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RESUME

Les écosystémes tropicaux marins sont gravement affectés par le réchauffement
climatique. Parmi ces écosystémes, les holothuries, notamment Holothuria scabra, jouent un
role écologique clé en tant que bioturbateurs et sont ¢galement économiquement importantes,
particulierement sur les marchés asiatiques. Ces organismes poikilothermes (dont les fonctions
métaboliques dépendent fortement de la température ambiante) sont vulnérables aux variations

de température, ce qui pose des défis pour l'aquaculture, notamment a Madagascar.

L'objectif principal de cette étude est d'évaluer l'effet combiné d'un stress thermique et
d'une injection d’eau de mer non-stérile (immunostimulation) sur le comportement et la

physiologie de juvéniles d’H. scabra.

Une expérience a été menée sur 66 juvéniles d’H. scabra, répartis en trois conditions de
température : froide (22°C), controle (27°C), chaude (33°C) avec et sans immunostimulation.
Diverses variables ont ét¢ monitorées durant I’expérience : les variations en masse des
individus, I’émergence potentielle de la SKin Ulceration Disease (SKUD) (une maladie marine
souvent observée chez cet organisme aquacultivé), la mobilité des individus et la présence de
métabolites spécifiques au sein du tissu musculaire (utilisée comme un proxy de variations

métaboliques).

L'étude a révélé que les températures basses et hautes, respectivement de 22°C et 33°C,
favorisent I'émergence de la SKUD. A 22°C, les manifestations sont continues, tandis qu'a
33°C, la maladie est apparue principalement en début d’expérience. Sur le plan
comportemental, les conditions chaudes entrainent une augmentation de la mobilité, alors que
les températures froides la réduisent. Les analyses métabonomiques réalisées en spectroscopie
a Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) révelent des perturbations significatives,
notamment une augmentation des acides aminés tels que le glutamate et 1'alanine en conditions
chaudes, ainsi que des variations des niveaux d’ADP, de fumarate, de malonate, de choline et
de lactate, suggérant des déséquilibres métaboliques liés aux stress thermique et

immunologique.

Les résultats suggérent que le stress thermique, qu'il soit chaud ou froid, perturbe
significativement la physiologie et le comportement de I’espéce modéle mais affaiblit
¢galement son systéme immunitaire, rendant les juvéniles plus vulnérables aux infections.
Cependant, une forme d’acclimatation semblerait s’établir a 33°C, suggérant que les juvéniles

d’H. scabra peuvent adapter leur métabolisme a cette température.
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RESUME VERSION ANGLAISE - SUMMARY

Marine ecosystems and species are severely affected by global warming, particularly
tropical marine ecosystems. Among these ecosystems, sea cucumbers, particularly Holothuria
scabra, play a key ecological role as bioturbators and are also economically important,
particularly in Asian markets. These poikilothermic organisms, whose metabolic functions are
highly dependent on ambient temperature, are vulnerable to temperature variations, which

poses challenges for aquaculture, notably in Madagascar.

The main objective of this study was to evaluate the combined effect of thermal stress
with an injection of non-sterile seawater (immunostimulation) on the behavior and physiology

of H. scabra juveniles.

An experiment was carried out on 66 H. scabra juveniles, divided into three temperature
conditions: cold (22°C), control (27°C) and warm (33°C), with and without
immunostimulation. Various variables were monitored during the experiment: variations in the
mass of the individuals, the potential emergence of SKin Ulceration Disease (SKUD, a marine
disease often observed in this aquacultured organism), the mobility of the individuals tested,
and the presence of specific metabolites within the muscle tissue (used as a proxy for metabolic

variations).

The study revealed that low and high temperatures of 22°C and 33°C, respectively,
favour the emergence of SKUD. At 22°C, manifestations were continuous, while at 33°C, the
disease appeared mainly at the beginning of the experiment. Behaviorally, warm conditions
increased mobility, while cold temperatures reduced it. Metabonomic analyses using Nuclear
Magnetic Resonance (NMR) spectroscopy revealed significant disturbances, including an
increase in amino acids such as glutamate and alanine under warm conditions, as well as
variations in ADP, fumarate, malonate, choline and lactate levels, suggesting metabolic

imbalances linked to thermal and immunological stress.

The results suggest that heat stress, whether hot or cold, significantly disrupts the
physiology and behaviors of the model species, but also weakens its immune system, making
juveniles more vulnerable to infection. However, a form of acclimatization seems to develop at

33°C, suggesting that H. scabra juveniles can adapt their metabolism to this temperature.
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PREAMBULE

Les écosystémes marins, vastes et diversifiés, sont soumis a des pressions
environnementales croissantes, notamment en raison des changements climatiques globaux. Le
réchauffement climatique, attribué principalement aux activités humaines telles que 1’utilisation
de combustibles fossiles, la déforestation et les pratiques agricoles intensives, entraine des
répercussions profondes sur les océans. L'augmentation de la température de I'eau affecte
directement les habitats marins, modifiant les conditions de vie des especes et perturbant les

réseaux trophiques établis.

Les échinodermes, groupe incluant les étoiles de mer, les oursins, les crinoides, les
ophiures et les concombres de mer, sont particuliecrement sensibles aux variations de
température en raison de leur nature poikilotherme. Ces organismes dépendent fortement de la
température de leur environnement pour réguler leurs fonctions métaboliques et
physiologiques, et leurs comportements. Ainsi, les changements thermiques peuvent entrainer
des réponses variées chez les échinodermes, affectant leur physiologie, leur immunité, leur

comportement et, par conséquent, leur survie et leur reproduction.

Parmi les échinodermes, les holothuries, aussi appelées concombres de mer, jouent un
role important dans les écosystémes marins. En tant que bioturbateurs, elles contribuent au
recyclage des nutriments et a I'aération des sédiments marins, facilitant ainsi le maintien de la
« bonne santé » de 1'écosysteme. Holothuria scabra, une espece d'holothurie largement étudiée
pour son importance écologique et économique, est particuliérement vulnérable aux variations
de température. Cette espece, prisée sur les marchés asiatiques pour sa valeur commerciale, fait
¢galement l'objet de nombreuses initiatives d'aquaculture, notamment a Madagascar, visant a

répondre a la demande asiatique tout en évitant la surpéche et en soutenant 1’économie locale.
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INTRODUCTION

1. Importance de la température dans les écosystémes marins

1.1.  Réchauffement climatique

Les changements climatiques, largement attribués aux activités humaines telles que
’utilisation massive des combustibles fossiles, la déforestation et les pratiques agricoles

intensives, ont des répercussions profondes et multiples sur les océans et les écosystémes marins

(GIEC, 2022).

Le métabolisme des organismes augmente avec la hausse de la température jusqu'a
atteindre leur limite thermique (Newell, 1966, Lang et al., 2023). Les organismes ectothermes,
comme les plantes, les invertébrés et certains vertébrés, ne produisent pas de chaleur et leur
température corporelle suit celle de leur environnement (Ohlberger, 2013). Bien que cela
dépende de leur tolérance thermique, ils sont souvent particulierement sensibles aux variations
de température, qui influencent leur croissance, leur physiologie, leur comportement et leur
répartition (Deutsch et al., 2010, Ohlberger, 2013, Barry et al., 1995, Lagerspetz et Vainio,
2006, Poloczanska et al., 2016). De plus, les espeéces marines tropicales, celles qui vivent en
surface ou dans les régions polaires, risquent d’étre particulierement touchées par
'augmentation de la température (Doney et al., 2012, Laurance et al., 2011, McQuaid et Branch,

1984).

1.2. Effets de la température sur les échinodermes

Les effets de la température sur les échinodermes sont multiples et variés, la température
influence notamment leur physiologie et leur comportement. La température peut affecter
significativement les comportements alimentaires et la croissance de certaines especes
d’échinodermes. Par exemple, une augmentation de la température favorise la croissance et le
taux d’alimentation de I'étoile de mer prédatrice des régions tempérées, Pisaster ochraceus
(Gooding et al., 2009). De facon similaire, I’holothurie tropicale Stichopus monotuberculatus
montre une activité alimentaire et un mouvement nocturne plus intenses a la température
maximale étudiée, soit 31°C (Chen, 2022). Pour I’oursin tempéré Mesocentrotus nudus vivant
sur les fonds peu profonds de Chine, de Russie et du Japon, une température de 20°C, lui permet
¢galement une meilleure croissance qu’une température de 10°C bien que sa croissance soit
idéale a 15°C (Agatsuma, 2020, Ding et al., 2020, Zhang et al., 2017). Par ailleurs, Phataria

unifascialis, une étoile de mer du Mexique, voit son activité et ses taux métaboliques diminuer
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a des températures plus basses, correspondant aux conditions hivernales de son habitat naturel,
ce qui influence sa dispersion et sa répartition (Morgan et Cowles, 1997). En revanche, pour
I’espece tempérée de concombre de mer Apostichopus japonicus, 'activité alimentaire la plus
¢levée a été observée a 16°C, tandis qu'un comportement alimentaire réduit a été noté a 24°C

(Sun et al., 2018).

Des effets significatifs de la température sont également observés sur la mortalité. Les
populations d’ophiures Ophiopholis schayeri subissent une augmentation de la mortalité qui
passe de 1,3% a 15% lorsque la température est augmentée de 3°C par rapport a la température
du groupe contréle sur une période de cinq semaines. Au-dela de cette température, les
organismes ne survivent pas, indiquant une vulnérabilité accrue au réchauffement climatique

car cette espece vit proche de sa limite thermique supérieure (Christensen et al., 2011).

Le systéme immunitaire peut également étre impacté par I’augmentation de la
température (Brothers et al., 2016). Chez ’espece d’oursin Heliocidaris erythrogramma et les
deux espéces d’holothuries tempérées Parastichopus regalis et Apostichopus japonicus, la
capacité phagocytaire des cellules immunitaires appelées ceelomocytes, mécanisme de défense
important, est réduite lorsque la température augmente (Brothers et al., 2016, Galimany et al.,
2018, Wang et al., 2008). Le nombre de ceelomocytes chute également chez H. erythrogramma
et P. regalis (Brothers et al., 2016, Galimany et al., 2018). L’activit¢ bactéricide des
ceelomocytes de ’oursin et celle de I’holothurie A. japonicus diminue également avec des
changements aigus de température (Brothers et al, 2016, Wang et al., 2008). Cet
affaiblissement du systéme immunitaire rend les organismes plus vulnérables aux maladies

infectieuses (Brothers et al., 2016).

La température peut également influencer le métabolisme. Pour étudier cet impact, une
approche métabonomique, qui consiste en « I'étude systématique des empreintes chimiques
uniques laissées par des processus cellulaires spécifiques », peut étre employée (Wu etal., 2011,
Bollard et al., 2005). Cette méthode, couplée a des techniques analytiques telles que la
résonance magnétique nucléaire (RMN), la chromatographie liquide-spectrométrie de masses
(LC-MS) ou la chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse (GC-MS) permettent
d'évaluer les variations physiologiques des organismes marins notamment (Popov et al., 2016,
Shao et al., 2015). Dans 1'étude de Popov et al. (2016), menée a l'aide d'une approche
métabonomique avec des analyses LC-MS, I'impact de divers stress sur I'étoile de mer Patiria
pectinifera a été examing. Il a été observé qu'une augmentation de la température entraine une

diminution des concentrations d'astérosaponines, un composé¢ stéroidien généralement impliqué
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dans les réponses de défense. De plus, les niveaux de polyhydroxystéroides et de glycosides
augmentent. Ces composés sont associés a des fonctions digestives mais aussi a des propriétés
neuroprotectrices, suggérant un rdle potentiellement protecteur ou réparateur en conditions de

stress thermique (Popov et al., 2016).

Les comportements de protection contre le rayonnement solaire tels que la couverture,
consistant a se recouvrir de morceaux de coquillages, ou la capacité a se déplacer pour se mettre
a I’abri, sont également modifiés suite a des variations de température. Chez I’oursin
Strongylocentrotus intermedius, une augmentation de la température de 3°C réduit le
comportement de couverture, tout en augmentant le comportement d’abri (Dumont et al., 2007,
Zhang et al., 2017). Lorsque I’oursin Lytechinus variegatus est exposé a une augmentation de
température chronique (pendant 10 jours), il couvre également moins son test pendant la journée

(Brothers et McClintock, 2015).

Chez certaines especes, la température influence également le réflexe de redressement
qui nécessite une coordination neuromusculaire importante. Un coefficient d’activité de
redressement est calculé sur base du temps nécessaire a 1’animal placé sur sa face aborale
(dorsale) pour se mettre sur sa face orale (ventrale) (Watts et Lawrence, 1986). L’étoile de mer
Luidia clathrata montre une diminution de ’activit¢ de redressement et de la capacité a
manipuler et ingérer la nourriture lorsque la température ou la salinité diminue (Watts et
Lawrence, 1986). L’espece d’oursin Lytechinus variegatus montre également une diminution
de lactivité de redressement avec une augmentation chronique de la température (pendant 10
jours). En effet, cette derniere vit proche de la limite supérieure de sa tolérance thermique et sa
localisation dans le Golfe du Mexique I’empéche de migrer plus au Nord, ce qui la rend
particulierement sensible a 'augmentation de la température (Brothers et McClintock, 2015).
Toutefois, une augmentation aigué de la température (pendant 1 jour) n'affecte pas
négativement son comportement, ce qui suggere que les réponses comportementales a des
variations thermiques rapides peuvent différer de celles observées sous des conditions

prolongées (Brothers et McClintock, 2015).

Enfin, la consommation d'oxygene et 1'excrétion azotée sont ¢galement affectées par la
température. Ophiopholis mirabilis, une ophiure des zones tempérées, voit ces deux processus
augmenter avec la hausse de la température bien que cette espece tolére des températures allant

de -1°C a 22°C (Fang et al., 2015).
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Le Tableau I reprend les différents effets de la variation de température sur les

¢chinodermes décrits précédemment.

Tableau 1. Synthese des effets des variations de la température sur la croissance, le métabolisme, la mortalité, le comportement

et le systeme immunitaire d’espéeces d’échinodermes.

T° | Type d’impact Effet Espéces Sources
0 1 de la croissance Pisaster ochraceus Goo‘gggget al,
Q
Meilleure croissance qu’a
o § , 4 Mesocentrotus Agatsuma, 2020,
= basse température mais pas d Ding et al., 2020,
< idéale LA Zhang et al., 2017
5 -
2 = T, de la‘consomma}tl.on Gt
= d’oxygene et excrétion mirabilis Fang et al., 2015
3 d’ammonium
T g Tet ¥ de certains Patiria pectinifera | Popov etal., 2016
8 métabolites p P ?
O
. . Phataria
\ J des taux métaboliques . 1 Morgan et Cowles,
unifascialis 1997
T Mortalité 0 Ophiopholis Christensen et al.,
schayeri 2011
0 3 du c.ompor.tement Ap.ostzcl.zopus Sun et al,, 2018
alimentaire Jjaponicus
mportement . Gooding et al.,
0 T du comporteme Pisaster ochraceus oocing cta
alimentaire 2009
0 T du comportement Stichopus Chen. 2022
- alimentaire et activité monotuberculatus ’
z .
d )  ae s Phataria Morgan et Cowles,
{‘:E’ d de Pactivité sl 1997
2 , Strongylocentrotus Dumont et al.,
T g‘ d du réflexe de couverture ngYy . 2007, Zhang et al.,
intermedius
8 2017
0 2 Lytechinus Brothers et
{ du réflexe de couverture variezatus McClintock, 2015
0 4 du réflexe de Lytechinus Brothers et
redressement variegatus MCClintOCk, 2015
d J du réflexe de Luidia clathrata Watts e{ 9Lga6wrence,
redressement
., Y Apostichopus
0  de I’activité bactéricide p top Wang et al., 2008
o japonicus
s { de la capacité Parastichopus Galimany et al.,
8 p P
= phagocytaire regalis 2018
0 é Jdela capa}mte Apostzcﬁopus Wang et al., 2008
N phagocytaire Jjaponicus
g . ., Y Heliocidaris
T Q d de I’activité bactéricide Bmﬂ;)rls 6e tal,
@ erythrogramma
1 A J de la capacité Heliocidaris Brothers et al.,
phagocytaire erythrogramma 2016
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2. Les holothuries : importance écologique et économique

2.1. Contribution des holothuries a I'écosystéme marin

Les holothuries sont suspensivores, dépositivores et psammivores. La plupart des
holothuries tropicales ingurgitent du sédiment grace a leurs tentacules, sédiment duquel elles
extraient la mati¢re organique (Massin et Jangoux, 1976, Tortonese et Vadon, 1987, Uthicke,
2001). Certaines holothuries peuvent ingérer environ 4600 kg de poids sec de sédiment par an
sur une surface de 1000 m?, ce qui représente environ 5 mm d'épaisseur sur toute la surface
(Uthicke, 1999). Les composés organiques présents dans le sable sont digérés et les composés
minéraux du sable ressortent par I’anus. Cette action dite de « bioturbation », c’est-a-dire le
mélange et le recyclage de la mati¢re organique sédimentée, a également pour effet d’oxygéner
le sédiment, faisant de ces organismes des ingénieurs écosystémiques importants (Emiroglu et
Giinay, 2007, Conand, 1994). Les holothuries relachent également de 1’azote, principalement
sous forme d’ammonium, et de petites quantités de phosphate. L excrétion se fait directement
a travers le tégument ou lors de 1’¢jection d’eau par 1’anus (Mercier et Hamel, 2022). Ce
processus joue un rdle important dans le recyclage des nutriments. Bien que les holothuries
consomment une partie des microalgues benthiques, en densit¢ de population naturelle,
I’enrichissement en ammonium a un effet globalement bénéfique sur les algues (Uthicke, 1998).
Il a récemment été démontré qu’une grande abondance d’holothuries est généralement
indicateur d’un récif corallien sain, mettant en évidence I’importance de ces organismes dans

la conservation des écosysteémes récifaux (Clements et al., 2024).

2.2. Importance économique des holothuries et agquaculture

Les holothuries sont tres prisées sur les marchés asiatiques. Une cinquantaine d’espéces
sont exploitées dans 70 pays a différentes fins et ce nombre ne cesse d’augmenter au fil des
années (Conand, 2006, Toral-Granda et al., 2008, Purcell, 2010). La plupart des holothuries
sont transformées en « trépang » apres éviscération, décalcification et séchage du tégument,
mais elles peuvent également étre consommeées sans transformation ou dérivées en produits
comme des huiles, des cosmétiques ou des produits thérapeutiques (Purcell et al., 2023). La
Chine est le plus gros producteur et consommateur de trépang mais d’autres pays d’ Asie comme
le Japon, la Corée du Sud, I’Indonésie, les Philippines, le Vietnam, la Thailande et la Malaisie
possédent un commerce d’aquaculture (Ru et al., 2018, Lee et Choi, 2020, Perez et Brown,
2012). Les holothuries constituent une source de revenus pour de nombreux pécheurs locaux et

sont également cultivées et péchées de maniere industrielle ou semi-industrielle. La majorité de
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la production est exportée vers Singapour et Hong Kong (Perez et Brown, 2012, Xu et al.,

2015).

L'absence de stratégies de gestion et de conservation efficaces, ainsi que le manque de
connaissances, ont conduit a une surexploitation et a I'épuisement des stocks dans de nombreux
pays d'Asie du Sud-Est (Purcell et al., 2023). Pour pallier la surpéche et répondre a la demande
croissante, de nombreux pays ont développé l'aquaculture des holothuries (Uthicke, 2004).
Ainsi, la production mondiale a triplé entre 1995 et 2012 (Rahman et al., 2015). Cependant, des
connaissances approfondies sur les especes, ainsi que des environnements marins adéquats, sont
essentiels pour maintenir des aquacultures pérennes (Jimmy et al., 2012). Bien que la plupart
des holothuries commercialisées se trouvent en régions tropicales, certaines especes se trouvent
en régions tempérées ou polaires (Purcell et al., 2023). C'est le cas pour l'espéce tempérée
Apostichopus japonicus, produite en Asie du Nord-Est (Chine, Japon, Corée du Sud), dont les
valeurs nutritives et thérapeutiques sont trés appréciées et dont la valeur économique a
considérablement augmenté¢ entre 1998 et 2017, atteignant un rendement de 63,1 milliards de
dollars en 2016 (Xu et al., 2015, Ru et al., 2018, Purcell et al., 2023). Néanmoins, contrairement
aux especes tropicales, A. japonicus posséde une croissance plus lente avec une phase
d’estivation durant laquelle I’animal relargue son tube digestif et arréte de s’alimenter, ce qui

se montre désavantageux dans un cadre d’aquaculture (Ji et al., 2008, Yang et al., 2005).

En réponse a la surpéche des holothuries et dans un but commercial, des projets
d’holothuriculture ont été initiés en 1999 a Madagascar, avec un accent particulier sur
Holothuria scabra (Conand, 1998, Conand et al., 1997). H. scabra est une espéce
particulierement prisée en aquaculture en raison de sa croissance rapide et de sa tolérance a des
conditions environnementales variées (Lavitra et al., 2009). L'aquaculture de cette espéce s'est
fortement développée dans ce pays, devenant une source importante de revenus pour les
communautés locales. Des programmes de formation et de développement ont été mis en place
pour améliorer les techniques de culture et promouvoir des pratiques durables, assurant ainsi la

viabilité a long terme de cette activité (Conand, 2004).

3. Biologie de I’holothurie Holothuria scabra

3.1. Distribution et habitat

H. scabra est une espéce d’eau peu profonde, vivant jusqu’a 20 meétres de profondeur

(Purcell et al., 2012). On la trouve principalement dans I’Indopacifique tropical, a I’exception
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d’Hawai, depuis les latitudes 30°N et 30°S, jusqu’aux iles Fidji a ’est (Figure 1) (Purcell et al.,
2012).

Les conditions de vie optimales pour H. scabra incluent une température proche de
28°C, une salinité de 33, une profondeur située entre 50 cm et 1 m, un pH de 8,1, un faible
courant d’eau, un substrat sableux et une faible concentration en ammoniac (Jasmadi et al.,
2018). Cette espece préfere les eaux a faible salinité de I’océan Indien (James, 1994, James et
James, 1994, Hamel et al. 2001). La limite inférieure de salinité pour sa survie est de 14, avec
une mortalité de 50% a partir de 18, tandis que la limite supérieure est de 47 (Tuwo et al., 2020,

Tuwo et al., 2021).

Figure 1. Distribution connue d 'H. scabra (d’apres Bell et al., 2008).

3.2. Morphologie générale

H. scabra (Figure 2) aune forme cylindrique 1égérement allongée (Tortonese et Vadon,
1987). Sa couleur varie en fonction de son environnement : dans 1’océan Indien, elle arbore un
phénotype gris foncé avec des lignes transversales blanches, grises ou jaunes, et une face
ventrale claire (Purcell et al., 2012, Mercier et Hamel, 2022). Cette espéce posséde un épais
tégument visqueux et granuleux au toucher (Mercier et Hamel, 2022). La bouche, située sur la
face ventrale, est entourée d’une vingtaine de tentacules tandis que I’anus, situé a 1’autre
extrémité, est orienté légérement plus dorsalement (Purcell et al., 2012, Mercier et Hamel,

2022).

En amont de sa bouche, cette espéce possede une couronne péripharyngienne d'ou
partent cinq bandes de muscles longitudinaux qui parcourent tout le corps (Carpenter et Niem,

1998, Purcell et al., 2012, Tortonese et Vadon, 1987). Les organes internes baignent dans le
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liquide ccelomique, riche en cecelomocytes, qui remplit la cavité périviscérale (Purcell et al.,

2012, Carpenter et Niem, 1998, Mary Bai, 1980, Tortonese et Vadon, 1987).

Bouche

Trivium
Bivium (face ventrale)
(face dorsale)

Anus

Figure 2. Spécimen d’Holothuria scabra adulte. (4) Face dorsale (bivium). (B) Face ventrale (trivium)

3.3. Systemes

Le systeme digestif comprend une bouche, un pharynx, un cesophage, un estomac, un
long intestin, un rectum, un cloaque et un anus (Figure 3) (Carpenter et Niem, 1998, Massin et
Jangoux, 1976). H. scabra respire a travers son tégument et via deux arbres respiratoires reliés

au cloaque (Purcell et al., 2012, Mary Bai, 1980).

On trouve également la vésicule de Poli et le canal du sable sur la partie antérieure de
I’animal, intervenant dans le systéme aquifeére de 1’organisme (Figure 3) (Tortonese et Vadon,

1987).

L’animal se déplace sur le fond grace a la contraction des muscles longitudinaux et
circulaires, couplée a I’action simultanée des podia, ou pieds ambulacraires situés, sur la face

ventrale (Tortonese et Vadon, 1987).

Le systéme circulatoire ou systeéme hémal des holothuries est étroitement 1ié au systeme
respiratoire (Figure 3) (Tortonese et Vadon, 1987). Ensemble, ils permettent 1’absorption des
nutriments, 1’évacuation des déchets et I’oxygénation de 1’animal (Ferguson, 1982). Le systéme
hémal produirait également les ccelomocytes, c’est-a-dire les cellules immunitaires des
holothuries. Il se compose de larges vaisseaux suivant les intestins, formant un maillage avec

I’arbre respiratoire gauche (Carpenter et Niem, 1998). Le systéme est composé de deux sinus
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le long du tube digestif, un sur la face ventrale et I’autre sur la face dorsale. Le sinus dorsal

forme le rete mirabile, un réseau de capillaires ramifiés, reli¢ au systeéme respiratoire (Herreid

etal., 1976).

oral tentacles ————__ _ peripharyngeal
— calcareous ring

o

genital orifice — ___—— madreporite

vesicles of oral podia ——— — water ring canal

Polian vesicle ~————____ e 7 D pharyngeal bulb

genital stolon —

genital gland — ——‘:r;:"
dorsal mesentery

radial muscular band

. . g/
intestine ——f 7

A right respiratory tree
transverse vessel -4

intestinal cavity body wall

papillae

teats

rete mirabile -

Cuvierian organs

rectum

— muscle fibres
cloaca — - I uscle fbres

anus —

Figure 3. Schéma de I’anatomie interne d 'Holothuria nobilis (d aprés Conand, 1986).

3.4. Reproduction, cycle de développement et croissance

Les holothuries sont gonochoriques, mais le dimorphisme sexuel est interne et peu
marqué, sauf pendant la période de maturation (Carpenter et Niem, 1998). Il n’est en effet
possible de distinguer le male de la femelle autrement que par un examen microscopique des
gonades des spécimens adultes (Purcell et al., 2012). La gonade est prolongée par un gonoducte
menant a I’orifice génital appelé gonopore, qui s’ouvre entre les tentacules buccaux (Carpenter

et Niem, 1998, Tortonese et Vadon, 1987).

Quarante-huit heures aprés la fécondation externe, les ceufs donnent naissance a des
larves auricularia planctoniques d’un demi-millimetre (Figure 4) (Tortonese et Vadon, 1987,
Hamel et al., 2022). Ces larves se métamorphosent en larves doliolaria, puis en pentactula
benthique. On parle de juvénile aprés environ 1 mois, lorsque I’holothurie atteint 8 mm. Un
spécimen adulte mesure entre 150 et 400 mm de long pour une masse variant entre 500 et 2000

g (Hamel et al., 2022).
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@7 dollolana
(non-feeding)

aunculana
(feeding)

pentacula
settles at

1mm long ‘%’

juveniles to
10 mm long

aggregations
(lunar cycle?)

Figure 4. Schéma du cycle de vie d 'Holothuria scabra (d aprés Hamel et al., 2022)

4. Effets des variations de température sur Holothuria scabra

4.1. Comportement

H. scabra présente un cycle journalier variable en fonction de I’age (Mercier et al., 1999,
Yamanouchi, 1956). Ainsi les juvéniles, ayant un cycle synchronisé avec la lumiére, s’enterrent
au lever du soleil et remontent a la surface du sédiment au coucher du soleil, probablement pour
¢viter la prédation (Mercier et al., 1999). Dans une étude de Wolkenhauer (2008), la
température de 1’eau, initialement maintenue a 24°C, a été¢ progressivement réduite a 17°C.
Cette baisse a conduit & un doublement des périodes d’enfouissement, passant de 6,7 h a 14,5
h par jour, tandis que I’activité alimentaire a chuté de 9,8 h a seulement 0,8 h par jour

(Wolkenhauer, 2008).

Une autre étude sur H. scabra révele que des températures élevées favorisent la
croissance des juvéniles, cette croissance accrue étant liée a une augmentation du comportement
de nourrissage. Les juvéniles survivent jusqu’a des températures d’environ 39°C, mais

s'affaiblissent au-dela et meurent a 41°C (Lavitra et al., 2010).

4.2. Effets physiologiques et métaboliques

Les variations de température influent également sur les processus métaboliques de
l'espece. Une augmentation de la température entraine une hausse des demandes énergétiques
jusqu’a atteindre le Taux Métabolique Maximal induit par la Température (TMMR, en anglais),
tandis qu'une diminution de la température provoque une baisse de ces demandes jusqu’a la

limite basse qu’est le Taux Métabolique Standard induit par la Température (TSMR, en anglais)
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(Figure 5). Un point de Température Critique Chaud (WTecrit, en anglais) existe ou la
consommation d'oxygeéne diminue en raison des capacités mitochondriales dépassées,
entrainant une dépression métabolique et I'activation de la réponse cellulaire au choc thermique.
De plus, le point Critique Thermique Froid (CTecrit, en anglais) correspond au seuil en dessous
duquel les dépenses énergétiques deviennent intenables, bien qu'il n'y ait pas encore de stress
thermique di au froid. L'expression du géne codant pour la protéine de choc thermique (heat
shock protein) Hsp70, en lien avec les taux de respiration, a été utilisée comme un indicateur
complémentaire pour identifier les températures critiques. Au-deld du WTecrit, entre 39 et 41
°C, H. scabra montre une diminution progressive de sa respiration. A partir de 41°C,
I'expression du géne Hsp70 augmente de fagon significative. A ce seuil de température, le corps
réagit en activant prioritairement la Réponse au Stress Thermique (HSR, en anglais) et une
perturbation de 'homéostasie survient. Il existe donc une fenétre aérobique dépendante de la

température chez H. scabra (Kithnhold et al, 2019) (Figure 5).

CT. Wy
40.00
TMMR 3300 ey D N
30.00 *
25.00 117 1
T T &

20.00 T I -
' % T T o=—TAS

0, (ugg'h?)
[
(=3
(=}

23 25 27 29 31 33 35 37|39 41 43
Temperature (°C)

Hsp70 expression:

Stress level:

Metabolism:

Aerobic capacity:

Figure 5. Taux de consommation d'oxygene d’Holothuria scabra a différentes températures, basé sur quatre réplicats
expérimentaux en conditions chaudes et froides. Les points montrent les moyennes + écarts-types de la consommation en
oxygene (n = 8). La ligne rouge pointillée supérieure marque le taux métabolique maximal (TMMR) a la Température Critique
Chaude (WTcrit; 38 °C), tandis que la ligne rouge pointillée inférieure indique le taux métabolique standard (TSMR) a la
Tempeérature Critique Froide (CTcrit; 22 °C). La différence entre TMMR et TSMR définit l'étendue aérobie induite par la
température (TAS) (Kiihnhold et al, 2019).
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4.3. Réponse immunitaire

H. scabra, comme les autres échinodermes, posseéde deux types de réponses
immunitaires complémentaires : la réponse cellulaire et la réponse humorale. La réponse
cellulaire est assurée par les ccelomocytes, qui sont des cellules circulantes spécialisées
présentes notamment dans la cavité ccelomique, et la réponse humorale, qui résulte de la
production de molécules appelées facteurs humoraux également présents dans le liquide
ccelomique (Chiaramonte et Russo, 2015, Chia et Xink, 1996). Les facteurs humoraux dans la
réponse humorale peuvent étre des lysines, des lectines, des agglutinines ou des cytokines
(Cooper et Lemmi, 1981). IIs assurent les activités lytiques, agglutinantes et antimicrobiennes

contre divers agents biologiques (Ratcliff et al., 1985, Chiaramonte et Russo, 2015).

Les ceelomocytes isolent les corps étrangers et induisent des mécanismes de dégradation
ou d’¢limination (Chia et Xink, 1996). Le mécanisme de phagocytose est I'un des principaux
processus utilisés pour la reconnaissance et I'endocytose des particules étrangeres par extension
et fusion des pseudopodes autour du corps étranger (Chia et Xink, 1996, Prompoon et al., 2015,
Ito et al., 1996). L’encapsulation est un autre mécanisme de défense impliquant plusieurs
ccelomocytes qui permet d’éliminer les particules trop grandes pour étre phagocytées (Bayne,
1990, Chia et Xink, 1996). Ce processus aboutit a la formation d'un « corps brun », un produit
riche en mélanine, résultant de la dégradation du corps étranger par libération du contenu
cellulaire des ceelomocytes (Pagliara et al., 2003, Prompoon et al., 2015). Enfin, la cytotoxicité,
qui intervient dans le rejet de greffes tissulaires, est assurée par la sécrétion de substances
toxiques pour détruire les tissus étrangers, sans impliquer de mécanisme de phagocytose (Chia

et Xink, 1996, Hildemann et Dix, 1972).

4.4. Maladie SKin Ulceration Disease (SKUD)

En conditions d'aquaculture, H. scabra est susceptible de développer la SKin Ulceration
Disease (SKUD), une maladie du tégument qui affecte également d'autres especes d'holothuries
(Zhang & Liu, 1998). La SKUD se caractérise par une dépigmentation du tégument et la
sécrétion d'un mucus abondant, donnant a la zone touchée un aspect gélatineux. Cette maladie
peut rapidement conduire a la mort de I’individu infecté. Au premier stade, la maladie affecte
le cloaque et la bouche de I’animal, avec des lésions ne dépassant pas 0,5 cm de diameétre
(Figure 64). Un individu atteint au deuxiéme stade présente des 1ésions blanches plus larges
tout autour du corps et les ulcérations au niveau des extrémités s’accentuent (Figure 65). Le
troisiéme stade se caractérise par un corps entierement couvert d’ulcérations, ces derniéres étant

présentes a la fois sur le tégument dorsal et ventral. Ces ulcérations, de plusieurs centimétres
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de diamétre, peuvent libérer un mucus blanchétre transparent. A ce stade, des perforations de
la paroi corporelle apparaissent et des éviscérations sont également observées (Figure 6C). Au
quatriéme et dernier stade, 1’état de 1’animal est gravement dégradé, le corps présentant des
trous a travers lesquels des organes internes ainsi qu’un mucus blanchatre peuvent s’échapper.

Les signaux vitaux ne sont plus perceptibles (Figure 6D) (Delroisse et al., 2020).

Figure 6. Quatre stades de la SKUD. (A) Premier stade : apparition d ulcérations au niveau de la bouche et du cloaque de
I"animal. (B) Deuxieéme stade : accentuation des lésions aux extrémités et apparition de lésions sur tout le corps. (C) Troisieme
stade : ulcérations importantes, perforations de la paroi corporelle et libération d’un mucus. (D) Dernier stade : animal
gravement dégradé (d’aprés Delroisse et al., 2020).

Les analyses des ulcéres ont révélé la présence de bouchons de fibres de collagéne et de
bactéries de la famille des Vibrionaceae (Gammaproteobactéries) (Delroisse et al., 2020). Bien
que la SKUD ait d'abord été considérée comme une maladie contagieuse résultant d'une
infection bactérienne, des études ultérieures ont déterminé que la cause de cette maladie peut
étre de nature biotique ou abiotique (Becker et al., 2004, Delroisse et al., 2020). En effet, en
fonction de ’espece d’holothurie concernée, I'ulcération cutanée peut étre provoquée par des
bactéries ou des virus, mais peut également survenir en absence de pathogenes. La température,
la salinité¢ ou un sédiment enrichi en différents types de matiéres organiques de nature animale
peuvent étre a I’origine de I’apparition de la maladie (Zhang et Liu, 1998, Lavitra et al. 2009,
Eeckhaut et al. 2019). Delroisse et al. (2020) concluent que les cas de SKUD rencontrés dans
leur étude ne proviennent pas d’un pathogene car le contact d’un individu malade n’affecte pas

un spécimen sain. Par ailleurs, une exposition répétée et prolongée au froid pourrait affaiblir les
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défenses immunitaires de 1’organisme pouvant ainsi favoriser l'installation de bactéries

opportunistes dans le derme, exacerbant 1'ulcération (Figure 7) (Delroisse et al., 2020).
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Figure 7. Distribution de l'incidence de la SKUD dans les enclos de I'IOT (Indiant Ocean Trepang) a Belaza, Toliara,
Madagascar, entre avril 2016 et octobre 2017. La figure illustre le nombre total mensuel d'individus d'Holothuria scabra
atteints par la maladie, le code couleur correspondant a différents enclos de I’lOT. La ligne pointillée représente les variations
des températures moyennes diurnes de l'eau de surface dans les enclos de I'IOT (Delroisse et al., 2020).

L'activité phagocytaire (proportion des cellules phagocytées) et I’indice de phagocytose
(quantité¢ de matériel phagocyté par cellule) des cellules ccelomiques sont comparés entre des
spécimens sains d'H. scabra et des spécimens atteints de la SKUD a des stades peu avancés
(Zhao et al., 2017). Les ccelomocytes des animaux sains présentent un taux de phagocytose
supérieur a celui des animaux malades (66%-10% et 38%-5%, respectivement). Cependant,
I’indice de phagocytose des ceelomocytes des organismes sains sont légerement inférieurs a
ceux des organismes malades (0,7-0,1 et 0,9-0,1, respectivement) (7ableau 2). Cela suggere
que la quantité de ceelomocytes est moins importante chez les individus malades mais qu’ils
participent plus activement a la phagocytose. De plus, le taux de phagocytose diminue

davantage lorsque la maladie est a un stade avancé (Zhao et al., 2017).

Tableau 2. Taux de phagocytose et indice de phagocytose de spécimens d 'Holothuria scabra sains et malades (d’aprés Zhao et
al., 2017).

Taux de phagocytose Indice de phagocytose
Sains 66%-10% 0,7-0,1
Malades (stade I-IT1 SKUD) 38%-5% 0,9-0,1
Malades + graves Diminution encore plus forte

Dans le but d'améliorer les connaissances sur H. scabra, notamment en raison de son
importance économique, il est utile de s'intéresser a l'impact du stress thermique et

immunologique combinés en adoptant une approche métabonomique.
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OBJECTIFS ET HYPOTHESE

Sur base de travaux précédents du Laboratoire de Biologie des Organismes Marins et
Biomimétisme, I’hypothése de base de ce travail est qu’un stress thermique combiné a une
exposition a des bactéries opportunistes peuvent induire la Skin Ulceration Disease (SKUD)

chez I’holothurie Holothuria scabra et ainsi mener a la mort des individus.

L’objectif de ce mémoire est d’étudier 1’effet indépendant ou synergique d’un stress
immunologique et d’un stress thermique sur la physiologie, le comportement et le métabolisme
de juvéniles d’ H. scabra et de vérifier I’hypothése précisée ci-dessus. Le stress thermique
consiste en deux conditions, une froide a 22°C et une chaude a 33°C, qui constituent des limites
thermiques basses et hautes de 1’espeéce précédemment établies, en adéquation avec la réalité
écologique de I’espeéce a Madagascar. Le stress immunologique est induit par des injections

d’eau de mer non-stérile.

L’effet de ces stress est étudi¢ a différents niveaux afin d’avoir un approche holistique
de la réponse des juvéniles d’H. scabra. Tout d’abord, différents suivis sont réalisés comme la
I’évolution de la masse des individus au cours de 1’expérience ainsi que I’émergence potentielle
de la SKUD ou d’éventuelles mortalités. Ensuite, les stress sont étudiés au niveau
comportemental a 1’aide d’un suivi de la mobilit¢é des juvéniles. Finalement, une étude
métabonomique des juvéniles est réalisée afin d’évaluer I’impact métabolique des stress

thermique et immunologique.
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MATERIEL ET METHODES

1. Madagascar Institut Halieutique des Sciences Marines

(ITHSM)

Dans le cadre de ce mémoire, une expérience a été réalisée en réplicat (R1 et R2) sur 66
juvéniles H. scabra obtenues par ’entreprise d’aquaculture IOT (Indian Ocean Trepang)
(Figure 8). A leur livraison, les animaux pesaient en moyenne 26,8 + 6,0 g (masse fraiche) et
provenaient d’enclos situés sur 1’estran en face de la station marine de Belaza. Les réplicats

sont réalisés a deux jours d’intervalle I'un de I’autre.

Mayotte

Figure 8. Localisation de I’Indian Ocean Trepang (10T) a Madagascar (modifié de Google Earth).

1.1. Design expérimental

Trois conditions de température - froide, contrdle et chaude - sont testées durant cette
expérience (Figure 9 et 10) sous stress immunologique et en absence de stress immunologique.
Les températures chaudes sont obtenues dans les bassines contenant des résistances Nicrew de
200W réglées a 34°C, les températures normales sont obtenues dans les bassines laissées a
température ambiante et les bassines des températures froides sont placées dans une salle
climatisée a 22°C. Des senseurs de température (UA-002 Onset, HOBO) sont placés dans les

bassines de chaque condition afin de pouvoir vérifier les variations de température.
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1.2. Acclimatation

Les holothuries sont pesées avant d’étre placées dans trois grands bacs d’acclimatation
pendant 5 et 7 jours (R1 et R2) afin de minimiser le stress du transport entre I’lOT et 'THSM
(Institut Halieutique de Sciences Marines). La température de ’eau varie entre 27,3 et 27,7°C
et la salinité de 35,5 a 35,7. Les bacs sont pourvus d’un systéme d’aération et d’une couche de
sédiment récupéré a Belaza, lieu de croissance des holothuries provenant de I’IOT. Dans chacun
des deux bacs jaunes dont la surface est d’environ 5238 ¢cm? (97 cm x 54 c¢m), 26 holothuries
sont placées en acclimatation sur une couche de sédiment d’environ 1 a 2 cm d’épaisseur. Les
20 holothuries restantes sont placées dans le troisiéme bac, également recouvert de sédiment,
dont la surface est d’environ 4200 cm? (70 cm x 60 cm). Aprés avoir été pesées, les holothuries
ne sont plus stressées avant d’étre placées dans les bassines de 1’expérience apres 5 jours

d’acclimatation pour le premier réplicat et 7 jours pour le deuxi¢me.

1.3. Mise en bassines

Douze bassines de 1720 cm? de surface au fond (46,8 cm de diameétre) sont utilisées,
chacune remplie avec 30 L d’eau de mer et une couche de sédiment de 1 a 2 cm d’épaisseur
provenant de Belaze (Figure 10). Les bassines sont réparties en deux réplicats de six bassines
chacun. Dans chaque réplicat, les bassines sont divisées en trois conditions de température :
22°C, 27°C, et 33°C. Pour chaque température, deux conditions d’immunostimulation sont
appliquées : une bassine contenant des holothuries injectées avec de I’eau de mer non-stérile

(immuno+), et une autre contenant des holothuries non injectées (immuno-) (Figure 9 et 10).

Apres 1’acclimatation, 36 holothuries sont pesées et placées en conditions pour le
premier réplicat (n = 6). En raison du développement de la SKUD chez certaines holothuries
dans les bassins d’acclimatation, seulement 30 holothuries sont placées en conditions pour le

deuxiéme réplicat (n = 5).

Afin d’éviter un choc thermique, 1’eau de toutes les bassines de 1’expérience est a
température ambiante (température des bacs d’acclimatation) pour ensuite atteindre
progressivement la température recherchée. La température des bassines du traitement
« chaud » est obtenue en augmentant le thermostat des résistance 1 °C toutes les heures jusqu’a
atteindre les 33°C recherchés. Les bassines des températures froides descendent jusqu’a 22°C
en environ 12h. Les températures sont controlées tout au long de I’expérience a I’aide de

HOBO.
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Des changements d’eau de 10L sont également effectués tous les jours afin de maintenir
la qualité de I’eau. Apres le controle des paramétres, la salinité augmente plus fortement dans
les bassines chaudes en raison de I’évaporation. La température dans ces bassines étant moins
affectée par les changements d’eau grace a la force des résistances, il est décidé de changer 151
d’eau tous les jours pour maintenir une salinité¢ adéquate. Dans les bassines froides, seuls S

sont changés afin de minimiser I’augmentation de température des bassines.

22°C

Figure 9. Schéma récapitulatif du design expérimental. Les seringues symbolisent l’injection d’eau de mer non-stérile. Les
bassines bleues, froides, sont placées dans une salle climatisée a 22°C. Les bassines grises, controles, sont a température

ambiante. Les bassines rouges sont chauffées a 33°C a l’aide de résistances. Le design a été réalisé en réplicats (R1 et R2) a
deux jours d’intervalle.

Figure 10. (4) Salle climatisée avec les bassines des conditions froides. (B) Salle a température ambiante avec les bassines
controles a gauche et les bassines des conditions chaudes avec les résistances a droite.
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1.4. Caméras

Afin de pouvoir réaliser des trackings sur les individus, des caméras infrarouges Coolife
H881 sont placées au-dessus des bassines. Les 3 conditions de température, immunostimulé ou
non sont systématiquement prises en photos en méme temps, soit les 6 bassines du réplicat. Les
caméras utilisées sont paramétrées afin de prendre 1 photo toutes les minutes. Cing sessions de
photos sont réalisées par réplicat. En raison du comportement majoritairement nocturne des
juvéniles, les caméras infrarouges sont lancées le soir aux alentours de 19h et sont éteintes le

lendemain, aprés 6h du matin.

1.5. Pesée et suivi de développement de la SKUD

Un suivi de la masse et du développement de la maladie du tégument est réalisé durant
toute la durée de I’expérience. Les holothuries sont pesées quatre fois : avant d’étre placées en
bassine, le jour des deux sessions de dissections et au milieu de 1I’expérience. Un suivi visuel

du développement de la maladie est effectué tous les deux jours.

1.6. Injections

Afin de mimer P’effet de la SKUD chez les holothuries placées dans les bassines
immuno+, des injections de 200 pL. d’eau de mer non-stérile sont réalisées a deux reprises dans

les deux réplicats.

L’eau utilisée pour les injections est
collectée en mer, a proximité du platier du
Grand Récif de Tuléar, a environ Im de
profondeur, au-dessus d’un substrat sableux et
est injectée dans 1’heure aux holothuries afin
qu’elle soit le plus similaire possible a I’eau du
milieu naturel. Les injections se font grace a
une aiguille sur la face dorsale (bivium) de
I’animal, au niveau du tiers supérieur (Figure

11). Les holothuries qui ne doivent pas étre

injectées sont tout de méme sorties de I’eau

afin de subir un stress similaire sans l’injection. Figure 11. Injection de 200 uL d’eau de mer non-stérile chez
les juvéniles d 'Holothuria scabra immunostimulés.

1.7. Dissections

Les dissections des holothuries ont lieu 24 heures aprées l'injection d'eau de mer afin de

permettre une réaction immunitaire. Dans les bassines du réplicat 1, trois holothuries par
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bassine sont disséquées, tandis que les trois restantes sont gardées pour un suivi de mortalité.
Dans le cas du deuxiéme réplicat, lors de la premiére phase de dissection, trois holothuries par
bassine sont disséquées, laissant deux holothuries par bassine pour le suivi. Si un individu
développe la SKUD pendant I’expérience, il est disséqué lorsqu’il atteint le stade 3 de la
maladie (Figure 6C). Deux individus ont donc été disséqués hors des phases prévues de

dissections.

Aprées une photographie des bivium et trivium des spécimens, une incision au scalpel
est pratiquée sur la face dorsale de 1'individu au niveau du tiers supérieur afin de récolter le
liquide ccelomique, dont la quantité est notée (Figure 12). Ensuite, 40 pL de ce liquide sont
prélevés et mélangés a 40 pL d'une solution d'anticoagulant (eau de mer artificielle sans calcium
ni magnésium et enrichie en acide éthylénediaminetétraacétique - EDTA 70 mM) dans un tube
Eppendorf. Jusqu'a 2 mL de liquide ceelomique restant sont ensuite récupéres et placés dans un

tube Eppendorf de 2 mL, puis centrifugés pendant 6 a 7 minutes a 6000 rpm.

Tentacules buccaux

Face orale

Anneau calcaire

Bandes de muscle (5)

Vésicule de Poli

L 2o

Canal du sable

naE

T

% A

Tégument
Bivium

Systeme digestif]
Systeme hémal

Arbres respiratoires

Anus
Face arborale

Figure 12. Technique de récupération du liquide caelomique de juvéniles d 'Holothuria scabra. Une incision est réalisée a [’aide

d’un scalpel au niveau du tiers supérieur du bivium de [’animal (modifié d’apres le programme MetaMorphos 2024).

La dissection se poursuit en ouvrant 'holothurie sur toute sa longueur. Le canal du sable

est détaché et placé dans un tube Falcon de 15 mL contenant 3 mL de méthanol froid. Les
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visceres, l'arbre respiratoire et la vésicule de Poli sont dégagés, et 'anneau calcaire est coupé
pour accéder aux cinq bandes musculaires. Une pince est glissée sous les bandes musculaires
pour les détacher et la musculature est divisée en deux parties : une moitié est placée dans un
tube Falcon de 15 mL avec 3 mL de méthanol, et l'autre moiti¢ est mise dans un tube Eppendorf

de 2 mL pour la lyophilisation.

Une lamelle de 1 cm de tégument est ensuite découpée. Le tégument est essuyé des
¢ventuelles traces de sédiments qui pourraient encore y étre accrochées. La moitié de cette
lamelle est placée dans un Falcon contenant 3 mL de méthanol, tandis que l'autre moitié est

mise dans un Eppendorf pour la lyophilisation.

Pour l'analyse des ccelomocytes, 10 pL. du mélange de liquide ccelomique et de la
solution anticoagulante réalisé plus tot sont déposés sur une lamelle de comptage quadrillée.
Une petite lamelle est placée sur cette derni¢re pour déterminer un volume précis. En comptant
le nombre de cellules dans les cases, il est alors possible d’estimer la quantité de coelomocytes
dans un volume donné. Huit des trente-deux carrés présents sur la lamelle sont photographiés
de manicre aléatoire pour des comptages ultérieurs. Ces comptages ne sont pas effectués dans

le présent travail.

Apres la centrifugation, le tube Eppendorf contenant le liquide coelomique est récupéreé.
Un culot s'est formé, et jusqu'a 1,5 mL de surnageant est délicatement prélevé. L’excédent de
liquide est éliminé et 1,5 mL de RNAlater est ajouté au-dessus du culot. Ceci servira pour des

analyses transcriptomiques, qui ne sont pas non plus traitées dans le cadre de ce mémoire.

Les trois tubes Falcon de méthanol (canal du sable, muscle et tégument), les deux tubes
Eppendorf destinés a la lyophilisation (muscle et tégument), I’Eppendorf du surnageant ainsi
que celui contenant le RNAlater sont conservés au congélateur, a -20°C. Les tubes Eppendorf
sont lyophilisés avant de rentrer en Belgique. Tous les échantillons sont ramenés en Belgique
et les tubes qui doivent étre conservés au congélateur sont transportés dans une glaciére pour

les maintenir aussi froids que possible.

2. Plan d’analyse des résultats et tissus fixés

2.1. Pesées

Afin de pouvoir comparer les masses des deux réplicats et sachant que les individus du
deuxiéme réplicat ont eu 2 jours de plus avant d’étre mis en bassine pour le méme temps que
les individus du premier réplicat, une normalisation des masses est effectuée. Les masses des

individus du réplicat R1 ont été normalisées par la moyenne de la masse initiale des bassines
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correspondantes dans R1, tandis que les masses des individus du réplicat R2 ont été normalisées
par la moyenne de la masse initiale des bassines correspondantes dans R2. Ainsi, les masses
sont exprimées en pourcentage de la masse moyenne initiale. La masse a été mesurée 4 fois
durant I’expérience. Des graphiques de suivi de la masse sont effectués sur RStudio, version
4.4.1 du logiciel. La normalité et 'hnomoscédasticité des données sont testées a 1’aide des tests
Shapiro-Wilk et Levene-Bartlett. La perte de masse en fonction du temps dans les 6 conditions
est testée par un test de t apparié et 'impact de la température et de I’immunostimulation sont
testés par une ANOVA a deux facteurs avec interaction. Les packages dplyr, ggplot2 et car sont

utilisés (Wickhamet et al., 2023, Wickhamet et al., 2024, Fox et al., 2023).

2.2. Suivi de I"apparition de la SKUD

Des graphiques en batonnets représentant les individus malades ou non dans chaque
condition de température et d’immunostimulation sont effectués sur RStudio. Les packages
utilisés sont : ggplot2, dplyr et tidyr (Wickhamet et al., 2024, Wickhamet et al., 2023,
Wickhamet al., 2024).

2.3. Tracking

Pour suivre les déplacements des holothuries sur une plage horaire de 20h a 6h, le
programme ImagelJ2 version 2.14.0/1.54f est utilisé. Les photos sont importées dans
I’application et une échelle est indiquée sur 1'image afin de pouvoir mesurer le déplacement réel

des holothuries. Seules les holothuries du premier réplicat (R1) sont traquées.

Ensuite, le plugin Manual tracking est utilisé avec un intervalle de temps de 60 secondes
pour les conditions froides et 60,15 secondes pour les conditions tempérées et chaudes. La
calibration des axes x et y est calculée a partir de 1’échelle indiquée et le suivi est lancé en
choisissant de suivre le centre de 1’holothurie afin d’éviter de considérer les mouvements de

téte fréquents comme un déplacement.

A 6h du matin, le suivi est arrété,et les données sont sauvegardées dans un fichier Excel.
Une capture d’écran du chemin parcouru est réalisée et les coordonnées du centre de la bassine

sont également notées.

Les données des tracking permettent de réaliser des boxplot du déplacement total des
holothuries et de leur vitesse moyenne en fonction de la température et de I’immunostimulation
dans RStudio. La normalité des données des 6 conditions et I’homogénéité des variances sont
testées grace aux tests Shapiro-Wilk et Levene-Bartlett. Des tests statistiques paramétriques du

type ANOVA 1I sont effectués afin de connaitre I’impact des différentes conditions et de leur
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potentielle interaction sur le déplacement total et la vitesse moyenne des animaux. Les variables
de température et d’immunostimulation sont ensuite testées séparément a 1’aide de test de t,
ANOVA ou Kruskal-Wallis afin de voir si celles-ci peuvent avoir une influence de maniere
distincte. Des tests post-hoc de Tuckey HSP ou Mann-Whitney sont finalement appliqués. Les
packages utilisés sont ggplot2, dplyr, multcomp et car (Wickhamet et al., 2024, Wickhamet et
al., 2023, Hothorn et al., 2024, Fox et al., 2023).

2.4. Approche métabonomique

2.4.1. Extractions

Les analyses métabolomiques sont réalisées en collaboration avec le laboratoire de
Biologie Humaine et Toxicologie de 1’Universit¢é de Mons. Des tests préliminaires sont
effectués sur les différents tissus récoltés lors des dissections d’H. scabra. Parmi ces tissus, les
muscles sont sélectionnés pour réaliser les extractions et les analyses métabonomiques de ce

mémoire. Tous les échantillons analysés proviennent de la premicre phase de dissections.

Des extractions sont effectuées afin d’extraire les différents métabolites présents dans
20 échantillons de muscles ainsi que d’un échantillon de tégument et un échantillon de canal de
sable d'H. scabra (protocole issu de Lin et al., 2007). Les deux derniéres extractions servent a
créer une carte contenant les spectres métabonomiques de différents tissus ou liquides de
I’espéce. Les échantillons utilisés ont été ramenés de Madagascar dans 3 mL de méthanol et ont
été¢ conservés a -80°C en Belgique jusqu’au moment des extractions. Les échantillons sont
pesés, mélangés avec de I'eau distillée, puis vortexés et soniqués. Apres 'ajout de chloroforme,
les échantillons sont a nouveau vortexés, agités sur glace, puis centrifugés pour séparer les
phases polaires et lipidiques. La phase polaire est récupérée et séchée, puis resuspendue dans
du tampon phosphate-D>0O. Aprés homogénéisation, la solution est transférée dans des tubes
RMN avec l'ajout d'une référence de calibration (TSP, acide triméthylsilylpropanoique). La
phase lipidique, plus dense, est également récupérée et placée dans de nouveaux Falcons. Cette
derniére n'a pas été analysée dans le cadre de ce travail. Le liquide ceelomique récolté lors des

dissections est également analysé par spectrométrie RMN pour la carte des spectres.

Les échantillons sont ensuite analysés en RMN a une dimension du proton via le
spectrométre & RMN Bruker AVANCE™ 11T 600 MHz (générant un champ magnétique de
14,1T) dont la capacité de détection concerne les métabolites de taille inférieure a 1500 Da. Les
spectres de la phase polaire ont été générés par une séquence d’impulsion en NOESYPRESAT-

1D (avec présaturation du pic de I’eau) et ceux de la phase lipidique avec une séquence
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d’impulsion en PROTON. Pour chaque échantillon, 256 scans sont effectués avec un gain de
101 et un délai de 4 secondes. Les signaux de précession libre ou FID (pour Free Induction
Decay) résultant sont modifiés par une transformation mathématique de Fourier afin d’obtenir

les spectres bruts. Seuls les spectres de la phase polaire sont analysés lors de ce mémoire.
2.4.2. ldentification des métabolites sur Chenomx profiler

L'identification des pics est réalisée grace au programme Chenomx profiler qui contient

un large panel de molécules et leurs spectres correspondants.

2.4.3. Traitement des spectres

MestReNova

Le programme MestReNova est utilis¢ pour traiter les spectres. Une correction
automatique est appliquée pour s'assurer que les pics se présentent uniquement vers le haut et
que la ligne de base est correctement ajustée a zéro. Il est essentiel de vérifier que le TSP
présente un pic singulet, symétrique, de faible largeur et positionné a une abscisse de zéro. Si
ce n'est pas le cas, 1'échantillon doit étre repassé au spectrometre RMN car 'analyse des spectres
ne sera pas correcte. Si nécessaire, une correction manuelle est appliquée a chaque spectre pour

garantir la symétrie des pics et une ligne de base a zéro.

Une normalisation par 1’aire totale sous la courbe de chaque spectre est effectuée au

fichier sur Excel avant d’étre importé dans SIMCA.

SIMCA : analyse non ciblée des spectres

Le logiciel SIMCA est utilisé afin de créer des modeles en composantes principales
(PC). En utilisant le fichier Excel contenant les valeurs des intégrales correspondant aux aires
sous la courbe de chaque sous-région spectrale, les ressemblances et différences entre groupes
peuvent étre identifiées. Le logiciel peut générer deux types de graphiques : I'un séparant les
échantillons selon une PC1 et une PC2, dit Scatter Plot, ¢t 1'autre montrant les variables a
l'origine de la différenciation des échantillons, dit Loading Plot, chaque point représentant une
sous-région spectrale. Les deux graphiques sont analysés conjointement pour en tirer des

conclusions.

Peak-picking et RStudio : analyse ciblée des spectres
Par ailleurs, comme les différences entre les spectres sont relativement peu marquées
entre les conditions, un peak-picking est effectué sur les métabolites identifiés et sur les régions

qui semblent le plus différer entre les spectres. La zone contenant le ou les pics du métabolite
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ciblé est sélectionnée sur chacun des spectres et I’aire sous la courbe est rapportée dans un
tableau Excel. Cette manipulation est effectuée pour tous les métabolites d’intéréts. Les
conditions de température, d’immunostimulation et de présence ou non de la maladie sont
¢galement indiquées dans le tableau avant que les données ne puissent étre importées dans
RStudio. Les packages tidyverse, collapse, readxl et pheatmap sont chargés afin de réaliser le
heatmap (Wickham, 2023, Krantz et al., 2024, Wickhamet et al., 2023, Kolde, 2019). Pour
chaque métabolite, des tests de normalité, du type Shapiro-Wilk, et d’homogénéité des
variances, du type Levene-Bartlett, sont effectués pour les groupes de température,
d’immunostimulation et de SKUD. En fonction des résultats de ces tests, des tests statistiques
appropriés (ANOVA, Kruskal-Wallis, t-test ou Wilcoxon) sont réalisés pour évaluer les effets
de ces facteurs sur les niveaux des métabolites. Les packages utilisés sont ggplot2, dplyr, car,
multcomp, ggpubr et PMCMPplus (Wickhamet et al., 2024, Wickhamet et al., 2023, Fox et al.,
2023, Hothorn et al., 2023, Kassambara, 2023, Wickhamet et al., 2024, Pohlert, 2023).
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RESULTATS

1. Evolution de la masse

Le suivi de la masse des individus montre une décroissance sur un laps de temps de 21
jours dans toutes les conditions de température et d’immunostimulation (Figure 13) (tests de t
appariés, les p-valeurs des 6 conditions sont inférieures a 5%). Au début de I’expérience, la
masse des individus soumis a des conditions de température chaude sans immunostimulation

(33°C_I-) et les individus injectés a 1’eau de mer maintenu a 27°C (27°C_I+) a 1égérement cri.

Les résultats de ’ANOVA a deux facteurs avec interactions indiquent que ni la
température, ni ’immunostimulation ni ’interaction entre les deux n’ont un effet significatif

sur la perte de masse (p-valeur = 0,373 ; p-valeur = 0,913 ; p-valeur = 0,511).
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Figure 13. Evolution des masses moyennes normalisées de juvéniles d Holothuria scabra en fonction du temps et par
température (comparaison des masses normalisées en début et en fin d’expérience, tests de t appariés, 22°C _I- : p-valeur =
1,23e-7 ; 22°C I+ : p-valeur = 1,48¢-9 ; 27°C _I- : p-valeur = 8,19¢-8 ; 27°C I+ : p-valeur = 7,34e-5 ; 33°C I- : p-valeur =
2,72e-7 ; 33°C I+ : p-valeur = 1,15¢-8).

2.  Suivi de ’apparition de la SKUD

Les stades de la maladie chez le juvénile d’Holothuria scabra sont redéfinis suite aux
observations du terrain car ils sont légérement différents de ceux de ’adulte (Figure 14). Le
stade I présente de petites ulcérations sur le trivium (pas autour de la bouche et de I’anus
contrairement a I’adulte). Les ulcérations sur le trivium se propagent sur I’ensemble de la face

et ne touchent que tres 1égérement le bivium au stade II. Le stade III voit apparaitre plusieurs
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ulcérations sur le bivium. Le dernier stade induit des ulcérations qui perforent la paroi

corporelle et I’animal s’éviscere.

Stade | Stade Il Stade Il

Stade IV

N

Bivium

Trivium

Figure 14. Différents stades de la SKin Ulceration Disease (SKUD) chez le juvénile d’Holothuria scabra. Stade I : petites
taches d'ulcérations visibles uniquement sur le trivium des spécimens. Stade II : augmentation du nombre et de la taille des
taches qui occupent la majeure partie du trivium. Quelques petites taches apparaissent sur le coté du spécimen. Stade 111 :
extension des taches sur le bivium de l'animal. Stade 1V : l'ulcération conduit a des perforations dans l'intégrité du tégument

et le spécimen est éviscéré. Les fleches oranges indiquent les ulcérations.

La Figure 15 montre que les cas de SKUD apparaissent principalement dans les
conditions de température froide et chaude. De plus, de nouveaux cas d’individus atteints de
SKUD continuent d’apparaitre dans les bassines a température froide tout au long de
I’expérience, tandis qu’aucun nouveau cas n’a ¢été observé dans la deuxiéme moitié de
I’expérience dans les bassines a température chaude. Un seul cas de SKUD a été rapporté dans
les bassines maintenues a 27°C avec immunostimulation. Aucun cas n’a été observé dans la

bassine témoin (27°C, sans immunostimulation).
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Figure 15. Suivi de ’apparition de la SKUD en fonction du temps chez des juvéniles d Holothuria scabra dans les trois

conditions de température, 22°C, 27°C et 33°C avec et sans immunostimulation (I- et I+). Organismes atteints de la SKUD (1)
ou non (0).

3. Tracking

Les tracking des holothuries permettent de calculer le déplacement cumulé moyen et la
vitesse moyenne des organismes par bassine correspondant a une condition de température

couplée a une condition d’immunostimulation.

Un effet significatif de la température sur la distance cumulative parcourue est observé
(ANOVA I, p-valeur = 0,0001) mais pas d’effet de I’'immunostimulation (p-valeur = 0,695)
(Figure 16). L'interaction entre la température et I'immunostimulation n’est pas significative au
seuil des 5% (p-valeur = 0,0521). Les comparaisons multiples réalisées par le test de Tukey
HSD ont montré¢ une différence significative entre le groupe contrdle (27°C sans

immunostimulation) et le groupe 33°C sans immunostimulation (p-valeur = 0,0127).

Un test de t est également effectué afin de vérifier si le groupe des juvéniles qui ont été
immunostimulés montrent des différences dans le déplacement cumulé par rapport au groupe
qui n’a pas subi d’immunostimulation (n=9). Les résultats ne montrent pas de différences

significatives entre les deux groupes (p-valeur = 0,8389).
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Figure 16. Distance cumulée en cm selon la température et l'immunostimulation de juvéniles d 'Holothuria scabra (ANOVA 1,
température : p-valeur = 0,0001, suivi d 'un test post-hoc de Tukey HSD, 27°C_immuno- vs 33°C_immuno- : p-valeur =
0,0127).

Le test statistique paramétrique du type ANOVA montre des différences significatives
entre les groupes de température testés seuls sur le déplacement cumulé des holothuries (p-
valeur = 0,0002). La comparaison par paires indique que les déplacements cumulés différent
significativement entre le groupe controle et le groupe froid (Tukey HSD : p-valeur = 0,0401)
ainsi qu’entre le groupe contrdle et le groupe chaud (Tukey HSD : p-valeur = 0,0317).

Une ANOVA a deux facteurs avec interaction est ensuite réalisée pour évaluer l'effet de
la température, de I'immunostimulation et de leur interaction sur la vitesse moyenne des
holothuries. Les résultats montrent que la température a un effet significatif sur la vitesse
moyenne (p-valeur = 3,04e-05). En revanche, 1'effet de 1'immunostimulation seule n'est pas
significatif (p-valeur = 0,769). Cependant, l'interaction entre la température et
I'immunostimulation s'est révélée significative (p-valeur = 0,014). Les comparaisons post-hoc
via le test de Tukey HSD avec le groupe de référence (27°C sans immunostimulation) montrent
également une différence significative avec le groupe 33°C sans immunostimulation (p-

valeur = 0,0020) (Figure 17).

Un test de t est effectué pour vérifier si les groupes avec et sans immunostimulation
testés seuls présentent des différences significatives au niveau de leur vitesse moyenne. Les

résultats ne montrent aucune différence significative entre les groupes (p-valeur = 0,8953).
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Figure 17. Vitesse moyenne en cm/min selon la température et l'immunostimulation de juvéniles d 'Holothuria scabra (ANOVA
11, température : p-valeur = 3,04e-035, interaction température *immunostimulation : p-valeur = 0,014 suivi d 'un test post-hoc
de Tukey HSD, 27°C_immuno- vs 33°C_immuno- : p-valeur = 0,0020).

Le test non paramétrique de Kruskal-Wallis révele une différence statistiquement
significative dans la vitesse moyenne entre les groupes de température testés seuls (p-valeur =
0,0021). Le test de Mann-Whitney avec un ajustement de Bonferroni montre une différence
significative pour la vitesse moyenne entre le groupe contrdle et le groupe froid (p-valeur
ajustée = 0,0455) mais non significative entre le groupe controle et le groupe chaud (p-valeur

ajustée = 0,0779).

4. Approche métabonomique

4.1. l|dentification des métabolites

Les métabolites identifiés sont repris dans les Figures 18 et 19 et sont reportés dans le

Tableau 3.
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Figure 18. Identification des pics entre 9 ppm et 5 ppm : 3 = ADP ; 10 = fumarate d 'un juvénile d 'H. scabra maintenu a 27°C,
sans immunostimultation.
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Figure 19. Identification des pics entre 4,4 ppm et 0,2 ppm d'un juvénile d’H. scabra maintenu a 27°C, sans
immunostimultation. (A) Spectre zoomé : 1 = 5,6-dihydrothymine ; 2 = acétone ; 3 = ADP ; 4 = alanine ; 5 = arginine ; 6 =
bétaine ; 7 = choline ; 8 = diméthyl sulfone ; 9 = diméthylamine ; 11 = glutamate ; 12 = glycine; 13 = lactate ; 14 =

malonate ; 15 = triméthylamine.(B) Spectre dézoomé.

La Figure 20 illustre les différents spectres en fonction du tissu analysé. Les mémes

métabolites sont retrouvés dans le tégument et dans les muscles, mais leur concentration differe.

Les échantillons de canal du sable et de liquide ceelomique indiquent des concentrations faibles

en métabolites. Le protocole devra probablement étre adapté afin d’en extraire le maximum de

COmpos¢s.
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Figure 20. Carte métabolique de spectres de quatre tissus différents (le tégument, le muscle, le canal du sable et le liquide
ceelomique) d’un juvénile d’H. scabra maintenu a 27°C sans immunostimulation montrant des différences de concentrations
des métabolites.

Les métabolites « a », « b», « ¢ », «d», «e», « f» du Tableau 3 correspondent a des
pics qui montrent une certaine variation entre les échantillons mais ils n’ont pas pu étre

identifiés.

Tableau 3. Métabolites identifiés et abondance relative (calculée a partir de [’aire sous la courbe du pic, normalisée par ['aire
totale) par ordre du déplacement chimique croissant (ppm) dans des échantillons de muscle d’'Holothuria scabra.

N° Métabolites Type de pic Sous-régions (par 0,04 ppm) Abondance relative!
1 | a Singulet 1,10 0,0439 %
2 |b Singulet 1,16 0,0143 %
3 | 5,6-Dihydrothymine Doublet 1,21 ;1,22 0,2134 %
4 |c Singulet 1,23 0,0142 %
5 | Lactate Doublet 1,33 ;1,34 0,2662 %
6 | Alanine Doublet 1,48 ;1,49 0,2171 %
7 |d Multiple 1,57-1,59 0,1287 %
8 | Arginine Multiple 1,63 —1,69 0,3803 %
9 | Acétone Singulet 2,25 0,1128 %
10 | Glutamate Multiple 2,33 -237 1,2982 %
11 | Diméthylamine Singulet 2,75 0,7462 %
12 | Triméthylamine Singulet 2,88 0,0592 %
13 | e Singulet 2,94 3,6630 %

! Certains métabolites identifiés présentent plusieurs pics dans les spectres. Le peak-picking a été effectué
sur les pics les plus isolés et remarquables du métabolite. L’abondance relative donne donc une idée approximative

du pourcentage de ce métabolite par rapport a I’ensemble du spectre.
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14 | Malonate Singulet 3,14 1,8439 %
15 | Diméthyl sulfone Singulet 3,15 4,6463 %
16 | Choline Singulet 3,21 1,8223 %
17 | Bétaine Singulet 3,91 10,1987 %
18 | f Singulet 4,18 0,7355 %
19 | Fumarate Singulet 6,53 0,0052 %
20 | ADP Doublet 8,53 ;8,54 0,0280 %

4.2. Profil métabolique par individu
Les résultats de 1’approche métabonomique montrent des regroupements basés sur
I'expression des métabolites, influencés par des facteurs comme la température, le statut

immunitaire et la présence de la maladie SKUD (Figure 21).

= - -— NW50
— = SEm=— e
NW37 1 Temp
s -
I ngg 0o B= 22
M52 27
M$V03 A1 33

NW
NW33 -2 Immuno

] 1 NW47
NW46 -
| NW49 B -3 N

[T}

'r:l'

auleny
ajejoe
dav
aulejag
)
q
e
auuibay
aulloyd

U0y

[ ] Nw3s [l 5 SKUD
1 I - - MCO1
[ — NW35
3
3
c
3
L]

ajeuole

aulwelyawu

ajelewny
auoyns Kyiawig

ajewen|o
aulwAyloIpAyig-9's
aulweyawiq

Figure 21. Heatmap représentant l'expression de divers métabolites chez des juvéniles d 'Holothuria scabra en fonction de la
température, de la présence ou de l'absence de la maladie SKUD, avec ou sans immunostimulation .

Les individus sont regroupés selon leurs profils métaboliques, indiquant des similarités
dans les niveaux d'expression des métabolites. Le clustering hiérarchique révele des groupes
distincts d'individus qui partagent des caractéristiques métaboliques communes. Les

métabolites sont également regroupés en fonction de leurs profils d'expression a travers les

2 Sur la représentation Heatmap, la couleur traduit uniquement la variance entre les échantillons et non

entre les métabolites.
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différents individus. L'échelle de couleurs indique les niveaux relatifs d'expression des
métabolites aprés normalisation. Les valeurs plus élevées sont représentées par le rouge, tandis
que les valeurs plus faibles sont en bleu. Les trois températures (22°C, 27°C, 33°C) sont
représentées, tout comme les deux conditions d’immunostimulation (+ et -) et les deux états

concernant la SKUD (YES et NO).

4.3. Analyse en composantes principales

Le Scatter Plot issu des modéles en composantes principales ci-dessous permet
d’observer une légére séparation des groupes correspondant aux différentes températures
(Figure 22). Sur le Loading Plot, les nombres correspondent aux sous-régions du spectre pour
lesquelles le modele trouve le plus de différences en fonction des groupes qui ont été indiqués
(Figure 23). Les sous-régions qui séparent le plus les groupes correspondent dans I’ordre a la

choline, au malonate et a la bétaine.
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Figure 22. Scatter Plot issu du modeéle en composantes principales construit en fonction de la température.
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Figure 23. Loading Plot issu du modele en composantes principales construit en fonction de la température.

Le Scatter Plot issu des modéles en composantes principales ci-dessous permet

d’observer une 1égere séparation du groupe des holothuries atteintes de la SKUD et du groupe
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des holothuries saines (Figure 24). Sur le Loading Plot, les sous-régions qui séparent le plus les
groupes correspondent dans 1’ordre a la choline, au malonate, a la bétaine et au métabolite « € »

(non identifié) (Figure 25).
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Figure 24 Scatter Plot issu du modeéle en composantes principales construit en fonction des groupes sains et atteints de la
SKUD.
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Figure 25. Loading Plot issu du modéle en composantes principales construit en fonction des groupes sains et atteints de la
SKUD.

Le Scatter Plot issu des modéles en composantes principales ci-dessous ne permet pas
d’observer une séparation entre le groupe des holothuries immunostimulées et celui qui ne 1’est
pas (Figure 26). Le Loading plot indique néanmoins les sous-régions qui séparent le plus le
modele en fonction des groupes choisis. Les métabolites correspondant sont : la choline, le

malonate, la bétaine et le métabolite « e » (non identifi¢) (Figure 27).
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Figure 26 Scatter Plot issu du modele en composantes principales construit en fonction des groupes immunostimulés ou non.
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Figure 27 Loading Plot issu du modeéle en composantes principales construit en fonction des groupes immunostimulés ou non.

4.4,

Analyses statistiques de chaque métabolite

Les deux conditions (température, immunostimulation) ont été testées sur tous les

métabolites identifiés précédemment dans les échantillons de muscles d'H. scabra. L’atteinte

de la SKUD ou non a également été testée comme facteur pouvant impacter la concentration en

métabolites. Seuls les métabolites ayant révélé des variations significatives en réponse aux

conditions expérimentales (température, immunostimulation et présence ou non de la SKUD)

ont été repris dans la suite. Parmi les métabolites analysés, 'ADP a montré une variation

significative en réponse a l'immunostimulation (Wilcoxon, p-valeur = 0,0355) (Figure 28).
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Figure 28. Variation de la concentration d'ADP(calculée a partir de I'aire sous la courbe des spectres) dans les muscles de
Jjuvéniles d'Holothuria scabra chez les spécimens immunostimulés (+) ou non (-) (Wilcoxon, p-valeur = 0,0355).

Le fumarate a également montré des variations significatives a la fois en réponse a
I'immunostimulation (t-test, p-valeur = 0,0099) ains qu’a la présence de la SKUD (t-test, p-

valeur = 0,0290) (Figures 29 et 30).
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Figure 29. Variation de la concentration de fumarate (calculée a partir de l’aire sous la courbe des spectres) dans les muscles
de juvéniles d'Holothuria scabra chez les spécimens immunostimulés (+) ou non (-) (t-test, p-valeur = 0,0099).

2023-2024 44




Fumarate par SKUD

0.125
L]
0.100

o SKUD
o

g E3 no
£

2 0075 BE ves

NO YES
SKUD

Figure 30. Variation de la concentration de fumarate (calculée a partir de ['aire sous la courbe des spectres) dans les muscles
de juvéniles d'Holothuria scabra chez les spécimens atteints de la SKUD ou non (t-test, p-valeur = 0,0290)

Les tests statistiques ont également mis en évidence une influence significative de la
température sur les niveaux de plusieurs métabolites. Ainsi, la choline a montré une variation
significative en fonction de la température (ANOVA, p-valeur = 0,0081), avec des différences

post-hoc significatives entre les groupes 27°C et 33°C (Tukey, p-valeur = 0,0850) (Figure 31).
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Figure 31. Variation de la concentration de choline (calculée a partir de l'aire sous la courbe des spectres) dans les muscles
de juvéniles d'Holothuria scabra dans les trois conditions de température, 22°C, 27°C et 33°C (ANOVA, p-valeur = 0,0081,
suivi d’un post-hoc, Tukey, 27°C vs 33°C : p-valeur = 0,0850).

De méme, le malonate a été influencé par la température (Kruskal-Wallis, p-valeur =
0,0287), avec une tendance significative identifiée entre les groupes 27°C et 33°C (Dunn, p-

valeur ajustée = 0,054) (Figure 32).
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Figure 32. Variation de la concentration de malonate (calculée a partir de l'aire sous la courbe des spectres) dans les muscles
de juvéniles d'Holothuria scabra dans les trois conditions de température, 22°C, 27°C et 33°C (Kruskal-Wallis, p-valeur =
0,0287, suivi d’un post-hoc, Dunn, 27°C vs 33°C : p-valeur ajustée = 0,054).

Le glutamate a également présenté une variation significative en fonction de la
température (ANOVA, p-valeur = 0,0006), avec des différences post hoc significatives entre

les groupes 27°C et 33°C (Tukey, p-valeur = 0,0041) (Figure 33).
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Figure 33. Variation de la concentration de glutamate (calculée a partir de l'aire sous la courbe des spectres) dans les muscles
de juvéniles d'Holothuria scabra dans les trois conditions de température, 22°C, 27°C et 33°C (ANOVA, p-valeur = 0,0006,
suivi d’un post-hoc, Tukey, 27°C vs 33°C : p-valeur = 0,0041).

Les niveaux d’alanine ont également été significativement influencés par la température
(ANOVA, p-valeur = 0,0052), avec des différences post hoc entre les groupes 27°C et 33°C
(Tukey, p-valeur = 0,0071) (Figure 34).
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Figure 34. Variation de la concentration d’alanine (calculée a partir de l'aire sous la courbe des spectres) dans les muscles
de juvéniles d'Holothuria scabra dans les trois conditions de température, 22°C, 27°C et 33°C (ANOVA, p-valeur = 0,0052,
suivi d’un post-hoc, Tukey, 27°C vs 33°C : p-valeur = 0,0071).

Enfin, le lactate a montré une variation significative en réponse a la température
(ANOVA, p-valeur = 0,0083), avec des différences post hoc observées entre les groupes 27°C
et 33°C (Tukey, p-valeur = 0,0475) (Figure 35).
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Figure 35. Variation de la concentration de malonate (calculée a partir de l'aire sous la courbe des spectres) dans les muscles
de juvéniles d'Holothuria scabra dans les trois conditions de température, 22°C, 27°C et 33°C (ANOVA, p-valeur = 0,0083,
suivi d’un post-hoc, Tukey, 27°C vs 33°C : p-valeur = 0,0475).
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DisScussION

1. Impact de la température et de Pimmunostimulation sur la

perte de masse chez Holothuria scabra

Une perte de masse significative a été observée pour tous les individus suivis durant
notre expérience. En toutes hypothéses, cette perte de masse est liée a une densité de population
plus importante dans nos conditions expérimentales. En condition d’aquaculture, la densité
optimale de juvéniles est de ’ordre de 1 individu par m? (Hamel et al. 2022). Or, dans notre
design expérimental, les holothuries disposent d’environ 200 c¢m? par individu, ce qui
représente une densité de population 50 fois plus importante. Lorsque les individus sont mis en
conditions, la densité de population diminue légérement dans les bassines (34,9 holothuries/m?)
et est divisée par deux aprés la premiére phase de prélévement/dissection (17,4 holothuries/m?).
Il est connu qu’une densité trop importante peut affecter négativement la croissance d’ H.
scabra, et ce, déja a partir de 6,2 individus par m? (Asha et Diwakar, 2013, Lavitra et al., 2010).
D’autres études indiquent également un ralentissement voire un arrét de la croissance a partir
de 150 a 300 g/m? (Pitt et Nguyen, 2004, Battaglene et al. 1999). Sachant que les holothuries
ont une masse fraiche moyenne de 26,8 + 6,0 g a leur arrivée, la densité de population utilisée

lors de I’expérience est largement au-dessus de ce seuil (Claereboudt et al. 2023).

L’équipe de recherche est néanmoins consciente de cette relativement haute densité qui
est imposée par les limitations logistiques du terrain. Des pertes de masses ont déja pu étre
observées lors d’expériences précédentes du laboratoire mais aussi au sein de conditions
d’aquacultures suboptimales (observations personnelles, No¢ Wambreuse, Jérome Delroisse).
Bien que ces conditions expérimentales soient non-optimales, il apparait clair que ce stress
potentiel est distribué de maniére homogene au sein de toutes les conditions, en ce compris les
contrbles. Les différences observées entre les conditions expérimentales, bien que
potentiellement influencées par cette perte de masse, doivent €tre principalement attribuées a

nos conditions expérimentales contrastées.

2. Impact de la température et de I'immunostimulation sur

I’émergence de la SKUD chez Holothuria scabra

En ce qui concerne I’émergence de la maladie SKUD, plusieurs ¢éléments sont a
considérer. Tout d’abord, la densité des individus dans nos dispositifs expérimentaux pourrait

avoir un effet sur I’émergence de la SKUD comme c’est le cas pour I’espece tempérée A.
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Jjaponicus (Zhang & Liu, 1998). Il est donc nécessaire de garder cela en téte lors de I’analyse
de I'impact de la température sur I’émergence de la SKUD. Néanmoins, 1’absence de cas de
SKUD dans le groupe contrdle (27°C, sans immunostimulation) suggere que la densité pourrait
ne pas influencer I’émergence de la SKUD lorsque la température de 1’eau est optimale. Il est
a noter que certains cas de SKUD ont été observés dans les bassins d’acclimatation. Cette
observation pourrait étre attribuée au stress du transport. En accord avec 1’étude de Delroisse et
al. (2020), ’impact de ’exposition au froid sur I’occurrence de la maladie semble avéré et
I’augmentation des cas tout au long de I’expérience appuie cette constatation (Delroisse et al.,

2020).

Bien que le traitement chaud ait également montré une occurrence de la maladie
significativement plus importante que dans le groupe contrdle, de nouveaux cas de SKUD ne

sont plus apparus dans la deuxieéme moitié¢ de I’expérience.

Selon 1’¢tude de Kamyhab et al. (2017), un stress lié a une augmentation de la
température (33°C) entralne une augmentation de l'activité des enzymes liées au systéme
immunitaire, telles que la phénoloxydase. Cette enzyme est responsable du processus
immunitaire de mélanisation qui implique notamment la production de molécules ayant un
pouvoir oxydatif ¢élevé (Soderhéll et Cerenius, 1998). En paralléle, 1’é¢tude révele une
augmentation des niveaux des radicaux superoxydes. Cependant, les dommages oxydatifs
associés sont limités par des enzymes antioxydantes, comme la superoxyde dismutase
(Kamyhab et al. 2017). Dans cette méme étude, les spécimens d’H. scabra ayant subi un stress
maximal immédiatement apres avoir ét€¢ mis en conditions semblent s’acclimater apres 15 jours
(Kamyhab et al. 2017). L’augmentation de la température affaiblit vraisemblablement le
systéme immunitaire d’H. scabra. Néanmoins, le stress thermique modéré que représente une
température de 33°C permet probablement aux individus de s’adapter en une douzaine de jours.
Un stress thermique plus important (41°C) entralne une diminution de la consommation
d'oxygene, une perturbation homéostatique aigué et un stress thermique mortel (Kiihnhold et

al., 2019).

Le dernier facteur suspecté d’induire la SKUD est I’injection d’eau de mer non-stérile
(condition « immunostimulation » dans notre étude). La comparaison par groupe permet
d’identifier les groupes froids, avec et sans immunostimulation, et le groupe chaud avec
immunostimulation comme étant chacun significativement différents du groupe controle.
Comme énoncé plus haut, le traitement a basse température favorise déja a lui seul I’induction

de la SKUD. Il n’est donc pas étonnant que les deux groupes, immunostimulés ou non, montrent
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une occurrence de la maladie supérieure a celle du groupe contrdle. Le résultat obtenu pour le
traitement chaud suggére que ’occurrence de la SKUD augmente par rapport au groupe
contrble lorsque les individus ont ét¢€ injectés a 1’eau de mer contenant un nombre important de
bactéries. Contrairement a 1I’espece A. japonicus pour laquelle la bactérie Vibrio splendidus est
clairement identifiée comme pathogene, chez H. scabra, le lien entre I’émergence de la SKUD
et la présence de bactéries spécifiques, dont certaines du genre Vibrio, n’a pas pu étre démontré
(Li et al. 2010, Zhao et al. 2011 et 2012, Deng et al., 2008). Dans un futur proche, il est prévu
d’identifier les bactéries présentes dans 1’eau de mer non-stérile a I’aide d’analyses de
métagénomique ciblée (séquengage 16S), ce qui pourrait, en tous cas, permettre la mise en
¢vidence d’agents pathogenes potentiels. L’injection d’eau de mer pourrait en tous cas affaiblir
le systtme immunitaire et ainsi favoriser 1’émergence de la maladie dans des conditions

défavorables de température (effet synergique).

3. Impact de la température et de Pimmunostimulation sur le

comportement de Holothuria scabra

La mobilité d’H. scabra varie selon les différentes conditions testées et la température
a été identifiée comme étant le facteur déterminant. Pour le déplacement cumulé, 1'absence
d'effet de 1'immunostimulation et de l'interaction entre 1'immunostimulation et la température,
telle qu'indiquée par les tests statistiques, permet d'attribuer la variation du déplacement
uniquement au facteur température. Cette absence d'effet de I'immunostimulation est confirmée
lorsque 1’on considére les variables indépendamment les unes des autres afin d’obtenir une
analyse statistique plus robuste. En effet, aucune différence significative n’est observée pour la
variable immunostimulation (n=9) alors qu’une différence significative est bien observée pour
la variable température (n=6). Toutefois, dans le cadre d'une étude avec un échantillonnage plus
large, il serait préférable de ne pas regrouper les conditions d'immunostimulation et de
température, afin de minimiser la variance intra-groupe, bien qu’un échantillonnage plus
important (par exemple n=9 pour la comparaison immunostimulation-contrdle) réduise I’effet

d’une variance importante sur le résultat du test statistique.

En ce qui concerne la vitesse moyenne, le test statistique révele une tendance dans
laquelle l'interaction entre l'immunostimulation et la température semble avoir un effet
significatif sur la vitesse moyenne. Méme si cette interaction ne peut pas étre ignorée, elle doit
étre interprétée avec prudence en raison de la taille réduite de 1'échantillon (n=3). De plus,
l'absence d'effet significatif de l'immunostimulation, associée a un effet significatif de la

température lorsque les deux variables sont testées indépendamment, suggére que
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l'immunostimulation n'a pas un impact suffisamment fort pour étre détecté et que la variabilité
observée est principalement attribuable a la température. Bien que l'interaction puisse exister,
il est nécessaire d'augmenter la taille de 1'échantillon pour confirmer cette interaction de manicre

plus rigoureuse.

En couplant les conditions d’immunostimulation par température (afin d’obtenir un
effectif suffisant pour réaliser une interprétation fiable du test statistique), le déplacement
cumulé ainsi que la vitesse moyenne des holothuries se montrent impactés par la température.
Lorsque la température est plus importante, le déplacement cumulé¢ des individus est
significativement plus grand car les organismes ont probablement plus tendance a rester a la
surface du sédiment. De manicre générale, les températures plus élevées favorisent 'activité et
le métabolisme chez les échinodermes (Gooding et al., 2009). C’est le cas dans I’étude de
Mercier et al., (2000) qui observent les déplacements diurnes de H. scabra, étude dans laquelle
les individus restent en surface lorsque la température de 1’eau est entre 30°C et 34°C tandis
qu’il s’enfouissent lorsque la température baisse en dessous de 28-29°C (Mercier et al., 2000).
Une autre étude sur H. scabra montre une activité accrue de déplacement a 33°C, qui pourrait
étre expliquée par une réponse adaptative pour augmenter la recherche de nourriture ou afin
d’éviter un environnement trop chaud (Mercier et al., 1999). Au contraire, lorsque la
température est faible, les juvéniles cherchent a s’abriter dans le sédiment et s’enfouissent,
diminuant ainsi leur déplacement. Ce comportement a également été observé dans la présente
¢tude, et c’est ce que confirment les études de Purcell (2010) et Mercier et al. (1999) qui ont li¢
I’enfouissement des spécimens d’H. scabra adultes, subadultes (Purcell, 2010) et juvéniles
(Mercier et al., 1999) a la température froide de 1’eau. L’augmentation de la durée
d’enfouissement semble leur permettre de conserver 1'énergie et minimiser 1'exposition a des
conditions moins favorables (Mercier et al., 1999). Enfin, a faible température, la diminution
du déplacement et de la vitesse moyenne peut également étre liée a une réduction tres
importante du métabolisme accompagnée d’un faible taux de respiration (Kiihnhold et al, 2019,
Mercier et al., 1999). Par ailleurs, contrairement au déplacement cumulé plus important, la
vitesse moyenne a température chaude n’est pas significativement plus grande qu’a la
température de contrdle. Cela pourrait suggérer que les mouvements des juvéniles sont moins
efficaces (déplacement cumulé plus important pour une vitesse moyenne plus faible).
Cependant, le test ne s’est peut-étre pas révélé significatif en raison d’un effectif encore trop
faible (n = 6) puisqu’une tendance se dessine tout de méme sur le graphique, ces résultats ne

nous permettent donc pas une interprétation catégorique.

2023-2024 51



4. Impact de la température et de P'immunostimulation sur le

métabolisme de Holothuria scabra

Les analyses en composantes ont pu montrer que certains métabolites sont caractérisés
par des abondances contrastées entre les traitements. Les abondances de la plupart des
métabolites d’intérét, préalablement identifiés par les analyses en composantes principales, se

sont révélées significativement différentes entre nos conditions expérimentales.

Certains acides aminés libres comme le glutamate et 1’alanine voient leur taux
augmenter dans les conditions chaudes. Les acides aminés libres peuvent étre convertis en
d’autres acides aminés ou en glucose mais peuvent également étre utilisés comme source
d’énergie par le systétme immunitaire ou le métabolisme énergétique (Shao et al., 2015). Une
concentration importante en acides aminés pourrait donc correspondre a une réponse précoce
de l'organisme face a une demande énergétique plus importante due aux conditions de
température. Chez les invertébrés marins, 1’équilibre de 1’osmolarité intracellulaire et
I’adaptation du métabolisme énergétique induisent des taux importants d’acides aminés (Viant
et al., 2003). Ainsi, les concentrations importantes en acides aminés peuvent correspondre a
une perturbation de la régulation osmotique (Shao et al., 2015). De plus, I’augmentation du
glutamate et de I’alanine sous des températures élevées pourrait indiquer une activation accrue
du cycle de l'acide tricarboxylique pour répondre a une demande énergétique plus élevée

(Figure 37).

Le taux de malonate, qui est un inhibiteur compétitif de la respiration cellulaire,
augmente aussi de manicre significative lorsque la température est plus importante. Ce
métabolite agit comme inhibiteur en se fixant sur le site actif de la succinate déshydrogénase
dans le cycle de 'acide tricarboxylique, ce qui empéche la conversion du succinate en fumarate
(Zhang et al., 2011). Dans I’é¢tude de Chen et al. (2018), un hydrocarbure nocif induit, chez
I'huitre perliere Pinctada martensii, une diminution du taux de malonate et cela se traduit par
une perturbation du cycle de l'acide tricarboxylique. Une augmentation de la quantité de
malonate dans le groupe des individus soumis a une température importante pourrait également

indiquer un dysfonctionnement dans le métabolisme énergétique (Figure 306).

Par ailleurs, les taux de fumarate augmentent lorsque les individus sont atteints de la
SKUD et chez les individus immunostimulés. Cela indique que le métabolisme énergétique est
perturbé dans ces deux conditions car le fumarate est un intermédiaire du cycle de 1'acide

tricarboxylique utilisé par les cellules pour produire de 1’énergie sous forme d’ATP (Shao et
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al., 2015) (Figure 36). Bien que I’augmentation de ce métabolite chez I’espéce 4. japonicus
indique également une perturbation du métabolisme énergétique, les conditions de
I’augmentation du fumarate sont différentes car c’est 1’augmentation de la température qui
I’induit chez 1’espéce asiatique et pas une forme d’immunostimulation ou encore ’atteinte

d’une maladie (Shao et al.,2015).

La concentration en choline est significativement plus faible dans les températures
chaudes. La choline est un précurseur de la bétaine qui est un osmolyte important chez les
invertébrés marins (Robertson, 1980, Lever et Slow, 2010, Shao et al., 2015). La bétaine est
présente en trés grande quantité dans tous les échantillons de muscles testés, ce qui souligne
son importance dans la physiologie des holothuries. La choline joue également un réle dans la
réaction de conversion de I’ATP en phosphocholine et en ADP, catalysée par la choline kinase
(Shao et al., 2015). Une concentration importante en phosphocholine a ét¢ liée a une diminution
de la demande énergétique (Liu et al. 2014). Lors de I’identification des métabolites, la
phosphocholine n’a pas pu étre identifiée, ce qui ne permet pas d’avoir une idée de la variation
de sa concentration selon les différentes conditions. Néanmoins, la diminution des taux de
choline pourrait traduire une perturbation de la membrane cellulaire ou un ajustement
osmotique en réponse au stress thermique. Les holothuries pourraient dégrader la choline dans
le but de produire d’autres osmolytes ou pour soutenir des voies métaboliques alternatives

nécessaires en situation de stress thermique (Figure 36).

Une diminution de I’ADP a été observée chez les individus immunostimulés. Cette
réponse pourrait provenir d’une augmentation de la demande énergétique car ’ADP est
impliquée dans plusieurs mécanismes menant a la formation d’ATP (Klingenberg, 2008). A
nouveau, le manque d’information concernant les taux de phosphocholine ne permet pas de lier
cette diminution au mécanisme de conversion de I’ATP qui implique I’ADP et la
phosphocholine. De plus, I’ATP n’a pas pu étre identifi¢é comme un métabolite présent dans les
¢chantillons de muscles. Il se pourrait donc que la diminution du taux d’ADP provienne de sa
conversion en ATP, dont les stocks sont utilisés par une demande énergétique accrue en raison

de I’immunostimulation.

Enfin, le lactate, dont le taux augmente en condition chaude, est un produit final de la
glycolyse anaérobie. Lorsque certains organismes marins sont privés d’oxygene, leur
production de lactate augmente afin de réduire les tensions en oxygeéne (Ross Ellington et
Hammen, 1977). C’est le cas pour I’espece d’holothurie Sclerodactyla briareus dans 1’étude de

Ross Ellington et Hammen (1977). Bien que dans la présente étude le stress thermique ne soit
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pas critique, 1’augmentation du taux de lactate pourrait étre une conséquence directe de la
saturation des capacités mitochondriales sous stress thermique, ce qui forcerait I'organisme a

utiliser des voies métaboliques alternatives pour répondre a ses besoins énergétiques (Kiithnhold
etal., 2019).
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Figure 36. Voies métaboliques affectées lors des traitements de température et d’immunostimulation. TCA cycle = cycle de

l'acide tricarboxylique. Vert = métabolites impactés par ['immunostimulation®. Rouge = métabolites impactés par la

température élevée (33°C) (modifié de Shao et al., 2015).

3 Les taux fumarate sont également augmentés dans le groupe des organismes qui sont atteints de la
SKUD.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Cette ¢tude a permis de mettre en évidence I’impact significatif des variations de
température et du stress immunologique sur la santé¢ de juvéniles d’Holothuria scabra. Les
résultats montrent que les températures extrémes, tant basses (22°C) que hautes (33°C),
favorisent le développement de la SKUD. A 22°C, la SKUD s'est développée de maniére
continue tout au long de I'expérience, tandis qu'a 33°C, la maladie est apparue principalement
dans la premiere moiti¢ de I'étude, avant qu'une forme d'acclimatation se manifeste. Les
analyses métabonomiques ont révélé des altérations dans les profils métaboliques, notamment
une augmentation des concentrations de certains acides aminés comme le glutamate et I'alanine,
ainsi que des variations dans les niveaux d’ADP, de fumarate, de malonate, de choline, et de
lactate sous stress thermique et immunologique. Ces changements suggerent une perturbation

de I’homéostasie et du métabolisme énergétique en réponse aux conditions de stress.

Cependant, certaines questions restent en suspens. Par exemple, 1'adaptation observée
chez les individus soumis a une température de 33°C apres une période initiale de stress souléve
des interrogations sur les mécanismes d'acclimatation et leurs limites. De plus, cette
acclimatation pourrait faire 1’objet d’une étude métabonomique plus approfondie des
échantillons collectés en fin d’expérience. Les comptages des ccelomocytes pourraient
¢galement fournir des informations pertinentes sur I’impact de I’immunostimulation et de la

température sur le nombre de cellules immunitaires.

Il est important de noter qu'aucune étude métabonomique couplée a des analyses RMN
n'a été¢ réalisée auparavant sur Holothuria scabra, les connaissances actuelles étant
principalement basées sur ’espéce asiatique Apostichopus japonicus. Ainsi, les résultats
obtenus dans cette é¢tude fournissent une premiére base comparative, ouvrant la voie a des
analyses plus approfondies et a la comparaison des réponses métaboliques entre ces deux

especes d'holothuries économiquement importantes.

Pour aller plus loin, les études futures de I’équipe de recherche pourraient se concentrer
sur I’identification précise des voies métaboliques affectées par ces stress et sur la
compréhension des mécanismes moléculaires qui permettent aux holothuries de s’adapter ou

non a ces conditions extrémes.
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ANNEXES

Annexe 1 : déroulement des activités a Madagascar

Tableau 4. Résumé des activités réalisées a I'IH.SM (Madagascar) durant la mission de terrain de mars-avril 2024. « P »

désigne les jours de pesées.

Date Jour Général R1 R2
28-mars | Jeudi Acclimatation R1-R2 Préparation Préparation
29-mars | Vendredi Acclimatation R1-R2 Acclimatation Acclimatation
30-mars | Samedi Acclimatation R1-R2 Acclimatation Acclimatation
31-mars | Dimanche Acclimatation R1-R2 Acclimatation Acclimatation
1-avr. Lundi Acclimatation R1-R2 Acclimatation Acclimatation
2-avr. Mardi Acclimatation R2 Bassine (P1) Acclimatation
3-avr. Mercredi Acclimatation R2 vidéo 0 Acclimatation
4-avr. Jeudi Injection Bassine (P1)
5-avr. Vendredi Dissection (P2) vidéo 0
6-avr. Samedi vidéo 1 Injection
7-avr. Dimanche Bassine Dissection (P2)
8-avr. Lundi Bassine vidéo 1
9-avr. Mardi Bassine Bassine
10-avr. Mercredi vidéo 5 Bassine
11-avr. Jeudi Bassine Bassine
12-avr. Vendredi Bassine (P3) vidéo 5
13-avr. Samedi Bassine Bassine
14-avr. Dimanche Bassine Bassine (P3)
15-avr. Lundi vidéo 10 Bassine
16-avr. Mardi Bassine Bassine
17-avr. Mercredi Bassine vidéo 10
18-avr. Jeudi Bassine Bassine
19-avr. Vendredi vidéo 15 Bassine
20-avr. Samedi Bassine Bassine
21-avr. Dimanche Bassine vidéo 15
22-avr. Lundi Injection Bassine
23-avr. Mardi Dissection (P4) Injection
24-avr. Mercredi Rangement Dissection (P4)
25-avr. Jeudi Rangement Rangement
26-avr. Vendredi Rangement Rangement
27-avr. Samedi Départ Départ
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Annexe 2 : exemples de tracking d’holothuries

Les Figures 38 A, B et C montrent le déplacement d’un juvénile d’H. scabra dans les

conditions de températures : 22°C, 27°C et 33°C.

Figure 37. Tracking de 20h a 6h du matin le 10/04/24 de juvéniles dH. scabra. Le petit carré blanc indique la position de
I’animal a chaque minute (4) La bassine est maintenue a 22°C. Déplacement cumulé = 19,629 cm ; vitesse moyenne = 0,0005
cm/min. (B) La bassine est maintenue a 27°C. Déplacement cumulé = 326,4 cm ; vitesse moyenne = 0,0091 cm/min. (C) La

bassine est maintenue a 22°C. Déplacement cumulé = 1845,206 cm ; vitesse moyenne = 0,0513 cm/min.
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