz O2
AftQSELRaAlGA2yY RS& AYRAGARdAzA | dzE O2y il

Y Etudede la diversité génétique intrat inter-spécifique pour les cing espéces focales
M. faustinum M. crenulatum M. acanthurusM. carcinus et M. heterochirus



A Etudede la divergence intra vs interspécifique et intra vs ifites a partir du
LJI2f @ Y2NLIKAAYS RQdzyS & S (fraghentdelaso@s 5b Y
unité 1 de la Cytochrome oxydase, COl).

A Génétique des populations dé. faustinumet M. crenulatum(espécedes
plus communes dans |esgtes étudiés)par genotypage a des locus
microsatellites Objectifs = analyser:

(i) lesdifferences entre cohortes dans un mérsige

(i) le niveau de sédentarité de ces dernieres (critere important pour une
espéce sentinelleyisa-visRS f QKA AU 2NAIlj dzS RQELIZ &A U

(i) une éventuelle structuration amorgtval dans une mémeviere

(iv) les flux géniques intdtes, en se focalisant sur la Guadeloupe et la
Martinique



A Amphidromie:

Rappel sur le cycle de vie des especes etudiée

(A) Embryo Size

Y reproduction des adultes en eau douce AL s W e

Y développement planctonique marin des larves

Y selon les sp, éclosion des larves en amont et dévalaiSorALP —== ' AMPHIDROMY
ou éclosion plus en aval (O e oy e oF LNE & |

Y M. acanthurus

0 observation de femelles ovigéres en zones estuariennes (Gambetta & Rodriguez 1987
0 mouvementsamont->aval puis remontée activ® S NA { QI Y & Richard>1Pp7g-3 dz

Y M. heterochiruset M. faustinum
o éclosionRSa I NWSa RIya f{ &HKI2GL0).0Abrés uydéielSpedmsrit
en mer (estuaires, baies, pleine mer), les individus se métamorphosent en juvéniles, e
retournent dans les habitats dulcicoles des adultes

Y incertitudes nombreuses: e.gV. crenulatum influence du cycle sur la structure
génétique...



VY RQSOKIYGATE 2V Y

n total = 1100 ind.

Genartonnage non vt I W=
= Grand riviere (amont stade)*
_ Céron (Habitation)* m8
Pocquet (Pont RN1) m3
_ Galion amont (point CIRAD) m5
Galion aval (sucrerie) m4
Lézarde amont (Palourde)* m6
Lézarde aval (Pont RN1) m2
_ Coulisse (PetiBourg) m1
cl0/A e =Ee10= Nogent (Durieux) g2
Grande riviere (Goyave) g4b
Moustique (PetitBourg) g6
Bras David (INRA)* gl
Petite plaine (Pointe Noire) g4
Pérou amont* g8
Pérou aval (Capesterre) g7

_ Grande riviére de Vieux Habitants g3
_ Grande Anse (aval) g5

* sites non contaminés




1. Variation inter et intra-specifigue: ADNmt

Taille du fragment

Espéce amplifié (pb)

Nom de

I Séquences

M. acanthurus 972

M. faustinum 1040

M. carcinus 471

M. crenulatum 538

M. heterochirus 491

Ccol*

LCOLAR*

HCOMAC*

LCOMAC*
COIMAG287F
COIMAG899R
COIMAG287F
COIMAG899R
COIMAG287F
COIMAG899R

GCGICIGGGTAGTCTGARTAKCG
CCATYATRATYGGRGGTFYGG
TAAGTTTACGTCCAAFAAATATFTGTTG
AGCTTGAGCAGGAATAGTAGG
GCAGGAGCECTCAGTAGACCT
AGGGCICAGATFAGFGAGGGT
GCAGGAGCECTCAGTAGACCT
AGGGCICAGATFAGTGAGGGT
GCAGGAGCECTCAGTAGACCT
AGGGCICAGAT FAGTGAGGGT

*Zimmerman 2009

Y alignement
Y distances génétiques

Y relations intechaplotypes

TN = <. Trac Seroll L1 |
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A ATTGGA R CGATCA R AT CTACE A CGTCATTGTCACTGCACACGCCTTCGTARATAATTTTCTTCATGGTAATACCTATTATARTCEGGRAGEE
TR ATTGGARRLCGATCARATCTACRACGTCATTGTCACTGCACACGCCTTCGTARTARTTTTCTTCATGGTRAATACCTATTATRARTCEGRAGGE
T AATTGGARACGAT CARATCTACAACGTCATTGTCACTGCACACGCCTTCGTAATAATTTTCTTCATGGTAATACCTATTATRAATCGGAGGE
T AATTGGRARRCGAT CARATCTACRRACGTCATTGTCACTGCACACGCCTTCGTARATARTTTTCTTCATGGTRAATACCTATTATARTCGGRAGGG
TR ATTGGARRLCGATCARATCTACRACGTCATTGTCACTGCACACGCCTTCGTARTARTTTTCTTCATGGTRAATACCTATTATRARTCEGRAGGE
T AATTGGRARLCGATCARATCTACEACGTCATTGTCACTGCACEACGCCTTCGTARTAATTTTCTTCATGGTAATACCTATTATERATCEGGAGGE
ITAATTGGARACGAT CARATCTACARACGTCATTIGTCACTGCACACGCCTTCGTAATAATTTTCTTCATGGTAATACCTATTATAATCGGAGGE
A ATTGGARLCGATCARATCTACEACGTCATTGTCACTGCACACGCCNTTCGTAATAATTTTCTTCATGGTAATACCTATTATAATCGGENG
T AATTGGRARLCGATCARATCTACEACGTCATTGTCACTGCACEACGCCTTCGTARTAATTTTCTTCATGGTAATACCTATTATERATCEGGAGGE
ITAATTGGARACGAT CARATCTACARACGTCATTIGTCACTGCACACGCCTTCGTAATAATTTTCTTCATGGTAATACCTATTATAATCGGAGGE
A ATTGGA R CGATCA R AT CTACE A CGTCATTGTCACTGCACACGCCTTCGTARATAATTTTCTTCATGGTAATACCTATTATARTCEGGRAGEE
T RATTGGARLCGATCARATCTACNACGTCATTGTCACTGCACACGCCTTCGTARTARTTTTCTTCATGGTRAATACCTATTATRARTCEGRAGGE
T AATTGGARACGAT CARATCTACAACGTCATTGTCACTGCACACGCCTTCGTAATAATTTTCTTCATGGTAATACCTATTATRAATCGGAGGE
A ATTGGA R CGATCA R AT CTACE A CGTCATTGTCACTGCACACGCCTTCGTARATAATTTTCTTCATGGTAATACCTATTATARTCEGGRAGEE
TR ATTGGARRLCGATCARATCTACRACGTCATTGTCACTGCACACGCCTTCGTARTARTTTTCTTCATGGTRAATACCTATTATRARTCEGRAGGE
T AATTGGARACGAT CARATCTACAACGTCATTGTCACTGCACACGCCNTTCGTARATAATTTTCTTCATGGTARATACCTATTATARATCGGANG
T AATTGGRARRCGAT CARATCTACRRACGTCATTGTCACTGCACACGCCTTCGTARATARTTTTCTTCATGGTRAATACCTATTATARTCGGRAGGG
TR ATTGGARRLCGATCARATCTACRACGTCATTGTCACTGCACACGCCTTCGTARTARTTTTCTTCATGGTRAATACCTATTATRARTCEGRAGGE
T AATTGGRARLCGATCARATCTACEACGTCATTGTCACTGCACEACGCCTTCGTARTAATTTTCTTCATGGTAATACCTATTATERATCEGGAGGE
ITAATTGGARACGAT CARATCTACARACGTCATTIGTCACTGCACACGCCTTCGTAATAATTTTCTTCATGGTAATACCTATTATAATCGGAGGE
A ATTGGARLCGAT CA R AT CTACEACGTCATTGTCACTGCACACGCCTTCGTAATAATTTTCTTCATGGTAATACCTATTATARTCEGRAGEE
T AATTGGRARLCGATCARATCTACEACGTCATTGTCACTGCACEACGCCTTCGTARTAATTTTCTTCATGGTAATACCTATTATERATCEGGAGGE
ITAATTGGARACGAT CARATCTACARACGTCATTIGTCACTGCACACGCCTTCGTAATAATTTTCTTCATGGTAATACCTATTATAATCGGAGGE



1. Variation inter et intra-specifiqgue: ADNmt (COl)

Tailledes échantillons(N) et indicesde diversité génétique(Hd et ) chezMacrobrachium
sppen Martinique et Guadeloupe
bp, nombre de basesutiliséesde la séquenceCOl,Hd, diversité génétique, Y, diversité
nucléotidiqgue moyenne, k, nombre moyen de différences par site, #hap, nombre
RQKLF LX 208&LISa

Martinique
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acanthurus

. carcinus

. crenulatum
. faustinum

. heterochirus

. acanthurus
. carcinus

. crenulatum
. faustinum

. heterochirus

Y
Y

9
di

14
1
13
44
15

0
7
26
53
15

13
NA
13
37
12

NA
7
16
a7
13

972
NA
538

1040

486

NA
471
514
974
491

0.989+0.031
NA
0.989+0.031
0.989+0.008
0.987+0.035

NA
0.964+0.077
0.954+0.022
0.994+ 0.006
0.981+0.031

rande diversité haplotypique

versité nucléotidique limitée

| lle | Espece [ Nl#hapl bp | __Hd | N ____

0.009+ 0.005
NA
0.106+0.055
0.018+0.009
0.039+0.020

NA
0.039+0.022
0.023+0.012
0.016+0.008
0.034+0.018



1. Variation
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GU205081 M h t d'u us

GLU205080 M
EM101552 M. i
EM101553 M. 'sch'

KM101554 M. heterochirus
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B HM352434 M. heterochiryl
28 mca g8
77 meaga. i

- F'ﬂ:agfj .
o NS M. carcinus

| | GU2050598. carcinus
CJ;_EIECI-’-E M. carcinus

34

_ M. acanthurus

M. faustinum

J2&05303 M. faustinum
JQEQ5908 M. faustinum
JOB0590T M. faustinum
GU2050545 M. faustinumn
GU205053 M. faustinum |

GU205052 M orenulatum
og4d

GSE%%§E1 M. orenulatu M crenu:'af‘um

0.01

a5 nmasze9s M. olfersii

bonne distinction des especes
pas de structure intrasp

< <

Jasosa0z M. digueti

M. heterochirus

Inter et mtra—spec:lflque ADNmt (COl)

Arbre de Neighbor
Joining2 6 (1 Sy dz t
fragment de la séquence COI
(499 bps)

Leséquencage de 195
individus a produit pour ce
fragment 61 haplotypes
différents.

[ QI MEuldgalement des
séquences homologues des
différentes espeéces,
disponibles sur Genbank
(GU20503€e37, GU20504%4,
GU20506661, HM352486,
HM352494, HM352496,
JQ805903, JQ8059@B,
KM10155254).

Espéced. diguetiet M.
olfersiiutilisées comme
outgroups.

Distancesvolutives calculées
par la méthode dite de
Maximum Composite
Likelihood (Tamura et al.
2004).

Soutienstatistique des
branches estimé par
bootstrap (n = 1000 btps).
Analyse réalisée avec MEGAE



2. Variation intraspécifigue: loci microsatellites

Absence de ressources génetiques chez les especes étudiées:

Y développement de marqueurs de novo (séquencage HD) chez les 2 espéces
les plus représentées sur le terrain :
V M. faustinum
V M. crenulatum
Y validationin silicoRS p n LI ANB& RQI Y2NDSaA
Y test de 144 marqueurs au laboratoire (20 individus de chaque espéce)
Y 4dz0084 RQlI YL AFAOIGA2Y S LINBaSyoOS
seulement 13 loci: 7 spécifiqgues de M. faustinum, 2 de M. crenulatum, et 4
communs aux 2 especes

Y publication des amorces sur GenBank (en cours): acceés public
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2. Variation

intraspécifique: M.

locl

microsatellites I

Caractéristiques des
13 marqueurs
microsatellites
développés et mis au
point pour les
analyses de génétique
des populations chez
M. crenulatum(MCR)
et M. faustinum

(MFA).

fragment

Locus Espéce Spét Séquences des amorces<3)
amplifié

MFA  (GT)
MSR72 MFA (TCy
MSR86 MFA (AAT)
MFA (TG),
MFA (CTGT)
MFA (GACA)
R
MCR (ACAT),
MFA/MCF (TC),
MFA/MCF (GA,
MFA/MCF (GA),

Vsl MFA/MCE (ACAG)
T

F:

U T 0 T 0 T 0 T 0 T 0T 0 T 0 T 0T 0T 0T O T O

AGACATCTGATGACGGGGT(131-133

: GGGAAAACGAAAGACCAAC

CCAGAAGGAAATGGGAACA 236-313

: CGTACATAAACTAAGGGCTT

TGCCCGCAGAATTTACCTTA 294-328

: TTTATCGCAGCAAACACTTCG

CGAAGAAGGGACGAGGAAT 102-123

: TGTTTATCGTGAATCCGCTG

TGACGCAACTGGTTGCTATT 120164

: ACGAAAGTACACGATTGGG!

AAATTCCAGTCATGCCATCC 102122

: CCTGAATTCAAAGGTTTCTT

AGATCGATTGAGTCCCGATC 126-158

: TGAAGACGCAATCTCCATG#

ATGGAGAAAGTCATGGGGT(94-138

: AATGGTACACTGCTTGATGC

TCTCAGCCTCATCTGGACCT 155210

: GCCACCTACTCTCAGGCGT,

TTAAAATGGCACTGCACCAC111-181

: ATTCCTTGGAACCTTTCTCC

TTTTGTTACGTCCTGATCGC 159226

 TTTTGCTCTATGTACGTATTT

TGCGGTCAAGGGATAATGAC 146-160

 TGTGAGTTGGTGCTGTTGT

AATTTATGGCCACCATTCCA 107147

CANCCTOCATCTCACCAATCACC



2. Variation intraspécifigue: loci microsatellites

Ve EREEE e MSR101
N =77 indiv. MSR112

I Total

M. faustinum MSR23
N = 242 indiv. MSR72

I msps3

I Total

Locus Ho Hs Ht Dst
0.819 0.922 0.919 -0.003
0.166 0.207 0.205 -0.001
MSP113 0.744 0.783 0.784 0.00Y
MSPR138 0.849 0.865 0.869 0.005
MSR139 0.300 0.309 0.309 0.000
MSR143 0.903 0.904 0.901 -0.003
0.630 0.665 0.665 0.000
0.071 0.077 0.077 0.000
0.508 0.965 0.966 0.000
0.727 0.731 0.731 0.000
MSP86 0.331 0.349 0.348 -0.001
MSR101 0.917 0.953 0.953 0.00
MSR105 0.569 0.890 0.889 -0.002
MSR112 0.196 0.956 0.956 -0.00
MSR113 0.712 0.947 0.947 0.00
MSFE137 U.533 U541 0547 .
MSR139 0.511 0.737 0.735 -0.001
MSPR141 0.349 0.422 0.422 -0.001
0.494 0.688 0.688 0.000

Hs hétérozygotie
attendue moyenne
par ile

Dst:différenciation
génétique des fles.



3. Diversité géenétiqueConclusions

Diversité génétique interspécifique et intraspécifigue (ADNmt, microsatellites)

A bonne capacité a distinguer les espéces (cf criteres morpho chez les juvéniles)

A diversité intraspécifique importante, mais

Al o0aSyOS G2G4FrfS RS RAFTFSNBYOAIFIGAZY SYUuUNB L

Y jdzSttS ljdzS a2Ad0 fQSaLBOS 2dz f Q2NAIAYS 3IS?2
eau de mer est assez important pour effacer toute trace de différenciation génétique.

Yt QSELRaAGA2Y f201fS | dzE LRffdzryidia OoRIya f

ultérieure des adultes (effet carryover, brouillage le signabvis des conditions
locales adultes)

Ressources génétiques: pour aller plus loin

Y BarcodegénétigueY ARSYUAFTAOFIGA2Y RQdzyS NBIAZ2Y RS
RAAGAYIdzZSNI RS Fl o2y FAL0oES fSa OAyYyl SaLkC
' YOATdzZA 1SA RS RSUSNNAYIFGAZ2Y Y2NLIK2f 23A |l dzS

Y publication des séquenc&®0l obtenuesur Genbank

Y Marqueurs microsatellitesgénérationde nouvelles ressources moléculaipsur les
deux especes les plus fréquentes dans les Antilles francMisdaystinumet M.
crenulatun).




B. Dispersion et dynamique spatiale des
populations deVlacrobrachiumspp.
aux Antilles

CapturemarquageRecapture (CMR)

Galion
Petit-Galion e
Lézarde (amont) - %, o2
‘ 10 6 5 3 1
=y -




latitude | longitude | latitude | longitude
STATIONS aval aval amont amont

Sucrerie (Galion), station 1

Poste électrique, Palmiste (Galion), station 2
Bassignac (Petit Galion), station 3
Bassignadananeraie (Galion), station 4
Bagatellebananeraie Richard (Petit Galion),

station 5

Saut Argis, Richard (Petit Galion) 6

Darcourt (Petit Galion) 7

Burnet Fleurs, Point CIRAD (Galion), station 8
Vaton, impasse des Fermiers (Galion), station 9
Palourde (Lézarde), station 10

14.716
14.726
14.730
14.728

14.727
14.721
14.726
14.743
14.737
14.716

-60.961
-60.972
-60.985
-60.999

-60.999
-61.013
-61.026
-61.001
-61.012
-61.049

14.716
14.727
14.730
14.737

14.727
14.724
14.725
14.742
14.736
14.717

-60.962
-60.975
-60.986
-60.989

-61.000
-61.011
-61.027
-61.003
-61.013
-61.050



Marquage:

Y InjectionRQA YLI | y& Ff LIKI ydz
Alpha TAG, Northwest Marine Technology)
chez une crevette mesurant plus de 33 mm
(images du haut)

Y injectionRQSt I A0 2YSNBE O0b2 NI
Technology) chez une crevette de moins de
33 mm (images du bas).



Statistiques de marquagecapture

o Mas ] Avil_____ ] Jun_
<33mm >33mm <33mm >33mm <33mm >33 mm
17 47 0 1 0 0

22 90 0 6 0 2

4 106 0 1 1 0
2927 866 156 19 36 5

227 388 23 35 13 14

TOT 3197 1497 179 62 50 21



\ariation de la répartition et de f QI 0 2 yeRie ¥ OB Ye2 v
f Qld@dadsinversantdu Galionen Martinique

Macrobrach|urnacanthurus(bleu)
M. carcinugnoir)

M. crenulatum(vert)
M. faustinum(orange)
M. heterochirugnoir)




1. Estimation des taux de survie a partir de donnees de Capture
MarquageRecapturea TAG

AICc Model
Model AlCc Delta AICc Weights  Likelihood Num. Par Deviance
Phi(.) p(t) 947.930: 0  0.9981: 1 10 18.22: MARK
Phi(t) p(t) 960.48¢  12.558¢  0.0018: 0.001¢ 17  16.493¢
Phi(.) p(.) 995.051¢  47.121: 0 0 2 81.496¢
Phi(t) p(.) 1001.19¢  53.268¢ 0 0 10  71.491¢

méthode de CornaclBollySeber pour population ouverte

Phi : probabilité de survie
p: probabilitéde recapture
. = constante

MarquesaTAG, toutes especes confondues



Real Function Parameters of {Phi(.) p(t) PIM}

95% Confidence Interval

Parameter Estimate Standard Error  Lower Upper
1:Phi 0.9812712 0.0135772 0.9248947 0.9955340
2:p 0.0027625  0.0022816  0.5460087€E0138492

3:p 0.0028152  0.0023455  0.548B6085E0143108

4:p 0.0114760  0.0066074  0.0036933  0.0350817
5:p 0.0423949  0.0213555  0.0155439  0.1104267
6:p 0.0327765 0.0172788 0.0115097 0.0897697
7:p 0.0069320  0.0053760  0.0015082  0.0312496
8:p 0.0130836  0.0098171  0.0029784  0.0555630
9:p 0.0133333 0.0101644 0.0029635 0.0578827
10:p 0.0058233  0.0051764  0.0010143  0.0326857

Y! tQSOKStftS GSYLRNBttS RS

A proba de survie: Phi = 0.98 (constante, élevée)
A proba de capture: p < 0.05 (dépend du temps)

f QS0 dzRSY



Taux decroissance (depuis le marquage)
des individus recapturés
et dont les marques individuelles
(alphaTAGSs) sont lisibles

avril (recapture) | juin (recapture)

M. carcinus 13% (n = 6) 50% (n = 2)
M. faustinum 7% (n=9) 8% (n =5)
M. acanthurus 16% (n=1) -

M. heterochirus 8% (n = 27) 10% (n = 12)

M. crenulatum 4% (n=1) -




Distribution de taille (en mm)
desindividus deM. faustinummarqués et recapturés au cours
RS&a UNRAA OF YLI IySa RS f QSi

400 - Galionl (sucrerie)
350 -

300 -
250 -

200 -

150 7 ® marqués (mars)
100 - W recapturés (g\{ril)
W recapturés (juin)
50 -

0_ I I.I I I I 1
28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72 /6 80 84




2. Estimation des taux de survie a partir de données de Capture
MarquageRecaptureelastomere

Marques élastomeres = nagindividuelles : batchmarking

Y taux de capture
Y taille de population

Analyse en cours...



MACROSEN®erpectives Blomarqueurs

Approche écotoxicogénomique:

A augmentation de puissance & 1000génes vsi biomarqueurs
biochimigues)

Ay2y ORA 06 & fisrisur ked ndécamses impliqués

A automatisation, standardisation : biopuces a ADN

A stockage simple des échantillons prélevés sur le terrain

(RNAlater)

Persectives Macrosens:

AwSaazdaNDODSa ISYy2YAljdzSay IFSYSNIUA2Yy ¢
pour M. faustinum o s

A Dessin des amorceskSTbased, custom design

A Synthése de biopuce

A controle qualité RNA et cDNA

A Synthése cDNA, marquage, hybridatiavage:

YKEONARRIOAZ2Y RQSOKIYyUAtf2ya
contrastées (micropolluants, facies, ...)
A Bioinformatique (stockage etc.)

0«
(0p))
Pl
>
Q
(0p))



Mécanismes de tolerance aux polluants et divergence adaptative
des populations
Fundulusheteroclituset polluants industriels

A Estuaires cotes Atlantique USA
- populations exposéef CBsHAPsetc.
- populations de réference

A Laboratoire:
- exposition BCP126 et DLC
- YSadz2NE RaQsripbrBeldaveldppement embryonnaire, survie

/

@0
(f) Flax pond population @ Bridgeport population
100 big <100 B
T2- 54 3 = i e 5
(s ] 55 £ 80 4= 25 4 S
% e
(@) 55 O] : i : :
. T €0 335 & 60 35
PC1: 63% T4 o : : : :
40 2 4
O s2 g g g
o 51 32 22 D 2
2 ER : £
a Ll
04— : - : . 0 B kA ——— A . - 0
(g’m) 10'2 102(3 109(4 104(5 108 = 108 0 100 102 10® 104 105 108
i @ ) ) ) ( © (1) @ ® @ ® ®)
PC2: 9% PCB126, nglL PCB126, log ng/L

(treatment level) (treatment level )
Sensitive + Tolerant

Whitehead et al. 2010. Mdtcol



toxicité DLC:

déeveloppement,

en particulier
systeme cardio
vasculaire

L L
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phenotype
scores

Set 1
Cardiac

voie de signalisatic

du récepteur aux
Set 2 hydrocarbures
AHR-mediated  aromatiques (AHR

Set3
AHR complex

Linegraph:
NOS expressior

protection
Setd

Protective

Whitehead et al. 2010. Mdtcol



