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Contexte

O Le Crabe bleu fait I'objet d'un plan d'action régional en
Occitanie (PAR).

O Espéce cryptique en fond de lagune
O Les lagunes sont des milieux trés hétérogenes

- Développer une méthode de détection précoce et de suivi
dans le temps du crabe bleu Callinectes sapidus
Rathbun, 1896 basé sur I’ADN environnemental
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%ﬁ?ﬁﬁ Développer une méthode de détection précoce et de suivi dans le temps du crabe bleu

Fraternité

Travail sur ’ADN environnemental (ADNe) = molécules d’ADN « libre » ou
adsorbées libérées par les organismes.

Ici récupéré dans I'eau -> Filtration

e
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%;ﬁ?gﬁ - Développer une méthode de détection précoce et de suivi dans le temps du crabe bleu

Travail sur ’ADN environnemental (ADNe) = molécules d’ADN « libre » ou
adsorbées libérées par les organismes.

Ici récupéré dans I'eau -> Filtration

—— Extraction ADNe Metabarcoding de I’ADNe
Amorces « universelles » en vue
’ de tout séquencer

W
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%;ﬁ?ﬁﬁ - Développer une méthode de détection précoce et de suivi dans le temps du crabe bleu

Travail sur ’ADN environnemental (ADNe) = molécules d’ADN « libre » ou
adsorbées libérées par les organismes.

Ici récupéré dans I'eau -> Filtration

p— Extraction ADNe Metabarcoding de ’ADNe Détection
’ Amorces « universelles » en vue potentiellement plus
de tout séquencer fine de I'espéce
| d’intérét
Barcoding de ’ADNe
Nécessite le développement _en s'affranchissant du
W d’amorces spécifiques séquencage

- Quantification possible
(a tester)
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1) Développement d’amorces pour obtenir un code barre spécifique C. sapidus et standardisation du protocole en
laboratoire

2) Corrélation entre concentrations ADNe détectée et densités de crabes?

3) Suivi de plusieurs zones cibles et développement de modeéles d’occupation de sites
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1) Développement d’amorces pour obtenir un code barre spécifique C. sapidus et standardisation du protocole en
laboratoire

Barcode spécifique et Sensible, situé sur le gene Cytochrome Oxidase 1 (protocole gPCR avec Sonde)

o Analyses bio-informatiques + test de différents protocoles en laboratoire in vivo sur 6 espéeces
d’invertébrés de Canet ( S. Hourdez, OOB))

o Détection dés 10° ng/ul

Le marqueur détecte de I’ADN de crabe bleu sur 12 échantillons ADNe 2021: Biodiversarium Banyuls
(P. Romans); Canet (R. Miviéere, JC Pons); Thau
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alife
Ffaremilé
Expérimentation en aquariums Expérimentation en conditions naturelles

- Pas de variation prédictible entre la
concentration en ADNe et la densité de crabe
pour la gamme de densités considérées
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Libere 2) Correélation entre concentrations ADNe et densités de crabes ?

alite
F‘Jg‘aremité

Expérimentation en aquariums Expérimentation en conditions naturelles

- Pas de variation prédictible entre la
concentration en ADNe et la densité de crabe
pour la gamme de densités considérées

(Rourke, et al. 2021; Rourke, et al. 2022)

T T T T
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Weight (g} of fish tank~1 © Morue de Murray

Fig. 5. Relationship between mean eDNA concentrations and the weights of
Murray cod, Maccullochella peelii using data combined across aquaria experi-
ments 1 (days nine and 12 samples only), 2, 3 and 4.
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Libere 2) Correélation entre concentrations ADNe et densités de crabes ?

dlire
Ffaremilé

Expérimentation en aquariums Expérimentation en conditions naturelles

- Pas de variation prédictible entre la
concentration en ADNe et la densité de crabe
pour la gamme de densités considérées

- on le détecte bien; que la densité soit forte ou
il | faible (qualitatif), mais on ne peut pas faire du
quantitatif




3) Suivi de plusieurs zones
cibles en 2023

/f 23 mai(@ EEI-

O C C I I ‘ \I ‘ I E & ' ’ @ [Etang d'Ingril 7 juin

7 juin 24 mai

kkkkkkk

Suivi 30 sites Occitanie

Eareaenre 09 mai

10 mai Milieu lagunaire ; Grau

, 2 réplicas par site: 60 ADNe

¥10 mai

‘ Détection Crabe Bleu
QO Absence (0/2)
@® Présence (1/2 ou 2/2)

() Région Occitanie

0 10 20 km

CAO : ORBLIN,2023



3) Suivi de plusieurs zones g5 0ol
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4 10 mai . : Milieu lagunaire ; Grau
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&) 10 mai consécutives pour
‘ Canet et Thau Détection Crabe Bleu
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Etang de Vic

ang d'Ingril

Important de faire plusieurs
points par sites
- Hétérogénéité habitat;

- Densités / temporalité
(présent mais pas detectable)
Multiplier les observations
augmente la confiance dans les
données (faux négatifs).

Etang de Thau
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Comparaison données ADNe avec la littérature

o Labrune et al. 2019:
Crabe bleu détecté partout ou il avait été référencé
comme présent par Labrune et coll.2019

o Données d’observations (CEN):

- pour les 5 Sites sans détection ADNe, pas de
détections reportées par le CEN (Mejean liaison Lez,
Grau du Prevost, Gruissan Avant Port, Gruissan et
Grau de Vendres)

- Détection dans 4 sites avec ’ADNe et non reporté a
ce jour (Salonique, Pierre Blanche, Canal du Rhone a
Sete, et Canet Mer).

Etangs

LABRUNE, Céline, AMILHAT, Elsa, AMOUROUYX, J.-M., et al.The arrival of the American blue

crab, Callinectes sapidus Rathbun, 1896 (Decapoda: Brachyura: Portunidae), in the Gulf of

lions (Mediterranean Sea). Biolnvasions Records, 2019.

Le Petit Rhéne
Salonique

Médard

Ponant

Or (2)
Mejean_liaison_or
Mejean_liaison_lez
Grau du Prévost
Pierre Blanche
Vic

Ingril Sud
Canal_rhone_sete
Thau (5)
Grau_agde
Gruissan Avant Port
Gruissan

Vendres

Vendres Grau
Bages Sigean
Ayrolles

Port la Nouvelle
La Palme

Leucate (3)

Canet (2)

Canet_Mer

count

Action 5

Détection
Crabe bleu

Absence
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i (4) Développement de modéles d’occupation multi-échelles:
Fraterniré
|/ Site P(Dccurrence) = W .

Occurrence de ’'ADNe de crabe
bleu sur le site, | : 1, 2, 3... |

_ 7 echantillons

v

) / Echantillon P(Capture ) = © >
Capture de 'ADNe dans
I'echantillon, J : 1, 2, ... J

3/ gPCR P(Détection) = P —) Il gPLR

Detection de 'ADNe dans le réplicats, o
R:128.R
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Eariie (4) Développement de modéles d’occupation multi-échelles:
Fraterniré
|/ Site P(Occurrence) = W

Occurrence de ’'ADNe de crabe
bleu sur le site, | : 1, 2, 3... |

Impact des conditions
mmmm)  cnyvironnementales sur
2 I'occurrence, la capture et
2/ Echantillon P(Capture ) = © la détection?

Capture de 'ADNe dans
I'echantillon, J : 1, 2, ... J

3/ qPCR P(Détection) = P

Détection de I'ADNe dans le réplicats,

R:1.23..R
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e (4) Développement de modéles d’occupation multi-échelles: '
Fraternité oy

Impact des conditions environnementales sur :
I'occurrence ? Capture ? Détection ? -

* Variance importante des conditions

Axis1: 43.58 %

environnementales des lagunes (données SHAMILA) | I B a Palme, Sgf
\ Y Ir !
|| Vaccare
. . . Scamandre i
* Toutes les variables sont explicatives Vendres oy | ¢

anet .
Niveau d’eutrophisation

Hydrbdynamisme
O Fort !
Moyen
Faible 5

1
|
2.3 0.0 2

AXxis 2 : 24.57 %
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Beare (4) Développement de modéles d’occupation multi-€chelles: ;
Fraternité o '

Impact des conditions environnementales sur
I'occurrence ? Capture ? Détection ?

* Variance importante des conditions
environnementales des lagunes (données SHAMILA)

Axis1: 43.58 %

* Toutes les variables sont explicatives

* Probléme - Crabe bleu retrouvé dans un large panel = :
d’étangs, dans a peu prés toutes les nuances Niveau d’eutrophisation ; .
environnementales.... O Fort Hvdr?dynam-sme
Moyen
Faible
25 o,|o 25

Axis 2 : 24.57 %
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Conclusions

- Notre équipe a développé un outil basé sur ’ADN environnemental précis, capable de détecter de fagon précoce
le crabe bleu, et pouvant étre utilisé en routine pour réaliser des suivis.
—> transférables aux gestionnaires pour une surveillance et un suivi long terme

- Accéder a I'information densité avec cet outil est pour I'instant impossible, mais fait parti des fronts de recherche
actuels

- Couplage modélisation et étude ADNe s’avere extrémement intéressant

Perspectives

- Opportunité de vérifier la présence sur échelles spatiale et temporelle plus restreintes : focaliser sur des sites

tels que les cours d'eau, passage au grau... en fonction de la saisonnalité de I'activité du CRB et des phases de
son cycle de vie.

-Mise en place de sites avec suivi long terme.

- Echantillonnages dans les zones a enjeux ( impacts dans les zones conchyliculture / zones patrimoniales)
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