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Abréviations

ADN acide désoxyribonucléique

ARNmM acide ribonucléique messager

ATP adénosine-5'-diphosphate

C carbone

CAT catalase

CO2 dioxyde de carbone

Com. communication

Cu cuivre

ddl degré de liberté

DDT dichlorodiphényltrichloroéthane

ED eau douce

EM eau de mer

EqH équivalent-habitant

EROs espéces réactives de I'oxygeéne

ES eau saumatre

EU eau(x) usee(s)

F statistique du test de Fisher

Fe?*/Fe®* fer oxydé/réduit

G6Pase glucose-6-phosphatase

GPX glutathion peroxydase

GSSG/GSH glutathion oxydé/réduit

H+ ion hydrogéne

H20: peroxyde d'hydrogene

ind individu

MDA malondialdéhyde

Mn manganese

MO matiére organique

mOsm milliosmole

MS variance

N azote

NADH nicotinamine adénine dinucléotide

NKA Na*/K*-ATPase

NOEC plus forte concentration testée sans effet observé (No Observed Effect
Concentration)

02 dioxygene

obs. observation

OH- radical hydroxyle

PEPCK phosphoénolpyruvate carboxylase

pers. personnel(le)

PO pression osmotique



ppt

ROS
RR

SIEAM
SMR
SOD
TBARS
Zn

quantité de grammes de sels secs dissous dans un kg d'eau de mer (part
per thousand)

voir EROS (reactive oxygen species)

taux respiratoire (respiration rate)

soufre

syndicat intercommunal d'eau et d'assainissement de Mayotte

taux métabolique standard (standard metabolic rate)

superoxyde dismutase

acide thiobarbiturique (Thiobarbituric Acid Reactive Substances)

zinc
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Lexique

Apoptose
Bimodal
Biomarqueur

Bioturbation
Butte

Drain

Fitness
Hémolymphe
Hormétique

Indice de diversité de
Shannon

Ingénieur (de
I'écosystéme)

Mégalope (stade)

Métabolisme basal

Néoglucogénése
Osmolalité

Osmolarité

Osmoles

Raphé

Recrutement (larvaire)
Taux metabolique

standard
Zoé (stade)

processus par lequel les cellules déclenchent leur mort

concerne les animaux qui peuvent respirer dans l'air ou dans I'eau
caractéristique biologique mesurable liée a un processus normal ou
non

remaniement des sols ou de sédiments par des organismes vivants
monticule de sédiment entourant les racines de palétuviers

zone d'écoulement des eaux entre les buttes

capacite d'un individu a se reproduire

liquide circulatoire des arthropodes (r6le analogue au sang)
caractérise des agents toxiques dont I'effet délétere n'est fonction de
la dose qu'a partir d'une quantité seuil, alors qu'ils ont un effet
bénéfique avant celui-ci

indice permettant de mesurer la diversité spécifique, c’est-a-dire le
nombre d'especes et la répartition des individus au sein de ces
especes

espéce qui modifie directement ou indirectement la disponibilité des
ressources des autres especes

nom donné au dernier stade larvaire ou premier stade post-larvaire
chez certains décapodes

correspond aux besoins en énergie dit « incompressibles », ¢’est-a-
dire sans lesquels un organisme ne peut maintenir ses fonctions
vitales

formation de glucose a partir des précurseurs non glucidiques tels
que le pyruvate, le lactate ou encore les acides aminés

mesure de la concentration d'une solution exprimée en nombre
d'osmoles par kilogramme de solvant

mesure de la concentration d'une solution exprimée en nombre
d'osmoles par litre de solvant

nombre de mole de particules effectivement en solution

axe vasculaire de la branchie portant un ensemble de ramification
désigne l'installation de nouveaux individus ayant terminé leur
stade de vie planctonique

voir métabolisme basal

stade larvaire planctonique des crabes caractérisé par une
locomotion thoracique
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Chapitre 1:

Problématique
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1.1 Utilisation de la mangrove comme outil de bioremédiation

Depuis une vingtaine d’années, plusieurs études ont démontré 1’efficacité des palétuviers de la
mangrove comme une solution alternative a I’épuration des eaux usées domestiques et ainsi
servir d’outil de bioremédiation (Boonsong et al., 2003; Leung et al., 2016; Tam and Wong,
1996a; Wickramasinghe et al., 2009; Wong et al., 1997; Ye et al., 2001). Ce type de
phytoremédiation utilise des organismes vivants pour dégrader des contaminants nocifs pour
I’environnement présents dans des milieux pollués (sols, eaux, ...). Cela permet ainsi de
transformer ces contaminants en composés non toxiques. Ce procedé innovant peut étre
appliqué au niveau des mangroves puisque les palétuviers peuvent absorber un excédent de
nutriments (Reef et al., 2010) et accumuler des métaux (Analuddin et al., 2017; Birch et al.,
2015; Nguyen etal., 2017; Richter et al., 2016). lls peuvent aussi immobiliser d’autres polluants
tels que les hydrocarbures aromatiques polycycliques et les polybromodiphényléthers dans des
plaques de fer formées sur leurs racines (Farzana et al., 2016; Pi et al., 2017) mais aussi des
antibiotiques (Li et al., 2016; Liu et al., 2016).

L’utilisation de la mangrove comme moyen d’épuration est envisagée dans de nombreux pays
tels que la Chine, la Thailande, 1’Inde, la Tanzanie, le Kenya (Jitthaisong et al., 2012; Lee et
al., 2014, Li et al., 2011; Ouyang and Guo, 2016; Turcios and Papenbrock, 2014; Wong et al.,
1997; Yang et al., 2008). Ouyang et Guo (2018) ont ainsi montré a partir du témoignage de 64
experts qu’il s’agit du meilleur moyen de traitement des eaux usées domestiques en 1’absence
de stations de traitements. C’est également le cas pour les eaux usées aquacoles (Ouyang and
Guo, 2016).

C’est dans ce cadre qu’un projet pilote d’assainissement basé sur les capacités épuratrices de la
mangrove a été mis en place fin 2006 & Mayotte, fle volcanique de 374 km? (ilots compris)

située dans le canal du Mozambique dans ’archipel des Comores (Figure 1).

Ce projet expérimental a permis de suivre et d’analyser les réponses de différents
compartiments biotiques au niveau de différents étages de la mangrove et donc de faciés de
vegetation. Cependant, si on se focalise sur la question de I’impact des eaux usées sur sa
macrofaune et plus précisément sur les crabes, a partir des résultats obtenus dans le cadre du
projet ou issus de la littérature récente issue d’autres zones géographiques, on s’apercoit que
les résultats sont contradictoires (Amaral et al., 2009a; Bartolini et al., 2009; Cannicci et al.,
2009; Capdeville et al., 2018; Fusi et al., 2016a; Penha-Lopes et al., 2009b, 2009a; Yu et al.,
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1997). Or, les crabes de mangrove sont connus pour avoir un rble majeur dans le
fonctionnement de 1’écosystéme mangrove. En effet, ces derniers creusent d’importantes
galeries souterraines, et sont qualifiés d’ingénieurs de 1’écosystéme du fait de leur activité
bioturbatrice. La construction de ces structures biogénigques permet I’infiltration des eaux usées
dans le sédiment, rendant ainsi possible les processus de bioépuration en relation avec les

palétuviers et conditionnant donc in fine la bioremédiation.

Dans ce contexte, le travail de doctorat détaillé dans ce manuscrit fait état d’une étude qui se
focalise sur différentes espéces de crabe de mangrove présentes dans le canal du Mozambique
au niveau de I'ile de Mayotte. Des données fondamentales en écophysiologie de
I’osmorégulation et métabolique ont été collectées expérimentalement, permettant ensuite
d’évaluer les réponses écotoxicologiques de ces organismes suite a des expositions a des eaux
usées domestiques en condition expérimentale et sur le terrain. Il s’agira ainsi d’étudier
certaines fonctions physiologiques clés de I’homéostasie telles que 1I’osmorégulation, la balance

énergétique et le stress oxydatif.

Figure 1 : Localisation
de I'lle de Mayotte
dans le canal du
Mozambique, sud-
ouest de 1’Océan
Indien.

ud ouest de I’Afrique

Tanzanie

% _Mayotte

h

Malamani
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1.2 Le projet Malamani de bioremeédiation par les eaux usées

1.2.1 Historique du projet

Aujourd’hui, une grande partie des eaux usées de Mayotte s’écoule librement et sans réel
traitement préalable dans I’immense lagon qui I’entoure, environnement riche en biodiversité
et fragile (Thomassin et al., 2011). Mayotte connait en effet des difficultés pour le traitement
de ses eaux usées, en particulier les eaux usées domestiques en raison de 1’explosion
démographique (plus forte densité de France avec 685 hab/km?, Figure 2) et des problémes
économiques, techniques, fonciers et environnementaux qui en découlent. Ainsi, le probléme
d’assainissement est immense car les systémes de traitement sont aujourd’hui déficients :
manque de stations d’épuration, dysfonctionnement des stations existantes, problémes de
raccordement des habitations au réseau, etc. (Sturma, 2013). De plus, les méthodes
conventionnelles de traitement des eaux usées sont particulierement colteuses et difficiles a
mettre en ceuvre dans un contexte tropical insulaire, éloigné de la métropole. La sensibilité
particuliére des milieux récepteurs a Mayotte (lagons, sous-sols, rivieres) est également une des
difficultés majeures rencontrée pour la réalisation des systemes d'assainissement (Gourbesville
and Thomassin, 2000). La directive européenne sur les eaux résiduaires urbaines de 2005
impose des obligations de collecte et de traitement des eaux usées a Mayotte suite a sa
départementalisation en 2011 et a sa qualification de région ultrapériphérique européenne en
2014. Les échéances de raccordement ont été fixées au 31 décembre 2020 pour les
agglomérations de plus de 10 000 équivalent-habitant® (directive 2013/64/UE du 17 décembre
2013). Ainsi plusieurs stations d’épuration sont en cours de construction ou sont déja
opérationnelles dans ces communes (Mamoudzou, Petite Terre, Koungou, Sada, Tsingoni et
Dembéni). Pour le 31 décembre 2027, c’est également les agglomérations de moins de 10 000
équivalent-habitant qui devront étre raccordées. Il apparait dés lors urgent d’étudier des

systémes plus appropriés aux nombreux villages disséminés autour de I’ile.

1 Un équivalent-habitant (EqH) est une unité de mesure permettant de quantifier la charge polluante d’eaux usées
regue par une station de traitement. Elle prend en compte I’occupation des habitants mais aussi la présence
d’établissement scolaire, bureaux, camping, etc. et les pondérent. En France, ’article R2224-6 du Code général
des collectivités territoriales défini 1 EqH par une charge organique biodégradable ayant une demande
biologique en oxygene (DBO) en 5 jours de 60 g d’oxygene par jour. La DBO étant la quantité d’oxygene
nécessaire pour oxyder les matiéres organiques par voie biologique.
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Figure 2 : Evolution de la population de Mayotte de 1958 a 2017 (INSEE, 2017).

A Mayotte, la compétence sur ’assainissement est exercée depuis 1998 par le Syndicat
Intercommunal d’Eau et d’ Assainissement de Mayotte (SIEAM) en lieu et place des communes
de I’ Archipel. La premicre démarche de protection de 1’ile et de son lagon consiste donc a traiter
les eaux usées de maniere efficace, afin de préserver durablement la qualité des écosystemes
dans leur globalité, et particulierement le lagon et ses récifs coralliens. Parallélement a
I’amélioration des stations d’épuration classiques (STEP), le SIEAM ¢étudie depuis plusieurs
années la mise en place de techniques de traitement des eaux usées domestiques alternatives,
considérées comme plus adaptées au contexte mahorais : lagunage?, filtres plantés®,

biodisques®.

2 Le lagunage est un processus d’autoépuration se déroulant spontanément dans les étendues
d’eau. Il consiste en une série de bassins artificiels ou étangs imperméabilisés dans lesquels
les eaux usées sont déversées. Les microorganismes y dégradent la matiére organique et la
transforment en éléments minéraux.

3 Les filtres plantés sont des systémes de traitement des eaux usées utilisant des plantes, du
substrat et des microorganismes au sein d'une zone humide artificielle.

4 Les biodisques sont des supports & microorganismes épurateurs qui sont partiellement
immergés dans [’effluent a traiter et animés d 'un mouvement de rotation pour assurer
mélange et [’alternance de métabolisme anaérobie (immersion) et aérobie (émersion).
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Ainsi, une collaboration entre le SIEAM, le laboratoire Ecolab (CNRS et Université de
Toulouse) (depuis 2006) et le CUFR de Mayotte (depuis 2014) a été mise en place afin
d’analyser les capacités épuratrices de la mangrove sur un site pilote de Mayotte. Le site qui a
été choisi est celui de Malamani situé dans la baie de Chirongui. Il recoit les eaux usées
domestiques du village de Malamani depuis 2008, soit environ 250 EqH (Capdeville, 2018).
Un bassin tampon régule le débit d’émission des effluents vers la mangrove. Les conditions de
stockage y sont anaérobies et le temps de séjour maximal est de 24h. Une cuve fermée sert

ensuite a réduire la vitesse du flux entrant et favorise un écoulement laminaire de 1’eau au sein

, ~\ d’un décanteur-
Mayotte est le département de France le plus digesteur.  Celui-Ci
densément peuplé apres l’ile de France, pourtant le permet de réduire de

traitement des eaux usées est encore tres inadapte,
malgré la proximité de I’un des plus beaux lagons au

monde
= ~ suspension  (MES).

50 % les quantités de

matieres en

Les eaux usées prétraitées sont ensuite stockées dans un bassin tampon avant d’étre déversées
dans la mangrove de maniéere contrélée : elles sont ensuite conduites en mangrove une fois par
24 heures, soit toutes les 2 marées basses afin d’éviter une saturation trop rapide du milieu.
Elles sont rejetées dans différentes parcelles (10 m® par parcelle) au moyen de tuyaux perforés,
par aspersion lente (pendant une heure), afin de favoriser I’infiltration dans le sédiment. La
dynamique des rejets est programmée sur une année en fonction du régime des marées
(systéemes de débitmeétres, pompes, vannes, tableaux de contréle). Sur le site, 4 parcelles de 675
m? chacune ont été délimitées pour 1’expérimentation (Figure 3) : 2 parcelles recevant les eaux
usées dans 2 facies distincts de la mangrove, respectivement dominées par les palétuviers
Ceriops tagal (partie amont de la mangrove) et Rhizophora mucronata (partie centrale), et 2
parcelles témoins équivalentes. Une cinquieme parcelle a été mise en place dans un deuxieme
temps, destinée a recevoir les excédents d’eaux usé€es importants en saison des pluies, du fait
de l'imparfaite étanchéité du réseau de collecte des eaux usées. Chaque parcelle recoit 10 m®
d’eaux usées par 24 heures, I’excédent étant rejeté dans la 5™ parcelle. En septembre 2015, les
parcelles de rejets ont ét¢ modifiées afin de pouvoir étudier la résilience de I’écosystéme

mangrove (Figure 3).
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Figure 3 : Evolution du site de Malamani depuis 2008 : changement des parcelles impactées
(blanc puis rouge) en septembre 2015 afin d’analyser la résilience de certaines zones
anciennement impactées (2008 a 2016). Les parcelles témoins sont représentées en jaune. La
disposition des nouvelles parcelles est perpendiculaire a la pente.

1.2.2 Résultats des études antérieures

Dans un premier temps, un état initial du milieu a été réalisé de 2006 a 2008 sous la forme d’une
étude structurale et fonctionnelle de la mangrove de Malamani prenant en compte les quatre

compartiments indissociables de cet écosystéeme : végétation, sédiment, eau, faune (crabes).

Dans les parcelles impactées par les eaux usees, il a été observé (Bouchez et al., 2013;
Capdeville et al., 2018; Herteman, 2010; Herteman et al., 2011) :

« une augmentation significative de 1’efficacité photosynthétique des palétuviers (mesures
in situ d’échanges gazeux) ;
* une augmentation significative de la concentration en pigments chlorophylliens ;

* une augmentation des surfaces foliaires et de la croissance des rameaux ;
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* une augmentation de la productivité (mesures en continu des chutes de litieres depuis le
début de I’expérimentation) ;
* une fermeture progressive de la canopée.

» une modification des communautés microbiennes

L’ensemble de ces résultats révéle clairement une augmentation de la croissance des
palétuviers. De plus, les parcelles impactées sont ainsi parfaitement visibles en vue aérienne,
marqueées par une coloration verte foncée (due a I’augmentation de la concentration en pigments
chlorophylliens) qui se distingue de la couleur verte plus claire de la végétation témoin. Par
ailleurs, des expérimentations utilisant de 1’azote marqué 15N ont permis de démontrer que les
eaux usées, aprés infiltration dans le sédiment, sont au moins en partie absorbées par la
végétation et que 1’azote est utilisé par les palétuviers. Dans la configuration actuelle du
systeme, on évalue a 50 % le taux de rétention par la végétation de 1’azote excédentaire apportée

par les eaux usées.

D’autre part, des analyses in situ et en laboratoire, ont démontré que le phosphore excédentaire

est fixé dans les horizons moyens des sédiments, et ne circule pas dans la nappe.

1.2.3 Résultats concernant la macrofaune

Les résultats obtenus d’octobre 2014 a avril 2014 ont montré une diminution de la diversité des
crabes présents au niveau des parcelles recevant les eaux usées mais aucun effet de ces
décharges sur la densité en crabe n’a été observé (Capdeville et al., 2018 ; Figure 4). Cela
suggere que certaines espéces ont pu profiter de la chute en effectif de populations d’autres
especes. Les crabes de mangrove sont particulierement importants, du fait de leur réle
d’ingénieur de 1’écosystéme (voir §2.3), ce qui les rend également important vis-a-vis du
processus de bioremédiation. En effet, c’est grace a leurs terriers que les eaux usées vont
pouvoir s’infiltrer dans le sédiment et ils augmentent considérablement la surface d’échange
entre le sédiment et les eaux usées, la rendant davantage disponible aux microorganismes et

aux racines de palétuviers.
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Figure 4 : Résultats obtenus sur la macrofaune par Capdeville et al. (2018) dans la zone
a Ceriops témoin (T) et impactée (). Les especes sont présentées ci-dessous.

Une modification similaire de la répartition des crabes et une diminution de la richesse
spécifique ont été observées dans une mangrove australienne également soumise a un gradient
d'eaux usées traitées (Wear et Tanner, 2007). Des effets indésirables ont également été observés
sur les crabes de mangrove, tels qu'une diminution de la survie dans un mésocosme de
mangrove en Tanzanie exposé aux eaux usées (Penha-Lopes et al., 2009a). Cependant, une plus
grande diversité des crabes Ocypodidae (crabes violonistes) et Sesarmidae (crabes au mode de

vie terrestre et dont certains sont méme arboricoles) a été observée en réponse aux eaux usées
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dans les mangroves périurbaines du Kenya et du Mozambique (Cannicci et al., 2009) et dans

une mangrove urbaine en Thailande (Wickramasinghe et al., 2009).

Les crabes de la mangrove de Malamani appartiennent a deux groupes : les Sesarmidae qui se
nourrissent de feuilles et les Ocypodidae qui sont détritivores. Plus de 10 especes de crabe ont
été décrites. Les Sesarmidae sont : Parasesarma guttatum (Milne-Edwards, 1869),
Neosarmatium smithii (Milne-Edwards, 1853), Neosarmatium meinerti (De Mann, 1887) et
Parasesarma leptosoma (Hilgendorf, 1869). Les Ocypodidae sont : Tubuca urvillei (Milne
Edwards, 1852), Cranuca inversa (Hoffmann, 1874), Austruca annulipes (Milne Edwards,
1837), Paraleptuca chlorophtalamus (Milne Edwards, 1837), Gelasimus vocans (Linnaeus,
1758) et une autre espéce encore non identifiée. Le groupe des Sesarmidae est largement
dominant, représentant en moyenne 60,2 + 4,2 % des individus dans la zone a Ceriops tagal
non impactée (Figure 5). Cette proportion est significativement plus élevée dans la zone de
mangrove impactée avec 89,7 + 5,8 % de Sesarmidae. La diversité a des crabes, basée sur
I'indice de diversité de Shannon, a été significativement réduite par la décharge en eaux usees
(p = 0,0005) (Figure 4).

190 - La zone témoin est dominée par trois
9 especes principales : P. guttatum (35,3 £ 4,5
§ 1001 m Ocypodidae B % des individus), N. smithii (23,1 % 4,4 %)
f—_" 80 0 Sesarmidae et une espéce non identifiee d'Ocypodidae

2 A (21,6 + 2,0 %).

) 60 J T
§ 3 Les décharges en eaux usées ont induit une
.g 404 plus forte dominance de P. guttatum dans la
§ 20 b zone impactée, ses proportions atteignant
i 715 = 7,2 % des individus. Cela s'est
0 . o

T | accompagné d'une diminution de presque

toutes les especes observees dans la zone

Figure 5 : Dominance spécifique des touchée, et d'une disparition complete de G.

Sesarmidae sur les Ocypodidae dans la zone ~ vocans et P. leptosoma dans la zone
a Ceriops témoin (T) et impactée (1). impactée. Ainsi, 3 espéces seront ciblées

dans cette these: un  Sesarmidae
(Neosarmatium meinerti) et un Ocypodidae (Tubuca urvillei) dont la fréquence diminue, et un

autre Sesarmidae (P. guttatum) qui est la seule espéce a tirer profit de ce rejet.
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1.3 Objectifs et outils déployes

L’objectif principal de I’étude est d’évaluer les effets des eaux usées domestiques sur la
physiologie de différentes especes de crabe de mangrove a I’échelle individuelle. L’étude
vise ainsi a acquérir des connaissances fondamentales sur I’écophysiologie de trois espéces
ingénieures permettant d’évaluer quels sont les biomarqueurs les plus pertinents dans le

cadre écotoxicologique de notre étude d’impact.

Trois espéces seront etudiées : une espece de Sesarmidae (Neosarmatium meinerti) et une
d’Ocypodidae (Tubuca urvillei) dont les populations sont négativement impactées par le
rejet (cf ci-dessus) et la seule espece dont les effectifs augmentent au niveau de la zone de

rejet : Parasesarma guttatum (Sesarmidae).

Les biomarqueurs sont des outils importants pour mesurer les effets sublétaux provoqués par
un stress chez les organismes (Forbes et al., 2006; Monserrat et al., 2007). lls sont mesurés
directement au niveau des cellules, tissus ou de 1’organisme entier a partir d’individus exposés
a un stress. lls peuvent représenter des altérations moléculaires, biochimiques, cellulaire et
physiologiques (Hugget et al., 1992) mais également comportementales (Monserrat et al.,
2007). Parmi eux, certains sont dits spécifiques, tels que les métalloprotéines vis-a-vis des
métaux lourd (Wu et al., 2016) tandis que d’autres sont plus globaux tels que le stress oxydatif
et/ou la réponse antioxydante. Ces biomarqueurs non spécifiques permettent de caractériser des
zones polluées dans lesquelles un polluant ou un cocktail de polluants est présent (Monserrat et
al., 2007).

Les biomarqueurs indiquent un disfonctionnement au niveau cellulaire, d’un organe ou de
I’organisme entier. Ils peuvent donc fournir un signal précurseur du déclin de la santé et/ou de
la performance d’un organisme et ainsi avoir des répercussions a plus grande échelle, par

exemple, au niveau de la population (Figure 6).

Dans le cadre de cette étude, I’intérét premier a été€ d’étudier la santé des individus exposés aux
eaux usées ainsi que d’évaluer leurs performances physiologiques. C’est donc a ce niveau
d’intégration de la réponse au stress que se focalise I’étude en prenant aussi en compte le suivi
de la population mais cette fois-ci avec un indice vis-a-vis de la communauté (étude de la

densité des terriers de crabe).
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Il est a noter que peu de biomarqueurs sont actuellement suffisamment bien maitrisés pour
établir les conséquences d’un stress environnemental (Forbes et al., 2006). Ceci est notamment
dd aux multiples interactions avec d’autres facteurs environnementaux (ex : parametres
abiotiques). 1l convient, des lors, de déployer un ensemble large de biomarqueurs permettant

ainsi de couvrir le champ d’effets potentiels (Van der Oost et al., 2003).

Comme les eaux usées domestiques exposent les individus non seulement a de nombreux
polluants, mais aussi a un stress osmotique (baisse de 1’osmolalité du milieu aquatique qui est
ainsi proche de celle de I’eau douce), ’0smorégulation a donc été une fonction physiologique
clée ciblée dans notre étude. En effet, celle-ci est effectuée au niveau des branchies qui sont
¢galement une voie d’entrée majeure pour les polluants. Cela est dii a leur grande surface
d’échange, la présence d’un épithélium fin et leur spécialisation dans les échanges ioniques.
L’histopathologie est également un outil efficace pour étudier la santé d’un organisme a
I’échelle des tissus (Hinton et al., 1992). Les techniques histologiques permettent aussi 1’étude
de I’osmorégulation, notamment en analysant la localisation des principaux transporteurs
membranaires (ex : NKA), et sont complémentaires aux techniques de biochimie (ex : activités

enzymatiques).

Les eaux usees domestiques ayant une composition variable et instable au cours du temps,
I’analyse du stress oxydatif est particulierement appropriée dans ces analyses
écotoxicologiques. En effet, le stress oxydatif n’est pas un marqueur spécifique d’un polluant
et a été utilisé avec succes dans de nombreuses études de terrain visant a caractériser 1’impact
de cocktails complexes de polluants chez des invertébrés (Monserrat et al., 2007). Ainsi,
I”’utilisation de la balance redox a déja été validée dans différentes études afin d’identifier les
effets de différents types d’eaux usées (Gagné et al., 2006; Joakim Larsson et al., 2002;
Mcgovarin et al., 2018; Neri-Cruz et al., 2015; Oakes and Van Der Kraak, 2003; Oropesa et al.,
2016; Sturve et al., 2008). De plus, la fonction d’osmorégulation requiere une forte demande
en énergie et donc en ATP, ce qui nécessite la présence de nombreuses mitochondries au niveau
des sites osmorégulateurs (voir §2.5.3). Or, c’est au niveau de la mitochondrie que sont
produites majoritairement les espéces réactives de 1’oxygéne (voir §2.5.4). Ce couplage
osmorégulation et stress oxydatif permet donc d’établir une analyse plus ¢largie des
conséquences des rejets réguliers d’eaux useées domestiques dans la mangrove sur la physiologie
des crabes présents dans cet écosysteme. Enfin, des biomarqueurs énergétiques ont aussi été

utilisés tels que la respiration branchiale et celle de I’individu entier. Ces données
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physiologiques sont classiquement utilisées en écotoxicologie, notamment pour 1’analyse des

effets induits par des expositions a des ‘cocktails’ de polluants (Sokolova et al., 2012).
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Figure 6 : Modele conceptuel de la

propagation des effets
écotoxicologiques a partir des niveaux
biologiques inférieurs jusqu’a

I’échelle de I’écosysteme et influence
de leurs effets a 1’échelle
correspondante.  Ce  diagramme
permet de cibler les niveaux d’intérét
en fonction de 1’objectif de protection
des especes et de I’environnement.
Population (pop.), individu (ind.).
Modifié d’aprés Baird et al. (2007a).

29



Chapitre 2:

Etat de I’art et méthodologie
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2.1 Les mangroves

Les mangroves correspondent & des foréts en milieu c6tier principalement dans les régions
tropicales et subtropicales situées a des latitudes comprises entre 30°N et 30°S. Ces foréts se
développent dans des zones intertidales entre la mer et la terre, dans des lagunes, estuaires ou
deltas. Leur distribution semble délimitée par les principaux courants et un isotherme de 20°C
pour I’eau en hiver (Alongi, 2009). Cet écosystéme particulier est composé de différentes
especes de palétuviers qui poussent dans des conditions difficiles avec de fortes salinités, des

températures élevées et dans des zones a fort balancement des marées.

D’aprés Giri et al. (2011), la surface totale des mangroves autour du globe est de 137,760 km?
réparties a travers 118 pays et territoires tropicaux (Figure 7). Cela représente 0,7 % de la
surface totale occupée par les foréts tropicales. On retrouve les mangroves principalement en
Asie (42 % de la surface totale), Afrique (20 %), Amérique du Nord et Centrale (15 %), Océanie
(12 %) et Amérique du Sud (11 %). De plus, 75 % de ces mangroves se concentrent dans

seulement 15 pays.
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Figure 7 : Répartition des mangroves au niveau mondial. D’aprés Giri et al. (2011).

Les palétuviers sont les seuls arbres capables de pousser en milieu salé. Ces arbres ou arbustes
tropicaux halo-résistants présentent des caractéristiques particuliéres permettant des stratégies
de survie adaptées aux fortes contraintes environnementales (sol mou, instable et pauvre en
oxygene ; submersion temporaire et répétée par l'eau salée lors des marées). Certains
palétuviers (ex : le palétuvier rouge) ont un systéme racinaire aérien en forme d'échasses
(rhizophores) qui leur permet de respirer et d'étre ancrés dans le sédiment. Les racines

imperméables fortement subérisées, agissent comme un mécanisme d'ultra-filtration pour
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éliminer le sel du milieu. D'autres, comme les palétuviers blancs et gris, possedent des
excroissances au niveau de leurs racines (pneumatophores) qui se dressent a la verticale au-
dessus du sol et des eaux pour assurer la respiration de la plante méme lorsque ses racines sont
submergeées par les marées. Pour éviter les pertes en eau, les palétuviers peuvent controler
I'ouverture de leurs stomates mais aussi l'orientation de leurs feuilles. L'eau de la végeétation
contient également tres peu de sels (90 a 97 % en moins de sel dans la séve que l'eau dans
laquelle les racines se trouvent). Tout le sel qui rentre dans la plante s'accumule dans les pousses
et est concentré dans de vieilles feuilles qui servent alors de stockage dans les vacuoles des
cellules végétales. Les palétuviers blancs (ou gris) peuvent aussi sécréter le sel par
I'intermédiaire de glandes a sel a la base des feuilles et qui sont ainsi couvertes de cristaux
blancs de sel.

Ces mangroves sont menacées et sont donc protégées. En effet, chaque année une perte de 1 a
2 % de la surface globale (perte estimée a 35 % entre 1980 et 2000) occupée par ces foréts est
observée (Duke et al., 2007). Cette perte de surface et de diversité peut étre expliquée par
différents facteurs, pour la plupart liés a des activités anthropiques. En effet, les zones cotieres
ou sont présentes les mangroves, sont soumises a une forte expansion démographique et
touristique (Alongi, 2008; Giri et al., 2011). Les mangroves sont donc détruites pour laisser
place a des habitations, des zones d’aquaculture ou d’agriculture (Polidoro et al., 2010). De
toutes ces menaces, I’aquaculture est considérée comme la plus importante pour les 10-15
prochaines années, avec une demande en produits de la mer en constante expansion.

Le changement climatique risque aussi de fortement impacter les zones de répartition des
mangroves, notamment a cause de 1’augmentation de la température et de la montée des eaux.
Avec la remontée des eaux, les espéces présentes dans les mangroves seraient forcées de rentrer
plus a I’intérieur des terres, or, la structure et la composition des sols limitent fortement cette
avancée, la mangrove étant limitée a des zones réduites (Ellison, 2015; Gilman et al., 2008). De
plus, les zones de mangrove recoivent, via les eaux de ruissellement, une forte charge organique
et de nombreux polluants issus d’activités industrielles ou urbaines (Lesirma, 2016; Lovelock
et al., 2014), ce qui pourrait avoir un impact sur la faune et la flore locale. Au Cameroun, une
étude a démontré la présence de nombreux composés chimiques (Sterols, DDT) et de métaux
lourds dans les sédiments de la mangrove a la suite d’une pollution anthropique (Fusi et al.,
2016a). Ces composés semblent impacter négativement les organismes macrobenthiques avec
une diversité de cette macrofaune du sol qui diminue. Or, les écosystéemes de mangrove offrent

de nombreux services écosystémiques comme 1’absorption de large quantité de nutriments des
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eaux de ruissellement, ce qui protége d’autres écosystémes adjacents (récif corallien, lagune
etc.). Cela a notamment été observé en Floride par MacDonell et al. (2017). Une perte de

diversité et de surface de ces mangroves limiterait donc les services rendus par cet écosystéme.

2.1.1 Les services écosystemiques des mangroves

Les mangroves offrent de nombreux services écosystémiques et sont du fait de leur structure,
considérées comme un puit de carbone. Elles conservent le carbone autochtone et piégent le
carbone allochtone (Donato et al., 2011). Si les mangroves ne couvrent que 0,5 % des cotes
mondiales, elles contribuent, cependant, pour 10 a 15 % du stockage de carbone des cotes
(Alongi, 2014). La plupart de ce carbone est sequestré par la sédimentation de boues riches en
carbone (Chmura et al., 2003) qui dépend de 1’étage intertidal (Alongi et al., 2005) et qui est
fortement dépendante également des échanges avec 1’océan via les cycles de marées (Dittmar
et al., 2006). Mais cette séquestration est aussi fortement liée aux activités de la macrofaune et
plus particuliérement des crabes via la bioturbation et 1’alimentation (cf. §2.3.1). De plus, les
mangroves occupent la fonction de nurserie, les juvéniles de nombreuses espéces aquatiques
trouvant refuge entre les racines des palétuviers (Nagelkerken et al., 2000). La faible profondeur
et la forte turbidité de ce milieu limite donc la présence de prédateurs et favorise donc les stades
juvéniles vulnérables dans d’autres milieux. Enfin, la forte présence de matiére organique
apporte une source alimentaire non négligeable pour les juvéniles (Lee, 2008; Nagelkerken et
al., 2008). La partie aérienne sert d’habitat aux oiseaux et insectes, les racines et le sol pour des
éponges, crabes, poissons etc. (Nagelkerken et al., 2008). Cette forte abondance en espéces (de
poissons notamment) rend un service écosystémique direct aux populations humaines habitant
en bord de mangrove, ces derniéres pouvant chasser et pécher pour obtenir des ressources
alimentaires. Les mangroves possédent aussi un rdle de tampon entre la terre et la mer. En effet,
la présence de vegétation permet de diminuer la puissance du vent lors de tempétes venues de
la mer (atténuation de 20 % par 100 m de mangrove) selon Mazda et al. (1997) ainsi que
d’atténuer la force des vagues et la vitesse de montée des eaux. Il a méme été démontré que la
mangrove protege les cotes contre les tsunamis (Alongi, 2008; Dahdouh-Guebas et al., 2005b;
Danielsen et al., 2005). D’autre part, la mangrove protege également les écosystemes adjacents
(herbiers, récifs coralliens) contre I’apport de matiére organique (Lee et al., 2014) et de
I’envasement grace au maintien de matiere au sol (Lee, 2008). Outre ’apport de matiére
organigue venant des bassins versants, sa principale source dans la mangrove provient de la

litiere des paletuviers et de leurs racines. En effet, la contribution des détritus des épiphytes,
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macroalgues et microphytobenthos est généralement faible suite a une production primaire

restreinte par limitation de la lumiére de la canopée (Alongi, 1994)

La fonction protectrice de la mangrove rend donc un véritable service écosystémique de
maniere indirecte, en protégeant, les zones habitées proches des mangroves d’événements
météorologique violents. Cela permet d’éviter le fort colt associ¢ a la réhabilitation post
événement dramatique. Dans de nombreux pays la question se pose sur la valeur réelle de la
protection offerte par la mangrove (Barbier, 2016). En effet, il pourrait étre préférable d’un
point de vue économique de maintenir la mangrove en bon état, voire de la replanter. Le colt
des opérations de maintien et de restauration serait en effet plus faible que les dégats engendrés

par des tempétes en zone ou la mangrove a disparu.

2.1.2 Les mangroves et I’environnement de Mayotte

Mayotte est constituée de deux Tles volcaniques principales : Grande Terre et Petite Terre ainsi
qu’une trentaine de petits ilots d’origine volcanique ou corallienne, entourées par 1’un des plus
grands lagons du monde (1500 km?) et protégées par une barriére de corail de 157 km de
circonférence. En plus de sa taille, sa diversité biologique est également remarquable, abritant
de nombreuses espéces de coraux, poissons, mollusques, mammiféres marins (dont le célebre
dugong, Ordre des Sirenia) et constitue également une zone de nourricerie pour les tortues
marines (Chabanet, 2002; Kiszka et al., 2007; Letourneur, 1996; Pusineri and Quillard, 2008;
Taquet et al., 2006). L’écosystéme corallien du lagon de Mayotte étant trés sensible aux eaux
usées (Pastorok and Bilyard, 1985; Wear and Thurber, 2015), il apparait d’autant plus important

de trouver une solution alternative au rejet des eaux usées dans le lagon.

Les mangroves de Mayotte couvrent 1,9 % de la surface de I’ile (Figure 8), soit 703 ha (Jeanson
et al., 2014). Elles sont constituées par 7 especes de palétuviers (Thongo, 2016), qui colonisent
des zones selon les caractéristiques du sol. Ainsi, du front de mer a 1’arriére mangrove, on les
retrouve selon une succession, qui peut varier entre les mangroves a sol vaseux (fond de baie)
et celles a fond rocheux (littoral). Ainsi, la mangrove de fond de baie de Malamani, a sol vaseux
est principalement constituée par une succession de 4 espéeces de palétuviers (Herteman, 2010)
représentée dans la Figure 9 : Avicennia marina, Ceriops tagal, Rhizophora mucronata et

Sonneratia alba.
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Figure 8 : Carte de Mayotte avec la localisation des mangroves recensées en 2011. D’apres
Jeanson et al. (2014).
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~ Rhizophora mucronata Marée haute
(fort coefficient)

Sonneratia alba

Marée basse
(fort coefficient)

Figure 9 : Schéma et photographies représentant la succession des 4 principales especes de palétuviers de la mangrove de Malamani, d’amont
vers I’aval : Avicennia marina, Ceriops tagal, Rhizophora mucronata et Sonneratia alba.
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Comme toutes les mangroves, elle abrite une faune specifique riche et diversifiée (Nagelkerken
et al., 2008). Au-dessus de 1’eau, les palétuviers abritent de nombreuses espéces d’oiseaux,
d’insectes, de mammiferes, de reptiles et de champignons. Sous I’eau, les racines sont le support
de nombreux épibiontes (tuniciers, éponges, algues, bivalves) et ses anfractuosités permettent
le refuge d’espéces mobiles : crustacés (crevettes, crabes) et poissons. Le sédiment quant a lui
abrite une meiofaune également riche : copépodes, nématodes, turbellariés, etc., mais peu
d’études fournissent des données sur les communautés de la méiofaune a 1’échelle de 1’espéce,
a I’exception des copépodes (Nagelkerken et al., 2008). Mais le sédiment abrite également
plusieurs espéces de crabe qui y creusent d’importants terriers, agissant ainsi en ingénieurs de

I’écosystéme mangrove (voir ci-dessous).

2.2 Les crabes de mangrove : diversité et phylogénie

Les Eubrachyura (les ‘vrais crabes’) constituent I’infra-ordre des crustacés décapodes. En 2014,
ils comprenaient 38 superfamilles, 104 familles, 1401 genres et 7188 espéces (Schram and
Castro, 2015) et de nombreuses especes sont encore régulierement découvertes. La figure 10
représente le positionnement phylogénétique a partir de Lifemap (de Vienne, 2016) de ces

différentes superfamilles au sein des Eubrachyura.
Position phylogénétique des Eubrachyura :

» Animalia
» Arthropoda
» Crustacea
» Multicrustacea
» Malacostraca
» Eumalacostraca
» Eucarida

» Decapoda
» Pleocyemata
» Brachyura

» Eubrachyura
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Figure 10: Arbre phylogénétique des Eubrachyura d’apres Lifemap (de Vienne, 2016)

Ils sont caractéris€s par une large carapace protégeant 1’entiéreté du céphalothorax et un pléon
réduit replié sous le thorax. A Mayotte, ce sont 42 especes de crabe qui ont été répertoriées a
ce jour dont 22 espéces dans les mangroves (Bouchard et al., 2013). Parmi celles-ci, au moins
14 especes ont été observées dans la mangrove de Malamani (Bouchard, 2009; Bouchard et al.,
2013; Mercky Yann, 2015; pers. obs.) et qui appartiennent principalement a la famille des
Sesarmidae (super-famille des Grapsoidea) et des Ocypodidae (super-famille des
Ocypodoidae) (Tableau 1).
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Tableau 1 : Especes de crabe observees dans la mangrove de Malamani

Grapsoidea Portunoidea
Gecarcinidae Portunidae

Cardisoma carnifex (Herbst, 1796) Scylla serrata (Forsskal, 1775)
Sesarmidae Ocypodoidae

Parasesarma guttatum (A. Milne Edwards,
1869)

Ocypodidae

Tubuca urvillei (H. Milne Edwards, 1852)

Parasesarma leptosoma (Hilgendorf, 1869)
Paraleptuca chlorophtalmus (H. Milne

Neosarmatium meinerti (De Man, 1887) Edwards, 1852)

Neosarmatium smithii (H. Milne Edwards,
1853)

Austruca annulipes (H. Milne Edwards, 1837)

Cranuca inversa (Hoffman 1874)

Sesarmops impressus (H. Milne Edwards,
1837) Gelasimus vocans (Linnaeus, 1758)

Varunidae Macrophthalmidae

Macrophthalmus ~ (Mareotis)  depressus
(Ruppel, 1830)

Pseudohelice subquadrata (Dana, 1851)

2.2.1 Les Ocypodidae

La famille des Ocypodidae (Figure 11) est largement répandue dans le monde entier au niveau
des zones tropicales (Crane, 1975). Elle a été récemment organisée en 3 sous-familles :
Gelasiminae, Ocypodinae et Ucidinae (Shih et al., 2016) avec un total de 13 genres comprenant
131 espéces dont 102 dénommeées ‘crabes violonistes’ (Rosenberg, 2014). Cette derniére
appellation concerne donc un groupe paraphylétique. lls habitent la zone intertidale sur des

sédiments meubles, particulierement a proximité des mangroves et prés-salés et peuvent
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atteindre de trés fortes densités (Skov et al., 2002; Skov and Hartnoll, 2001). De plus, ils sont

considérés comme espéces ingénieurs de 1’écosysteme (Kristensen, 2008).

\ Figure 11 : Arbre
phylogénétique des
Tubuca (21 spp) .
. Ocypodidae. Les cases
e (T grises ne sont pas des
: crabes violonistes.
] Gelasimus (8 spp.)
—{__ Cranuca__Jui%)
>Gela5|m|nae
Paraleptuca (4 spp) 84 530
Austruca (11 5pp)
| Petruca ] (150 J
—_— =~
Ocypode (25 5pp.)
. {
7w (O G L
{35 5pp.)
Uca (9 spp)

Ueides e - Ucidinaees»)

2.2.2 Les Sesarmidae

Cette famille appartient au groupe des Grapsoidea et comprend plus de 250 espéces. Bien que
largement étudiée aussi bien par I’approche morphologique que moléculaire (Schubart et al.,
2006), la taxonomie de cette famille est encore largement remise en question. Par exemple, le
genre Perisesarma - Parasesarma vient d’étre réorganisé : la plupart des especes du genre
Perisesarma est combiné au genre Parasesarma et les « vrais » Perisesarma sont a présent
dénommés Guinearma (Shahdadi and Schubart, 2018). Il apparait des lors difficile de présenter
un arbre phylogénique clair mais la Figure 12 propose un arbre phylogénique simplifié pour les

especes retrouveées dans la mangrove de Malamani.

Il est a noter que Neosarmatium meinerti a été récemment divisé en 4 espéces distinctes dans
I’Océan Indien : N. africanum, N. meinerti, N. asiaticum et N. australiense (Ragionieri et al.,
2012, 2010). Cependant, il n’est pas possible de distinguer morphologiquement les spécimens

présents a Mayotte. lls peuvent étre attribués a N. meinerti ou a N. africanum. Dés lors, les
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individus collectés sont supposés appartenir a N. meinerti en attendant confirmation via une

analyse génomique (Bouchard et al., 2013)°. La bibliographie concernant N. meinerti pouvant

étre attribuée a N. asiaticum et N. australiense sera analysée avec précaution.

Parasesarma
guttatum

Parasesarma
leptosoma

Neosarmatium
meinerti

Neosarmatium
smithii

Sesarmops
impressus

Pseudohelice
subquadrata

Cardisoma
carnifex

S

Figure 12 :  Arbre
phylogénétique  simplifié
des Grapsoidea présents
dans la mangrove de

Sesarmidae Malamani.

Varunidae

Gecarcinidae

2.3 Les crabes et leur role d’espece ingénieur de la mangrove

Une espéce est dite « ingénieure d’un écosystéme » Si elle modifie directement ou indirectement

la disponibilité des ressources (qualité, quantité, distribution,...) des autres espéces (Jones et

al., 1997, 1994). Deux catégories d’especes ingénieures ont été proposées :

e Autogenes : modifient leur environnement par leur propre structure (ex : corail)

e Allogénes : modifient leur environnement en transformant de la matiére (vivante ou

non) d’un état physique a un autre, que ce soit par voie mécanique OU tout autre moyen

(ex : macrofaune creusant des terriers).

Pour la deuxieme catégorie, il faut noter que 1’espece en question ne doit pas faire partie du flux

d’énergie et de matiére (qui relévent du réseau trophique), mais impacte ces flux. Par exemple,

les sardines sont a la base du régime alimentaire de nombreux prédateurs et leur stock a donc

un réle majeur dans les ecosystemes hauturiers, mais elles ne sont pas ingénieures car ce role

® Suite a la soutenance de thése, les résultats de 1’analyse génomique des spécimens de Neosarmatium meinerti
retrouvés a Mayotte ont infirmé cette hypothese, ceux-ci devant étre attribués a Neosarmatium africanum (Lapo
Ragioneri, com. pers., décembre 2018). Pour plus de clarté dans le manuscrit, le terme de N. meinerti sera

toutefois maintenu dans cette publication.
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fait partie intégrante du flux d’énergie au sein du réseau trophique. Une espece ingénieure n’est
pas synonyme d’espéce clé de votite, cette dernicre étant définie par son contrdle sur la structure
des communautés, son absence induisant des changements massifs dans la diversité et le
fonctionnement de 1’écosysteme (Paine, 1969). Cependant, ce contrdle implique souvent

I’action d’especes ingénieures (Smith 111 et al., 1991).

Les Sesarmidae et Ocypodidae sont des ingénieurs de 1’écosystéme mangrove via leur
alimentation et leurs activités bioturbatrices qui modifient la structure physique, les cycles
biogéochimiques du sediment, ainsi que la composition florale et microbienne, changeant ainsi
la disponibilité des ressources pour les autres organismes (Andreetta et al., 2014; Cannicci et
al., 2008; Kristensen, 2008; Lee, 1998). Ce sont donc des ingénieurs allogénes.

2.3.1 Alimentation

Le régime alimentaire des crabes va induire des modifications majeures de 1’écosysteéme
mangrove via la consommation des feuilles (Figure 13) et des propagules d’une part
(Sesarmidae) et la consommation du microbenthos d’autre part (Ocypodidae), et ce, en lien

avec la bioturbation.

2.3.1.1 Consommation des feuilles

Les Sesarmidae sont les principaux consommateurs de la litiere en mangrove (Dahdouh-Guebas
et al., 1999; Lee, 2008), mais leur influence est trés variable selon I’espéce et la localisation
géographique et/ou au sein méme de la mangrove (Cannicci et al., 2008). En moyenne, ¢’est 70
a 100 % de la litiere qui est ainsi consommée (Lee, 2008, 1998; Micheli et al., 1991), dont une
grande partie est consommée dans les terriers (Figure 13E), produisant des pelotes fécales

enrichies en carbone, augmentant ainsi la séquestration du carbone (voir Bioturbation).

En effet, une méme espece peut avoir différentes préférences alimentaires et sa position dans
tel ou tel facies modifie son influence. Dahdouh-Guebas et al (1997) ont montré que le contenu
stomacal de Neosarmatium meinerti contient plus de 90 % de fragments de feuilles de
palétuvier, sans préférence d’espéce, le reste étant composé de petits crustacés et insectes. De
maniére générale, les feuilles représentent au moins 85 % des contenus stomacaux des
Sesarmidae (Dahdouh-Guebas et al., 1999) qu’ils vont ainsi retirer de la surface du sol (voir
82.3.2). Parasesarma guttatum, par contre, consomme généralement les feuilles 1a ou elles sont
tombées (Gillikin and Schubart, 2004) et ne les déplacent qu’occasionnellement jusqu’a son

abri (cette espéce ne creuse pas de terrier).
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Figure 13 : Photographies illustrant la récolte et I’enfouissement d’une feuille de palétuvier
par Neosarmatium meinerti dans son terrier (A-E).

Ainsi, Neosarmatium meinerti n’a pas de préférence alimentaire entre les différentes espéces
de palétuvier (Dahdouh-Guebas et al., 1997).

De nombreux auteurs ont pointé un paradoxe dans le régime alimentaire de ces crabes. En effet,
les feuilles de palétuvier ne pourraient pas combler les besoins nutritionnels a elles seules du
fait de leur faible palatabilité, de leur richesse en tannin, et surtout de leur manque en
nutriments, avec un ratio C:N qui excéde largement 17 (Skov and Hartnoll, 2002) et qui est
plutdt proche des 100 (Cannicci et al., 2008; Kristensen et al., 1995).
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Giddins et al. (1986) ont proposé que les crabes collent les feuilles au sédiment dans leurs
terriers pour permettre la solubilisation des tannins et augmenter leur comestibilité : c’est
I’hypothése du « leaf-ageing ». De plus, I’activité microbienne diminue le ratio C:N pendant la
décomposition (Cundell et al., 1979). De nombreux éléments ont indirectement étaye cette
hypothése : la préférence des crabes pour les feuilles sénescentes, avec moins de tannins ou
encore, une meilleure croissance avec ces derniéres et, bien sdr, la présence de feuilles dans les
terriers (Camilleri, 1989; Micheli, 1993; Robertson, 1986). Cependant, Skov et Hartnoll (2002)
ont montré que le ratio C:N des feuilles retrouvées dans les terriers de N. meinerti et P. guttatum
n’est pas différent de celui des feuilles sénescentes. Ils posérent alors I’hypothése que ces crabes
completent leurs besoins en azote a partir d’autres sources que les feuilles. Cependant, les
derniéres études contredisent cette hypothése. Bui et Lee (2014) ont montré via une analyse
isotopique, qu’ils assimilent bien cette nourriture de mauvaise qualité, soulignant une capacité
physiologique inédite qui mériterait davantage d’investigations. De méme, Harada et Lee
(2016) ont montré que Neosarmatium trispinosum consomme directement les feuilles dans son
terrier et que le carbone des palétuviers est dominant dans son alimentation. Cependant, il doit
s’agir d’une alimentation carencée en azote, le sédiment retrouve dans le tractus digestif ne
pouvant pas suffire a ses besoins. Thongtham et Kristensen (2005) avaient déja montré que le
carbone issu des feuilles est suffisant pour supporter la croissance des crabes, mais que 1’azote
doit étre obtenu a partir d’autres sources, probablement par 1’ingestion occasionnelle de tissus
animaux riches en azote, I’apport par les bactéries et les macroalgues n’étant pas suffisant. Cet
azote pourrait étre stocké sous forme d’urate intracellulaire comme c’est le cas chez certains

Gecarcinidae (Linton and Greenaway, 1997; Linton et al., 2017).

De plus, certaines especes de crabe sont arboricoles et peuvent directement consommer les
feuilles fraiches dans la canopée (Fratini et al., 2005; Matillano et al., 2018). C’est le cas de
Parasasarma leptosoma (Cannicci et al., 1996a, 1996b; Vannini and Ruwa, 1994), dont la
densité peut atteindre jusqu’a 300 crabes par palétuvier rouge (Rhizophora mucronata). Ces

crabes peuvent alors consommer de 50 a 60 % des feuilles de la canopée.

2.3.1.2 Consommation des propagules
Les Sesarmidae consomment egalement des propagules (Figure 14) avec, comme pour les
feuilles, des préférences variables selon 1’espece et la localisation (Smith Ill, 1987). Par
exemple, Clarke et Kerrigan (2002) ont mesuré des taux allant de 22 a 100 % selon I’espéce de
palétuvier consommée. Ces choix peuvent étre partiellement lies a des différences

nutritionnelles et a la concentration en tannins, et vont étre un facteur important du succes de
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germination des propagules (Alongi, 2009; Cannicci et al., 2008; VVan Nedervelde et al., 2015).
Les propagules posées horizontalement sur le sédiment sont consommées plus rapidement que
celles enchéssées dans le sédiment pendant les premiéres heures, mais aprés 24 h, 85 % de
I’ensemble des propagules sont généralement consommées par Neosarmatium meinerti
(Dahdouh-Guebas et al., 1997). Cependant, ce crabe présente une nette préférence pour les

propagules immatures et seules les plus matures persistent apres plusieurs jours.

Figure 14 : Neosarmatium meinerti
entrainant une propagule de Ceriops
tagal dans son terrier.

En conséquence, les crabes de mangrove ont un réle primordial dans la régénération et la
distribution des espéces de palétuvier (Cannicci et al., 2008; Lindquist and Carroll, 2004) et est
encore plus déterminant dans les zones défrichées (Dahdouh-Guebas et al., 1998). Il est
également intéressant de noter que s’ils constituent un facteur important du succés de
régénération des palétuviers, la replantation de propagules de mangrove dans les zones
dégradées permet également de restaurer les communautés de la macrofaune (Gorman and

Turra, 2016), soulignant une résilience importante de cet écosysteme.

2.3.1.3 Consommation des microorganismes du sédiment
Les Ocypodidae se nourrissent principalement du biofilm (Figure 15) périphytique®
(Hootsmans et al., 1993) et de celui présent a la surface du sédiment (Bouillon et al., 2004;
Crane, 1975). lls saisissent le sédiment en utilisant leur petite pince et en la placant dans la
cavité buccale au niveau de laquelle les particules sont triées et ingérees (microalgues,
nématodes, bactéries,....). Le reste est roulé en boules irrégulieres qui sont déposées sur la
surface du sédiment a intervalle régulier (Bouillon et al., 2002; Crane, 1975). La sélection de la

nourriture se fait par sédimentation des particules lourdes et inorganiques au fond de la cavité

6 Qui vit sur un support végétal
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buccale alors que la mati¢re organique flotte dans 1’eau provenant de la cavité branchiale et est
ingérée. Celle-ci dépend de I’espece considérée et des conditions environnementales (Meziane
et al., 2002).

Ce biofilm est responsable
d’une faible proportion de la
production primaire (<14 %)
dans la plupart des mangroves
due a la limitation de la
lumiere par la canopée
(Alongi, 2009), mais
contribue & wune fraction

importante d’apport d’azote

organique dans la chaine
Figure 15 : Crabes violonistes (T. urvillei) se nourrissantala alimentaire (C:N ~ 7-10 contre

surface du sédiment. 100 pour la litiére).

La consommation de ces microorganismes se fait sur quelques millimétres, mais le remodelage
du sédiment affecte jusqu’a 2 cm de profondeur les éléments sensibles a 1’oxydoréduction tels
que le fer et le souffre (Kristensen and Alongi, 2006). Ainsi, ces 2 premiers centimetres de
sédiment contiennent beaucoup de formes oxydées (35 & 230 % plus de Fe3* par exemple) grace
a ce turnover continu des crabes violonistes. Ce procédé pourrait méme étre partiellement da a
I’enfoncement des pattes pendant leur déplacement, et se produirait donc également pendant
les autres activités (maintenance du terrier, reproduction,...). Les crabes violonistes vont ainsi
structurer la distribution des microorganismes et leurs activités dans le sédiment (Kristensen,
2008).

2.3.2 Bioturbation

La bioturbation dans les environnements aquatiques comprend par définition tous les transports
de particules, de sédiment et/ou d’eau par des organismes qui, ainsi, modifient directement ou
indirectement la nature du sédiment (Kristensen et al., 2012). Elle inclut donc la maintenance
des terriers et leur ventilation éventuelle et va jouer un réle fondamental dans le fonctionnement
de I’écosystéme. De hombreuses espéces de crabe des mangroves creusent des terriers dans le

sédiment (Kristensen, 2008). Ridd (1996) estime ainsi que dans chaque km? de mangrove, un
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volume de 1000 & 10000 m® d’eau environ circule dans les terriers & chaque cycle de marée,
so0it 0,3 & 3 % du volume d’eau circulant dans la mangrove. Ces valeurs dépendent de nombreux
facteurs tels que le volume total des terriers, le nombre et la taille des ouvertures et I’amplitude
de marée. Cependant, ces chiffres présentent I’avantage de montrer I’importance de ces
structures dans la circulation de 1’eau, permettant d’évacuer le sel excrété au niveau des racines
de maniére plus efficace que par diffusion a travers le sédiment (Alongi, 2009). Cette
bioturbation va augmenter la couche sédiment-air jusqu’a 400 % et ainsi augmenter
I’oxygénation du sédiment, avec pour conséquence, de modifier les procédés microbiens et
géochimiques (Kristensen and Kostka, 2013). La bioturbation des crabes induit, de plus, un
effet sur la biogéochimie du sédiment en modifiant sa topographie et la distribution des tailles
de particules, les conditions redox et la matiere organique (Mouton and Felder, 1996).

Sesarmidae @ '-{ Structure phySIq ue
‘*:_ Creusement de terriers

ol Construction de monticules

\ Ocypodidae _/

Circulation de
Pair et de l'eau
+ déplacement
Dégradation de la de sédiment
matiére organique

(broyage, féces)

Substance H ( Tl’ans'port
L physique

Modification
des paramétres
Environnementaux

(05 pH, ...)

REACTIONS
BIOGEOCHIMIQUES

Figure 16 : Représentation schématique des mecanismes par lesquels les crabes de
mangrove influencent les réactions biogéochimiques. Modifi¢ d’apres Kristensen (2008),
Gutiérrez et Jones (2006) et Herteman (2010).
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La plupart des crabes de mangrove creusent des terriers, avec des formes et des profondeurs qui
dépendent de 1’espece, du facies de végétation et du sédiment. La présence de plusieurs especes
bioturbatrices va ainsi augmenter 1’hétérogénéité du sediment en relation avec la complexité
des structures de leurs terriers (Figure 17). Ces structures servent de refuge contre la prédation

et des conditions environnementales défavorables ainsi qu’au stockage de nourriture (Giddins

et al., 1986; Kristensen, 2008).

Figure 17 : Exemple de la
distribution de 1’oxygeéne
dans le sédiment avec ou
sans la présence d’espéces
bioturbatrices, d’apres
Pischedda et al. (2008). A :
contrdle sans organismes
(résolution: 570 x 570 um),
B: Cyclope neritea (ne
construit pas de structure,
résolution: 610 x 610 um),
C et D : Neireis diversicolor
(résolution: 500 x 500 pum et
790 x 790 pm), E : Neireis
virens (résolution: 770 x 770

pm).

% de saturation de I’air

Les Sesarmidae peuvent creuser des terriers (Figure 18A2, B2) jusqu’a 2 m de profondeur, ety
emmener de la matiére organique dont ils se nourrissent (feuilles, propagules,...) (Dahdouh-
Guebas et al., 1997; Emmerson and McGwynne, 1992; Sousa and Dangremond, 2011). lIs sont
ainsi responsables de la consommation ou de 1’enfouissement d’une large partie de la litiere.
Cette contribution est tres variable et ne peut étre généralisée (Cannicci et al., 2008). Par
exemple, N. africanum consomme de 43 a 100 % de la litiere d’Avicennia marina (Emmerson
and McGwynne, 1992; Olafsson et al., 2002). Ainsi, Robertson et Daniel (1989) ont montré
que seulement 24 a 25 % de la litiére est exportée vers 1’océan grace aux Sesarmidae. Cette
matiére organique, dont la fraction de carbone assimilée (environ 30 a 50 %) est variable mais
étonnamment faible (Bui and Lee, 2014; Giddins et al., 1986; Harada and Lee, 2016), échappe
alors a la marée (Lee, 2008) et ameliore la rétention du carbone dans le sédiment (Gutiérrez et

al., 2006; Kristensen et al., 2008). Les Sesarmidae agissent ainsi en broyeurs, et leurs
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excréments sont enrichis en azote et appauvris en tannins, et contiennent jusqu’a 70 fois plus
de bactéries que les feuilles sénescentes (Werry and Lee, 2005), ce qui en fait une meilleure
source de nourriture pour les décomposeurs secondaires tels que les amphipodes (Lee, 1997).
Les Sesarmidae améliorent ainsi le stockage du carbone dans le sol et devraient étre considérés
comme une composante importante dans la stratégie contre le réchauffement climatique
(Andreetta et al., 2014).

Figure 18 : Schéma (A)
et photos de moulages
(B) de terriers de crabe
violonistes (1) et de
Sesarmidae (2). A
modifié de Kristensen
(2008), B de Bartolini et
al. (2011) et C de
Herteman (2010).

Al

Tout comme les Sesarmidae, les Ocypodidae creusent des terriers pour se protéger (Figure 18).
Leur morphologie est cependant plus simple et n’augmente la surface air-sédiment que
d’environ 1 % (contre 150-380 % pour les Sesarmidae). En revanche, leur abondance est telle
(10 & 500 par m? contre 0,2 & 10 par m? pour les Sesarmidae) que leurs activités bioturbatrices

sont comparables et considérables (Kristensen, 2008; Skov et al., 2002).

Ni les Sesarmidae, ni les Ocypodidae ne ventilent leurs terriers. Seuls leurs mouvements de va-
et-vient provoquent un léger flux d’air. Ce transport est méme limité pour les Ocypodidae qui
ferment leurs terriers pendant I’immersion afin de garder de 1’air pour respirer et éviter

I’effondrement du terrier (De la Iglesia et al., 1994).
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2.4 Eléments d’écologie des crabes de mangrove

2.4.1 Distribution

La standardisation des données est difficile, ce qui est entre autre dd a la multitude de protocoles
utilises (Skov et al., 2002). Les études montrent une variabilité importante a petite echelle,
soulignant I’hétérogénéité complexe de 1’écosystéme mangrove (Hartnoll et al., 2002). A
grande échelle, Hartnoll et al. (2002) ont montré qu’il n’y a pas de variation en nombre
d’individus sur un gradient longitudinal, mais que la biomasse totale des crabes augmente du
nord au sud sur la cote est de I’Afrique, du Kenya a I’ Afrique du sud. Ainsi, la biomasse est
plus importante au niveau de I’équateur et diminue vers le pdle sud, en opposition avec la loi
de Bergmann’ qui concerne les organismes endothermes. Au sein de ce méme gradient, les
auteurs observérent également un changement au niveau de la communauté des crabes : les
Ocypodidae sont dominants au niveau des tropiques, mais cette dominance diminue vers les
poles jusqu’a s’inverser en Afrique du sud. Ces différences de communautés impliquent des
fonctionnements différents de [’écosysteme, les deux familles ayant un role ingénieur

Iégérement différent (Figure 19).

A T’échelle d’une mangrove, les crabes de mangrove se distribuent en fonction des differents
étages de végétation (Berry, 1963; Frusher et al., 1994; Hartnoll, 1975; Hartnoll et al., 2002;
Macnae and Lalk, 1962; Sasekumar, 1974). Ainsi, les Grapsidae occupent davantage le haut de
mangrove (faciés Avicennia et Ceriops) et les Ocypodidae la partie médiane (facies Ceriops et
Rhizophora) (Hartnoll et al., 2002). De nombreux facteurs environnementaux ont été étudiés
pour justifier cette distribution : la disponibilité de la nourriture, les caractéristiques du
sédiment, la disponibilité¢ de I’eau interstitielle, la densité de la canopée, la hauteur de marée,
les monticules de sédiments, la pénétrabilité du sol, ainsi que la température de la surface du
sol (Nobbs and Blamires, 2016, 2015; Salgado-Kent and McGuinness, 2010). La granulométrie
du sédiment est généralement considérée comme le facteur clé de la distribution des différentes
especes. Cependant, ce facteur a lui seul n’est pas suffisant pour expliquer la distribution. Par
exemple, N. meinerti est uniqguement present sous la canopeée, malgré sa préférence pour un

substrat dur et sec (Micheli et al., 1991) alors que la préférence des Ocypodidae pour les zones

" La régle de Bergmann est un concept en zoologie, qui prédit que les animaux endothermes auront tendance a
avoir une masse corporelle plus importante dans les climats froids que ceux provenant d’une région chaude
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ensoleillées et bien drainées (séche a marée basse) est bien connue (Hartnoll, 1975; Koch et al.,
2005; Litulo, 2005; Takeda et al., 1996). A Malamani, cette zonation sur un gradient est bien

observable (Figure 20), tout comme la préférence des Ocypodidae pour les zones ensoleillées.

Sesarmidae Ocypodidae
Recyclent la MO et régulent la Régulent les populations de
régénération des palétyviers microorganismes du biofilm

11 ¢ 3
1ill

N || |

a A

ALIMENTATION
?.v S
BIOTURBATION (4 )

Bioturbent également les
premiers millimétres du
sédiment via I'alimentation

Deux structures de terriers
différentes entre les deux
groupes

N.B. Certains Sesarmidae tel
que P. guttatum ne creusent
pas de terriers

Figure 19 : Synthése des différents roles ingénieurs des Sesarmidae et Ocypodidae. MO
(matiere organique).
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Avicennia marina

Ceriops tagal

: ‘ o Rhizophora mucronata

. W Marée haute
< W Sonneratia alba
' o’ = Rl -~

S A T-11, -]« { M— Marée basse
N. smithii
P. guttatum Sesarmidae
P. leptosoma
T. urvillei
C. inversa
e e— ocypodidae
P. chlorophtalmus : (Préférence pour zones ensoleillées)
A. annuhees

S. serrata

Figure 20 : Distribution des différentes espéces de crabe dans la mangrove de Malamani. D’apres Hartnoll (1975) et les
données de Bouchard et al. (2013), Herteman (2010) et des observations personnelles.
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2.4.2 Prédateurs

Les prédateurs des crabes de mangrove sont principalement les poissons a marée haute (Wilson,
1989) et les oiseaux a maree basse (Boshe, 1982). Ainsi, Sheaves et Molony (2000) ont
confirmé que plusieurs especes telles que le mérou Malabar Epinephelus malabaricus se
nourrissent intensément de Sesarmidae adultes. Les larves et les juvéniles sont soumis a
davantage de prédation, par les poissons également mais aussi les crabes adultes. 1l existe ainsi
une forte prédation intraspécifique (cannibalisme) et interspécifique (Kneib et al., 1999;
Morgan, 1992; Ventura et al., 2008).

2.4.3 Comportement

Les crabes bioturbateurs vont partager leur temps entre 1’alimentation, la reproduction et
I’entretien du terrier (Nordhaus et al., 2009). Lorsqu’ils sont menacés, ils se réfugient
rapidement au sein de leur terrier (Berti et al., 2008; Cannicci et al., 1999; Crane, 1975; Warren,
1990) et en ressortent aprés une durée variable selon 1’espéce et les conditions
environnementales (humidité,...). Quant a P. guttatum qui ne creuse pas de terrier, il fuit a vive
allure dans 83 % des cas lorsqu’il est menacé et ré-émerge des crevasses dans lesquelles il se

réfugie aprés environ deux minutes (Gillikin and Schubart, 2004; Hartnoll, 1975).

Les Ocypodidae bouchent I’entrée de leur terrier avant I’'immersion par la marée montante
(Crane, 1975; De la Iglesia et al., 1994; Fusi et al., 2015; Knopf, 1966), comme c’est le cas pour
T. urvillei (Figure 21). Plusieurs raisons ont été avancées : la principale est qu’ils éviteraient
I’immersion afin de garder de I’air pour respirer et éviter I’effondrement du terrier (De la Iglesia
et al., 1994). En effet, ils rebouchent leur terrier systématiqguement a marée haute en piégeant
un bulle d’air dans leur terrier. Lors d’une expérience en mésocosme dans laquelle le cycle des
marées a été modifié (12h :12h), Austruca annulipes et Cranuca inversa se sont rapidement
adaptes et ont bouché leur terrier en rythme avec le cycle des marées (De la Iglesia et al., 1994).
Certaines espéces de crabe violoniste telles que Heloecius cordiformis bouchent également
leurs terriers la nuit pour se protéger des prédateurs (Warren, 1990; Warren and Underwood,
1986). Ce comportement a également un réle majeur au moment de la reproduction. Si des
observations de copulations en surface existent pour quelques especes, il semble qu’en régle
générale la femelle choisisse le male et s’installe dans son terrier, avant que ce dernier le

rebouche et féconde la femelle sous le sol (Christy and Salmon, 1984) ;
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Figure 21 : Photographie d’un terrier de T. urvillei ouvert (A) et fermé (B)

Une autre particularité des Ocypodidae est 1’utilisation de sa pince qui est surdimensionnée. En
effet, il est aisé d’observer la forte dissymétrie entre ses deux pinces, I’'une d’elle étant
démesurée par rapport a I’autre. Cette pince est un organe sexuel qui a un role lors de la parade
nuptiale pour séduire la femelle, qu’il agite frénétiquement pour former des cercles (Allen and
Levinton, 2014; Christy and Salmon,
1984; Yamaguchi, 2001) mais
¢également dans d’importants
combats (Figure 22) qui ont lieu pour
la défense de leur territoire (Hyatt
and Salmon, 1978; Wada, 1993).
Cette agressivité est telle que le

transport de ces crabes doit se faire

dans des boites individuelles pour

Figure 22 : Combat entre deux crabes violonistes (T.  éviter tout risque de lésion, voire de

urvillei). L
) mortalité.

2.4.4 Reproduction et développement

Les crabes de mangrove ont tous un cycle assez semblable et sont toujours inféodés au milieu
marin par leur développement larvaire pélagique. lls liberent leurs larves pendant la nuit
(Papadopoulos et al., 2002) lors des grandes marées avec un cycle d’approximativement 14
jours (Emmerson, 1994; Skov et al., 2005) afin qu’elles soient transportées vers les eaux
océaniques qui assureront leur dispersion. Ils se reproduisent ainsi toute 1’année, mais avec des

pics pendant 1’ét¢ (Emmerson, 1994). Au cours de leur vie oceéanique, les larves vont se
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développer et passer par un nombre de stades zoé déterminé (2 a 5 selon 1’espéce) ayant chacun

une capacité différente de migration verticale dans la colonne d’cau.

Les juvéniles grandissent par mue et
atteignent leur maturité sexuelle

@ 6‘ - ,—:,'-\_,9 Aprés une période de gestation,
Les mégalopes localisent fg‘""""‘ﬁl/ > : ,’;f B les femelles fraient et provoquent
}z a R
= - L
J

les populations d'adultes P nirE s :.1-"_;:'_: I'éclosion des ceufs
et se métamorphosent en
juvénile

- Terre/zone intertidale
T Mangrove ¢
- e \
Les mégalopes Océan Leslar\n,as sont
retournent vers la . Et:nmenenlesvers,
mangrove griceala 0 océan par la marée
e

marée et
7 M

Les larves se développent ensuite via plusieurs stades
zoé (2 4 5) selon I'espéce jusqu’au stade mégalope

Figure 23 : Représentation du cycle de vie général des crabes de mangrove.
Modifi¢ d’aprées Peer et al. (2015).

Par exemple, le développement larvaire de N. meinerti (Figure 24) comprend 5 stades zoé et
dure environ 25 jours. (Pereyra Lago, 1989). Ces migrations verticales vont permettre aux
larves de suivre différents courants, de maintenir une certaine capacité a se guider dans les eaux
océaniques (Queiroga and Blanton, 2005) et ainsi permettre de coloniser un habitat adéquat lors

de leur dernier stade larvaire : le stade mégalope.

Lors de ce recrutement larvaire, les larves migrent vers la mangrove probablement guidée par
des indices chimiques et physiques tels que la salinité (Brodie et al., 2005; Islam et al., 2002)
et s’aident a nouveau des mouvements de marée (Tankersley and Forward, 1994). Dans la
mangrove, les mégalopes flottent en surface pendant la marée haute et s’accrochent au sédiment
avant la marée basse pour éviter de retourner vers I’océan. Elles se métamorphosent en juvénile
lorsque 2 stimuli sont rassemblés : présence de sédiment et d’adultes (O’Connor, 1991). La
localisation exacte du lieu de recrutement est toutefois flexible car leur stade adulte est mobile
(O’Connor, 1993). Ils grandiront alors jusqu’a atteindre la maturité aprés plusieurs cycles de

mues et le cycle pourra recommencer.
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Figure 24 : Stades zoe de Neosarmatium
meinerti. A, B, C, D, E : 1%, 2¢me 3éme
4°me ot 5°M€ stade zoé. Barre d’échelle :
0,2 mm. D’aprés Lago (1989).

Le crabe N. meinerti, qui habite la plus haute partie de la mangrove a une spécificité au niveau

Figure 25 : Moulage d’un terrier de N. meinerti juvénile au sein
d’une galerie adulte, modifi¢ d’aprés Emmerson (2001).

du recrutement des juveniles :
ceux-ci creusent leur terrier
dans le terrier d’un adulte
(Figure 25), et bénéficient ainsi
d’un refuge dans une zone qui
n’est pas souvent inondée par
la marée et ou le sédiment peut
étre trés solide (Emmerson,
2001). lls bénéficient ainsi des
feuilles stockées par les
adultes, et d’un abri face a la
prédation interspécifique par
les adultes (Kneib et al., 1999).
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2.5 Notions de physiologie des crabes de mangrove

2.5.1 Respiration

Tous les organismes aérobies ont besoin d’un accés a 1’oxygene et doivent le transporter du
milieu extérieur vers toutes leurs cellules tout en évacuant le dioxyde de carbone produit (Figure
26). Ces flux de gaz suivent par diffusion les gradients de pression partielle successifs de ces
gaz chez les organismes les plus simples (par exemple unicellulaires) et/ou plus complexes (les
organismes pluricellulaires). Ces derniers peuvent, par exemple, utiliser un systéme circulatoire
et des pigments respiratoires qui fixent 1’0z au niveau d’organes spécialisés dans les échanges
gazeux : les branchies et les poumons. Ces organes disposent d’un épithélium fin permettant
d’optimiser les échanges gazeux. L’efficacité de ces échanges dépend de plusieurs facteurs tels
gue la nature et I’épaisseur de 1’épithélium, le débit d’eau (d’air) ventilé, les pressions partielles
de part et d’autre de 1’épithélium, le débit du systéme circulatoire et la capacitance du liquide
interne (sang, hémolymphe,...). La capacitance varie selon la solubilité des gaz et de la présence
de pigments respiratoires (Maina, 1998). Ces échanges peuvent étre quantifiés par différentes

équations dont la complexité dépend de I’espéce étudiée (Piiper, 1982).

n Figure 26

Ventilation Représentation
schématique des
Milieu Extérieur principales étapes

de la respiration.
Diffusi i
iffusion =g La barre grise

Systéme circulatoire représente
I’épithélium

Diffusion I respiratOire.

Pour maintenir la pression partielle en O> dans ses fluides en cas de diminution de la
concentration extérieure ou en cas d’augmentation de la consommation des cellules (due a un
stress par exemple), les animaux peuvent augmenter la ventilation de leurs organes
respiratoires. Ainsi, des chémorécepteurs sensibles a 1’0xygéne ont été mis en évidence y

compris chez les crustaces (Forgue et al., 1992; Massabuau et al., 1980; Taylor, 1982). En cas
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de stress, la tolérance des organismes peut étre prédite en utilisant des biomarqueurs

énergeétiques (Sokolova et al., 2012).

A

Figure 27 : Représentation de la cavité branchiale d’un décapode brachioure (A) et des
principales structures branchiales (B) en coupe transversale (au-dessus) et en vue latérale (en
dessous). (at) arthrobranchie, (pd) podobranchie, (e) épipodite, (dt) dendrobranchie, (tb)
trichobranchie, (pb) phyllobranchie. Modifié d’aprés McLaughlin (1983).

Chez les crustacés, les différents types de branchies sont classées en fonction de leur degré
d'amplification de surface et de leurs structures (Charmantier et al., 2009; Freire et al., 2008).

Ainsi, on trouve :

- les phyllobranchies (lamelles plates, larges comme des feuilles et disposées en deux rangées)

se retrouvent chez les crustacés brachyoures, les caridés et quelques anomoures,

- les trichobranchies (filaments branchiaux de forme tubulaire composé d'un axe central avec

de nombreux filaments latéraux) sont présentent chez les écrevisses et les langoustes,

- les branchies de type dendrobranchies (lamelles ressemblant a des feuilles et divisées en fins
filaments ramifiés) caractérisent les crevettes pénéides et les sergestoides (Freire et al., 2008).

Les branchies sont identifiées également en fonction de leur positionnement (Figure 28). Ainsi,
les podobranchies sont attachees aux coxopodites et peuvent étre liées aux seconds maxillipedes
(Macrobrachium, Pénéides), les arthrobranchies sont attachees a la membrane articulaire qui
relient les appendices au thorax et, enfin, les pleurobranchies sont attachées aux pleurites (paroi

latérale du thorax).

Chez les crabes de mangrove, le nombre de branchies (phyllobranchies) peut varier selon

I’espéce. Elles sont constituées par des podobranchies, arthrobranchies et pleurobranchies
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carapace intérieure

De plus, les caractéristiques de la zone intertidale

carapace extérieure

ont imposé a la plupart des crabes de mangrove

cavité branchiale L. A B A .
une respiration bimodale : ces animaux vivent a

pleurite
la fois dans ’eau et dans ’air. L’évolution de la

branchiostégite

respiration aérienne est un modele pour

pleurobranchie

comprendre les changements dans la structure et

arthrobranchie

hémocoele

la fonction de 1’organe respiratoire qui est 1’un
podobranchie

des organes majeurs des animaux. Le point

articulation

rotopodite coxopodite
P P basipodite

endopodite - ‘
’/

sternite

culminant de ce processus étant 1’émancipation
des animaux terrestres. Cette évolution vers la
respiration aérienne a été mise en place dans les
milieux intertidaux du fait de I’importante

dynamique des contraintes environnementales,
Figure 28 : Vue transversale au niveau

., ) dont principalement les épisodes anoxiques et les
de la cavité branchiale d’un crabe. P P P g

variations de températures.

2.5.2 Respiration bimodale

Plusieurs stratégies evolutives se sont développées chez les organismes bimodaux : certains
vivent les premiers stades de leur développement dans 1’eau avant de vivre dans 1’air a 1’age
adulte, alors que d’autres passent leur vie entiére dans les deux milieux (Maina, 1998). Ces
derniers ne descendent pas forcément du méme ancétre commun, certains respirent toujours
avec des branchies alors que d’autres disposent d’un poumon développé. En effet, certains
crabes capables de respirer dans l'air different des crabes aquatiques marins avec des
modifications respiratoires bien développées qui sont essentielles pour I'adaptation terrestre
(Morris, 2002). A 1’échelle des branchies, les évolutions morphologiques résultent d’un
compromis physiologique entre les échanges gazeux et la régulation des ions. Ainsi, les crabes
a respiration aérienne ont un nombre réduit de branchies et de faible superficie permettant de
limiter la perte en eau et ’effondrement des lamelles (Takeda et al., 1996; Taylor and Taylor,
1992). La présence d’organe respiratoire de type poumon est également une modification
induite importante. Cette structure différe selon les espéces, mais sa fonction est d'améliorer les
échanges gazeux en milieu aérien (Maina, 1998; Maina and West, 2005; Taylor and Taylor,
1992) et de compenser la diminution des zones respiratoires des branchies. Cela implique
également une plasticité physiologique pour la régulation des ions par les branchies. Les crabes
devront ainsi adapter cette régulation avec des durées d’immersion et d’émersion variables
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(Farrelly and Greenaway, 2005, 1994; Greenaway, 1984; Innes and Taylor, 1986; Santos et al.,
1987). Ce poumon se situe principalement dans la cavité branchiale, est issu d’une adaptation
morphologique du branchiostégite et/ou posséde une origine cutanée. De plus, certains crabes
de la famille des Dotillidae (super-famille des Ocypododiae) vivant dans des terriers sur les
plages sableuses et respirant dans 1’air (y compris pendant la marée haute en piégeant une bulle

d’air dans le terrier) ont développé un poumon au niveau de leurs péréiopodes (Maitland, 1986).

Ainsi, les Grapsidae et Gecarcinidae qui sont adaptés a la vie terrestre, disposent d’un poumon
souple et tres vascularisé au niveau du revétement de leur chambre branchiale et dont la
complexité varie selon les espéces (Figure 29). La membrane respiratoire et sa cuticule sont
extrémement fines (200-350 nm), et les vaisseaux sanguins sont formés a partir de cellules du
tissu conjonctif, de fibres de collagénes et d’une lame basale. Ces vaisseaux perdent leur tissu
connectif au niveau de la membrane respiratoire, formant de fines lacunes juste sous
1’épithélium respiratoire. C’est au niveau de ces lacunes qu’auront lieu les échanges gazeux.
Ces structures sont entourées de cellules spécialisées qui peuvent porter de nombreuses
microvillosités sur leur surface apicale, ou au contraire étre tres lisses. Les vaisseaux
s’organisent en veine pulmonaire qui est directement reliée au sinus péricardiaque (Figure 30).
Chez certaines espéces, les vaisseaux peuvent s’organiser en plusieurs systémes portes® qui
permettent d’augmenter la surface d’échange et donc I’efficacité du poumon pour la respiration

aérienne (Farrelly and Greenaway, 1994).

8 Partie de systéme circulatoire qui relie deux réseaux capillaires de méme type (veineux/veineux ou
artériel/artériel.
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Figure 29 : Représentation schématique des différentes adaptations a la respiration aérienne
chez les crabes & poumons lisses (A), & poumon évaginé (B) et invagine (C). La premiére
ligne représente une coupe transversale a travers la cavité branchiale et la deuxiéme la
circulation de I’hémolymphe depuis le vaisseau afférent (a) puis dans les lacunes et ensuite
le vaisseau efférent (e). Lumiére du poumon (L), Membrane accessoire vascularisee (m), le
point noir de C’ représente un sac aérien. D’aprés Farrelly et Greenaway (1993).

Sinus péricardique

Coeur

. Hémolymphe oxygénée

. Hémolymphe désoxygénée

Figure 30 : Schéma de la circulation de I’hémolymphe chez un crabe bimodal modifié d’apres
Taylor et Greenaway (1984)
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Les différentes adaptations sont tres variées et des groupes trés proches peuvent montrer de
grandes différences. Par exemple, le crabe violoniste Gelasimus vocans (Ocypodidae, super-
famille des Ocypodoidae) posséde un branchiostégite transformé en poumon lisse (Figure 32)
(Paoli et al., 2015) alors que le crabe de plage Mictyris longicarpus (Mictyridae, super-famille
des Ocypodoidae) a développé un poumon relativement complexe (Figure 32) pour respirer en

milieu aérien (Farrelly and Greenaway, 1987, 1992a).

Figure 31 : Reconstruction 3D du poumon
branchiostégite de Gelasimus vocans en vue
dorsale. Les sinus efférents sont en jaune et les
afférents en blanc. D’apreés Paoli et al. (2015).

Il est intéressant de noter que toutes les larves de décapodes disposent d’un branchiostégite
vascularisé¢ qui ramene 1’hémolymphe directement au cceur, les branchies se développant
secondairement. La complexité du poumon n’est pas directement liée au degré de
terrestrialisation des crabes. En effet, d'autres espéces beaucoup plus terrestres que Mictyris
longicarpus ont des poumons relativement simples. Cette complexité pourrait étre liée a la taille
du corps et au style de vie particulier adopté par M. longicarpus qui est petit et globulaire. A
noter également que la structure du poumon de M. longicarpus montre quelques similitudes

avec celle d’Ocypode cordimanus (le crabe fantbme commun).
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Figure 32 : Représentation des adaptations a la respiration bimodale chez Mictyris
longicarpus. (A) Schéma d’une section verticale de la chambre branchiale montrant sa
division en 2 parties par la membrane épibranchiale. Le branchiostégite (vu du coté du lumen,
B) est un faux poumon vascularisé (schéma, D) dont le sinus sous la carapace comprend de
nombreux sacs aériens (C). La membrane épibranchiale (E) est également un faux poumon
vascularisé (schéma, G) dont les cellules épithéliales (F) forment des jonctions avec les
cellules du tissu conjonctif formant la structure permettant les échanges gazeux (F). Photo
C : sac aérien (A), cuticule externe (C), cellule pilier (P), sinus sous-cutané (Sc). Schéma D :
épipodite (E), veine pulmonaire (PV), vaisseaux afférent verticaux (1 et 2), vaisseau afférent
dorsal (3), encoche dorsale (DN). Photo E : partie postérieure du systeme afférent (P), partie
de vaisseau afférent (A). Photo F : cellule de 1’épiderme (E), cellule du tissu conjonctif (CT),
hémocoele (H). Schéma G : vaisseau afférent dorsal (DAV), vaisseau afférent médian
(MAV). D’apres Farrelly et Greenaway (1987).

L'émergence de nouveaux modes respiratoires pour augmenter les capacités d’oxygénation
permet une amélioration de la tolérance thermique et une meilleure efficacité vis-a-vis de la
distribution en oxygéne pour les tissus (Fusi et al., 2015). Ainsi, I’optimisation de la tolérance
a la chaleur est considérée comme une cause immediate de I'évolution récurrente et

indépendante des espéces respirant l'air a partir d’ancétres respirant dans I'eau (Figure 33).

63



A T
B Métabolisme aérien

Métabolisme aquatique

Taux du métabolisme aérobie

La respiration aérienne est « meilleure »

v

Température corporelle

Figure 33 : Concept de la relation entre le métabolisme aérobie et la température chez les
organismes bimodaux : constant dans 1’air (ligne bleue) mais croissant dans 1’eau (orange).
T : température critique. D’aprés Fusi et al. (2016b).

Le compromis entre respiration aérienne et aquatique peut mener certains crabes a ne plus
pouvoir respirer dans 1’eau. Par exemple, Fusi et al. (2015) ont montré que T. urvillei montre
une plus grande différence entre ses pO; artérielle et veineuse lors de la respiration aérienne
qu’aquatique, démontrant 1’efficacité des échanges gazeux aériens dans la cavité branchiale qui
sert de vrai poumon (Farrelly and Greenaway, 1992a, 1992b). Cette espéce entre en profonde
hypoxie lorsqu’elle est maintenue immergée, ce qui déemontre I’inefficacité de sa respiration
aquatique (Fusi et al., 2015). Sa capacité a vivre dans la zone intertidale est néanmoins rendue
possible grace a son comportement qui lui permet de piéger une bulle d’air dans son terrier a

marée haute (voir 2.4.3).

2.5.3 L'osmorégulation

2.5.3.1 Principes
La tolérance aux changements de salinité dans l'environnement aquatique varie selon les
especes de crustacés et tous les types de stratégies d'osmorégulation sont retrouvés chez les
crustacés (Figure 34). Ainsi, les espéces euryhalines peuvent tolérer de grandes variations de
salinité, tandis que d'autres sont intolérantes aux changements de salinité et sont dites

sténohalines. Certains crustacés sont donc des osmoconformeurs sténohalins (especes marines
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uniquement), ils ne regulent donc pas leur osmolalité hémolymphatique et ne tolérent qu’une
gamme réduite de salinité. D'autres espéces sont qualifiées de régulateurs sténohalins® ou
euryhalins® (certaines espéces marines et toutes les espéces d'eau douce). Ainsi, une espéce
vivant dans un environnement trés stable sans fluctuation de salinité (ex : écrevisses en eau
douce) ne subit aucun changement de salinité dans la nature mais il a été démontré qu’elles
peuvent tolérer des changements de salinité (jusqu'a 50 % d'eau de mer) dans des conditions
expérimentales. Les crevettes d'eau douce du genre Macrobrachium, comme les écrevisses,
maintiennent des osmolalités hémolymphatiques trés élevées dans I'eau douce et tolerent toute

une gamme de salinités.
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Figure 34 : Courbes d’osmorégulation : évolution de 1’0osmolalité de I’hémolymphe en
fonction de I’osmolalité du milieu environnant. Les organismes peuvent étre
osmoconformeurs (1), hyper-iso-osmorégurégulateurs (2), hyper-iso-osmorégulateurs en eau
douce (2°) ou hyper-hypo-osmoregulateurs (3). Iso : ligne d’isosmoticité. D’aprés Lignot et
Charmantier (2015). L’intersection entre la courbe d’osmorégulation et la ligne
d’isosmoticité est appelé point isosmotique.

® Espéces qui ont une tolérance étroite aux variations de salinité.
10 Especes capables de supporter de grandes variations de la salinité.
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Ce sont donc des colonisateurs récents de I'habitat d'eau douce, si on les compare avec les autres
crustacés d’eau douce qui s’y sont adaptés depuis plus longtemps et qui présentent des
osmolalités hémolymphatiques plus faibles (Ordiano et al., 2005). Chez les osmoconformeurs,
le liquide intracellulaire est isosmotique avec le liquide extracellulaire. Ceci restreint la
répartition des individus aux milieux aquatiques ne présentant pas de variations dans leur
composition ionique. Bien que le volume cellulaire (équilibre hydrique) soit facilement
maintenu dans cette situation, I'noméostasie ionique intracellulaire nécessite toujours des
ajustements fins réalisés par des effecteurs osmotiques intracellulaires (ex : synthese de novo et
dégradation des acides aminés libres et des composés phosphoriques) afin de conserver des
gradients osmotiques les plus faibles possibles a la surface de la membrane cellulaire (Coelho
de Faria et al., 2011; Florkin, 1960; Lang et al., 1998; Pequeux, 1995; Schoffeniels and Gilles,
1970; Wehner et al., 2003). Ce type de régulation est relativement lent et donc inefficace lorsque
des changements rapides de salinité se produisent. Cela peut étre considéré comme un trait
ancestral (Anger, 2001). Chez certains crustacés euryhalins, la concentration intracellulaire de
ces acides aminés libres peut étre 10 fois plus €levée que celle observée chez les mammiferes
(Gilles and Delpire, 1997). L'osmoconformité est généralement le résultat d'une perméabilité
élevée pour les ions monovalents et I'eau du tégument (cuticule et épithélium sous-jacent)
induisant ainsi un influx ou un écoulement passif total d'ions et d'eau et un manque de sélectivité
ionique. Certaines espéces peuvent inversement passer d'osmoconformeur a osmorégulateur en

fonction de la salinité du milieu environnant et du moment de I'exposition.

Les crustacés osmorégulateurs maintiennent leur osmolalité hémolymphatique avec des
variations réduites quelle que soit la salinité du milieu environnant. Cette régulation
extracellulaire anisosmotique!! est basée sur plusieurs mécanismes impliquant diverses
propriétés de perméabilité et de transport des solutés dans différents épithéliums transportant
des ions. Ces épithéliums se retrouvent selon les espéces au niveau des branchies, des
épipodites, du branchiostégite ou insérés au niveau d’autres organes externes a la cavité
branchiale comme par exemple chez les copépodes (Lignot and Charmantier, 2015). Ainsi, en
eau de mer diluée, ces crustacés osmorégulateurs maintiennent la concentration en solutés de
leur hémolymphe a un niveau plus élevé que celui de leur environnement (hyper-
osmorégulateurs). lls minimisent ainsi I'afflux d'eau osmotique et la perte de sel par diffusion a
travers les surfaces corporelles en réduisant la consommation d'eau, la perméabilité épithéliale

ou la production d'urine. Certains de ces crustacés hyper-osmorégulent lorsqu'ils sont exposés

11 Relatif & un équilibre osmotique avec des concentrations interne et externe différentes
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a un environnement dilué, mais restent isosmotiques lorsqu'ils sont confrontés a des milieux
fortement concentrés (hyper-iso-régulateurs «faibles» et «forts») (Cieluch et al., 2005; Péqueux
and Gilles, 1978). Ils sont capables de maintenir leurs fluides extracellulaires hyper-osmotiques
méme en eau douce (ex : Pseudothelphusa jouyi, Metapaulias depressus, Eriocheir sinensis ou
encore les écrevisses qui peuvent maintenir leur osmolalité de I'hnémolymphe 3 a 400 fois plus
élevée que leur environnement grace a une grande capacité d'absorption des solutés dans les
branchies et un faible coefficient de perméabilité du tégument). Les hyper-osmorégulateurs
faibles comme le homard européen Homarus gammarus (Charmantier et al., 1984) sont
également capables de faire face a un environnement hypo-osmotique mais seulement pendant
un temps limité et ne sont pas capables de migrer vers I'eau douce (Felder, 1978). Enfin, les
hyper-hypo-osmorégulateurs ont la capacité de maintenir leur fluide extracellulaire presque
constant dans une large gamme de salinité allant de I'eau de mer concentrée (> 35 ppt) a l'eau
douce (ex : Armases roberti, A. ricordi, A. miersii) (Schubart and Diesel, 1998). Les crabes
terrestres sont également de trés bons osmorégulateurs et peuvent faire face a la dessiccation.
A leur retour en mer (par exemple pour la reproduction), ces animaux restent hypo-osmotiques

par rapport a I'environnement marin.

Ces differentes stratégies d'osmorégulation nécessitent des mécanismes complexes impliquant
différents organes avec une absorption active ou excrétion active d'ions, le transport d'eau et la
régulation de la concentration en acides aminés intracellulaires. L'eau n'est pas transportée
activement et peut passer directement par osmose a travers les membranes cellulaires suivant
le gradient de concentration des ions. Ce transport d’eau est donc indirectement contrdlé par la
réponse cellulaire aux changements de concentration ionique. Ces stratégies impliquent un
systeme de pompes et de fuites des solutés grace a des processus limitants et compensatoires
(Pequeux, 1995). Les processus limitants sont principalement utilisés par les osmoconformeurs,
agissant sur les propriétés de perméabilité de la membrane cellulaire afin de minimiser les
mouvements diffusifs des effecteurs osmotiques (Schoffeniels and Gilles, 1970). Par contre, les
processus compensatoires sont principalement utilisés par les régulateurs et impliquent des
mouvements actifs de solutés afin de compenser les flux diffusifs. Les demandes métaboliques
associees a ce type d'osmorégulation ont un impact direct sur le systeme vasculaire cardiaque,
le taux d'absorption d'oxygene et la synthese des protéines (Intanai et al., 2009; McGaw and
Reiber, 1998; Taylor et al., 1977). Par exemple, les homards exposés a une faible salinité
augmentent leur métabolisme, leurs battements cardiaques et leurs taux de ventilation pour

alimenter la pompe Na*, K'-ATPase, pompe nécessaire pour maintenir 1’osmolalité
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hémolymphatique plus élevée que celle du milieu environnant (Charmantier et al., 2001; Jury
et al., 1994). De méme, chez Macrobrachium rosenbergii, le changement de salinite a un effet
direct sur la synthéese des protéines chez les juvéniles, mais pas chez les postlarves (Intanai et
al., 2009). Le stress osmotique influence également la synthése des lipides et l'activité
gluconéogénique dans les branchies, les muscles et I'népatopancréas (Martins et al., 2011;
Oliveira and da Silva, 2000; Schein et al., 2005, 2004). Par exemple, les concentrations totales
de lipides dans les branchies et les muscles du crabe Neohelice granulata (anciennement
Chasmagnathus granulata ou C. granulatus) sont plus faibles chez les crabes exposés a un
milieu hypo-osmotique (Luvizotto-Santos et al., 2003). Un stress hyper-osmotique induit
également une diminution de la concentration totale des lipides dans les branchies postérieures,
I'népatopancreéas et le muscle de cette espéce (Chitto et al., 2009). En outre, au cours du stress
hypo-osmotique, l'activité de la PEPCK!? hépatopancréatique de la crevette Litopenaeus
vannamei (Rosas et al., 2001) et les activités PEPCK et G6Pase® dans les branchies

postérieures de N. granulata sont diminuées.

Ainsi, la salinité peut influencer le taux métabolique standard (SMR) de différentes facons : a)
le SMR reste non affecté, b) le SMR est augmenté aux faibles salinités et/ou réduit aux fortes
salinités, c) le SMR est augmenté a la fois aux faibles et fortes salinités, et enfin, d) le SMR est
réduit aux faibles et fortes salinités (Kinne, 1966).

2.5.3.2 Les organes, tissus et cellules

Pour la plupart des crustacés décapodes, les branchies (pleurobranchies, arthrobranchies et
podobranchies) sont les principaux organes d'échanges gazeux respiratoires et d'homéostasie
du liquide extracellulaire (Charmantier et al., 2009; Freire et al., 2008; Gilles and Péqueux,
1985; Lignot and Charmantier, 2015; Mantel and Farmer, 1983; Pequeux, 1995; Péqueux et al.,
1988). Dans les branchies, les sites osmorégulateurs peuvent coexister avec les cellules
épithéliales pavimenteuses dont le réle est respiratoire ou peuvent étre restreints a des cellules
localisées dans les branchies postérieures, comme cela a été observé chez plusieurs crabes
estuariens (Charmantier et al., 2009; Copeland and Fitzjarrell, 1968; Neufeld et al., 1980). Chez
certaines espéces, le role des branchies est restreint aux échanges gazeux, tandis que les
épipodites et les branchiostégites participent a I'osmorégulation (ex : les homards). Si la
diffusion des gaz s’opére a travers des cellules fines et peu différenciées, le transport d'ions par

contre, nécessite des cellules plus spécialisées (Figure 35). Ces cellules appelées « ionocytes »

12 phosphoenolpyruvate carboxylase
13 glucose-6-phosphatase
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(ou «cellules riches en mitochondries », ou « cellules a chlorures ») posseédent des replis
apicaux et des replis basolatéraux associés a de nombreuses mitochondries. Les ionocytes
forment un épithélium monostratifié épais et peuvent étre étroitement liés aux jonctions
cloisonnés (desmosomes ou ‘septate junctions’ qui représentent 1’équivalent des jonctions
serrées chez les invertébrés) et a des dedoublures latérales fournissant ainsi une régulation de
la résistance structurelle et de la perméabilité a travers I'espace intercellulaire (Charmantier et
al., 2009; Lignot and Charmantier, 2015).

Plaque de formation de Figure 35
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Jonctions GAP d'une cellule
épithéliale
(d'apres André
Beaumont et
e ensopmmine | L1EMTE - Cassier,
granuleux modifie).

Replisdela
meémbrane

formant le

abyrinthe

basal <+—— Lame basale

—— Hémocoele

Des ionocytes et des zones perméables aux ions localisés sur d’autres surfaces corporelles que
les branchies ont été décrits chez plusieurs especes de crustacés. Certaines de ces structures sont
situées au sein méme de la cavité branchiale (au niveau des pleurites, de I'épithélium interne
des branchiostégites et au niveau des épipodites) alors que d’autres ont aussi été décrites en

dehors de ces chambres branchiales (Lignot and Charmantier, 2015).

2.5.4 Stress oxydatif

2.5.4.1 Les especes réactives de I'oxygénes (EROs)

Les EROs sont des espéces chimiques portant un nombre impair d’électrons sur leur couche
périphérique (Sies, 1985; Zorov et al., 2014). Cette présence d’électrons de valence non

appariés confere a ces molécules une grande réactivité et ainsi le potentiel d’oxyder ou de
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réduire d’autres especes chimiques afin de stabiliser leur orbite externe. Ils sont produits et
transformés continuellement dans tous les organismes vivants par le métabolisme aérobie a
différents niveaux dont principalement les mitochondries (complexe | et 111) et le réticulum
endoplasmique qui contient les cytochromes P-450 (Bedard and Krause, 2007; Lesser, 2006).
Ainsi, 2 a 5 % de ’oxygéne normalement réduit en H2O (1) fait 1’objet d’une réduction
incomplete (Dawson et al., 1993) et produit différents EROs (Tableau 2) avant d’étre finalement

réduit via la réaction suivante (2) :

4e
- » 2H.0
(1) 4H »
0. Hf e\H'
(2) : : : /
®© »or ZT-I* » H,0, —2 > OH + "OH

En condition normale, les EROs produits sont détoxifiés en H2O par des systemes de défenses
(molécules et d’enzymes antioxydantes notamment) qui permettent d’atteindre un équilibre
appelé la balance oxydative. Ces systemes de défense sont constitués par des enzymes
antioxydantes dont principalement la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), la
glutathion peroxydase (GPX) et des molécules antioxydantes telles que le glutathion (GSH

forme réduite, GSSG forme oxydée) et les vitamines C et E.

Les EROs sont ainsi impliqués dans de nombreuses fonctions cellulaires, principalement en tant
que messagers secondaires dans la transduction de certains signaux (Schreck and Baeuerle,

1991) tels que 1’apoptose (mort programmée des cellules) (Johnson et al., 1996).

2.5.4.1 Les défenses antioxydantes
Les superoxydes dismutases

Les superoxydes dismutases (SOD) sont des métalloprotéines (elles contiennent un atome
métallique : cuivre, zinc, manganese, fer et/ou nickel dans leur site actif) ayant une activité
enzymatique catalysant la dismutation des anions superoxydes (O2™) en eau et en peroxyde
d’hydrogéne (H20?) selon la réaction suivante :

207+ 2H" — O2 + H20»

La quasi-totalité des organismes aérobies en possédent. Chez les eucaryotes, les deux
principales formes de SOD sont la SOD1 (CuzZnSOD) et la SOD2 (MnSOD) contenant

respectivement du cuivre-zinc et du manganese dans leur site actif. La premiere se situe
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principalement dans le cytosol alors que la deuxiéme se situe dans les mitochondries (Cadenas,

1989). Les deux sont synthétisées a 1’échelle cellulaire dans le cytosol en réponse a la présence

de superoxyde mais la SOD2 est ensuite importée dans la matrice mitochondriale (Candas and

Li, 2014).

Tableau 2: Principaux EROs et réactions

Composé

Exemple de production

Réactions

Notes

Radical anion
superoxyde Oz~

Réduction incomplete de
I’oxygene dans 2 a 5 %

(Dawson et al., 1993;
Finkel and Holbrook,
2000)

O+e = 0,y

Le plus abondant.

Tres réactif.

Peroxyde Dismutation spontanée en | 2 O2” + 2 H+ = Oz + | Moins réactif que
d’hydrogéne milieu protoné ou | H202 le superoxyde.
H20: catalysee par la superoxide
dismutase
Radical Réaction de Fenton en |H,0, + Fe?" =» Fe** + | Demi-vie : 11°1%s,
hydroxyle OH résen mé OH + OH
ydroxy p esg F;e de métaux de Trés grande
transition  sous  forme réactivits
réduite (Bilinski et al.,
1985)
Radical Résultats de I’action | RH + OH=>» R + H20 (Ayala et al,
Ikoxyle RO’ n radical 2014
alkoxyle RO ft oxydante  du adAlca R'+ 0,9 RO' )
peroxyle RO> hydroxyle sur les chaines
d’acides gras polyinsaturés | RO" + O2=» ROO

(RH) : ils déclenchent des
réactions radicalaires en
chaine dont la
peroxydation lipidique

Radical
peroxinitrite

Le monoxyde d’azote est
produit dans de
nombreuses cellules
(notamment nerveuses) et
interagit avec le
superoxyde a  haute
concentration

NO' + O2" = ONO2

Diffuse largement

a travers les
membranes
(Beckman and

Koppenol, 1996)
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La catalase

La catalase (CAT) est une enzyme homotétramére constituée de 4 sous-unités protéiques
comportant chacune un groupement héminique avec une molécule de Fe®* liée au site actif. Elle
catalyse la conversion du peroxyde d’hydrogéne (H202) en eau et dioxygene selon la réaction

suivante :
2 H02 — 02+ 2 HO

La glutathion peroxydase

La glutathion peroxydase (GPX) est une enzyme qui détoxifie le peroxyde d’hydrogene mais
aussi d’autres peroxydes organiques en utilisant principalement le glutathion réduit (GSH, 80)
comme substrat. Il existe aussi des formes utilisant le cytochrome c et le NADH (Brigelius-
Flohé and Maiorino, 2013). La GPX n’est pas spécifique du H2O2 mais du glutathion réduit

gu’elle utilise via la réaction suivante :
2GSH + R-OOH — GS-SG + H20 + R-OH

Le glutathion oxydé (GS-SG) est ensuite réduit par la glutathion réductase en utilisant le
NADPH et un H*.

Les antioxydants non enzymatiques
De nombreuses molécules non enzymatiques captent également les radicaux libres. La
principale d’entre elles est le glutathion ainsi que 1’acide L-ascorbique (vitamine C) et I’a-

tocophérol (vitamine E).

Le glutathion est un tripeptide (acide glutamique-cystéine-glycine) comportant des
groupements thiols (-SH) qui lui confére son pouvoir réducteur. C’est le thiol majoritaire dans
les cellules eucaryotes sous forme réduite. En servant de substrat a la GPX ou méme en
chélatant les métaux de transition réduits tels que les ions cuivreux, il permet de limiter les
réactions de Fenton qui génerent le radical hydroxyl trés réactif et nocif (Spear and Aust, 1995).
Le glutathion joue donc un réle dans la balance oxydative a deux niveaux : en fixant les radicaux

libres et en participant a I’activité d’enzymes antioxydantes.

La vitamine E est I’antioxydant le plus efficace pour neutraliser les radicaux péroxyl dans la
bicouche lipidique membranaire via la réaction ci-dessous, mais nécessitant 1’action de la
glutathion peroxydase pour neutraliser un produit final de cette réaction (un peroxyde lipidique
LOOH) qui est également réactif (Brigelius-Flohé and Maiorino, 2013). La vitamine E est

ensuite régénérée dans sa forme active par le glutathion ou la vitamine C (Niki et al., 1982).
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tocophérol-OH + LOO® — tocophérol-O" + LOOH (LOO": radical libre lipidique)

La vitamine C est, quant a elle, un des plus puissants antioxydants hydrosolubles (Duarte and
Lunec, 2005). Elle est capable de réagir directement sur plusieurs EROs sans catalyseurs
enzymatiques tel que le superoxyde, le peroxyde d’hydrogéne ou encore les radicaux
peroxyles selon le schéma de réaction suivant :

AH +R*— A"+ RH

AH" est I’ascorbate et A™ est le radical libre d’ascorbate. Elle est aussi impliquée dans la
régénération de la vitamine E et du glutathion oxydé. L’ascorbate est recyclé par des
mécanismes chimiques et enzymatiques : via une réductase utilisant le NADH ou par
dismutation de deux A™ en une molécule d’ascorbate et une de déhydroascorbate lui-méme

pouvant étre dégradé ou transformé a son tour en ascorbate par différentes enzymes.

2.5.4.2 Les dommages

Cependant, lors d’un stress induit par un facteur extérieur, cette balance peut étre atteinte et il
y a une surproduction d’EROs : on parle alors de stress oxydatif (Figure 36). Les variations en
ROS et en antioxydants comme la catalase et la SOD qui sont en premiére ligne de défense,
sont ainsi largement utilisées pour estimer le stress oxydatif (Rodrigues and Pardal, 2014). Ces
facteurs sont nombreux : les polluants tels que les métaux, les hydrocarbures aromatiques, les
pesticides, les dioxines, etc. (Lushchak, 2011) ou encore les variations de salinités (Freire et al.,
2011; Paital and Chainy, 2012; Rivera-Ingraham et al., 2016a) et les rayonnements UV
(Scharffetter-Kochanek et al., 1997). Lorsque cette balance est déséquilibrée, les EROs vont
réagir de maniére anormale avec différentes molécules biologiques et causer des dégats

oxydatifs aux lipides, a I’ADN et aux protéines principalement.
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Figure 36 : Stress oxydatif di a un déséquilibre entre la quantité d’EROs et les antioxydants.
CYP450 cytochrome P450, SOD superoxyde dismutase, GSH glutathione, GPX glutathion
peroxydase. Modifié d’aprés Roberts et al. (2015).

La peroxydation lipidique

Les EROs, dont principalement le radical hydroxyle (HO) et hydroperoxyl (HOz"), peuvent
réagir directement avec les lipides et les endommager. lls attaquent les lipides contenant une
double liaison de carbone en retirant un atome d’hydrogéne et en insérant un atome d’oxygene
formant ainsi des radicaux peroxydes lipidiques et hydroperoxydes (Yin et al., 2011). Cette
peroxydation se produit en trois étapes : I’initiation, la propagation et la terminaison (Figure
37). Au cours de I’initiation, une ERO réagit avec un lipide insaturé en retirant un hydrogeéne
allyligue (-R-CH-CH2-CH-R) qui devient alors instable (radical lipidique insaturé : L). Celui-
ci tend a se stabiliser par un réarrangement moléculaire mais réagira rapidement avec 1’O2 pour
former un radical peroxyl lipidique qui va a son tour soustraire un atome d’hydrogene a un autre
lipide insaturé en formant un hydroperoxide et un nouveau lipide instable (L) : c’est la
propagation. Ce nouveau lipide instable réagira avec une molécule d’O> et continuera ainsi la

boucle jusqu’a ce qu’un antioxydant donne un atome d’hydrogene au radical peroxyl lipidique
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. C’est la terminaison. Une grande variété de produits peut étre formée de la sorte a partir
d’acides gras insaturés mais les principaux sont les hydroperoxydes lipidiques LOOH. On citera
ainsi les aldéhydes (dont le principal et le plus mutagene est le malondialdéhyde, MDA), le
propanal, ’hexanal... dont la plupart sont toxiques et/ou mutageénes (Ayala et al., 2014). Le
MDA est notamment utilisé depuis de nombreuses années comme marqueur approprié et
pratique de la peroxydation lipidique (Pryor, 1989) gréce a sa stabilité et sa quantification aisée
via sa réaction avec I’acide thiobarbiturique (TBA) (Lushchak, 2011).
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Figure 37 : Processus de la peroxydation lipidique : initiation (1), formation du radical
peroxyl lipidique (2), propagation (3) et terminaison (4). D’aprés Ayala et al. (2014).

Dommages a I’ADN

Les EROs vont réagir de plusieurs manicres avec I’ADN : par addition et par abstraction. Par
exemple, le radical hydroxyl OH" s’ajoute aux doubles liaisons des bases hétérocycliques de
I’ADN ou retire un atome d’hydrogeéne d’un groupement méthyl du groupe des pyrimidines
selon les réactions representées par la Figure 38 (Evans et al., 2004). Les lésions induites a
1I’ADN vont ainsi causer des délétions, mutations et d’autres effets génétiques déléteres (Lesser,
2006) pouvant conduire a I’apoptose (Simon et al., 2000). A 1’équilibre, les cellules disposent
d’enzymes réparant I’ADN, mais cette balance peut étre déséquilibrée lors du stress oxydatif

(Kryston et al., 2011).
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Figure 38 : Réactions du radical hydroxyle OH" avec les bases pyrimidines. D’apres Evans et
al., 2004.

Les dommages aux protéines

Les EROs vont également oxyder les protéines de nombreuses maniéres : modifications
d’acides aminés, fragmentation des chaines peptidiques, agrégation de produits de réactions,
altération des charges électriques, et, en agissant sur les mécanismes de dégradation et de
renouvellement (Davies, 1987; Lesser, 2006). Ces modifications pourront rendre ces protéines
inactives comme c’est le cas pour I’oxydation des centres Fe-S de certaines enzymes (Fucci et
al., 1983). De plus, I’accumulation de ces protéines non fonctionnelles pourrait étre une des

causes dans les mécanismes du vieillissement (Dean et al., 1993).

2.6 Methodologie déployée pour répondre aux objectifs de la these

2.6.1 Ecologie : suivi de la densité de terriers de crabe autour de la zone de

rejet et de la salinité apres rejet

Depuis mars 2015, des séries de 4 a 5 transects de 100 m sont répétées a marée basse au niveau
et autour de la zone de rejet (environ 5000 m?) juste aprés 1’épandage d’eaux usées. Sur chaque
transect, des quadrats d’1 m? sont disposés sur le sédiment plat (drain) entre les buttes qui sont

formées autour des racines et sont géoréferencés (Figure 39). Cette surface a eté choisie car elle
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représente la zone ou les eaux usées s’écoulent et donc s’infiltrent dans le sédiment via les

terriers de crabe (Figure 41).
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Figure 39 : Représentation de la localisation des Figure 40 : Comptage du nombre de
quadrats de 4 transects dans la mangrove de terriers de crabe dans un quadrat d'1
Malamani (avant le changement de parcelle). m?

Le nombre de terriers a été compté dans chaque quadrat (Figure 40) par le méme observateur
(Yann Mercky, technicien du CUFR) en utilisant la technique classique pour estimer la densité
des crabes de mangrove (Kent and McGuinness, 2006; Mouton and Felder, 1996). Bien qu’elle
présente des biais méthodologiques, cette technique reste la plus utilisée notamment car elle a
un faible impact environnemental et elle prend en compte la population totale et pas seulement
celle active au moment de I’observation (Schlacher et al., 2016). En méme temps, un échantillon
d’eau résiduelle a été collecté dans un terrier de chaque quadrat pour mesurer son osmolalité.
Cette analyse a été effectuée le jour méme dés le retour au laboratoire en utilisant un micro-
osmometre Advanced TM Micro-Osmometer, modele 3300 (Advanced Instruments, Inc.).
Ainsi, la réduction de la salinité autour de la zone de rejet est utilisée comme un proxy de la

dispersion des eaux usées.
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Figure 41 : Photographie de la zone de rejet montrant la complexité de la topographie du
sédiment (A). Les eaux usées s’écoulent au niveau de drain (B, rouge) entre de nombreuses
buttes.

Au total, 4 transects (5 a partir de 2016 suite au changement de la zone de rejet en septembre
2015) d’environ 80 m ont été réalisés a chaque prospection, ces transects comprenant chacun 8
quadrats espacés d’environ 10 m. Lors du changement de la zone de rejet début 2017, un
cinquiéme transect a été ajouteé en aval afin de mieux couvrir la zone d’écoulement. Ainsi, ces

transects englobent la zone de rejet, la zone de résilience et ’amont et I’aval de ces zones.

Une interpolation linéaire par triangulation (Renka, 1996) a été réalisée sur les données de
salinité et de terriers de crabe a 1’aide du package « akima » du logiciel R. Les packages « rgdal
», « raster », « sp », « mapdata » et « graphics » ont permis de manipuler les données géo-
référencées sur le logiciel R afin d’obtenir cette interpolation. La projection utilisée pour

Mayotte est UTM 38S du systéme géographique RGMO4.

2.6.2 Collecte des individus et stabulation

Les crabes ont été capturés dans leur milieu naturel soit dans la mangrove de Malamani (Figure
42A), soit dans la mangrove d’Ironi Be (Figure 42B) et ramenés rapidement au CUFR (<1h).
La capture des crabes se fait apres un affiit avec éventuellement présentation d’appats (feuilles
de palétuvier). Une fois que le crabe est attiré a I’extérieur de son terrier, celui-ci est obstrué a
10-20 cm en arriére de I’ouverture a 1’aide d’un objet de type machette ou pelle de jardinage. Il
est ensuite attrapé a la main et placé dans un seau. Dans le cas du crabe violoniste Tubuca

urvillei, seuls les males sont récoltés car I’identification des femelles est difficile. En effet, elles
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sont trés semblables aux femelles d’autres espéces d’Ocypodidae présentes dans la mangrove
(Peer et al., 2015). De plus, il a été nécessaire d’isoler les individus de T. urvillei collectés et de
les transporter dans des boites individuelles afin d’éviter les blessures dues aux agressions entre
individus (Crane, 1975). Quant a Parasesarma guttatum, étant donné qu’il n’occupe pas de
terrier, la chasse se fait a vue et il est récupéré une fois qu’il s’est abrité dans une anfractuosité.

Cette espece a été la plus difficile a capturer.

Figure 42 : Arriére mangrove de Malamani (A) et d’Ironi Be (B) a marée basse.

Une fois au CUFR (Figure 43A), les crabes sont placés en stabulation pendant 72h en eau de
mer dans la salle d’¢élevage (Figure 43B et C). Dans cette salle, les crabes sont installés
individuellement dans des boites en plastiques interconnectées (de 12 cm de long sur 8,5 cm de
large et 5 cm de haut), remplies aux % d’eau de mer aérée et filtré (33 ppt, 1050 mOsmol-kg™).
Pendant les 3 jours de stabulation, les crabes jelnent et leurs féces sont nettoyées deux fois par

jour. Pour toutes les expériences, les crabes seront a jeun, pour une période maximale de 6 jours.
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Figure 43 : Centre
Universitaire de
Mayotte, CUFR (A),
salle d’élevage et
circuits fermés recyclés
avant les travaux de
rénovations de juillet
2016 (B) et apres (C).

2.6.3 Etude du stress osmotique

Afin d’étudier I’impact écotoxicologique des eaux usées sur les crabes de mangrove, il a
d’abord été nécessaire d’analyser pour les espéces considérées, les différents métabolismes
étudiés. En effet, les eaux usées exposent non seulement les individus a de nombreux polluants,
mais aussi a un stress osmotique dd leur osmolalité qui est proche de I’eau douce.
L osmorégulation est donc un mécanisme clé qui a été ciblé dans notre étude. En effet, cette
fonction physiologique est effectuée au niveau des branchies. Or, ces organes sont également
la premiére voie d’entrée des éventuels polluants du fait de leur épithélium fin et de leur
spécialisation dans les échanges ioniques. La premiere étape a donc consisté a décrire les
mécanismes impliqués dans 1’osmorégulation des trois especes ciblées couplée a une analyse
du stress oxydatif et du métabolisme énergétique des individus en eau douce, en eau de mer et
en eau isosmotique (Figure 44).

Ainsi, des individus trois espéces de crabe étudiées ont été placées a des salinités allant d’un
minimum de 5 mOsm-kg? jusqu’a & 1600 mOsm-kg? pendant 96h pour établir la courbe
d’osmorégulation. Cette durée, bien que ne permettant pas I’acclimatation physiologique

complete des branchies (Lovett et al., 2006), est toutefois suffisante pour atteindre 1’équilibre
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au niveau de I’hémolymphe (Lovett et al., 2006). Dés lors, un temps de 7 jours d’exposition a
été fixé pour les analyses des branchies en eau saumétre (ES, 294 mOsm-kg™, 10 ppt) et en eau
de mer (EDM, 980 mOsm-kg?, 33 ppt).

Cette premiére étape est cruciale afin de déterminer comment et & quel niveau le stress

osmotique peut impacter ’homéostasie des crabes.

2.6.4 Effets écotoxicologiques des eaux usees

Aprés avoir décrit les mécanismes cités ci-dessus, I’effet des eaux usées sur 1’osmorégulation,
le stress oxydatif et le métabolisme énergétique ont été étudiés. Deux approches
complémentaires ont été déployeées, la premiére en laboratoire et la seconde in situ. La premiére
approche permet de cibler les effets physiologiques des eaux usées dans un milieu contrdlé sans
facteur extérieur alors que la deuxiéme analyse permet d’avoir une compréhension
écotoxicologique plus pertinente mais moins spécifique. La premiére est également plus
classique et facile a mettre en ceuvre. Elle a permis I’étude de 3 especes (N. meinerti, T. urvillei
et P. guttatum). En effet, I’analyse sur une seule espéce n’est pas forcément représentative
notamment par rapport a d’autres especes plus vulnérables. Concernant la deuxiéme approche,

cependant, celle-ci n’a pour le moment été appliquée qu’a N. meinerti.
Deux protocoles ont été mis en place selon 1’espéce étudiée en laboratoire.

1) N. meinerti étant un tres bon hyper-osmorégulateur, y compris en eau douce (aucune
mortalité observée en eau douce), il fut acclimaté a ce milieu avant d’étre exposé a eaux
usées (eau douce polluée) (Figure 45A). Cette étape a permis d’évaluer I’effet induit par
le cocktail de polluants présents dans les eaux usées domestiques sans a devoir prendre
en compte un effet dd a un potentiel stress osmotique.

2) T. urvillei et P. guttatum ont été exposés directement aux eaux usées et a 1’eau douce
(Figure 45B), permettant ainsi d’analyser 1’effet d’un stress osmotique (eau douce) et la
combinaison ‘stress osmotique - cocktail de polluants (eaux usees)’. Le protocole utilisé
pour N. meinerti ne pouvait pas étre utilisé sans induire une forte mortalité,

particulierement pour T. urvillei (50 % apres 72h).
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Figure 44 : Schéma des différents temps et milieux d'expositions ayant permis I'étude de I'osmorégulation chez N. meinerti et T. urvillei. L’eau
isosmotique correspond & une eau dont I’osmolalité est égale a celle de I’hémolymphe (voir Figure 34, 750 et 820 mOsm-kg™? pour N. meinerti

et T. urvillei respectivement). Eau de mer (EM), eau douce (ED), espéces réactives de 1’oxygéne (EROs), espéces réactives de I’azote (ERNs)
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A Acclimatation a I’eau douce : pas de choc osmotique
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Figure 45 : Schéma expérimental des expositions aux eaux usées menées sur N. meinerti (A), T. urvillei et P. guttatum (B). Les encadrés rouges
correspondent aux protocoles expérimentaux et les encadrés bleus correspondent aux parameétres physiologiques étudiés. Eau de mer (EM), eau

douce (ED), eaux usées (EU).
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Sur le terrain, des individus adultes de ’espéce N. meinerti ont été maintenus dans des terriers
artificiels pendant 3 semaines dans une zone témoin et dans la zone de rejet. lls ont donc été
exposés aux conditions naturelles d’exposition aux eaux usées domestiques déversées en haut
de mangrove (étage a Ceriops tagal). Ces animaux encagés n’ont pas eu la possibilité de se
déplacer et ont dd subir les phases d’immersion et d’émersion. Le diamétre et la profondeur du
terrier artificiel ont été adaptés au site d’exposition grace aux parametres (profondeur, diametre,
hauteur de la nappe, etc.) rapportés par Herteman (2010) pour les terriers de N. meinerti dans

la méme zone.
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Chapitre 3: Ecophysiologie de

I’osmorégulation des crabes de mangrove
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3.1 Introduction

Il a été nécessaire de décrire et d’estimer I’impact d’un stress osmotique sur la physiologie des
crabes de mangrove avant méme de pouvoir quantifier la toxicité des eaux usées sur leur
physiologie. En effet, si les crabes de mangrove sont habitués a de fortes variations de salinité
en fonction du rythme des marées et des précipitations, tous n’ont pas la méme capacité
osmorégulatrice du fait de différentes trajectoires évolutives et d’une occupation d’habitats
difféerents (position a des étages différents dans la mangrove, et donc a des gammes de variations

de salinité différentes).

De plus, I’adaptation des crabes a un mode de vie mixte entre le milieu aquatique et le milieu
terrestre s’est faite a de multiples reprises au cours de 1’évolution (Krieger et al., 2015; Schubart
et al., 2000), via principalement des modifications structurales et morphologiques de leurs
branchies (Pequeux, 1995) induisant donc des différences fonctionnelles entre des différentes
familles de crabe. C’est notamment au niveau des branchies qu’un compromis entre
osmorégulation et respiration a lieu (Maina, 1998). De plus, la transformation d’autres organes
en faux poumon tels que le branchiostégite a permis de compenser la perte de la capacité
respiratoire des branchies lors des phases d’émersion (Farrelly and Greenaway, 2005; Paoli et
al., 2015). Chez les crabes osmorégulateurs, les branchies antérieures sont spécialisées dans la
respiration : elles présentent un épithélium fin (2-4 um), alors que les branchies postérieures
sont spécialisées dans I’osmorégulation. En effet, ces branchies sont beaucoup plus épaisses
(10-20 pm) et comportent davantage d’ionocytes, cellules spécialisées dans les échanges
ioniques qui sont riches en mitochondries et en replis membranaires (Barra et al., 1983; Onken
and McNamara, 2002; Pequeux, 1995; Takeda et al., 1996). La zonation des différentes especes
implique donc des degrés d’adaptation a la vie terrestre différents, avec des adaptations
variables y compris au sein d’'une méme famille. Par exemple, la pompe a proton H™-ATPase
d’Austruca lactea qui vit en haut et au milieu de la zone intertidale est cytoplasmique, alors
qu’elle est apicale dans les branchies de Xeruca formosensis qui habite la limite supérieure de
la zone intertidale (Tsai and Lin, 2007). Cette zonation implique également 1’exposition a des
variations de salinités différentes d’un étage a ’autre de la mangrove. Etre capable de tolérer
ces variations nécessite de mettre en place des mécanismes osmorégulateurs colteux en énergie
tels que le remodelage morphologique et ultrastructural des tissus osmorégulateurs (Compere
et al., 1989; Pequeux, 1995). Ces changements et ces mécanismes requérant beaucoup

d’énergie, ce sont les mitochondries qui permettent de fournir I’ATP nécessaire. Cependant, les
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mitochondries sont également le lieu de production d’especes réactives de 1’oxygene (EROs),
qui peuvent causer de nombreux dommages cellulaires regroupés sous le nom de « stress
oxydatif » (voir 82.5.4) lors de I’acclimatation a des variations de salinités (Freire et al., 2011,
Paital and Chainy, 2012; Rivera-Ingraham et al., 2016a).

Des espéces représentatives des communautés les plus présentes dans la mangrove de Malamani
ont été exposées a des salinités variables. Il s’agit de Neosarmatium meinerti, Tubuca urvillei
et Parasesarma guttatum. Les deux premiéeres especes, qui ont une distribution bien marquée a
deux étages différents (se chevauchant que partiellement dans le faciés a Ceriops tagal), ont
fait I’objet d’une étude approfondie pour déterminer si cette différence d’occupation d’habitat
et donc de salinité subie pouvait étre reliée a des capacités osmorégulatrices différentes. En
effet, N. meinerti occupe principalement des zones en arriére mangrove exposées a des eaux
hypersalées pendant la saison séche, et a de 1’eau presque douce en saison humide (Hartnoll,
1975) ; alors que T. urvillei se retrouve principalement a c6té de petits ruisseaux d’eau saumatre
en milieu/haut de mangrove (Figure 20). Cette étude est reprise par ’article ci-dessous (voir
83.2).

3.2 Salinity variation in a mangrove ecosystem: a physiological
investigation to assess potential consequences of salinity

disturbances on mangrove crabs
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salinity) wastewater. Crabs are keystone species in this mangrove ecosystem and are differentially affected
by salinity. We hypothesize that crab salinity selection may be partly explained by specific salinity-induced
physiological constraints associated with osmoregulation, energy and redox homeostasis. To test this, the
response to salinity variation was analysed in two landward mangrove crabs: the fiddler crab Tubuca urvillei,
which inhabits low-salinity areas of the mangrove, and the red mangrove crab Neosarmatium meinerti, which
lives in areas with higher salinity. Results confirm that both species are strong hypo-/hyper-osmoregulators that
deal easily with large salinity variations. Such shifts in salinity do not induce changes in energy expenditure
(measured as oxygen consumption) or in the production of reactive oxygen species. However, T. urvillei is
physiologically suited to habitats with brackish water, since it presents i) high hemolymph osmolalities over a
wider range of salinities and lower osmoregulatory capacity in seawater, ii) high Na*/K*-ATPase (NKA) activity
in the posterior osmoregulatory gills and iii) a thicker osmoregulatory epithelium along the posterior gill lamellae.
Therefore, while environmental salinity alone cannot directly explain fiddler and red mangrove crab distributions,
our data suggest that salinity selection is indeed influenced by specific physiological adjustments.

Key words: Bioenergetics, Osmoregulation, Salinity-induced oxidative stress, Mangrove, Decapods.

BACKGROUND et al. 2011; Ellison 2015) that are decreasing at
an alarming rate despite their ecological value
Mangroves are key ecosystems (Waycott (Giri et al. 2011). In tropical economies across
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the world, mangrove forests are often used as
biofilters for domestic wastewater (Wong et al.
1997; Ouyang and Guo 2016 2018; Capdeville et
al. 2018; Theuerkauff et al. 2018). This does not
negatively impact the mangroves themselves, but
their associated macrofauna is frequently affected.
Among the latter, burrowing crabs are keystone
mangrove species that play a critical role in the
maintenance of mangrove forest health through
their contribution to bioturbation and organic matter
degradation (Smith Il et al. 1991; Lee 1998). These
processes are essential in a mangrove forest,
ensuring matter cycling and the maintenance of
sediment biochemical heterogeneity (Emmerson
and McGwynne 1992; Kristensen 2008; Penha-
Lopes et al. 2009). To understand crab distribution
within mangroves, many studies have addressed
the impact of environmental factors such as food
availability, sediment characteristics, pore water
availability, canopy density, site height, sediment
mounds, soil penetrability and soil surface
temperature (Bezerra et al. 2006; Salgado-Kent
and McGuinness 2010; Nobbs and Blamires 2015
2016). However, salinity variation is usually a
key parameter determining distribution in tropical
estuaries, even for euryhaline species (Blaber
1997). Moreover, salinity changes and amplitudes
are increased by domestic wastewater discharges
and climate change (Alongi 2008; Gilman et al.
2008). In this sense, understanding variabilities in
tolerance to salinity variation and the associated
ecophysiological factors is a key factor in the
protection of mangrove-associated macrofauna.
This approach will contribute to mangrove forest
conservation in the long term.

Much work has already been done on the
effect of salinity variation on crab physiology,
namely osmoregulation (Gilles et al. 1988; Anger
and Charmantier 2000; Cieluch et al. 2004;
Garcon et al. 2009; Lignot and Charmantier 2015).
However, some authors suggest that mangrove
crab distribution is not strongly linked to their
physiological ability to tolerate salinity and that
neither salinity tolerance nor osmoregulatory ability
adequately explain the zonation patterns observed
in the field (Frusher et al. 1994; Gillikin et al. 2004).
The aim of this study is therefore to provide a more
detailed description of this physiological approach
with a bioenergetic perspective. This has already
been suggested as a valid marker of invertebrate
vulnerability to environmental stress (Sokolova et
al. 2012) and identified as a means to ultimately
evaluate if these physiological capacities are
closely linked with crab habitats.
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Exposure to salinity variation requires
organisms to implement the necessary and
energy-consuming mechanisms to counteract
ion and water fluxes. Among other things, this
involves significant functional, morphological
and ultrastructural modifications of specialized
osmoregulatory tissues and cells (Compere et
al. 1989; Pequeux 1995). Mitochondria are the
powerhouses of the cell and are responsible for
fueling these processes. However, their activity
also results in the production of reactive oxygen
species (ROS) which, if uncontrolled, cause what
is commonly known as “oxidative stress” - j.e.
damage to proteins, lipids and/ or nucleic acids
(Sies 1985) - and eventually lead to mutagenesis
or even cell death. Exposure to salinity variations,
as with many other biotic and abiotic stressors,
may cause increased production of ROS.
Therefore, salinity acclimation and its effects on
the hydromineral balance, oxygen consumption
rate and redox balance (at both the gill and animal
levels) have attracted some attention in recent
years, notably in crabs (Freire et al. 2011; Paital
and Chainy 2012; Rivera-Ingraham et al. 2016a)
and other intertidal invertebrates (Rivera-Ingraham
et al. 2016b).

From a physiological perspective, we
investigated the tolerance of two mangrove crab
species to salinity variation in Mayotte, one of
the main islands of the Comoros archipelago
(Mozambique Channel) where 1.8% (703 ha) of
the land surface is covered by mangrove forests
(Jeanson et al. 2014). The study focuses on
two dominant species with bimodal breathing
capacities, both distributed in the upper part of
the mangrove but in slightly different areas. This
determines their exposure to significantly different
environmental conditions, notably in terms of
salinity variation. \We considered the red mangrove
crab Neosarmatium meinerti (Sesarmidae, de Man,
1887), which is most frequently found in areas
exposed to drastic salinity variations ranging from
hypersaline conditions (during low tide and the
dry season) to freshwater (derived from upstream
run-offs during the rainy season). The second
species studied is the fiddler crab Tubuca urvillei
(Ocypodidae, H Milne Edwards, 1852), which
more frequently colonizes open areas surrounding
freshwater streams. Unlike N. meinerti, T. urvillei
uses a burrow-plugging behavior at high tide (a
common behavior in other fiddler crabs) to avoid
full immersion and hypoxemia (Fusi et al. 2015).
By studying these two species with different habitat
use within the mangrove forest, we demonstrate
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that the physiological response to salinity
variation (in terms of osmoregulation, associated
bioenergetics and redox homeostasis) partly
explains their distribution.

MATERIALS AND METHODS
Study site, animal collection and maintenance

Neosarmatium meinerti and Tubuca urvillei
were collected during the rainy season from the
Malamani mangrove (Chirongui bay, Mayotte,
12°55'1"S, 45°9'23") in the Comoros archipelago
(Fig. 1A). Neosarmatium meinerti were collected in
the upper part of the mangrove that is composed
of spurred (Ceriops tagal) and white (or grey)
mangrove trees (Avicennia marina), beneath which
N. meinerti burrows are abundant. Tubuca urvillei
were collected along the banks of a freshwater
(FW) rivulet where trees are absent (Fig. 1B-
E). These two areas can be totally submerged
by seawater (SW) at high tide (Fig. 1D) and can
also be flooded by FW at low tide after heavy
rainfall (Fig. 1F). The collection of these crabs
was restricted to the banks close to spurred and
red mangrove trees (Rhizophora mucronata).
All animals were collected at low tide, and water
samples were taken from random burrows for
verification of osmolality for each species. Crabs
of similar fresh body mass were transferred to the
experimental facility of the University Center of
Mayotte (CUFR). They were placed in individual
plastic boxes with approximate dimensions
of 16 x 11 x 7 cm (I x w x h). Two-thirds of
each box was filled with SW (salinity ~33 PSU;
970 mOsmol-kg™"). Crabs were then acclimated for
3 days at 28 £ 1°C, the average water temperature
recorded in Mayotte (Ballorain et al. 2013). Boxes
were connected to a closed recirculation water
system. Each system consisted of 24 (4 x 6) boxes
connected to an 80 | water reservoir. A water pump
containing a biofilter ensured the supply of clean
and aerated SWto each box.

Experimental conditions

For all experiments, males and females of
N. meinerti were used in the same proportion
(fresh body weight, FBW: 35 £ 8 g) (Fig. 2A).
However, for T. urvillei, only males (FBW: 6.9
1.7 g) were considered (Fig. 2B) due to the large
weight difference between sexes. All animals were
in intermolt stage, verified a-posteriori through
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epipodite examination.

After the initial 3-day acclimation period
in SW (Fig. 2C), a first batch of crabs was
exposed to different salinities to determine the
osmolality curve and the isosmotic point (i.e. the
environmental salinity at which the osmolality of
body fluids and environmental media are equal)
for each species. To conduct the energy-redox
analyses (respirometry and ROS measurements),
a second batch of animals was distributed
among 3 salinities: SW, diluted seawater (dSW,
294 mOsm-kg™, salinity ~10 PSU), and isosmotic
seawater (iISW) corresponding to 750 mOsmol-kg™'
(~25.5 PSU) and 820 mOsmol-kg" (~27.9 PSU)
for N. meinerti and T. urvillei, respectively. Since
results showed that iISW had no significant impact
on bioenergetics, all further work was conducted
under SW and dSW. Batch 3 was used to calculate
osmoregulatory capacity and conduct gill morpho-
metry and batch 4 was used to calculate Na*/K*-
ATPase (NKA) labelling and activity. For the latter,
anterior (with a mainly respiratory function) and
posterior gills (with an important osmoregulatory
role) were sampled separately. Neosarmatium
meinerti possesses 8 gills per branchial cavity
(Fig. 2D) while T. urvillei has 6 (Fig. 2E). The
last three pairs in each species were considered
as osmoregulatory gills, since this is classically
reported in many decapod crabs.

Salinity for each experimental condition
was controlled daily and adjusted if necessary
during the different exposure times. For most
crab species, full salinity acclimation occurs
between 1-2 weeks of exposure (Lovett et al.
2006a). However, to remain within ecologically-
relevant experimental times and to keep crabs
in their intermolt stage (thus avoiding a change
in their physiological responses), exposure was
limited to 4 days, which is sufficient to achieve
haemolymph osmoregulation (Siebers et al.
1972; Lovett et al. 2006b; Rivera-Ingraham et al.
2016a). For the morphological and NKA analyses,
7 days of exposure were allowed to ensure that
morphological changes were efficiently induced
(Tsai and Lin 2007). Additionally, to avoid the
impact of feeding on the physiological parameters
considered (Herreid 1980), crabs were fasted
for a maximum period of 10 days during the
experiments. Depending on the subsequent
analyses and when possible, living animals were
returned to their environment.

Osmolality curves
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Southeastern
Africa
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Uca urvillej
burrows

tide
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Neosarmatium
meinerti

burrows

E)

Fig. 1. Characteristics of the study site. (A) Location of the Comoros archipelago and Malamani mangrove (Mayotte Island). (B)
Detailed view of the Malamani mangrove and Neosarmatium meinerti and Tubuca urvillei collection zones. Continuous line indicates the
upper limit of the Ceriops tagal belt while the discontinuous line represents the approximate limit between the C. tagal and Rhizophora
mucronata belts. The red dot corresponds to the position where pictures E and F were taken. Areas marked in red and blue represent
the collection sites for N. meinerti and T. urvillei, respectively. (C) Schematic representation of the mangrove structure, representing the
habitats of the two crab species. (D) General view of the mangrove (area marked in red in subpanel B) at high tide. E-F: General view
of the rivulet at low tide during a dry day (E) and after rainfall (F).
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Fig. 2. Dorsal view of Neosarmatium meinerti (A) and Tubuca urvillei (B). (C) Schematic representation of the experimental setup.
For those analyses considering gill tissues (morphology, NKA activity and labelling), anterior and posterior gills were considered
separately. The macroscopic view of N. meinerti and T. urvillei gill cavities are shown in D and E, respectively. The branchiostegite
covering the branchial cavity has been removed. Gills are numbered from the anterior side of the crabs. Both species present a similar
gill organization but different total gill number: whilst there are 2 podobranchs and 4 arthrobranchs for T. urvillei, N. meinerti possess 3
podobranchs and 4 arthrobranchs. (F) Histological section of a phyllobranchiate gill (7. urvillei) with flat leaf-like lamellae connected to a
central axis distributing and collecting the circulating hemolymph. Anterior and posterior gills of both species present a similar branchial
organisation. CA: central axis; cSW: concentrated seawater; dSW: diluted seawater; FW: freshwater; GL: gill lamellae; GT: gill tip; iSW:
isosmotic seawater; N: dissecting needle; SW: seawater. Scale bars: A=3cm, B=2cm; C=2cm; D =7 mm; E = 500 um. *values
adjusted to the isosmotic point of each of the two species according to the results provided in figure 3A.
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To determine osmolality curves for N. meinerti
and T. urvillei, crabs were immersed at different
water salinities with 8 crabs per salinity, ranging
from FW (salinity ~0.2 PSU; 6 mOsmol-kg")
to concentrated SW (salinity ~50 PSU;
1500 mOsmol-kg™). Crabs were maintained in
these conditions for 4 days, a typical acclimation
time used for other decapods. A 0.1-0.5 ml
hemolymph aliquot was then rapidly collected from
crabs kept on ice using a 0.5 ml syringe without
added anticoagulant, inserting the needle between
the cephalothorax and a pereiopod. Hemolymph
osmolality was measured in duplicate using a
vapor pressure depression osmometer (Vapro
5600, Wescor, USA) (sample volumes: 10 pl).

Whole-animal respirometry

These experiments were conducted in 750 ml
and 150 ml air-tight transparent chambers for N.
meinerti and T. urvillei, respectively, equipped with
magnetic stirrers to ensure correct Oz mixing in
the water column and equipped with an oxygen
optode (OXSP5, sensor code SD7-545-214) (Pyro-
Science GmbH, Aachen, Germany) on its inner
wall. Optodes were calibrated to 100% (using air-
saturated water) and 0% air saturation. The latter
was achieved using a freshly made 80 mM Na>SOs3
solution. A structure of 1 mm? mesh was installed
in the chamber to avoid the disturbance of crabs by
the magnetic stirrer (Rivera-Ingraham et al. 2016a).
Each crab was placed in a chamber containing
filtered (0.2 um Whatman) medium at the salinity
value at which the animal was acclimated. To avoid
handling stress, crabs were left for 15 min with an
aeration system to maintain fully oxygenated water.
Each chamber was then filled to its maximum
capacity to avoid the formation of air bubbles
and was sealed to ensure air tightness. Oxygen
concentration within each chamber was measured
using a four-channel fiber-optic oxygen meter
(FireSting, Pyro-Science GmbH) and was recorded
through the Pyro Oxygen Logger software. All
measurements started in fully oxygenated water
(> 98 %) and oxygen consumption rates were
recorded as a function of declining pO. over time.
Four parallel measurements were carried out
simultaneously (including a blank) and data were
recorded at 5 s intervals. Animals in each of the
chambers were allowed to breathe for a minimum
of 15 min at a constant and controlled temperature
of 25°C. After each experiment, crabs were blotted
dry and fresh body weight (FBW) was recorded to
the nearest 0.01 g. Rates of oxygen consumption
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(MOQOz2) were calculated through linear regression
and expressed as pmol O2>'min~'-g FBW.

ROS/RNS formation

For each experimental condition (SW, iSW
and dSW), 8 crabs were individually weighed
(to the nearest 0.01 g) before hemolymph
sampling. Hemolymph samples were collected
for each individual, as previously described.
The presence of ROS/RNS in the hemolymph of
mangrove and fiddler crabs was performed using
the spectrophotometric procedure described by
Rivera-Ingraham et al. (2016a). In triplicate, 2 pl
of hemolymph sample was mixed with 100 pl of
a saline solution. To avoid osmotic-induced ROS/
RNS production by hemocytes, the osmolality of
the solution was adjusted to the osmolality of the
hemolymph. According to the osmolality curves,
these values were: 649, 690 and 765 mOsmol-kg"
for N. meinerti, and 765, 780 and 874 mOsmol-kg™"
for T. urvillei for the SW, iSW and dSW treatments,
respectively. Reactions were initiated with 50 pl
of Dichloro-dihydro-fluorescein diacetate solution
(DCFH-DA, 30 puM) (Molecular Probes, C-13293).
The fluorescence signal was read at wavelengths
of 590 nm (excitation) and 510 nm (emission)
using a Tecan infinit F200 PRO (Tecan Group Ltd.,
Austria).

Measurements were made every minute over
a 20 min period in a flat-bottom black microplate.
The speed of DCFH-DA degradation in DCF is
proportional to the content in ROS/RNS. As DCF
fluorescence may vary according to the salinity
of the medium (Rivera-Ingraham et al. 2016a), a
standardization curve of H,O, was prepared and
measured at each of the 6 environmental salinities
(3 per species) to correct any such differences, as
described by Rivera-Ingraham (2016a). Although
it has been widely demonstrated that DCF is
not H,O,-specific for various reasons (Grisham
2012; Kalyanaraman et al. 2012), the curve was
constructed using this compound as it is the most
stable, and thus the most common, ROS present
within cells.

Osmoregulatory capacities

The osmoregulatory capacity (OC) of N.
meinerti and T. urvillei was assessed by recording
hemolymph osmolality after 0, 1, 2 and 4 days
of exposure to either dSW or SW. Each crab
was sampled once. The OC was calculated as
the absolute value of the difference between the
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osmotic pressure of the hemolymph and that of the
external medium.

Branchial histology, immunolabelling of the
Na'/K*-ATPase (NKA) and morphometric
analyses

A total of 5 crabs per species were exposed
to SW and dSW for a period of 7 days to ensure
that all anatomical changes occurred fully. After
this period, animals were anesthetized on ice
and sacrificed. Anterior and posterior gills were
sampled separately. For N. meinerti, anterior gill
pair 1 and posterior gill pair 8 were sampled. For
T. urvillei, anterior gill pair 3 and posterior gill pair
6 were used. Dissected gills were fixed in Bouin’s
fixative solution for 2 days and subsequently rinsed
in 70% ethanol. Samples were then dehydrated in
a series of graded alcohols (90, 95 and 100%) and
embedded in paraffin. Sections (4 um) were cut
on a Leitz Wetzlar microtome, collected on glass
slides and stained using the classical Masson’s
Trichrome Staining Protocol (Martoja and Martoja-
Pierson 1967) or directly used for immunolabelling.

For NKA immunolabelling, sections were
dewaxed; hydrated through a graded series of
ethanol (90, 95, 100%); rinsed with a solution of
10 mM Phosphate-buffered saline (PBS), 150 mM
NaCl and 0.01% Tween 20 (pH 7.3), for 10 min;
then treated with 50 mmol NH4CI in PBS (pH
7.3) for 5 min to mask free aldehyde groups in
the fixative. Finally, sections were incubated for
10 min with a blocking solution (BS) containing 1%
bovine serum albumin (BSA) and 0.1% gelatine
in PBS. Primary labelling was performed for 2 h
at room temperature in a wet chamber, with the
primary antibody rabbit anti-NKA H300 (Santa
Cruz Biotechnology) diluted in PBS at 10 pg-ml!
covering the sections. Control sections were
incubated in BS without the primary antibodies.
After 3 extensive 10 min washes in BS to remove
unbound antibodies, the sections were incubated
for 1 h with a secondary antibody: donkey-anti
rabbit (Alexa Fluor® 546), 10 ug-ml'. Following
extensive washing in BS (six times for 5 min),
sections were mounted in 80% glycerine, 20% PBS
and 2% N-propyl-gallate to delay photobleaching
(ImmunoHistoMount, Aqueous-based Media,
Santa Cruz Bio-technology, USA).

Stained and labelled sections were examined
with a Leitz Diaplan microscope equipped with a
special filter for fluorescence and associated with
a Leica DC 300 F digital camera and its software
FW 4000 | (Leica Microsystems, Rueil-Malmaison,
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France).

Histological sections of the gill lamellae were
photographed at the same magnification (x40).
The thickness of the gill epithelium was measured
on both sides of 5 lamellae per gill (only areas
sectioned through cell nucleus were considered).
Morphometric measures were obtained using the
freeware Image J (http://rsbweb .nih.goviij/).

Branchial NKA activity

To identify quantitative differences in NKA
activity between the species, an additional 6
crabs per species were exposed to the same
conditions described in section 2.7. The last three
pairs of posterior gills (6, 7 and 8 for N. meinerti
and 4, 5 and 6 for T. urvillei) were dissected and
homogenized in pairs in SEIl buffer (150 mM
sucrose, 10 mM EDTA, 50 mM imidazole, pH 7.4)
using a manual potter. The specific, Na*- and K-
dependent, ouabain-sensitive ATPase activity was
measured in these homogenates using 1.4 mM of
ouabain as described in detail by Metz et al. (2003).
Aliquots (5 pl in triplicate) of homogenate (protein
content of 1 mg-ml™") were incubated in assay
media for 20 min at 25°C. The specific activity
was calculated by subtracting the K*-independent,
ouabain-insensitive ATPase activity from total
AT Pase activity. ATP hydrolysis was assessed
by the amount of inorganic phosphate formed
per minute per mg of protein. Sample protein
content was estimated using the protocol originally
described by Bradford (1976) using a commercially
prepared reagent (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
USA), and bovine serum albumin as standard.

Statistics

Statistical analyses were conducted using
R software (R Core Team 2016) and SPSS
15.0 (SPSS Inc., USA). The R statistic package
‘cobs’ was used to adjust the osmolality curves.
This package is based on constrained b-spline
approximations (Ng and Maechler 2007). T-tests
and one- or two-way ANOVAs were carried out on
data after control of parametric test assumptions
(normality and homoscedasticity). When a
significant difference was detected, differences
among groups were identified using Tukey’s
Honest Significant Difference (HSD) test for two-
way ANOVA and Student-Newman-Keuls (SNK)
test for one-way ANOVA. Data are presented as
means with standard error of the mean (+ SE) and
the level of statistical significance was p < 0.05.
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RESULTS

For all analyses, no significant differences
were found between treatments in terms of
animal weight. In the case of N. meinerti, there
was no influence of sex on any of the parameters
analyzed and thus only pooled results are shown.
The salinity range measured during crab sampling
in the collection zones of N. meinerti and T. urvillei
(Fig. 1B, C) was 911-1352 mOsm-kg™" (31-46 PSU)
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and 273-521 mOsm-kg' (10-18 PSU), respectively
(Fig. 3A).

Hemolymph osmolality curves, salinity
tolerance and osmoregulatory capacity (OC)

Both N. meinerti and T. urvillei are strong
osmoregulators across the tested salinities (Fig.
3A). Crabs hyper-regulate at lower salinities
(hemolymph osmolality is actively maintained
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Fig. 3. Hemolymph osmolality (in mOsm-kg™) at different salinities (A) and osmoregulatory capacity after salinity challenge (B, C)
shown by Neosarmmatium meinerti (B) and Tubuca urvillei (C). Grey bar: salinity range of water collected at low tide along the rivulet
banks. Black bar: salinity range of water collected at low tide in burrows of N. meinetti.
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at levels above that of dSW) but show a hypo-
osmoregulatory behaviour at higher salinity
(hemolymph osmolality maintained below that of
SW). They can maintain a gradient greater than
600 mOsm-kg™ when exposed to salinities close
to FW (5-10 mOsm-kg') or concentrated SW
(1500 mOsm-kg™). The only deaths recorded at
the lowest and highest salinities were in T. urvillei.
Mortality rates were up to 37 % at 5 mOsm kg™’
and 12% at 1500 mOsm-kg™.

For crabs kept in SW or directly transferred to
dSW, OC data after 4 days post transfer confirms
these crabs are strong osmoregulators and can
maintain a stable osmoregulation within hours after
transfer (Fig. 3A, 3B). Neosarmatium meinerti can
maintain OC values of ~300 mOsm-kg' in SW
(30 PSU) and ~400 mOsm-kg' in dSW (10 PSU)
over time, and these values were significantly
different (F = 34.54, p < 0.001) (Fig. 3B). The same
is true for T. urvillei (F = 174.28, p < 0.001), which

(A)
0.06 4

0.05- a a

0.04 ~

—Q

0.03 4

0.02 4

MO, (umol O, - min"" - gFBW")

0.01 1

0
dsw iSW SW

(B)
0.06-

0.05+ I
0.044
0.031

0.02

MO, (umol O, - min™* - gFBW")

0.01

0 -
dsSwW iSW sSw

page 9 of 16

also presents remarkable regulatory capacity with
OC values of ~200 mOsm-kg™ in SW (30 PSU)
and ~500 mOsm-kg'in dSW (10 PSU) (Fig. 3C).

Rates of oxygen consumption and ROS/RNS
production

Oxygen consumption rate across salinities
did not vary for N. meinerti (F = 0.52, p =0.59, Fig.
4A) or for T. urvillei (F = 0.05, p = 0.95, Fig. 4B).
ROS/RNS production in the hemolymph (Fig. 4C
and D) did not show any significant difference for
either species (F =0.48, p=0.62and F=1.01,p=
0.38 for N. meinerti and T. urvillei, respectively).

Branchial histology

The histological analysis revealed relevant
differences among anterior and posterior gills
in both species. No discernible differences
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Fig. 4. Whole animal rates of oxygen consumption (A, B) and ROS/RNS production in hemolymph (C, D) from Neosarmatium meinerti (A,
C) and Tubuca urvillei (B, D). Different letters represent significantly different groups according to a one-way ANOVA test followed by a
SNK multiple comparison test (p < 0.05). iSW: isosmotic SW (750 mOsm-kg" for N. meinerti and 820 mOsm-kg' for T. urvillei). FWB:

fresh body weight.
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in morphology were found between animals
acclimated to SW and those exposed to dSW.
Thus, only results corresponding to the latter
are shown. In both cases, anterior gills showed
the typical characteristics of respiratory organs:
gill lamellae consist of a single layer of very thin
epithelial cells while the hemolymphatic space
is divided into upper and lower sections by a
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septum (Fig. 5A, B). Posterior gills do not have
this septum and present a much thicker epithelial
layer. Measurements of epithelial thickness on
histological sections show large differences
between anterior and posterior gills (Fig. 5E, F),
and it is especially striking that values are over
2-fold higher for the small T. urvillei.

(E)

Epithelial thickness (um)
w

Anterior Posterior

124 *

10+

Epithelial thickness (um)
o

Anterior Posterior

Fig. 5. Histological sections (A to D) and epithelial thickness of gill lamellae (E, F) of Neosarmatium meinerti (A, C, E) and Tubuca
urvillei (B, D, F) after dSW acclimation. Subpanels A and B correspond to anterior (mainly respiratory) gills (here pairs 1 and 3 for \.
meinerti and T. urvillei, respectively). Subpanels C and D correspond to posterior (osmoregulatory) gills (here, pairs 8 and 6 for \.
meinertiand T. urvillei, respectively). B: bacterial layer; C: cuticle; E: epithelium; H: hemocyte; HL: hemolymphatic lacuna; N: nucleus; S:

septum. Scale bar = 20 um. * p < 0.001 (t-test).
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Branchial Na*/K*-ATPase labelling and activity side of the epithelial cells and appears reduced in

the anterior gills (Fig. 6A, B), but immunostaining

NKA immunolocalization conducted on is thicker in the posterior gills (Fig. 6C, D) in both
histological sections of both species (Fig. 6) species.

indicates that the labelling occurs along the basal For N. meinerti, the two-way ANOVA
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Fig. 6. NKA immunolabelling and activity for Neosarmatium meinerti (A, C, E) and Tubuca urvillei (B, D, F). NKA inmunolabelling is
shown for anterior (A, C) and posterior (B, D) gills (here, gill 8 for N. meinerti and qill 6 for T. urvillei). NKA activity (E, F) was measured
from the last three gill pairs of crabs exposed to SW or dSW. Different letters show statistically significant differences based on a two-
way ANOVA followed by Tukey's HSD test (p < 0.05). GL: gill lamellae; arrow heads indicate NKA labelling. This labelling occurs along
the basal side of the epithelial cells and appears reduced in the anterior gills but thicker in the posterior gills. Scale bar = 40 um.
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revealed that NKA activity is significantly different
between the three posterior gills (F = 11.154; p <
0.001), with a salinity effect (F = 5.761; p < 0.05).
However, post-hoc analysis did not reveal any
difference between SW and dSW crabs among gill
pairs (Fig. 6E).

For T. urvillei, no difference was observed in
NKA activity recorded in the last three posterior
gills between SW- and dSW-exposed crabs (two-
way ANOVA, F = 3.316; p = 0.08) but there was a
significant difference according to the position of
the gills (F = 21.149; p < 0.001). NKA gill activity
increased by up to 6 times between gill pairs 4 and
6 (Fig. 6F).

DISCUSSION

In a mangrove ecosystem, the key factors
driving the spatial and temporal abundance of
amphibious sesarmid and fiddler crabs are still
not fully understood (Koch et al. 2005; Bezerra et
al. 2006; Salgado-Kent and McGuinness 2010;
Nobbs and Blamires 2015). In the mangrove site
of Mayotte, Comoros archipelago, the fiddler
crab Tubuca urvillei and the red mangrove crab
N. meinerti are both strong osmoregulators,
but they live in different areas of the upper
mangrove and thus face different salinity ranges.
N. meinerti is periodically subjected to extreme
salinity fluctuations and regularly faces high
salinity water in its burrows, most probably due
to SW evaporation at low tide and infrequent
seawater renewal at high tide, depending on the
tidal coefficients (this study; Gillikin et al. 2004).
Fiddler crabs; however, live preferentially close
to flowing brackish water, i.e. close to rivulets
draining freshwater from the mainland (this study;
Nobbs and Blamires 2015) and, unlike N. meinerti,
use a burrow plugging behavior (Fusi et al. 2015),
thereby minimizing their exposure to wide salinity
variations.

Existing literature suggests that mangrove
crab osmoregulatory ability is not strongly
linked with observed zonation patterns, species
abundance and distribution (Frusher et al. 1994;
Gillikin et al. 2004). Our results support this
hypothesis. From a purely energetic perspective,
this is shown by the rates of oxygen consumption
recorded for the two species. Both species
maintain relatively stable oxygen consumption
rates across different salinities, suggesting that
shifts in environmental salinity do not impose a
significant change in energy demand or entail a
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redox imbalance. However, the different subtle
physiological characteristics recorded in this study
widen our knowledge of the ecological in-situ
salinities observed for fiddler and red mangrove
crabs. Neosarmatium meinerti has a strong hypo-
osmoregulatory capacity (hypo-OC) in SW and
hyper-OC in dSW, indicating that this species
has a strong OC under these conditions (Lignot
et al. 2000; Henry et al. 2012). Tubuca urvillei
shows a high hyper-OC at the lower salinity levels
it encounters in its habitat, and a comparatively
low hypo-OC in SW. This OC shift at low salinities
further supports the conclusion that high salinity
conditions are a larger physiological challenge for T.
urvillei than N. meinerti. This is consistent with NKA
gill activity recorded in the posterior osmoregulatory
gills of crabs maintained in SW and dSW. NKA
activity is up to 6 and 12 umol Pi-mg prot'-h’
for N. meinerti and T. urvillei, respectively. Also,
the osmoregulatory epithelium of the posterior
gill lamellae is up to 4 um thick for N. meinerti
and 9 um for T. urvillei. Similar osmoregulatory
gill epithelium thicknesses were also observed
in hololimnetic crabs such as Dilocarcinus pagei
(Furriel et al. 2010) and Potamon niloticus (Maina
1990). In other true freshwater species such as
crayfish (i.e. Astacus pallipes, Procambarus clarkii
and Orconectes virilis), the water-blood barrier
thickness can also measure up to 8 um (Fisher
1972; Burggren et al. 1974; McMahon et al. 1974),
even attaining 18-20 um in the Trichodactylid
crab Dilocarcinus pagei (Onken and McNamara
2002). A similar thickness to that obtained for T.
urvillei was measured in Leptuca uruguayensis
(Luquet et al. 1995). Terrestrial Gecarcinidae,
Grapsidae, Ocypodoidea and Sundathelphusidae
crustaceans (i.e. Geograpsus grayi, G. crinipes,
Cardisoma hirtipes, Gecarcoidea natalis, Mictyris
longicarpus and Holthuisana transversa) also have
thick osmoregulatory epithelia of up to 10 um in
their posterior gills (Taylor and Greenaway 1979;
Farrelly and Greenaway 1992). Consequently,
the blood/gas diffusion distance limits the
efficiency and absolute contribution of the gills to
gas exchange. The presence of well-developed
epithelia in posterior gill lamellae in fiddler and
red mangrove crabs is therefore typical of FW,
amphibious and land crabs. This represents one
of the major morphological evolutions towards
terrestrialization.

Finally, osmoregulatory posterior gills
of fiddler and red mangrove crabs do not suffer
any major morphological changes due to dSW
transfer. This is not the case for most intertidal

99



Zoological Studies 57: 36 (2018)

euryhaline crustaceans, for which the need for
increased ion transport during low-salinity transfer
drives epithelial hypertrophy in the osmoregulatory
gill lamellae through various and well-studied
mechanisms (Neufeld et al. 1980; Henry and
Watts 2001; Roy et al. 2007; Torres et al. 2007;
Lucu et al. 2008). All these changes are linked
to an increase in NKA-specific activity along with
increased expression of other ion transporters and
supporting enzymes such as carbonic anhydrase,
Na*/K*/2CI~ cotransporter, V-type H*-ATPase and
arginine kinase (Pequeux 1995; Lucu and Towle
2003). However, no salinity-induced changes in
NKA activity occur for bimodal and terrestrial crabs
(Tsai and Lin 2007), as observed for N. meinerti
and T. urvillei in our study. A possible explanation
is that the cellular machinery is already optimized
for terrestrial life, with the involvement of posterior
gills in acid-base balance, nitrogen excretion and
aerial osmoregulation. This machinery could thus
easily switch to aquatic osmoregulation with no
functional and morphological remodeling of the
gills. It could involve specific enzymes such as
the apical-type V-H*-ATPase which, along with
NKA, is a key enzyme in the transition from a
marine environment to land and is involved in
acid-base balance and nitrogen excretion (Morris
2001; Weihrauch et al. 2001 2004). As already
demonstrated by Tsai and Lin (2007), intertidal
crabs with varying NKA activity show a cytoplasmic
V-H*-ATPase distribution due to salinity challenge,
but freshwater and terrestrial crabs with stable
NKA activity during salinity variations tend to have
an apical V-H*-ATPase. It would therefore be
interesting to investigate V-H*-ATPase expression
and localization in T. urvillei and N. meinerti to
further characterize their adaptation to freshwater
and terrestrial habitats. It would also be relevant
to analyze the morphology of extrabranchial
organs such as the branchiostegite, which has an
osmoregulatory function in FW decapod crayfish
(Lignot et al. 2005). This organ is also used for
aerial oxygen uptake, since it has a reduced
epithelial diffusion distance as low as 2 um
(Halperin et al. 2000). Finally, to better comprehend
adaptation to terrestrial environments, it would be
interesting to consider the ability of fiddler and red
mangrove crabs to control their urine composition.
Terrestrial crabs normally have access to FW but
not to SW, and must therefore recover salt from
their urine. This mechanism down-regulates a
normally active uptake system, making it more
suitable for their ecology.
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CONCLUSIONS

We applied integrative physiological tools to
provide new insights into the factors affecting crab
distribution and, in doing so, add to the field of
mangrove ecophysiology. Although salinity alone
does not explain the spatio-temporal distribution of
mangrove crabs, this study highlights that salinity-
induced physiological constraints partly shape the
distribution of crabs across a range of habitats
within their salinity range. This physiological
approach is a potential tool for assessing the
impacts of salinity variations induced by human
activities on mangrove crab distribution. This is
essential to understand mangrove crab distribution
and to predict how their disappearance could
affect the functionality of mangrove ecosystems
(Nobbs and Blamires 2015). This is particularly
relevant since, among other practices, the release
of domestic wastewater (with salinities close to
FW values) or effluents from shrimp farms (with
salinities close to SW values) may become a
common practice in many countries that use
mangrove forests as a natural filtering system
(Wong et al. 1997; Ouyang and Guo 2016 2018).
Mangrove crabs are also key players in the
bioremediation process through their bioturbation
activities.

Acknowledgments: The authors are thankful
to Kissimati Abdallah for her help on the field
and to Claire Gollety for statistical advice. The
authors also sincerely thank Mrs. Joanna Munro
from Munro Language Services for correcting the
manuscript. This study was partly funded through
the Marie Curie Actions EU grant FP7-PEOPLE-
2013-1EF (grant number 622087-“IAS-Life”)
awarded to GAR-| and by the French National
Agency for Water (ONEMA), which is now part of
the French Agency for Biodiversity (AFB).

Authors’ contributions: DT, GAR-I and JHL
participated in the conception of the article,
conducted laboratory analyses and were involved
in manuscript preparation. JACR, LA, MB and ML
participated in laboratory analyses. EF and ES
were involved in the planning of the article and
manuscript preparation.

Competing interests: DT, GAR-|, JACR, LA, MB,
ML, EF, JHL and ES declare that they have no
conflict of interest.

Availability of data and materials: All data

© 2018 Academia Sinica, Taiwan

100



Zoological Studies 57: 36 (2018)

and materials not included in this manuscript
are available from the corresponding author on
request.

Consent for publication: Not applicable.

Ethics approval consent to participate:
All applicable international, national, and/or
institutional guidelines for the care and use of
animals were followed.

REFERENCES

Alongi DM. 2008. Mangrove forests: Resilience, protection from
tsunamis, and responses to global climate change. Estuar
Coast Shelf Sci 76:1-13. doi:10.1016/j.ecss.2007.08.024.

Anger K, Charmantier G. 2000. Ontogeny of osmoregulation
and salinity tolerance in a mangrove crab, Sesarma
curacaoense (Decapoda: Grapsidae). J Exp Mar Bio Ecol
251:265-274. doi:10.1016/S0022-0981(00)00223-9.

Ballorain K, Bourjea J, Ciccione S, Kato A, Hanuise N, Enstipp
M, Fossette S, Georges JY. 2013. Seasonal diving
behaviour and feeding rhythms of green turties at Mayotte
Island. Mar Ecol Prog Ser 483:289-302. doi:10.3354/
meps10301.

Bezerra LA, Dias CB, Santana G, Matthews-Cascon H. 2006.
Spatial distribution of fiddler crabs. genus Uca. in a
tropical mangrove of northeast Brazil. Sci Mar 70:759-
766. doi:10.3989/scimar.2006.70n4759.

Blaber SJ. 1997. Fish and Fisheries in Tropical Estuaries,
Springer. London.

Bradford MM. 1976. A rapid and sensitive method for the
quantitation of microgram quantities of protein using the
principle of protein dye binding. Anal Biochem 72:248-
254. doi:10.1016/0003-2697(76)90527-3.

Burggren WW, McMahon BR, Costerton JW. 1974. Branchial
water- and blood-flow patterns and the structure of the gill
of the crayfish Procambarus clarkii. Can J Zool 52:1511-
1518.

Capdeville C, Abdallah K, Buffan-Dubau E, Lin C, Azemar
F, Lambs L, Fromard F, Rols J-L, Leflaive J. 2018.
Limited impact of several years of pretreated wastewater
discharge on fauna and vegetation in a mangrove
ecosystem. Mar Pollut Bull 129:379-391. doi:10.1016/
j-marpolbul.2018.02.035.

Cieluch U, Anger K, Aujoulat F, Buchholz F, Charmantier-Daures
M, Charmantie G. 2004. Ontogeny of osmoregulatory
structures and functions in the green crab Carcinus
maenas (Crustacea, Decapoda). J Exp Biol 207:325-336.
doi:10.1242/jeb.00759.

Compere P, Wanson S, Pequeux A, Gilles R, Goffinet G.
1989. Ultrastructural changes in the gill epithelium of the
green crab Carcinus maenas in relation to the external
salinity. Tissue Cell 21:299-318. doi:10.1016/0040-
8166(89)90073-6.

Ellison JC. 2015. Vulnerability assessment of mangroves to
climate change and sea-level rise impacts. Wetl Ecol
Manag 23:115-137. doi:10.1007/s11273-014-9397-8.

Emmerson WD, McGwynne LE. 1992. Feeding and assimilation
of mangrove leaves by the crab Sesarma meinerti de Man
in relation to leaf-litter production in Mgazana, a warm-

© 2018 Academia Sinica, Taiwan

page 14 of 16

temperate southern African mangrove swamp. J Exp Mar
Bio Ecol 157:41-53. doi:10.1016/0022-0981(92)9007 3-J.

Farrelly C, Greenaway P. 1992. The morphology and
vasculature of the lungs and gills of the soldier crab,
Mictyris longicarmpus. J Morphol 3:285-304.

Fisher JM. 1972. Fine-structural observations on the gill
filaments of the freshwater crayfish. Tissue and Cell
4:287-299.

Freire CA, Togni VG, Hermes-Lima M. 2011. Responses
of free radical metabolism to air exposure or salinity
stress, in crabs (Callinectes danae and C. ornatus)
with different estuarine distributions. Comp Biochem
Physiol - A Mol Integr Physiol 160:291-300. doi:10.1016/
j.cbpa.2011.06.024.

Frusher SD, Giddins RL, Smith TJ. 1994. Distribution and
abundance of grapsid crabs (Grapsidae) in a mangrove
estuary: Effects of sediment characteristics, salinity
tolerances, and osmoregulatory ability. Estuaries 17:647-
654. doi:10.1007/BF02804642.

Furriel RPM, Firmino KCS, Masui DC, Faleiros RO, Torres
AH, Mcnamara JC. 2010. Structural and biochemical
correlates of Na*,K*-ATPase driven ion uptake across
the posterior gill epithelium of the true freshwater crab,
Dilocarcinus pagei (Brachyura, Trichodactylidae). J
Exp Zool Part A Ecol Genet Physiol 313A:508-523.
doi:10.1002/jez.622.

Fusi M, Giomi F, Babbini S, Daffonchio D, Mcquaid CD, Porri
F, Cannicci S. 2015. Thermal specialization across large
geographical scales predicts the resilience of mangrove
crab populations to global warming. Oikos 124:784-795.
doi:10.1111/0ik.01757.

Gargon DP, Masui DC, Mantelatto FLM, Furriel RPM,
McNamara JC, Leone FA, Gargon DP, Masui DC,
Mantelatto FLM, Furriel RPM, McNamara JC, Leone FA.
2009. Hemolymph ionic regulation and adjustments in
gill (Na*, K*)-ATPase activity during salinity acclimation
in the swimming crab Callinectes ornatus (Decapoda,
Brachyura). Comp Biochem Physiol - A Mol Integr Physiol
154:44-55. doi:10.1016/j.cbpa.2009.04.624.

Gilles R, Pequeux A, Bianchini A. 1988. Physiological aspects
of NaCl movements in the gills of the euryhaline
crab, Eriocheir sinensis, acclimated to fresh water.
Comp Biochem Physiol - Part A Physiol 90:201-207.
doi:10.1016/0300-9629(88)91028-6.

Gillikin DP, De Wachter B, Tack JF. 2004. Physiological
responses of two ecologically important Kenyan mangrove
crabs exposed to altered salinity regimes. J Exp Mar Bio
Ecol 301:93-109. doi:10.1016/j.jembe.2003.09.024.

Gilman EL, Ellison J, Duke NC, Field C. 2008. Threats
to mangroves from climate change and adaptation
options: A review. Aquat Bot 89:237-250. doi:10.1016/
j-aquabot.2007.12.009.

Giri C, Ochieng E, Tieszen LL, Zhu Z, Singh A, Loveland
T, Masek J, Duke N. 2011. Status and distribution of
mangrove forests of the world using earth observation
satellite data. Glob Ecol Biogeogr 20:154-159.
doi:10.1111/).1466-8238.2010.00584.x.

Grisham MB. 2012. Detection of reactive metabolites of oxygen
and nitrogen. In: Abele D, Vazquez-Medina JP, Zenteno-
Savin T (eds) Oxidative stress in aquatic ecosytems.
Wiley-Blackwell, Oxford, pp. 329-343.

Halperin J, Ansaldo M, Pellerano GN, Luquet CM. 2000.
Bimodal breathing in the estuarine crab Chasmagnathus
granulatus Dana 1851 - Physiological and morphological

101



Zoological Studies 57: 36 (2018)

studies. Comp Biochem Physiol - A Mol Integr Physiol
126:341-349. doi:10.1016/S1095-6433(00)00216-6.

Henry RP, Lucu €, Onken H, Weihrauch D. 2012. Multiple
functions of the crustacean gill: osmotic/ionic
regulation, acid-base balance, ammonia excretion, and
bioaccumulation of toxic metals. Front Physiol 3:1-33.
doi:10.3389/fphys.2012.00431.

Henry RP, Watts SA. 2001. Early carbonic anhydrase induction
in the gills of the blue crab, Callinectes sapidus during
low salinity acclimation is independent of ornithine
decarboxylase activity. J Exp Zool 289:350-358.

Herreid CF. 1980. Hypoxia in invertebrates. Comp Biochem
Physiol Part A Physiol 67:311-320.

Jeanson M, Anthony EJ, Dolique F, Cremades C. 2014.
Mangrove evolution in Mayotte island, Indian Ocean: A
60-year synopsis based on aerial photographs. Wetlands
34:459-468. doi:10.1007/s13157-014-0512-7.

Kalyanaraman B, Darley-Usmar V, Davies KJA, Dennery PA,
Forman HJ, Grisham MB, Mann GE, Moore K, Roberts
LJ, Ischiropoulos H. 2012. Measuring reactive oxygen
and nitrogen species with fluorescent probes: Challenges
and limitations. Free Radic Biol Med 52:1-6. doi:10.1016/
j.freeradbiomed.2011.09.030.

Koch V, Wolff M, Diele K. 2005. Comparative population
dynamics of four fiddler crabs (Ocypodidae, genus Uca)
from a North Brazilian mangrove ecosystem. Mar Ecol
Prog Ser 291:177-188. doi:10.3354/meps291177.

Kristensen E. 2008. Mangrove crabs as ecosystem engineers;
with emphasis on sediment processes. J Sea Res 59:30-
43. doi:10.1016/.seares.2007.05.004.

Lee SY. 1998. Ecological role of grapsid crabs in mangrove
ecosystems: a review. Mar Freshw Res 49:335-343.
doi:10.1071/MF99078.

Lignot J-H, Charmantier G. 2015. Osmoregulation and
excretion. In: Chang ES, Thiel M. eds. The natural history
of the Crustacea. Vol 4: Physiology. Oxford University
Press, New York, pp. 249-283.

Lignot J-H, Spanings-Pierrot C, Charmantier G. 2000.
Osmoregulatory capacity as a tool in monitoring the
physiological condition and the effect of stress in
crustaceans. Aquaculture 191:209-245. doi:10.1016/
S0044-8486(00)00429-4.

Lignot J-H, Susanto GN, Charmantier-Daures M, Charmantier
G. 2005. Immunolocalization of Na*,K*-ATPase in the
branchial cavity during the early development of the
crayfish Astacus leptodactylus (Crustacea, Decapoda).
Cell Tissue Res 319:331-339. doi:10.1007/s0044 1-004-
1015-2.

Lovett DL, Colella T, Cannon AC, Lee DH, Evangelisto A,
Muller EM, Towle DW. 2006a. Effect of salinity on
osmoregulatory patch epithelia in gills of the blue crab
Callinectes sapidus. Biol Bull 210:132-139.

Lovett DL, Verzi MP, Burgents JE, Tanner CA, Glomski K, Lee
JJ, Towle DW. 2006b. Expression Profiles of Na®, K*-
ATPase during Acute and Chronic Hypo-osmotic Stress in
the Blue Crab Callinectes sapidus. Biol Bull 211:58-65.

Lucu €, Pavigi¢ J, Ivankovi¢ D, Pavigié-Hamer D, Najdek M.
2008. Changes in Na*/K*-ATPase activity, unsaturated
fatty acids and metallothioneins in gills of the shore crab
Carcinus aestuarii after dilute seawater acclimation.
Comp Biochem Physiol - A Mol Integr Physiol 149:362-
372. doi:10.1016/j.cbpa.2008.01.026.

Lucu €, Towle DW. 2003. Na*+K*-ATPase in gills of aquatic
crustacea. Comp Biochem Physiol - A Mol Integr Physiol

page 15 of 16

135:195-214. doi:10.1016/S1095-6433(03)00064-3.

Luquet CM, Pellerano G, De Carlo J. 1995. Gill Morphology
and Terrestrial Adaptation in the Estuarine Crab Uca
uruguayensis Nobili, 1901 (Decapoda, Brachyura).
Crustaceana 68:882-892.

Maina JN. 1990. The morphology of the gills of the freshwater
African crab Potamon niloticus (Crustacea: Brachyura:
Potamonidae): a scanning and transmission electron
microscope study. J Zool 221:499-515.

Martoja R, Martoja-Pierson M. 1967. Initiation aux techniques
de I'histologie animale. Paris.

McMahon BR, Burggren WW, Wilkens JL. 1974. Respiratory
responses to long-term hypoxic stress in the crayfish
Orconectes virilis. J Exp Biol 60:195-206.

Metz JR, van den Burg EH, Bonga SEW, Flik G. 2003.
Regulation of branchial Na*/K*-ATPase in common carp
Cyprinus carpio L. acclimated to different temperatures. J
Exp Biol 206:2273-80. doi:10.1242/jeb.00421.

Morris S. 2001. Neuroendocrine regulation of osmoregulation
and the evolution of air-breathing in decapod crustaceans.
J Exp Biol 204:979-989.

Neufeld GJ, Holliday CW, Pritchard JB. 1980. Salinity adaptation
of gill Na, K-ATPase in the blue crab Callinectes sapidus.
J Exp Zool 211:215-224. doi:10.1002/jez.1402110210.

Ng P, Maechler M. 2007. A fast and efficient implementation of
qualitatively constrained quantile smoothing splines. Stat
Modelling 7:315-328. doi:10.1177/1471082X0700700403.

Nobbs M, Blamires SJ. 2015. Spatiotemporal distribution
and abundance of mangrove ecosystem engineers:
burrowing crabs around canopy gaps. Ecosphere 6:1-13.
doi:10.1890/ES14-00498.1.

Nobbs M, Blamires SJ. 2016. Making up for lost time:
Biophysical constraints on the temporal abundance of two
fiddler crabs in wet-dry tropical mangroves. Austral Ecol
41:791-796. doi:10.1111/aec.12365.

Onken H, McNamara JC. 2002. Hyperosmoregulation in the
red freshwater crab Dilocarcinus pagei (Brachyura,
Trichodactylidae): structural and functional asymmetries
of the posterior gills. J Exp Biol 205:167-175.

Ouyang X, Guo F. 2018. Optimal selection of mangrove
paradigms for municipal wastewater treatment: an
intuitionistic fuzzy analytical hierarchical proce-
sses. Chemosphere 197:634-642. doi:10.1016/
j.chemosphere.2017.12.102.

Ouyang X, Guo F. 2016. Paradigms of mangroves in treatment
of anthropogenic wastewater pollution. Sci Total Environ
544:971-979. doi:10.1016/j.scitotenv.2015.12.013.

Paital B, Chainy GBN. 2012. Effects of salinity on O-
consumption, ROS generation and oxidative stress status
of gill mitochondria of the mud crab Scylla serrata. Comp
Biochem Physiol Part C Toxicol Pharmacol 155:228-237.
doi:10.1016/j.cbpc.2011.08.009.

Penha-Lopes G, Bartolini F, Limbu S, Cannicci S, Kristensen
E, Paula JJ. 2009. Are fiddler crabs potentially useful
ecosystem engineers in mangrove wastewater wet-
lands? Mar Pollut Bull 58:1694-1703. doi:10.1016/
j.marpolbul.2009.06.015.

Pequeux A, 1995. Osmotic Regulation in Crustaceans. J
Crustac Biol 15:1-60. doi:10.1163/193724095X00578.

Rivera-Ingraham GA, Barri K, Boe IM, Farcy E, Charles
A-L, Geny B, Lignot J-H. 2016a. Osmoregulation and
salinity-induced oxidative stress: is oxidative adaptation
determined by gill function? J Exp Biol 219:80-89.
doi:10.1242/jeb.128595.

© 2018 Academia Sinica, Taiwan

102



Zoological Studies 57: 36 (2018)

Rivera-Ingraham GA, Nommick A, Blondeau-Bidet E, Ladurner
P, Lignot J-H. 2016b. Salinity stress from the perspective
of the energy-redox axis: lessons from a marine
intertidal flatworm. Redox Biol 10:53-64. doi:10.1016/
j.redox.2016.09.012.

Roy LA, Davis DA, Saoud IP, Henry RP. 2007. Branchial
carbonic anhydrase activity and ninhydrin positive
substances in the Pacific white shrimp, Litopenaeus
vannamei, acclimated to low and high salinities. Comp
Biochem Physiol - A Mol Integr Physiol 147:404-411.
doi:10.1016/j.cbpa.2007.01.003

Salgado-Kent C, McGuinness K. 2010. Spatial and temporal
variation in relative numbers of grapsid crabs (Decapoda:
Grapsidae) in northern Australian mangrove forests. The
Beagle 26:79-87.

Siebers D, Lucu C, Sperling KR, Eberlein K. 1972. Kinetics of
osmoregulation in the crab Carcinus maenas. Mar Biol
17:291-303. doi:10.1007/BF003667 39.

Sies H. 1985. Oxidative stress. Academic Press, London.

Smith Il TJ, Boto KG, Frusher SD, Giddins RL. 1991. Keystone
species and mangrove forest dynamics: the influence
of burrowing by crabs on soil nutrient status and
forest productivity. Estuar Coast Shelf Sci 33:419-432.
doi:10.1016/0272-7714(91)90081-L.

Sokolova IM, Frederich M, Bagwe R, Lannig G, Sukhotin
AA. 2012. Energy homeostasis as an integrative tool
for assessing limits of environmental stress tolerance
in aquatic invertebrates. Mar Environ Res 79:1-15.
doi:10.1016/j.marenvres.2012.04.003.

Taylor HH, Greenaway P. 1979. The structure of the gills and
lungs of the arid-zone crab, Holthuisana (Austrothelphusa)
trasversa (Brachyura: Sundathelphusidae) including
observations on arterial vessels within the gills. J Zool
189:359-384.

© 2018 Academia Sinica, Taiwan

page 16 of 16

Theuerkauff D, Rivera-Ingraham GA, Mercky Y, Lejeune M,
Lignot J-H, Sucré E. 2018. Effects of domestic effluent
discharges on mangrove crab physiology: integrated
energetic, osmoregulatory and redox balances of a key
engineer species. Aquat Toxicol 196:90-103. doi:10.1016/
j-aquatox.2018.01.003.

Torres G, Charmantier-Daures M, Chifflet S, Anger K. 2007.
Effects of long-term exposure to different salinities on
the location and activity of Na*-K*-ATPase in the gills of
juvenile mitten crab, Eriocheir sinensis. Comp Biochem
Physiol - A Mol Integr Physiol 147:460-465. doi:10.1016/
j.cbpa.2007.01.020.

Tsai J-R, Lin H-C. 2007. V-type H*-ATPase and Na*, K*-
ATPase in the gills of 13 euryhaline crabs during salinity
acclimation. J Exp Biol 210:620-627. doi:10.1242/
jeb.02684.

Waycott M, McKenzie L, Mellors JE, Ellison JC, Sheaves
MT, Collier C, Schwarz AM, Webb A, Johnson JE, Payri
CE. 2011. Vulnerability of mangroves, seagrasses and
intertidal flats in the tropical Pacific to climate change.
In: Bell JD, Johnson JE, Hobday AJ (eds) Vulnerability
of Tropical Pacific Fisheries and Aquaculture to Climate
Change, pp. 297-368.

Weihrauch D, Morris S, Towle DW. 2004. Ammonia excretion in
aquatic and terrestrial crabs. J Exp Biol 207:4491-4504.
doi:10.1242/jeb.01308.

Weihrauch D, Ziegler A, Siebers D, Towle DW. 2001. Molecular
characterization of V-type H*-ATPase (B-subunit) in
gills of euryhaline crabs and its physiological role in
osmoregulatory ion uptake. J Exp Biol 204:25-37.

Wong YS, Tam NFY, Lan CY. 1997. Mangrove wetlands
as wastewater treatment facility: A field trial. /n:
Hydrobiologia, pp. 49-59.

103



3.3 Synthése des résultats et tolérance a la salinité de Parasesarma

guttatum

Les trois especes étudiées, N. meinerti, T. urvillei et P. guttatum sont toutes des hyper-hypo-
osmorégulateurs (Figure 46). Les individus peuvent moduler leur capacité osmorégulatrice en
quelques heures pour maintenir un fort gradient osmotique. Ainsi, ils hyper-régulent aux basses
salinités (I’osmolalité de I’hémolymphe est supérieure a celle de I’eau) et ils sont hypo-

osmorégulateurs aux fortes salinités (1’osmolalité de 1’hémolymphe est inféricure a celle du

milieu).
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Figure 46 : Courbe d’osmorégulation et de mortalité de trois especes de crabe de
mangrove : T. urvillei (bleu/violet), P. guttatum (vert) et N. meinerti (rouge).

L’espéce la plus tolérante aux basses salinités est N. meinerti qui peut survivre et maintenir une

forte capacité osmorégulatrice en eau douce. Les deux autres especes tolérent les basses
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salinités mais montrent des mortalités de 50 % (T. urvillei) et 25 % (P. guttatum) aprés 72h en
eau douce. T. supporte également moins bien les milieux hypersalés, avec un taux de mortalité
de 25 % a 1550 mOsm-kg™. Par contre, Tubuca urvillei est I’espéce qui maintient le plus fort
gradient ionique en eau saumatre (jusqu’a 650 mOsm-kg™* lorsque ’eau est a environ 100
mOsm-kg?), alors que N. meinerti et P. guttatum maintiennent un plus grand gradient que T.

urvillei dans les eaux sursalées (jusqu’a 750 mOsm-kg™ dans des eaux de 1550 mOsm-kg™).

En revanche, N. meinerti, T. urvillei et P. guttatum ne présentent pas de différences
morphologiques entre animaux acclimatés a I’eau de mer par rapport a I’eau douce, mais
présentent des différences entre branchies antérieures et postérieures (Figure 47A et B). Les
branchies antérieures sont plus fines que les branchies postérieures chez les deux espéces et T.
urvillei possede un épithélium branchial 2 fois plus épais (3-4 et 8-9 um) que N. meinerti et P.
guttatum (1-2 et 3-4 um). Comme escompté, I’'immunomarquage de la NKA a permis de
localiser cette pompe du coté basal des cellules de 1’épithélium. Ce marquage apparait plus
épais dans les branchies postérieures que dans les branchies antérieures (résultats non
disponibles pour la branchie antérieure de P. guttatum) ce qui démontre a nouveau la
spécialisation des branchies postérieures dans la régulation ionique. Ceci est également
corroboré par les niveaux d’activités de la NKA, qui augmentent au niveau des branchies les

plus postérieures chez T. urvillei et N. meinerti.

En microscopie électronique a balayage, il a pu étre observé des bactéries sur la cuticule
recouvrant les branchies postérieures (Figure 48). Celles-ci sont plus nombreuses en eau de mer
(Figure 48B) qu’en eau douce (Figure 48A). Ceci pourrait étre di a la qualité de ’eau utilisée ;
’eau de mer étant naturelle alors que 1’eau douce est de 1’eau du robinet déchlorée. En effet,
les crabes maintiennent naturellement des bactéries symbiotiques ou non au niveau des
branchies qui sont en contact direct avec le milieu extérieur. Cependant, trés peu d’études

s’intéressent a ces bactéries et a leur role (Zhang et al., 2016).

L’étude du « poumon » de P. guttatum a confirmé son adaptation a la respiration aérienne
(Figure 49). Cette structure est formée d’un repli du pleurite et est située a I’arriére de la
chambre branchiale. Elle présente une large surface d’échange entre I’hémolymphe et des
conduits aériens. Il s’agit donc bien d’un « poumon cutané » avec des muscles striés (Figure
49C, D) permettant d’étendre (aspect du poumon lisse) ou de contracter les conduits aériens

(aspect pliss¢ du poumon) afin d’assurer le renouvellement de 1’air.
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Figure 47 : Photographies de lamelles branchiales antérieures (A) et postérieures (B) de P.
guttatum. Epaisseur de 1’épithélium des branchies postérieures (5, 6 et 7) de P. guttatum (C) et
immunomarquage de la NKA de sa sixiéme branchie (D). Les lamelles des branchies antérieures
sont déformées et 1’épithélium n’est pas visible sur toute sa longueur et n’a donc pas été mesuré ni
utilisée pour I'immunomarquage de la NKA.

Figure 48 : Observations au microscope électronique a balayage de branchies postérieures de P.
guttatum en eau douce (A) et eau de mer (B).
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Figure 49 : Photographies au MEB de la cavité branchiale de P. guttatum montrant les
branchies et le poumon cutané (A) et la surface lisse de ce poumon (B). Photographies des
coupes histologiques du poumon cutané au niveau des replis de P. guttatum aprés coloration
au Trichrome de Masson (C : grossissement x20, D : grossissement x40). Branchie (Br),
Poumon (P).

Les trois especes ne présentent pas de variation dans leur consommation en oxygene lorsqu’ils
sont exposés a un choc osmotique (83.2, Figure 50) ni a la formation d’EROs dans
I’hémolymphe et peuvent donc passer d’un milieu a I’autre sans dépenser davantage d’énergie
ni subir de stress oxydatif. Ces résultats sont en accord avec ceux de Frusher et al. (1994) et
Gillikin et al. (2004) qui suggérent que la distribution zonale des crabes de mangrove n’est pas

liée a leur capacité osmorégulatrice.

Cependant, les courbes d’osmorégulation et les caractéristiques de 1’épithélium branchial
montrent des différences nettes entre N. meinerti et T. urvillei. Ainsi, N. meinerti montre une
forte capacité osmorégulatrice aussi bien en eau sursalée qu’en eau douce alors que T. urvillei

montre une forte capacité osmorégulatrice en eau saumatre. Ces capacités correspondent aux
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gammes de salinité rencontrées dans I’habitat de chaque espéce et montrent que leur capacité
osmorégulatrice y est optimale (Henry et al., 2012; Lignot et al., 2000). T. urvillei est dans une
zone fréquemment immergée par la marée haute, mais également a proximité de ruissellements
d’eau provenant du bassin versant et cette eau devient saumatre puis de plus en plus salée au

fur et a mesure qu’elle s’écoule dans la mangrove.
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Figure 50 : Consommation d’oxygeéne de P. guttatum aprés (A) transfert de I’eau
de mer vers ’eau douce (bleu) et I’eau de mer (contréle, vert) et (B) respiration
aérienne apres 2h d’exposition a 1’eau douce (ED) et I’eau de mer (EM).

La différence au niveau de 1’épaisseur de 1’épithélium et les activités de la NKA correspondent
également a une adaptation de T. urvillei a la proximité de ruissellements drainant de 1’eau
légérement saumatre a salée (250-500 mOsm-kg™). De telles différences ont également été
observées chez les crabes d’eau douce Dilocarcinus pagei (Furriel et al., 2010) et Potamon
niloticus (Maina, 1990). Des épithélia aussi épais que ce qui a été observé chez T. urvillei ont
été mesurés chez Leptuca uruguayensis (Luquet et al., 1995), espéce qui vit également a
proximité de ruisseaux, mais aussi chez des écrevisses d’eau douce (Burggren et al., 1974;
Fisher, 1972). L’importante épaisseur de la branchie postérieure est également une adaptation
a la vie terrestre (Taylor and Greenaway, 1979) car la distance de diffusion entre I’hémolymphe
et ’air limite les échanges gazeux ce qui réduit la contribution des branchies a la respiration
tout en permettant de limiter la perte d’eau. Ces branchies sont alors davantage impliquée dans
I’osmorégulation mais également dans la régulation acido-basique et I’excrétion de

I’ammonium (Morris, 2001; Weihrauch et al., 2017, 2004).
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'\

(N.eosarmatium meinerti, Tubuca urvillei et Parasesarma guttatum sont
d’excellents hyper-hypo-osmorégulateurs.

Les trois especes peuvent facilement passer de I’eau salée a ’eau douce,
sans dépense énergétique supplémentaire ni réorganisation morphologique
et physiologique au niveau de la branchie.

Tubuca urvillei et Parasesarma guttatum montrent des taux de mortalité
aprés 72h de 50 et 25 % respectivement en eau douce (5 mOsm-kg™) mais
aucune mortalité en eau saumatre.

Tubuca urvillei est particulierement adapté a la vie terrestre et aux eaux
saumatres.

- /
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Chapitre 4: Effets des eaux usées en milieu

controlé
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4.1 Introduction

Aprés avoir décrit 1’écophysiologie de 1’osmorégulation de N. meinerti, T. urvillei et P.
guttatum, ainsi que leur tolérance par rapport aux variations de salinité, ce chapitre traite de
I’impact aigu d’eaux usées domestiques provoqué en milieu controlé. C’est une exposition
courte (5h) par rapport aux tests de toxicité classiques (24h, 72h, 92h, etc.) mais adaptée au
systeme intertidal. En effet, la durée d’exposition effective aux eaux usées déversées en
mangrove sur le site de Malamani dépend du temps écoulé avant le retour de la marée haute qui
dépend lui-méme de 1’étage dans la mangrove et du coefficient de marée. Le protocole
expérimental choisi impose aussi un contact direct des crabes avec des eaux uséessans dilution
bien qu’une dilution se produise dans le milieu naturel avec les eaux de ruissellement et les
eaux interstitielles. Cette dilution doit dépendre du coefficient de marée mais est surtout
déterminée par le niveau hydrostatique et I’'importance des eaux de ruissellements, par exemple

apres des précipitations locales.

Ces études sont innovantes, 1I’impact de rejet d’eaux usées sur la physiologie des crabes de
mangrove ayant seulement été étudié dans le cadre d’un projet mené au Kenya et au
Mozambique en milieu naturel et en mésocosme (projet ‘PUMPSEA’) ( Amaral et al., 2009b;
Bartolini et al., 2009; Cannicci et al., 2009; Penha-Lopes et al., 2009b). Notre étude se
démarque de ce projet pourtant déja tres complet par 1’étude d’une parcelle naturelle
directement impactée. En effet, les autres études ont utilisé des mésocosmes ou analysé des
mangroves peéri-urbaines dans lesquelles le rejet d’eaux usees n’est ni contr6lé en termes de
débit, ni en termes de calendrier, ni méme en termes de dispersion. Ces études ontdémontré que
le rejet d’eaux usées peut avoir un impact par exemple, sur la reproduction : Paraleptuca
annulipes a ainsi une meilleure fécondité mais une plus grande perte d’ceufs. Ceci est également
le cas pour Parasesarma guttatum mais cela n’augmente pas sa fécondité. Egalement, la densité
des crabes de mangrove augmente contrairement aux densités des gastropodes et oligochetes
qui diminuent. Ces analyses démontrent néanmoins qu’il manque des données physiologiques
pour mieux comprendre les mécanismes internes qui peuvent s’opérer suite a une exposition
chronique aux eaux usées (Amaral et al., 2009a). De plus, si une partie de ces études pointe le
peu de différences entre zone contaminée et zone témoin sur les crabes de mangrove, et ce, de
maniére cohérente avec les résultats précédents de Yu et al. (1997), le rapport final de 1’étude

PUMPSEA indique que les eaux usées ont bien un effet a 1’échelle individuelle, au niveau de
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la population et au niveau des communautés, ce qui pourrait provoquer une modification
profonde de 1’écosysteme (PUMPSEA, 2008).

L’exposition aux eaux usées engendre a la fois un stress osmotique et un stress dii a sa charge
en polluants divers. L’analyse de la fonction osmorégulatrice au niveau des branchies
(épithélium plus ou moins épais pour assurer les échanges ioniques et gazeux) est donc un choix
évident pour étudier cet impact. L analyse du stress oxydatif qui est couramment utilisée pour
déterminer la perturbation de I’homéostasie interne et cellulaire ainsi que la balance énergétique
(respirométrie individuelle et des branchies isolées) ont permis de compléter cette approche
physiologique. L’étude a d’abord portée sur le crabe N. meinerti. En effet, sa présence
importante dans 1’arriére mangrove de Malamani et sa taille en font un modele de choix. De
plus, il a été rapporté que celui-ci est moins présent dans les parcelles impactées (Kissimati
Abdallah, com. pers.). Deux autres espéces ont aussi été étudiées, T. urvillei utilisée ici comme
espéce modele des crabes violonistes (anciennement regroupés dans le genre Uca) et P.
guttatum, seule espéce dont I’abondance n’est pas impactée négativement par ce rejet. En effet,
si cette espece est déja dominante dans le facies a Ceriops, sa présence est encore plus accentuée

dans les parcelles impactées (Kissimati Abdallah, pers. com.).

Dans ce chapitre, nous évaluerons I’impact des eaux usées apres une exposition aigue (5h) sur
plusieurs biomarqueurs au niveau : i) I’hémolymphe (osmorégulation & stress oxydatif), ii) des
branchies (osmorégulation & balance oxydative & métabolisme énergétique) et iii) au niveau

de I’organisme entier (métabolisme énergétique).

A la fin de cette exposition, I’hémolymphe des crabes a été prélevée pour analyse de la pression
osmotique et de la production en EROs. Les crabes ont ensuite été anesthésiés afin de prélever
les branchies qui seront utilisées soit directement pour la respirométrie (en chambre
métabolique) soit ultérieurement pour des mesures biochimiques (activité de la pompe a
sodium, de la SOD et de la catalase, mesure du MDA). Pour ces mesures biochimiques, les
branchies ont été congelées instantanément (a I’aide d’alcool a -80°C pour les analyses en
laboratoire ou d’azote liquide pour les analyses sur le terrain) et stockées a-80°C. La mesure de
la consommation d’oxygeéne des organismes entiers a été réalisée avant et apres transfert en

eaux usees (jusqu’a 2 a Sh d’exposition) avec d’autres individus qui ont ensuite été relachés.
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4.2 Effet des eaux usées domestiques sur le crabe de mangrove
Neosarmatium meinerti

Cette étude a été publiée sous forme d’article dans la revue Aquatic toxicology.

4.2.1 Introduction

Le crabe N. meinerti est trés présent dans 1’arriére mangrove de Malamani jusqu’au faciés a
Ceriops (Bouchard et al., 2013), mais également dans toutes les mangroves du sud-est de
I’océan Indien dans ces mémes faciés (Dahdouh-Guebas et al., 2002; Emmerson, 2001; Flores
et al., 2003). Sa proportion dans la communauté des crabes diminue dans la parcelle impactée
(Capdeville et al., 2018), laissant supposer des conséquences importantes sur le fonctionnement
de I’écosystéme du fait de son role d’ingénieur (voir §2.3). Il s’agit d’un trés bon hyper-hypo
osmorégulateur. En effet, aucune mortalité n’a été observée apres 72h d’exposition a une large
gamme de salinité allant 0 a 1550 mOsm-kg™ (voir §3.2). Sa forte tolérance a 1’eau douce
permet d’étudier I’impact des polluants des eaux usées sans le choc osmotique associé. En effet,
dans la mangrove, les crabes sont dans un milieu hyper-osmotique avant de recevoir les eaux
usées dont la salinité est proche de I’eau douce. Ainsi, aprés 72h d’acclimatation en eau de mer,
N. meinerti a été placé pendant 48h en eau douce pour qu’il s’acclimate a une basse salinité
avant d’étre transféré pendant 5h en eaux usées (voir Figure 45). L’évaluation des effets des

eaux usées a I’échelle individuelle a été ciblée en prenant en compte différents biomarqueurs :

e Energétiques via la consommation en O de I’individu et des branchies isolées, ainsi que
le rythme ventilatoire

e De I’osmorégulation : pression osmotique de I’hémolymphe, activité de la NKA et
épaisseurs de 1’épithélium des branchies antérieures et postérieures

e Du stress oxydatif : production d’EROs dans I’hémolymphe, enzymes antioxydantes
(SOD, catalase) et dégats aux lipides (MDA) dans les branchies antérieures et

postérieures
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4.2.2 Effects of domestic effluent discharges on mangrove crab
physiology: Integrated energetic, osmoregulatory and redox balances

of a key engineer species
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Mangroves are increasingly used as biofiltering systems of (pre-treated) domestic effluents. However, these
Domestic effluent wastewater discharges may affect local macrofauna. This laboratory study investigates the effects of wastewater
Neosarmatium exposure on the mangrove spider crab Neosarmatium meinerti, a key engineering species which is known to be
Respiration

affected by waste waters in effluent-impacted areas. These effects were quantified by monitoring biological
markers of physiological state, namely oxygen consumption, the branchial cavity ventilation rate, gill physiology
and morphology, and osmoregulatory and redox balance. Adults acclimated to clean seawater (SW, 32 ppt) and
freshwater (FW, ~0ppt) were compared to crabs exposed to wastewater for 5h (WW, ~0ppt). Spider crabs
exposed to WW increased their ventilation and whole-animal respiration rates by 2- and 3-fold respectively,
while isolated gill respiration increased in the animals exposed to FW (from 0.5 to 2.3 and 1.1nmol O,
min ' mg DW ! for anterior and posterior gills, respectively) but was not modified in WW-exposed individuals.
WW exposure also impaired crab osmoregulatory capacity; an 80 mOsmkg ! decrease was observed compared
to FW, likely due to decreased branchial NKA activity. ROS production (DCF fluorescence in hemolymph),
antioxidant defenses (superoxide dismutase and catalase activities) and oxidative damage (malondialdehyde
concentration) responses varied according to animal gender. Overall, this study demonstrates that specific
physiological parameters must be considered when focusing on crabs with bimodal breathing capacities. We
conclude that spider crabs exposed to WW face osmoregulatory imbalances due to functional and morphological
gill remodeling, which must rapidly exhaust energy reserves. These physiological disruptions could explain the
ecological changes observed in the field.

Oxidative stress
Osmoregulation
Mayotte

1. Introduction (Mozambique Channel) (Fig. 1A), mangrove forests cover 1.9%

(703 ha) of the land surface (Jeanson et al., 2014). In the past 17 years,

Mangroves are a unique type of ecosystem, characterized by coastal
forests located in the intertidal zone of tropical and subtropical regions.
Several studies carried out over the last 20 years have demonstrated
that mangroves can be used for wastewater (WW) processing (Boonsong
et al, 2003; Leung et al., 2016; Wickramasinghe et al., 2009; Wong
et al., 1997; Ye et al., 2001). For instance, mangrove forests in China,
Thailand, India, Tanzania, and Kenya have a natural potential for
wastewater treatment by efficiently eliminating excess nutrients and
organic matter (Jitthaisong et al., 2012; Lee et al., 2014; Li et al., 2011;
Ouyang and Guo, 2016; Turcios and Papenbrock, 2014; Wong et al.,,
1997; Yang et al., 2008)

In Mayotte, one of the main islands of the Comoros archipelago

the population of this island has tripled to almost 215 000 inhabitants
in 2012 (INSEE, 2012). This demographic explosion has raised a
number of environmental concerns, including the crucial question of
wastewater treatment on this island. Since 2007, a bioremediation pilot
study has been observing the discharge of domestic pre-treated effluent
from an Imhoff tank belonging to the Water Syndicate of Mayotte
(SIEAM) into the Malamani mangrove (see Herteman, 2010) (Fig. 1B).
The WW effluent (Table 1) is directly discharged into experimental
plots and is partially absorbed by the mangrove, which responds with a
reinforcement of the nutrient cycle and a closure of the canopy
(Herteman et al., 2011). However, existing studies on the impact of WW
on mangrove macrofauna are contradictory and further specific
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Fig. 1. Location of the Comoros archipelago and the
study site in Mayotte (A); aerial view of the col-
lecting site at Malamani mangrove (B). Dotted line
indicates the upper limit where N. meinerti was
sampled while the dashed line indicates the
boundary between the Avicenia marina and Ceriops
tagal belts. Continuous white lines show the WW
distribution system while the areas affected by WW
release are enclosed in circles. In this WW discharge
area, well-developed mangrove trees can be ob-
served (see Herteman, 2010). Spider crabs N. mei-
nerti as well as the SW samples used for chemical
analyses were collected within the Avicenia marina
and Ceriops tagal belts in non-impacted sites. (C)
Experimental set-up: during the acclimation time,
each system contained 20 animals. Then, 27 crabs
were used for respirometry and ventilation rate

measurements while another 33 crabs were used for
C Acclimation the rest of the analyses considered in this study.
" (72h) Transfer after FW acclimation
i ‘E System1 | n=11 > « OP determination,
-% -§ | * ROS/RNS measurement,
E system? - ST - Gl histlogy
Q
-§ § . ! ; * Gill respirometry (ex-vivo),
S -m» yarem —‘ * Enzymatic & MDA quantification
g 1 1 ) 1 1 | & y q f /
l 0 15 25 35 45 55
p Time (h)
Acute transfer from SW
* Whole-animal respirometry (RR) Envitorimental nedium
(n=4, 1h to 5h then RR to hypoxia) :> SW - W ‘ WW
\_* Ventilation rate quantification (n=5, 5h)

Table 1
Chemical characterization of SW, brackish water (from rivulet) and WW (partly modified
from Herteman, 2010). N.A. = data not available. Water was collected at low tide in

crabs’ burrow of pristine area (Fig. 1B) and in the rivulet (Fig. 1B) respectively.

SW Rivelet wWw

Min. Max. Min. Max. Min. Max.

value value value value value value
NH4-N (uM) 6 18 8 49 325 3800
PO, (M) 0.05 0.3 4 40 50 180
Salinity (ppt) 35.6 40.4 8.9 20.8 0.3 1.0
pH 6.96 7.40 na na 6.0 74D:

physiological studies are needed (Amaral et al., 2009; Bartolini et al.,
2009; Cannicci et al., 2009; Fusi et al., 2016; Penha-Lopes et al., 2009b;
Yu et al,, 1997). In Malamani, WW discharges occur for one hour at
every other low tide of the day, a process which has already been shown
to have a direct effect on the local crab populations (Herteman, 2010).
In the areas with regular WW discharges, the group distribution
changes and a marked decrease is observed in crab burrow density
(Herteman, 2010). However, the burrowing mangrove crab is a key
engineer species that plays a key role in the mangrove ecosystem: their
bioturbation and organic matter degradation activities are crucial in
element transfer within the matter cycle and allow the maintenance of
sediment biochemical heterogeneity (Emmerson and McGwynne, 1992;
Kristensen, 2008; Lee, 1998; Penha-Lopes et al., 2009a; Smith et al.,
1991). They are also involved in the bioremediation process, as their
burrows allow WW to enter the sediment. It is therefore crucial to
identify the driving factors forcing some of these key ecological en-
gineers to escape from the affected plots. In the long term, WW dis-
charges could induce profound and global modifications of the
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ecological functioning of mangrove ecosystems. Previous work con-
ducted in Malamani mangrove has highlighted that the spider crab
Neosarmatium meinerti (Sesarmidae, de Man, 1887) is the crab species
that is the most affected by WW discharges, and particularly those lo-
cated in the forest belt dominated by Ceriops tagal (K. Abdallah, un-
published data). Some specimens identified as N. meinerti found in
Mayotte could in fact be N. africanum, but we attribute them to N.
meinerti in this work, until confirmation of their origin is obtained by
DNA sequencing (Bouchard et al., 2013; Ragionieri et al., 2012, 2009).
N. meinerti is among the largest and most dominant mangrove crab
species in the area, and is most frequently found in the upper part of the
mangrove forest (from the Ceriops tagal up to the Avicenia marina). The
spider crab is one of the dominant mangrove crab species and plays a
key role in structuring this area of the mangrove system (Fusi et al.,
2015; Gillikin et al., 2004). It has a bimodal breathing capacity and is
exposed to drastic salinity variations, ranging from hypersaline condi-
tions (at low tide and during the dry season) to high levels of fresh
water originating from run-off streams during the rainy season. Pre-
vious work on crab populations in Madagascar has demonstrated that
the spider crab is a powerful osmoregulator capable of tolerating the
acute salinity changes of the upper intertidal area they inhabit (Gross
et al., 1966). Although most toxicological studies focus on model spe-
cies or on species that are of commercial interest, examining the impact
of pollutants on resident species such as N. meinerti could reveal how
this species permits important ecological changes through the decrease
in sediment bioturbation activity.

In the field of stress ecophysiology, it has been suggested that or-
ganism tolerance to environmental stressors may be predicted using
energy-related biomarkers (Sokolova et al., 2012). However, a common
consequence of aerobic metabolism is the production of free radicals,
reactive oxygen and nitrogen species (ROS, RNS) that have hormetic
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effects on organisms, and thus, are highly deleterious at high con-
centrations. Moreover, crabs may respond to pollutants with ROS pro-
duction and alterations of antioxidant defenses, such as catalase and
superoxide dismutase activities, parameters which have been largely
used to assess their oxidative stress (Rodrigues and Pardal, 2014).

The aim of this study is to use controlled laboratory manipulations
to identify the main physiological constraints that could explain why
spider crabs are less present in experimental plots affected by regular
WW discharges. The study examined respiratory profiles, redox meta-
bolism and osmoregulatory mechanisms in crabs exposed to seawater
(SW), freshwater (FW) and WW.

2. Materials and methods
2.1. Animal collection from the field and laboratory maintenance

In October 2015, adult N. meinerti were collected at low tide from an
undisturbed area of the Malamani mangrove (Boueni bay, Mayotte is-
land, 12°551”S, 45°9’23”E) in the Comoros Archipelago (Fig. 1A and
B). Spider crabs were then directly transported to the laboratory at the
University Center of Mayotte (CUFR, Dembeni). Crabs were distributed
among three flow-through systems, (Fig. 1C) each consisting of a series
of interconnected individual plastic boxes of 12 x 8.5 x 5 cm, % filled
with aerated and filtered SW (salinity ~33%o; 1050 mOsmol kg~ 1), as
described in a previous publication. Crabs were allowed to acclimate in
these boxes for 3 days and were fasted throughout the experiments,
with a maximal fasting period of 6 days.

2.2. Acute transfer from SW: whole-animal respiration and ventilation rates
after acute transfer to FW and WW

Following a 72 h acclimation period in SW, whole-animal respira-
tion rates for twelve spider crabs (4 individuals per treatment) were
obtained. Each crab was placed in an individual 750 ml air-tight
transparent metabolic chamber equipped with an oxygen optode (Pyro-
Science GmbH, Aachen, Germany) glued to the inner wall and cali-
brated to 100% and 0% air saturation using air-saturated water and
80mM Na,SO; solution, respectively. A magnetic stirrer (separated
from the animals by a plastic mesh structure to reduce disturbance)
ensured correct Oz mixing in the water column. The chambers were
opened and aerated 10 min before starting O, measurements to avoid
any effect of handling stress during the experiments. A first measure-
ment was carried out in SW. The water was then replaced by clean SW,
FW or WW, with O, measurements carried out at 1, 2 and 5h post-
change. The water was aerated between each measurement to maintain
normoxic conditions in the chambers. All measurements lasted a max-
imum of 10 min and the air saturation (pO,) was never allowed to
decrease below 65% in any except the last measurement (T = 5h), for
which animals were allowed to breathe in their chambers until com-
plete anoxia occurred. Crabs were later weighed to express results per g
of body weight (BW). Results were corrected by subtracting the value of
their corresponding blank, i.e. measurements conducted with SW, FW
and WW in empty metabolic chambers. All data were registered using a
4-channel FireSting (Pyro-Science GmbH, Aachen, Germany).

When appropriate, a critical pO, (p.O,) value was used to indicate
the onset of anaerobic metabolism. Following Duggleby’s protocol
(1984), calculations were based on a section-wise linear regression of
each respirometric curve. Above this point animals breathe in an oxy-
regulating manner (independent of environmental pO,) and below it,
respiration follows an oxyconforming pattern.

For ventilation rate calculations, 15 crabs (5 per treatment) were
placed in small individual glass aquaria (6 x 12 X 4.5cm;
width x length x height) and were filmed using a video camera
(GoPro, Woodman Labs Inc) for 15min after 5h of immersion in WW,
SW or FW. The beating frequency of the scaphognathite, a leaf-like
appendage on the second maxilla in Decapods controlling the water
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flow in the branchial cavity, was recorded by counting the beats pro-
duced on the right-hand side of motionless animals using 2 video se-
quences of at least 3 min of steady beats (see Dyer and Uglow, 1978, p.
212). All video recordings were obtained during the daytime using si-
milar light conditions.

2.3. Experimental set-up for short-term exposure to WW after 2 days of
acclimation in FW

After the 3-day acclimation period in SW, the water was changed in
each system for all remaining crabs (Fig. 1C): the water in the first
system was replaced with clean SW, while the second and third systems
were replaced with FW (5mOsmkg ™!, ~0ppt). The water content
from each system was changed again after 2days: the first system was
refilled with clean SW again (i.e. SW to SW), the second system was
supplied with clean FW (SW to FW), and the third with wastewater
(WW) (FW to WW) (Table 1), which was freshly collected directly from
the Imhof tank at the Malamani experimental site (Herteman et al.,
2011). All animals were sacrificed 5 h after this last change. This time is
considered to match the effective exposure to FW and WW in the field
given that WW discharge occurs for one hour at every second low tide
per day, and one hour before the end of the ebb tide.

2.4. Animal sampling

Five hours after the introduction of WW in the third system, a
minimum of 10 spider crabs per treatment were sampled. Males and
females were used in the same proportion for all experiments.
Hemolymph samples were obtained using a 0.5-ml syringe by inserting
the needle between the cephalothorax and the first pereiopod. Fresh
hemolymph samples were used for osmotic pressure (OP) determina-
tion and reactive oxygen and nitrogen species (ROS/RNS) quantifica-
tion, as described below. Crabs were then weighed and anesthetized on
ice for gill sampling. Gill pairs were divided into two groups, according
to their osmoregulatory function (Copeland and Fitzjarrell, 1968;
Neufeld et al., 1980; Theuerkauff et al., submitted). Anterior pairs 1-4
were considered as respiratory gills, while posterior pairs 5-8 were
considered as respiratory and osmoregulatory gills. Freshly excised left-
side gill pairs 2 and 5 were used for ex-vivo respirometric analyses, as
described below (Section 2.5). The first anterior and last posterior gills
(left-side pairs 1 and 8) were fixed for histological analyses (Section
2.7). The remaining anterior and posterior gills were flash frozen and
conserved separately at — 80 °C for further enzymatic activity analyses
(see details in Sections 2.6 and 2.7). For this study, only animals in
intermolt stage (C3) were considered, whic