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Ainsi que I'écrivait le pocte anglais Robert
Browning, les choses rares ou précieuses
ont une facheuse tendance a nous échap-
per. Comme cette thése s'est attachée a
l'illustrer, il en va ainsi du phosphore pour
les coraux. Elément rare dans les eaux en-
tourant les récifs coralliens, le phosphore
n'en est pas moins précieux pour les co-
raux. En effet, il entre dans la composition
de trés nombreuses molécules du vivant :
c'est le "P" de 1'ATP (adénosine triphos-
phate), c'est le lien entre les différents nu-
cléotides de la double hélice d'ADN
(acides désoxyribonucléiques), c'est le
"phospho" des phospholipides membra-
naires... Bien que les coraux aient déve-
loppé des stratégies efficaces pour son ab-
sorption, le phosphore reste souvent consi-
déré comme un ¢élément limitant pour leur
croissance. Cette limitation des coraux par
le phosphore a constitué¢ le fil de conduite
des expériences de cette these.

Le concept de limitation fait l'objet de
nombreuses théories en écologie. Il ne
s'applique pas qu'aux coraux, qui ne sont
pas les seuls organismes a &tre assujettis a
la disponibilit¢ d'un ¢élément extérieur. Il
ne s'applique pas non plus qu'au phos-
phore, qui n'est pas le seul facteur pouvant
limiter la croissance des organismes. Ce
préambule introduit quelques notions rela-

"Guddenly, as rare lings will
i vanished

Koperd /6roﬁvm‘m7

tives a la théorie de la limitation, suivies
d'une présentation du phosphore et de ses
caractéristiques. Cette présentation détaille
notamment la troublante et édifiante his-
toire de cet ¢lément chimique. Elle est plus
personnelle et anecdotique, et voulue
comme un clin d'eeil a I'excellent roman du
scientifique britannique John Emsley, "The
13" element: the sordid tale of murder,
fire, and phosphorus”. C'est en effet ce
livre, découvert en licence, qui m'a donné
I'envie d'é¢tudier le phosphore. Ce préam-
bule se termine par une explication de deux
des choix de présentation faits pour cette
these.

Enfin, bien qu'ils soient l'objet d'é¢tude de
cette these, les coraux ne seront pas abor-
dés plus avant dans ce préambule (ils se-
ront présentés dans le chapitre 1).

La théorie de la limitation

Historiquement, la théorie de la limitation
a été formulée sous le nom de "loi du mi-
nimum" par Justus von Liebig. Ce chimiste
allemand, reconnu comme le fondateur de
l'agriculture industrielle, a établi le carac-
tére crucial des sels minéraux contenus
dans le sol pour la croissance des plantes.
Sous sa forme initiale, énoncé par Liebig
vers 1850 dans sa théorie de l'alimentation
minérale des plantes (Liebig, 1855), la loi

LIMINAIRES
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du minimum stipule que "le rendement
d'une culture est limité par celui des éle-
ments fertilisants qui le premier vient a
manquer". Cette loi est couramment illus-
trée par un tonneau dont chaque planche
correspond a un ¢€lément indispensable :
carbone, azote, phosphore, ... (figure 1).
Les planches sont toutes de longueur diffé-
rente, et le tonneau fuit fatalement par la
plus courte. A l'identique, une plante ne
parvient pas a se développer de manicre
optimale tant que certains nutriments' or-
ganiques ou inorganiques > ne sont pas
présents en quantités suffisantes.

Elément
limitant

Figure 1 | Loi du minimum

[Mlustration théorique de la loi de Liebig sous la
forme d'un tonneau, dont la capacité est limitée
par la longueur de la planche la plus courte, et
peut seulement étre augmentée en rallongeant
cette planche (la planche du phosphore dans le
cas de l'illustration).

"'Un nutriment, ou ¢élément nutritif, est un compo-
sé nécessaire aux organismes vivants pour couvrir
leurs besoins physiologiques.

% Une molécule organique comporte au moins un
atome de carbone li¢ a un atome d'hydrogene. Elle
contient généralement une chaine carbonée hydro-
génée et des groupements fonctionnels faisant in-
tervenir d'autres éléments (oxygene, azote, phos-
phore...). Une molécule inorganique, ancienne-
ment appelée molécule minérale, est une molécule
ne comportant pas d'atome de carbone lié a un
atome d'hydrogene.

Généralisée par la suite, cette théorie éta-
blit que si l'un des nutriments® essentiels
fait défaut, tous les autres qui sont présents
sont inutiles (en termes de rendement de
croissance) tant que ce manque persiste.
Elle peut s'appliquer a la croissance de tout
&tre vivant. Ainsi, un nutriment limitant est
un nutriment dont l'absence ou la faible
concentration empéche la pleine croissance
d'un organisme ou d'une population, et ce
méme en présence de fortes concentrations
d'autres ¢léments nutritifs. L'élément limi-
tant est donc celui qui est présent dans la
proportion la plus faible par rapport aux
besoins des organismes.

Les océanographes distinguent deux caté-
gories de nutriments selon les quantités
nécessaires aux organismes : les micro- et
les  macro-nutriments.  Les
nutriments sont ceux dont les organismes
ont besoin en tres petites quantités, tels que
certains métaux (fer, cobalt, chrome,
cuivre, mangangse, zinc...), certains com-
posés halogénés (brome, iode) et les vita-
mines. Ces micro-nutriments interviennent
essentiellement en tant que cofacteurs’ du
métabolisme : les métaux interviennent par
exemple dans la photosynthése, notamment
le zinc, le fer et le manganese, qui sont
nécessaires a la formation des pigments
chlorophylliens. La faible concentration du
fer dans certaines régions océaniques est
d’ailleurs responsable d’une forte limita-

micro-

*La loi du minimum ne s'applique en fait pas
qu'aux nutriments : la lumiére, I'humidité, la tempé-
rature, la présence ou l'absence d'autres organismes,
la présence de composés toxiques... peuvent éga-
lement limiter la croissance des organismes. Seule
la limitation par les nutriments a été considérée ici
car c'est le sujet de cette thése.

* Un cofacteur est une molécule organique ou inor-
ganique, non protéique, qui favorise 1’activité d’une
enzyme du métabolisme, sans étre pour autant obli-
gatoirement indispensable a son fonctionnement.



tion du phytoplancton par cet élément (De
Baar et al., 1990; Martin ef al., 1991; Price
et al., 1994; Behrenfeld et al., 1996). Les
macro-nutriments, quant a eux, sont les
nutriments dont les organismes ont besoin
en quantités plus importantes, en tant que
véritables "blocs de construction" des mo-
lécules du vivant. Il s’agit essentiellement
du carbone, de I’hydrogene, de 1’oxygene,
de I’azote, du phosphore et du soufre. Cette
theése s’étant attachée a 1’un de ces macro-
nutriments, le phosphore, il ne sera par la
suite plus question des micro-nutriments,
et le terme "nutriment" sera utilisé pour
désigner plus simplement les macro-
nutriments, deés lors qu’aucune ambiguité
ne sera possible.

Dans les milieux aquatiques, la faible con-
centration du phosphore comparée aux
besoins ¢€levés des organismes a fait qu'il a
rapidement été considéré comme un des
principaux facteurs contrdlant la produc-
tion primaire planctonique. Si en milieu
lacustre, le phosphore a trés tot été reconnu
comme 1'élément le plus
(Vollenweider, 1976), il n'en va pas de
méme en milieu océanique. Deux macro-
nutriments sont majoritairement considérés
comme capables de controler la production
primaire océanique : le phosphore et 1'azote
(Falkowski, 1997; Tyrrell, 1999). Aucun
consensus n'a a ce jour €té atteint quant
auquel de ces deux nutriments est le plus
souvent limitant. De maniere simplifiée,
deux types d'arguments s'affrontent sur
cette question.

limitant

Les partisans de la limitation par le phos-
phore sont majoritairement des géochi-
mistes. Ils fondent principalement leur
appréciation sur des mesures des rapports
atomiques C:N:P du plancton et de I'eau de
mer, initiées dans les années 1930 par

l'océanographe américain Alfred Redfield’
(1934; 1963). Ils se basent également sur la
comparaison des diverses sources biogéo-
chimiques des deux nutriments, et notam-
ment sur la différence fondamentale exis-
tant entre 1'azote et le phosphore au niveau
de leurs sources atmosphériques. En effet,
'azote est un composant abondant de 1'at-
mosphere, sous forme de diazote gazeux,
Ns. Or ce diazote atmosphérique peut étre
fixé par certaines cyanobactéries marines
(dites fixatrices d'azote), qui augmentent
ainsi les stocks marins d'azote (Capone et
Carpenter, 1999). Au contraire, le phos-
phore n'a pas de source atmosphérique
significative, comme nous le verrons dans
le chapitre 1. Ainsi, a 1'échelle des temps
géologiques, le phosphore semble étre 1'ul-
time macro-¢lément limitant pour la pro-
duction océanique (Redfield, 1958; Tyrrell,
1999). De nombreux travaux ont d'ailleurs
montré que le phosphore joue un rdle dé-
terminant dans la productivité de certaines
régions océaniques, comme en Mer Médi-
terranée (Diaz et al., 2001), dans le Paci-
fique Nord (Karl et al., 1997) et dans
1'Atlantique (Cotner et al., 1997).

Les partisans de la limitation par l'azote
sont quant a eux majoritairement des bio-
logistes et des écologistes. Ils se basent
tout d'abord sur les travaux de Ryther et
Dunstan (1971). Ceux-ci reconnaissent
I'importance de la fixation d'azote atmos-
phérique a l'échelle planétaire, a I'échelle
des écosystemes, et a 1'échelle des temps

> Redfield a montré que le plancton marin posséde
un rapport atomique C:N:P voisin de 106:16:1
(nommé rapport de Redfield), et que le rapport
entre 'azote et le phosphore dissous dans l'eau est
également proche de 16. Ce rapport donne la stee-
chiométrie du plancton et de 1'eau de mer, c'est a
dire les proportions quantitatives dans lesquels on y
retrouve certains éléments chimiques.

LIMINAIRES
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géologiques. Par contre, a 1'échelle locale
et a court terme, ces travaux concluent que
la fixation d'azote n'est pas assez efficace
pour garantir la croissance optimale du
phytoplancton en zone cotiere. Cela est
notamment du a de fortes pertes de 1'azote
fix¢é via la sédimentation et via une produc-
tion d'azote gazeux par certains processus
biologiques dans l'océan, qui viennent
compenser la fixation d'azote des cyano-
bactéries. Les partisans de la limitation par
I'azote se basent €¢galement sur des expé-
riences d'enrichissement de cultures de
phytoplancton avec de l'azote et/ou du
phosphore. Ces expériences démontrent
que la plupart du temps, c'est 1'azote qui est
limitant (Thomas, 1970a, b; Goldman et
al., 1979).

Les articles de synthése sur la limitation
par les deux nutriments concluent qu'il ne
semble pas exister de réponse générale a la
question de la limitation des organismes ou
des écosystemes en milieu cotier (Smith,
1984; Beardall et al., 2001). A I'échelle
d'un environnement donné, la réponse dé-
pend de 1'équilibre entre les sources (en-
trées) et les puits (pertes) de nutriments sur
la zone considérée d'une part, et du rapport
entre les processus biologiques de fixation
et de pertes d'azote atmosphérique d'autre
part. A 1'échelle d'un organisme donné, la
réponse dépend de son métabolisme®, de
ses besoins respectifs en phosphore et en
azote, et des sources de nutriments qu'il est
capable d'utiliser dans son environnement.

% Le métabolisme est l'ensemble des réactions
biochimiques qui se produisent au sein d'une cellule
ou d'un organisme vivant et qui permettent la réali-
sation de ses fonctions, au travers des processus de
synthése organique (anabolisme) et de dégradation
(catabolisme).

C'est a cette échelle des organismes que
cette thése a eu pour but d'étudier la limita-
tion par les nutriments, en choisissant les
coraux tropicaux comme modeles biolo-
giques. Seuls les processus en lien avec le
phosphore ont ¢été ¢tudiés directement.
Néanmoins, comme nous le verrons au fur
et a mesure des différents chapitres, les
résultats obtenus ont permis d'apporter des
réponses sur la limitation par les deux nu-
triments, phosphore et azote.

Carte d'identité du phosphore

Le phosphore, de symbole chimique P, est
le 11°™ ¢élément le plus abondant de la
crolte terrestre, le 13°™ élément décou-
vert, et le 15°™ é&lément dans la classifica-
tion périodique (figure 2). Le phosphore
n’a qu’un seul isotope naturel, de masse
atomique 31 (mais 25 isotopes radioactifs
artificiels). A I'état pur, ou élémentaire, il
se présente sous quatre formes cristallines
de couleur blanche, rouge, noire ou vio-
lette. A 1'état naturel, il se retrouve lié¢ a
d'autres éléments chimiques au sein de tres
nombreuses molécules. C'est un élément
qui se lie difficilement au carbone et a plu-
tot tendance a établir des liaisons avec
l'oxygéne : le phosphore se trouve ainsi
sous forme oxydée a I'état naturel.

La découverte de cet ¢lément est attribuée
a Hennig Brandt, un alchimiste allemand
qui, a la recherche de la pierre philoso-
phale’, calcina en 1669 des sels issus de
I'évaporation d'urine en présence de char-
bon. Il obtint un matériau blanc qui luisait

7 La pierre philosophale est une hypothétique
substance a laquelle les alchimistes attribuaient
trois vertus essentielles : permettre la transmutation
des métaux vils (tels que le plomb ou le mercure)
en métaux précieux (or ou argent), guérir les mala-
dies, et assurer vie et jeunesse éternelles.
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Figure 2 | Carte d'identité du phosphore élémentaire

Position dans le tableau périodique des éléments | Photographie d'une mine de phosphore au Maroc |
Photographies des formes blanche, rouge et noire de phosphore ¢lémentaire | Conditions de formation
de ces diverses formes. Les 31 éléments en gris dans le tableau périodique sont ceux qui sont considé-
rés comme indispensables pour les bactéries, les plantes et les animaux, le phosphore en faisant bien
stir partie (D'aprés Williams et Frausto da Silva, 1996). Photographies : C. F. Starmer et
http://en.wikipedia.org/wiki/File:PhosphComby.jpg.
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dans 1'obscurité et s’enflammait spontané-
ment dans I’air, en produisant une lumicre
éclatante : le phosphore ¢élémentaire
(figure 3). Ce phénoméne a d'ailleurs valu
son nom au phosphore, qui provient du
grec phosphoros et signifie "porteur de
lumiére". Depuis sa découverte jusqu'a nos
jours, le phosphore ¢élémentaire connut
alors une histoire trouble. Il fut activement
recherché par les chimistes et alchimistes
de la fin du 17°™ siécle. Au 18" siécle, il
¢tait prescrit par les apothicaires sous
forme de "pilules lumineuses" réputées
lutter contre la fievre, la goutte et les rhu-
matismes, et censées remédier a 1'impuis-
sance. Au 19°™ siécle, la toxicité des pré-
tendus remedes a base de phosphore é¢lé-
mentaire blanc fut prouvée et reconnue. Le
phosphore élémentaire rouge, moins ins-
table que le blanc, fut découvert et exploi-
té, plutdt a des fins industrielles, notam-
ment pour la fabrication d'allumettes, d'al-
liages métalliques et de dispositifs pyro-
techniques. Durant les 20 et 21°™
siécles, de la premiere guerre mondiale aux
combats de la bande de Gaza, le phosphore
¢lémentaire blanc fut largement utilisé
pour la production de munitions incen-
diaires. A la fin du 20°™ siécle, une famille
de composés, contenant du phosphore li¢ a
un atome de carbone, fut découverte. Ces
composés furent synthétisés pour la fabri-
cation d'agents neurotoxiques comme le
gaz sarin, et pour la syntheése de divers
pesticides tels que le malathion et le gly-
phosate. Avec une production annuelle de
900 000®-° tonnes actuellement, le phos-

® A titre de comparaison, le phosphore naturel
extrait des roches phosphatées est utilisé a raison de
150 000 000 de tonnes par an.

’ La production du phosphore élémentaire par
I'homme implique de chauffer des composés phos-

phore élémentaire, blanc ou rouge, reste
¢galement employé, par exemple pour la
production de détergents, d'adoucisseurs
d'eau, de dentifrices, de sodas, d'agents
fertilisants. ..

Si T'histoire du phosphore ¢élémentaire est
associée a des nombreux homicides, em-
poisonnements et autres applications plus
ou moins toxiques ou meurtricres, les
formes de phosphore qui font l'objet de
cette thése sont en fait beaucoup moins
pernicieuses. En effet, le phosphore ¢l¢é-
mentaire, ou pur, dont il était question dans
I'historique qui précede, n'existe pas a 1'état
naturel, car il est trop réactif pour demeu-
rer stable. En revanche, le phosphore ren-
contré naturellement, sous forme oxydée,
est non seulement inoffensif en comparai-
son, mais il s'agit de surcroit d'un élément
vital pour tous les organismes. Il est pré-
sent au sein de trés nombreuses molécules,
dont la nomenclature est complexe et préte
malheureusement souvent a confusion.
Avant de clore ce préambule, il convient
de s'attarder un instant sur les termes
"phosphore" et "phosphate", qui seront
utilisés tout au long de cette these.

Chimistes, biologistes, géologues, océano-
graphes..., mais aussi francophones et an-
glophones, ont tous leur vocabulaire de
prédilection, et n'utilisent pas les termes
"phosphore" et "phosphate" dans le méme
sens. Ainsi, selon le contexte, le terme
"phosphore" peut s'appliquer au phosphore
¢lémentaire, a un atome de phosphore au
sein d'une molécule, ou a une molécule
phosphorée en général. Quant au "phos-
phate", son cas est encore plus complexe,

phorés, a 1'époque de l'urine ou des os d'animaux,
aujourd'hui du minerai de phosphate, dans des con-
ditions bien particuliéres et a une température dé-
passant les 1000°C.
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Figure 3 | L'alchimiste, de Joseph Wright

Toile du peintre britannique Joseph Wright, datée de 1771 et intitulée "L'alchimiste, a la
recherche de la pierre philosophale, découvre le phosphore, et prie pour le succeés de son
expérience, ainsi que le faisaient les anciens astrologues chimistes". Cette toile figure une
allégorie de la découverte du phosphore élémentaire, un siécle auparavant, par 1'alchi-
miste allemand Hennig Brandt.
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car il désigne aussi bien des ions que des
molécules phosphorées ou méme des
roches. Chimiquement parlant, les atomes
de phosphore se trouvent dans les molé-
cules naturelles au sein de groupements
"phosphate"'’. Le terme adéquat pour par-
ler de toutes les formes naturelles de phos-
phore est donc "phosphates" en chimie
organique. Mais dans le langage courant, le
terme "phosphate" reste plutét employé
selon son sens en chimie inorganique, ou il
désigne les ions orthophosphate (de for-
mule H;.,PO4™). En géologie, il peut éga-
lement servir a désigner les "roches phos-
phatées", soit sous leur forme de minerai
de phosphate, une roche sédimentaire con-
centrée en sels de phosphate, soit sous
leurs formes biogenes, telles que le guano
ou les os des Vertébrés. Les roches phos-
phatées n'ayant pas ¢été étudiées durant
cette these, le terme de "phosphate" ne sera
pas employé dans ce sens dans le reste du
manuscrit.

Afin de parler du phosphore de manicre
simple dans cette these, il a ainsi fallu faire
des choix de nomenclature. Dans le reste
du manuscrit, le terme "phosphore" sera
utilis¢ dans le sens général pour désigner
I'atome de phosphore contenu dans une
molécule, et par extension toutes les molé-
cules qui contiennent un atome de phos-
phore. Le terme "phosphate" sera quant a
lui réservé aux ions orthophosphate '' .

' Un groupement phosphate est formé d'un atome
de phosphore li¢ a quatre atomes d'oxygene, eux
méme liés a des atomes d'hydrogeéne, de carbone ou
de métaux tels que le sodium. Il est inorganique s'il
est dépourvu de substituant carboné, et organique
s'il contient du carbone. Dans ce dernier cas, on
parle aussi de "résidu phosphate".

' Attention, en anglais, le terme "phosphates" est
souvent préféré au terme "phosphorus” pour dési-
gner les molécules phosphorées naturelles, bien que
les deux termes restent largement employés.

Lorsque le propos concernera une molé-
cule phosphorée bien particulicre, cela sera
spécifi¢ de maniere claire (par exemple,
l'adénosine triphosphate, ou l'ion pyro-
phosphate). Dans le chapitre 1, la présenta-
tion des diverses molécules phosphorées
que les coraux rencontrent dans les récifs
sera l'occasion de s'attarder a nouveau sur
ces questions de nomenclature.

Choix de présentation de cette these

Bien que les notes de bas de page soient
généralement évitées ou réduites a leur
plus simple expression, il a ici été délibé-
rément choisi d'en faire un usage prononce.
Ce choix a été fait pour permettre une lec-
ture aussi fluide que possible de la thése,
tout en s'attachant a préciser chaque terme
ambigu ou technique dans les notes de bas
de page, ne concédant ainsi qu'en appa-
rence la précision a la concision.

Autre convention choisie pour cette thése,
les résultats personnels obtenus durant les
travaux sont signalés par un trait vertical
bleu ciel dans la marge gauche de chaque
paragraphe concerné, afin d'en permettre
une identification aisée. Les conclusions
générales de la discussion sont quant a
elles signalées par un trait bleu marine.
Cette mise en valeur, appliquée au corps de
texte principal uniquement (et non aux
résumés et aux articles, ou la distinction
entre littérature scientifique et résultats
personnels est relativement évidente), a été
choisie afin d'aider a l'évaluation des ap-
ports scientifiques de cette these.

Cela étant dit, la notion de limitation ayant
été ébauchée, et le portrait du phosphore
brossé, il est maintenant temps de mettre
en lumiére le cceur du sujet de cette these,
les coraux, et leur relation au phosphore.



The issue of phosphorus
within the coral
symbiosis

Coral reefs are bioconstructed structures that develop in shallow tropical waters.
They are chiefly built by corals, which secrete a calcareous skeleton. These highly di-
versified ecosystems form real life oases among the blue oceans. Yet, due to their
extreme sensitivity to environmental perturbations, they are becoming increasingly
threatened by human activities. Corals are colonial animals belonging to the Cnidari-
an phylum. As all living beings, they can't synthesize the chemical elements crucial
for their metabolism, and are thus forced to scavenge these elements from their envi-
ronment. Phosphorus is one of the vital nutrients that corals need to retrieve from
seawater. Indeed, it enters into the composition of many biological molecules, such
as DNA and phospholipids. It also has a key energetic role within the ATP molecule.
Corals partly fulfill their phosphorus needs with the planktonic preys caught with their
stingy tentacles. However, these preys represent a rather low phosphorus concentra-
tion in reef waters (0.1 umol L7). Owing to the presence of photosynthetic
Dinoflagellates living in symbiosis within their tissues, corals are also able to use
phosphorus dissolved in seawater (0.1to 1.0 umol L-). These microalgae, called
zooxanthellae, take up this dissolved phosphorus, as well as the phosphorus con-
tained in the metabolic waste products of the coral host, and recycle it into organic
molecules. By in turn transferring most of their photosynthetic products to the host,
zooxanthellae also provide corals with a source of carbon- and nitrogen-rich mole-
cules. This optimal use of nutrients is one of the reasons why corals are able to flour-
ish in nutrient-poor reef waters. Yet, phosphorus remains a limiting nutrient for photo-
synthesis and calcification. The general aim of this study was to assess the phospho-
rus needs of corals and the use of dissolved phosphorus by the symbiosis. The par-
ticular objectives developed were 1) to determine the conditions under which corals
take up dissolved inorganic and organic phosphorus, 2) to establish the phosphorus
composition of the coral host and its zooxanthellag, and 3) to determine the physio-
logical parameters which take part in the fate of phosphorus within the symbiosis.
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La problématique du
phosphore au sein de la
symbiose corallienne

Les récifs coralliens sont des structures sous-marines baties principalement par les
coraux, qui sécrétent un squelette calcaire. Véritables oasis de vie dans l'océan, ces
écosystemes, trés sensibles aux perturbations environnementales, sont a I'heure ac-
tuelle fortement menacés par les activités humaines. Les coraux sont des animaux
coloniaux qui appartiennent a I'embranchement des Cnidaires. Comme tous les or-
ganismes vivants, ils sont incapables de synthétiser les éléments chimiques indis-
pensables a leur métabolisme, et doivent les trouver dans leur environnement. Le
phosphore fait partie de ces éléements vitaux que les coraux doivent puiser dans
I'eau. Il rentre en effet dans la composition de nombreuses biomolécules telles que
I'ADN et les phospholipides, et a un réle énergétique crucial au sein de la molécule
d'ATP. Les coraux trouvent ce phosphore en partie dans les proies planctoniques
qu'ils capturent grace a leurs tentacules urticants. Mais ces proies représentent une
concentration de phosphore relativement faible en milieu récifal (0,1 umol L). La
présence de Dinoflagellés photosynthétiques vivant en symbiose dans leurs tissus
permet aux coraux d'utiliser également le phosphore dissous dans l'eau (0,1 a
1,0 umol L-'). Ces microalgues, nommées zooxanthelles, absorbent le phosphore
dissous ainsi que le phosphore provenant des déchets du métabolisme de I'héte co-
rallien, et les recyclent en molécules organiques. Les zooxanthelles fournissent
d'autre part des molécules carbonées et azotées a I'hdte, en lui transférant la ma-
jeure partie des produits de leur photosynthése. C'est grace a cette optimisation de
I'utilisation des éléments nutritifs que les coraux sont capables de se développer
dans des eaux pourtant pauvres en nutriments. Malgré cela, le phosphore reste un
élément limitant pour la photosynthése et la calcification des coraux. L'enjeu majeur
de cette thése a été d'évaluer les besoins en phosphore des coraux et ['utilisation des
formes dissoutes de phosphore. Les objectifs précis ont été 1) d'examiner les condi-
tions d'absorption du phosphore inorganique et organique dissous par les coraux, 2)
d'établir la composition en phosphore de 'héte et des zooxanthelles, et 3) de déter-
miner les parameétres physiologiques intervenant dans le devenir du phosphore ab-
sorbé.
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Figure 4 | La Grand Barriére de corail, Australie
Photographie : B. Charlton.
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Les récifs coralliens

Les récifs coralliens sont des structures
sous-marines bioconstruites, dont les batis-
seurs principaux sont les coraux Scléracti-
niaires symbiotiques. Ceux-ci sont caracté-
risés par l’association, ou symbiose, de
petits animaux coloniaux sessiles, les po-
lypes, possédant des tentacules comme les
anémones de mer et les méduses, avec des
microalgues unicellulaires, les zooxan-
thelles, situées a D’intérieur des polypes.
Les polypes des coraux précipitent les ions
calcium (Ca®") et bicarbonate (HCO;3) de
I’eau de mer en carbonate de calcium (Ca-
CO:s) pour fabriquer leur squelette calcaire,
avec une production annuelle moyenne de
2 4 6 kg de CaCOs par m” de récif (Barnes
et Devereux, 1984).

Selon leur forme et leur expansion, qui

sont influencées par ’hydrodynamisme et
I’¢loignement de la terre ferme, on dis-

tingue trois grands types de récifs :

- les récifs frangeants, au contact des
cotes, en eaux trés peu profondes (ex.
mer Rouge) ;

- les récifs barriéres, larges bandes paral-
Ieles a la cote et séparées de la terre
ferme par un lagon (ex. Australie, fi-
gure 4) ;

- les atolls, récifs plus ou moins circu-
laires pour lesquels l'ile ayant servi
d’appui au développement du récif a
disparu par érosion ou par enfoncement
sous la surface (ex. Maldives).

La morphologie des colonies coralliennes
est elle aussi dépendante de I’hydro-
dynamisme : les lagons abrités voient plu-
tot des colonies finement branchues ou
feuillues se développer, tandis que les
eaux agitées du bord externe des récifs
barriéres et des atolls abritent plutot des
colonies a ramifications courtes et solides.

Quelle que soit leur morphologie, les récifs

coralliens s’épanouissent principalement

dans les zones cotieres des mers tropicales

et subtropicales, a des latitudes de 30°N a

30°S (figure 5). Ils se développent princi-
' y

30°N

30°S

Figure 5 | Répartition mondiale des récifs coralliens
Les récifs sont indiqués en bleu ciel. Ils se situent principalement entre 30°N et 30°S de latitude.

CHAPITRE 1 | La problématique du phosphore au sein de la symbiose corallienne
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palement entre la surface et une trentaine
de métres de profondeur, pour peu que la
température soit comprise entre 18 et
30°C.

Les récifs coralliens ne recouvrent pas plus
de 0,1% des fonds marins et seulement
10,8% des fonds cotiers (prés de
284 800 km?, soit une superficie proche de
celle de la Nouvelle-Z¢lande). Ils abritent
pourtant environ 30% des espéces marines
connues a ce jour, dont prés de 4 000 es-
péces de poissons par exemple (Spalding et
al., 2001). La plus imposante de ces forma-
tions, la Grande Barriéere de corail
(figure 4), s’étend sur pres de 2 600 km de
longueur au large de 1’ Australie.

Les récifs coralliens présentent une impor-
tance sociale et économique majeure pour
les plus de 100 pays dont ils bordent les
cotes. Ils constituent notamment des zones
de péche privilégiées pour les populations
locales. Ils permettent ainsi la survie di-
recte de plus de 30 millions de personnes,
en particulier dans les pays en voie de dé-
veloppement (Wilkinson, 2008).

chiffre passe a prés de
500 millions de personnes si 1’on inclut
leur role dans la protection des cotes contre
I'érosion des vagues et contre I’impact des
tempétes et tsunamis, les nombreux em-

Mais ce

plois liés au tourisme qu’ils procurent, ain-
si que la source de biomolécules destinées
a I’industrie pharmaceutique qu’ils repré-
sentent (Wilkinson, 2008).

En dépit des services rendus a I’Homme,
I’écosystéme corallien reste 1’un des plus
menacés de la planéte a I’heure actuelle,
car il est particulicrement dépendant de la

qualit¢ de son environnement: éclaire-
ment, turbidité, salinité, concentration en
¢léments nutritifs, chimie de 1’eau, tempé-
rature..., sont autant d’¢léments auxquels
les coraux sont sensibles. Cela les rend
particuliérement susceptibles aux perturba-
tions  environnementales  chroniques.
Celles-ci sont tout d’abord liées aux activi-
tés anthropiques locales, telles que les pol-
lutions agricoles et urbaines qui changent
la qualité de 1’eau, la surpéche, la péche
non sélective et destructrice, 1’utilisation
du sable corallien et des squelettes de co-
raux comme matériaux de construction,
ainsi que la dégradation des récifs par les
mouillages sauvages et les plongeurs. 19%
des récifs ont ainsi été irrémédiablement
détruits au cours des derniéres décennies,
et on estime que 35% des récifs sont ac-
tuellement menacés par les activités an-
thropiques, notamment dans les Caraibes et
en Asie du Sud-Est (Wilkinson, 2008).

Les récifs coralliens sont également mena-
cés par les changements climatiques glo-
baux, et notamment par les rejets dans
I’atmosphere de gaz a effet de serre tel que
le dioxyde de carbone @ (CO»).
L’augmentation de la concentration en CO,
dans I’atmosphére entraine a la fois une
acidification des océans et une ¢lévation de
leur température en surface. Au cours du
20°™ siecle, le pH des océans a ainsi dimi-
nué¢ de 0,1 unité (de 8,2 a 8,1), et devrait
encore diminuer de 0,3 a 0,5 unités d’ici la
fin du siecle (Orr et al., 2005; Raven et al.,
2005; Solomon et al., 2007). Durant les 40
dernieéres années, la température des eaux
de surface s’est quant a elle élevée de 0,4 a
1,0°C en moyenne, avec une hausse de
0,5°C en zone récifale (Solomon et al.,
2007; Kleypas et al., 2008; Wilkinson,
2008).
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Or I’acidification menace directement la
structure méme des récifs coralliens, puis-
qu’elle rend moins favorable les conditions
de précipitation de nouveaux squelettes
carbonatés par les organismes calcifica-
teurs, et favorise la dissolution chimique
des carbonates existants (Feely et al.,
2004; Kleypas et al., 2006). Les coraux et
leur squelette calcaire sont ainsi particulie-
rement menacés par D’acidification des
océans (Kleypas et al., 1999; Marubini et
Atkinson, 1999; Hoegh-Guldberg et al.,
2007; Guinotte et Fabry, 2008).

Quant a ’augmentation de la température
surface,
¢galement une menace pour les coraux, car
ils s’épanouissent généralement dans des

des eaux de elle représente

eaux dont la température est déja proche de
leur limite thermique maximale. Cela les
rend trés vulnérables aux hausses rapides
de la température (Hoegh-Guldberg, 1999;
Kleypas et al., 2001; Coles et Brown,
2003).

Enfin, les changements climatiques ris-
quent également d’affecter d’autres para-
meétres clés pour 1’écosystéme corallien,
comme le niveau marin, la circulation
océanique globale, la fréquence des tsuna-
mis, ouragans et cyclones, la salinit¢ de
I’eau, les niveaux de rayonnements ultra-
violets, etc.

Toutes les menaces listées précédemment
mettent fortement en péril la survie de
I’écosystéme corallien a I’heure actuelle.
Cela justifie I’intérét scientifique croissant
porté aux effets du changement global sur
les récifs coralliens au cours des deux der-
niéres décennies. L’une des expériences de
cette theése a ainsi été consacrée a cette
problématique (chapitre 2).

Les polypes coralliens

Si le terme de "corail" évoque indubita-
blement les coraux tropicaux constructeurs
de récif, il désigne en fait un ensemble bien
plus vaste d’organismes marins coloniaux
appartenant tous a l'embranchement des
Cnidaires, mais a des clades'? trés diffé-
rents. La figure 6 présente une phylogénie
simplifiée de cet embranchement, apparu
tres tot a 1'échelle géologique (des fossiles
ont été datés de I'ére Précambrienne, -700
millions d'années) et qui comporte a
I’heure actuelle preés de 11 000 especes.
Comme illustré sur cette figure, outre les
coraux constructeurs de récifs (Scléracti-
niaires), le terme de "corail" regroupe le
corail de feu (Millepora, un Hydrozoaire),
les coraux mous et le corail rouge des bi-
joutiers (Octocoralliaires), le corail noir
(Anthipataire)... Cela étant dit, dans la
suite de cette thése, le mot "corail" sera
utilisé, sauf mention contraire, dans le sens
restrictif de corail Scléractiniaire (qui sé-
créte un squelette calcaire).

Quelques caractéristiques de chaque ni-
veau taxonomique de I’embranchement des
Cnidaires sont exposées dans le tableau 1,
en ne retenant dés a présent que les clades
permettant d’aboutir au corail Stylophora
pistillata (Esper, 1797), le mod¢le d’étude
principalement utilisé pour cette these. Les
particularités de cette espece, ainsi que des
autres especes utilisées, seront détaillées
par la suite (page 46).

"2 Un clade est un groupe monophylétique d'orga-
nismes comprenant un organisme ancétre et
I’ensemble de ses descendants. C’est I’unité de base
de la classification phylogénétique.
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Embranchement

Classe

Sous-classe

Ordre

Sous-ordre

Famille

Genre

Cnidaria

I

1

1

1

Anthozoa * Cubozoa Hydrozoa * Scypllwozoa
| . .
Hexacorallia * Octocorallia
f T | T T 1
Actinaria Antipatharia* Ceriantharia | | Corallimorpharia Scleractinia’| | Zoanthidea

T

Astrocoeniina || Caryophylliina

Dendrophylliina

Fungiina | | Meandriina

Faviina

Tubastraea spp.

L 1

1

Pavona cactus

Galaxea fascicularis

Oculina patagonica

Acroporidae

Astrocoeniidae

Pocilloporidae

Pocillopora

Seriatopora

Stylophora

Pocillopora damicornis

Figure 6 | Phylogénie simplifiée des Cnidaires
La position taxonomique de I’espéce étudiée, Stylophora pistillata, est précisée en bleu sur I’arbre. Les
6 espéces indiquées en gris ont également été étudiées durant cette thése. Les classes, sous-classes et
ordres notés d'une étoile * contiennent des coraux (au sens large). D’apres Veron et Stafford-Smith
(2000), Daly et al. (2007), et http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy.

Tentacule

Stomodeum

Ccelentéron

Mésentére

Figure 7 | Polype de Stylophora pistillata
Photographie et représentation schématique en coupe d’un polype de Stylophora pistillata. Photogra-
phie : E. Tambutté.

Stylophora pistillata

Eau de mer

Squelette

Cladocora caespitosa

Bouche
Tissu oral

Ccenosarque

Tissu aboral



Position taxonomique

Embranchement
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Caractéristiques générales des principaux
niveaux taxonomiques

Métazoaires diploblastiques a symétrie radiaire

Absence de véritables organes

Présence de cellules urticantes : les cnidocytes

Alternance de deux morphotypes au cours du cycle biologique : forme sessile
(dite polype) et forme mobile (dite méduse)

Classe

Absence de phase méduse
Organismes exclusivement marins, solitaires ou coloniaux
Présence d'une symétrie secondaire (d'ordre 6 ou 8)

Sous-classe

Présence d’'une symétrie secondaire d’ordre 6 (ou d’'un multiple de 6):
6 (ou n x 6) tentacules et cloisons mésentériques divisant la cavité gastrique
(ccelentéron)

Ordre

Sécrétion d'un squelette calcaire a base d’aragonite (skléros = dur en grec)
Ordre divisé en deux groupes fonctionnels, qui distinguent les coraux cons-
tructeurs de récifs (hermatypiques) des non constructeurs de récifs (aherma-

typiques)

Famille

Organismes coloniaux, dont les polypes sont reliés entre eux par un tissu : le

coenosarque

Organismes pour la plupart zooxanthellés

Colonies submassives ou branchues

Répartition géographique de la famille :
‘qu

5 ki

fome

Genre

Existence de 7 espéces de Stylophora, dont S. pistillata
Branches courtes et rarement fusionnées
Répartition géographique du genre :
R T

Tableau 1 | Détails sur la position taxonomique de Stylophora pistillata
Les caractéristiques majeures de la classification de I’espéce modele Stylophora pistillata sont préci-
sées dans ce tableau. Les cartes de répartition géographiques sont tirées de Veron et Stafford-Smith

(2000).

Les coraux sont des organismes majoritai- Chaque polype présente un seul orifice, la
rement coloniaux. Chaque colonie est for- bouche, qui assure les fonctions de nutri-
mée d’une multitude de polypes (figure 7). tion et d’excrétion. Cette bouche est entou-

S
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Eau de mer
Cnidocyte &

Riche en cnidocytes, cellules qui
renferment un filament urticant, le
4 cnidocyste, et un filament sensoriel, le
cnidocil

Présence de cellules qui sécretent un
MuCus Visqueux

Zone d'absorption des nutriments
dissous dans I'eau de mer

Ectoderme oral —

Mésoglée

Riche en zooxanthelles
Zone d'absorption des nutriments
Endoderme oral — dissous dans le ccelentéron

Role dans la digestion de proies, la
v circulation, I'absorption, I'excrétion et la
— reproduction

. Coslentéion Présence de quelques zooxanthelles
Zone d'absorption des nutriments
Zooxanthelle - dissous dans le ccelentéron

Présence de cellules spécialisées dans
la sécrétion d’un squelette calcaire
Présence de cellules d'ancrage au
squelette

Endoderme aboral -

Mésoglée
Ectoderme aboral —

( = ectoderme
calicoblastique)

Composé d'aragonite (forme de calcaire)
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et d'une matrice organique sécrétée par
I'hote

Figure 8 | Représentation schématique en coupe transversale de tissus coralliens
La coupe représente la zone du ceenosarque. Les principales caractéristiques de chaque couche cellu-
laire, de la cavité ceelentérique et du squelette sont détaillées sur la droite du schéma. Modifié d’apres

E. Tambutté.

rée d'une ou plusieurs couronnes de nx 6
tentacules tactiles, extensibles et préhen-
siles, qui permettent a 1’animal d’attraper
ses proies et ont également un role défen-
sif. A I’intérieur du polype, la bouche se
prolonge par un court canal cesophagien, le
stomodeum, qui s’ouvre sur la cavité gas-
trovasculaire, ou ccelentéron. Le coelenté-
ron présente des replis nommés mésenteres
et se prolonge jusque dans les tentacules.

Chaque polype est délimité par deux tis-
sus : un tissu oral en contact avec 1’eau de
mer, et un tissu aboral en contact avec le
squelette. Chacun de ces tissus est lui-
méme constitué de deux couches cellu-
laires, 1’ectoderme (également nommé ¢épi-
derme) et I’endoderme (€galement nommé
gastroderme), qui sont séparées par un troi-
sieme tissu acellulaire nommé mésoglée.
Les polypes sont ainsi formés de quatre



couches cellulaires distinctes, dont la dis-
position et les caractéristiques majeures
sont présentées sur la figure 8.

Ces quatre couches cellulaires, ainsi que le
ceelentéron, se prolongent entre les polypes
et constituent un tissu de connexion appelé
ceenosarque. Ce tissu relie les polypes et
permet le transport des ¢éléments nutritifs
d’un bout a I’autre de la colonie (figure 7).

Les zooxanthelles, symbiotes coral-
liens

Comme évoqué dans le début de ce cha-
pitre, de trés nombreux coraux construc-
teurs de récifs établissent une association
symbiotique avec des microalgues unicel-
lulaires photosynthétiques, communément
appelés zooxanthelles.

Au cours de ses travaux sur les lichens, le
botaniste allemand Anton De Barry définit
en 1866 une symbiose comme "une asso-
ciation entre deux types d’organismes vi-
vants qui persiste pour une longue pé-
riode" (DeBary, 1866). Depuis cette pre-
mi¢re reconnaissance de 1’existence
d’associations symbiotiques entre especes
différentes, de trés nombreuses études ont
démontré que la symbiose est un phéno-
meéne universellement répandu au travers
des régnes biologiques. Les deux parte-
naires de la symbiose sont appelés 1’hote
(le plus gros des deux) et le symbiote (le
plus petit des deux). L’association des
deux est nommée holobionte.

Il existe différentes classifications des
symbioses, notamment selon la localisation
du symbiote par rapport a I’hote et selon la
nature des interactions existant entre eux,
comme le présente le tableau 2.

Type Définition

Distinction selon la localisation

Symbiote localisé hors des tis-
sus de 'hote

Ex. : anémones poussant sur le dos
de certains crabes

Symbiote localisé dans les tissus
de I'hdte, entre les cellules
Ex. : zooxanthelles des bénitiers

Symbiote localisé dans les cel-
lules de I'hote
Ex. : zooxanthelles des coraux

Distinction selon la nature des interactions

Association qui ne bénéficie qu'a
une seule des deux espéces,
l'autre étant Iésée

Ex.: vers parasites du systeme
digestif comme le ténia

Association qui ne bénéficie qu'a
une seule des deux especes,
sans que l'autre ne soit Iésée

Ex. : poisson-pilote des requins

Association profitant aux deux
partenaires

Ex.: zooxanthelles des coraux,
poisson-clown et anémone de mer

Tableau 2 | Classification des symbioses
Une définition succincte est donnée pour deux
des classifications des types de symbioses. Un
exemple est donné en bleu pour chaque type de
symbiose. D’autres classifications des sym-
bioses existent, par exemple selon les capacités
métaboliques acquises par [’association, ou
selon le caractére obligatoire ou facultatif de
I’association. Dans le cas des zooxanthelles et
des coraux, il s’agit d’une endosymbiose intra-
cellulaire mutualiste photosynthétique, obliga-
toire pour I’hdte et facultative pour les sym-
biotes.

L’association symbiotique entre les coraux
(hotes) et les zooxanthelles (symbiotes, ou
zooxanthelles in vivo) est décrite comme
une endosymbiose intracellulaire, car les
zooxanthelles sont localisées a 1’intérieur
des cellules de I’endoderme corallien
(Muscatine et Porter, 1977). De plus, cette
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symbiose est décrite comme mutualiste,
car les deux partenaires tirent des bénéfices
de I’association (développés en page 44).
Cette symbiose est considérée comme
obligatoire a la survie du partenaire animal,
qui périt généralement suite a la perte de
ses symbiotes (on parle de blanchissement,
voir page 44). En revanche, la vie en sym-
biose est facultative pour les zooxanthelles,
qui vivent également a 1’état libre comme
composants du phytoplancton dans les
océans.

La notion de symbiose corallienne intro-
duit une ambiguité supplémentaire sur le
terme de "corail", qui peut en fait désigner
aussi bien I’hote au sens strict (les polypes)
que I’holobionte dans le cas des coraux
symbiotiques. Dans la suite de cette these,
le mot "corail" sera utilisé aussi bien dans
un sens que dans ’autre deés qu’aucune
confusion se sera possible. Si l'ambiguité
demeure, le terme adéquat sera précisé.

Tout comme le terme de "corail", le terme
"zooxanthelle" pose également probléme.
Malgré son usage courant dans la littéra-
ture scientifique, ce terme n’a en fait au-
cune valeur taxonomique. Du point de vue
de la classification, les zooxanthelles asso-
ciées aux coraux Scléractiniaires sont des
Dinoflagellés symbiotiques qui appartien-
nent au regne des Alvéolés (dont une phy-
logénie simplifiée est présentée sur la fi-
gure 9). Les caractéristiques des principaux
niveaux taxonomiques de ce reégne sont
exposées trés succinctement dans le ta-
bleau 3, en ne retenant que les clades per-
mettant d’aboutir au genre Symbiodinium
associé aux coraux. Le terme de "zooxan-
thelle" sera néanmoins employé tout au
long de cette thése pour plus de simplicité,

de méme que les termes de "symbiote" et
d’"algue symbiotique".

Jusque dans les années 1980, toutes les
zooxanthelles du genre Symbiodinium
¢taient assimilées a une seule et méme es-
pece, S. microadriaticum  Freudenthal,
1962, initialement décrite en symbiose
chez la méduse tropicale Cassiopea xama-
chana. Par la suite, des techniques de géné-
tique moléculaire ont subdivisé cette es-
pece en au moins 8 clades distincts, allant
du clade A au clade H (Rowan et Powers,
1991; Wilcox, 1998; Santos et al., 2002).
Certains de ces clades ont eux-mémes été

subdivisés en sous-clades (D1, D2 par ex.).

Les clades majoritairement associ€s aux
Cnidaires sont les clades A, C et D
(Coffroth et Santos, 2005), les autres
clades s’associant avec des Foraminiferes
et d’autres Cnidaires. Chez les coraux, une
méme espece peut s’associer a des clades
différents selon les conditions environne-
mentales, voire abriter plusieurs sous-
clades en méme temps. Bien qu’une grande
spécificité semble généralement exister
entre hote et clade majoritairement héber-
gé, les mécanismes impliqués dans cette
fidélit¢ sont encore largement incompris
(LaJeunesse et al., 2003; LaJeunesse et al.,
2004; Santos et al., 2004; Coffroth et
Santos, 2005).

L’une des expériences de cette thése a visé
a déterminer si le clade des zooxanthelles
hébergé avait une influence sur 1’une des
voies d’absorption du phosphore (cha-
pitre 3).

Les zooxanthelles en symbiose sont des
cellules de forme sphérique d’environ 8 a
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Reégne Alveolata
Embranchement Apicomplexa Ciliophora Dinophyceae
1 1 1 | 1
Ordre Blastodiniales Coccidiniales Dinophysiales Gonyaulacales
Gymnodiniales Lophodiniales Noctilucales Peridiniales
Phytodiniales Prorocentrales Pyrocystales Suessiales
Famille Suissiaceae Symbiodiniaceae
Genre Symbiodinium

Figure 9 | Phylogénie simplifiée des Alvéolés
La position taxonomique des Dinoflagellés du genre Symbiodinium est précisée en bleu sur 1’arbre.
D’aprés Lecointre et Le Guyader (2001), et http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy.

Position taxonomique Caractéristiques générales des principaux

niveaux taxonomiques

Régne Organismes unicellulaires
Présence de vésicules sous-membranaires : les alvéoles

Embranchement Micro-organismes aquatiques, libres ou symbiotiques de nombreux invertébrés
La moitié est photosynthétique, I'autre moitié est hétérotrophe ou mixotrophe
Mobiles a I'état libre gréace a la présence de deux flagelles, absence de flagelles
en symbiose
Présence de cellulose dans les alvéoles, qui forment une enveloppe externe : la
theque

Ordre

Famille . , . . o
Existence d’au moins 8 clades au sein du genre Symbiodinium

Genre

Tableau 3 | Détails sur la position taxonomique des zooxanthelles
Les caractéristiques majeures de la classification du genre Symbiodinium sont précisées dans ce ta-
bleau.

12 um de diametre (figure 10). Elles sont
localisées dans le cytoplasme des cellules
de I’endoderme (figure 8), dont elles sont
isolées au sein d’une vacuole d’origine
animale, dite vacuole périsymbiotique

(Wakefield et Kempf, 2001), et avec la-
quelle elles forment le "symbiosome"
(Roth et al., 1988). Au sein de cette va-
cuole, on peut observer jusqu’a six zooxan-
thelles par cellule endodermale chez
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S. pistillata, avec une densité moyenne de
1 a 10 millions de symbiotes par cm?
(Muscatine et al., 1998). Les symbiotes
peuvent étre acquis par 1’hote par transmis-
sion directe du parent vers I’embryon (on
parle de transmission verticale), ainsi que
par endocytose de symbiotes libres dans
I’eau de mer (on parle de transmission ho-
rizontale) (Trench, 1987). La densité des
zooxanthelles et leur répartition dans les
tissus a I’échelle de la colonie dépendent
de la physiologie du corail et des condi-
tions environnementales.

Figure 10 | Photographie de zooxanthelles
Zooxanthelles (en brun) isolées de I’hote
S. pistillata, observées au microscope optique.
Barre d’échelle : 10 um. Fléche : symbiosome
contenant trois zooxanthelles au sein d’une
méme cellule animale.

Physiologie de la symbiose

La symbiose entre coraux et zooxanthelles
se caractérise principalement par la sécré-
tion d’un squelette calcaire par les polypes,
la photosynthése des symbiotes et la diver-
sit¢ des sources nutritives qu’utilisent les
coraux. Ces caractéristiques sont bri¢ve-
ment présentées dans les paragraphes qui
suivent.

Comme évoqué au début de ce chapitre, les
polypes des coraux Scléractiniaires réali-
sent la calcification. On parle également de
minéralisation biologiquement contrdlée,
car il s’agit en fait d’un processus biolo-
gique, par lequel les coraux transforment
les ions Ca’' et HCOs™ de I’eau de mer en
un squelette extracellulaire hautement or-
ganis¢ a base d’aragonite, une forme de
calcaire. En plus de cette fraction minérale,
les coraux déposent également une trame
organique dans leur squelette, dénommée
matrice organique. Cette matrice organique
serait constituée principalement de pro-
téines riches en acides aminés acides et
pouvant étre glycosylées ou sulfatées, de
sucres sulfatés, et de phospholipides (Cuif
et al., 2003; Watanabe et al., 2003; Puverel
et al., 2005; Tambutté et al., 2007) ; mais
relativement peu de choses sont connues a
I’heure actuelle sur cette fraction organique
difficile a étudier.

Les zooxanthelles contiennent des pig-
ments comme les chlorophylles a et ¢2 et
les caroténoides qui sont responsables de
leur couleur brune, et grace auxquels elles
réalisent la photosynthése. Comme tous les
organismes autotrophes photosynthétiques,
elles fabriquent ainsi des composés carbo-
nés complexes (nommés photosynthétats) a
partir d’eau et de CO,, sous I’action éner-
gétique de la lumiére.

Les coraux sont considérés comme des
organismes mixotrophes (Houlbréque et
Ferrier-Pages, 2009), car ils peuvent utili-
ser des sources de carbone et de nutriments
aussi bien organiques (hétérotrophie de
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I’hote) qu’inorganiques (autotrophie des
symbiotes).

Pour sa nutrition hétérotrophe, le corail
utilise notamment les bactéries, les proto-
zoaires, le phytoplancton et le zooplancton
qu’il trouve dans I’eau de mer. Pour captu-
rer ces proies, il dispose dans ses tenta-
cules et au bord de sa bouche d’un grand
nombre de cellules urticantes, les cnido-
cytes, qui peuvent paralyser -certaines
proies avant que les tentacules ne les por-
tent vers la bouche (Sorokin, 1990). La
capture est optimisée par le mucus vis-
queux sécrété par 1’ectoderme oral et par la
présence de nombreux cils sur les parois
des polypes. Les proies ingérées sont digé-
rées dans le ccelentéron, de méme que le
mucus ingéré avec les proies. Or le mucus
est colonisé par une microflore bactérienne
abondante, ce qui constitue donc une
source supplémentaire de nourriture pour
le corail (Sorokin, 1990). Dans certains
cas, des filaments issus du mésentére,
nommés filaments mésentériques, peuvent
étre ¢jectés pour permettre une digestion
externe des proies planctoniques (Lang,
1973; Walter M, 2002; Wijgerde et al.,
2011). Enfin, les coraux sont également
capables d'assimiler en partie la matiére
organique dissoute (Grover et al., 2008),
ainsi que la mati¢re organique particulaire
détritique en suspension (Anthony, 1999).

Pour leur nutrition autotrophe, outre le
CO,, les zooxanthelles absorbent égale-
ment activement les nutriments dissous
dans I’eau de mer, qu'elles transforment
ensuite en molécules organiques com-
plexes (Pomeroy et Kuenzler, 1967,
Muscatine, 1980). Cette absorption ne se
fait néanmoins pas directement depuis
I'eau de mer, mais via les tissus de 1'hdte au

travers desquels les nutriments transitent
avant d'étre utilisés par les zooxanthelles.

Une grande partie des photosynthétats pro-
duits par les symbiotes est transférée a
I’hdte, qui ’utilise pour ses propres be-
soins métaboliques (Muscatine et Porter,
1977). Les symbiotes peuvent par exemple
couvrir jusqu’a pres de la totalité des be-
soins énergétiques de 1’hdte chez S. pistil-
lata (Muscatine et al., 1984). Néanmoins,
les photosynthétats transférés sont relati-
vement pauvres en ¢léments essentiels
(Muscatine, 1967; Battey et Patton, 1987),
et notamment en phosphore, que les
zooxanthelles ont plutot tendance a con-
server. Les photosynthétats contiennent en
fait surtout du carbone, comme dans le
glycérol, une molécule qui représente jus-
qu'a 40% des molécules transférées
(Muscatine, 1967). Il sert majoritairement
a la respiration de I'hote et est peu incorpo-
ré dans les biomolécules produites par le
corail (Davies, 1984; Falkowski et al.,
1984). Le transfert des photosynthétats
peut également se faire sous la forme de
lipides qui s’accumulent dans les réserves
animales ou servent a la sécrétion du mu-
cus, d’acides aminés essentiels pour 1’hdte
(qui ont la particularité de contenir de
I'azote en plus du carbone), ainsi que de
précurseurs de la matrice organique du
squelette (Muscatine et Cernichiari, 1969;
Muscatine et al., 1984; Douglas et al.,
1993; Swanson et Hoegh-Guldberg, 1998;
Cuifet al., 1999).

C’est grace a cette capacité a utiliser des
sources nutritives trés diversifiées, aussi
bien particulaires que dissoutes, organiques
qu’inorganiques, que les coraux sont ca-
pables de vivre dans des eaux relativement
pauvres en ¢léments nutritifs. Les deux
modes de nutrition hétérotrophe et auto-
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trophe sont étroitement liés dans la sym-
biose, chacun des partenaires étant capable
d’utiliser certains des ¢léments nutritifs
obtenus par ces deux voies (Anthony et
Fabricius, 2000). Certaines expériences de
cette these se sont attachées a I'é¢tude du
role régulateur de I'hétérotrophie de I'hote
sur l'absorption autotrophe de phosphore
dissous (chapitres 2 et 3).

Bénéfices, colts et rupture de la sym-
biose

Comme évoqué précédemment, 1’hote et
les zooxanthelles tirent tous deux parti de
leur association mutualiste. Pour 1’hoéte, la
présence de symbiotes réalisant la photo-
synthése au sein de ses tissus lui confére
une nouvelle capacité métabolique ainsi
qu’une source abondante de photosynthé-
tats. Ces bénéfices se traduisent par une
amélioration de la respiration métabolique,
de la mise en réserve, de la reproduction, et
de la croissance cellulaire et squelettique
(Muscatine et Cernichiari, 1969; Trench,
1971; Crossland, 1980; Shick, 1990).

Comparés a des Dinoflagellés libres, les
symbiotes, quant a eux, se trouvent relati-
vement a 1’abri du broutage au sein de
I’hote, et bénéficient d’un environnement a
la composition stable, le cytoplasme ani-
mal. Ils profitent également du CO; issu de
la respiration cellulaire de I'hote, ainsi que
de ses déchets métaboliques, qui contien-
nent de 1’azote et du phosphore, qu’ils re-
cyclent via leur photosynthése (Cook,
1983; Smith et Douglas, 1987).

La symbiose entre les zooxanthelles et les
coraux présente donc des avantages a la
fois pour l'algue et I'animal, et constitue un
"avantage évolutif' indéniable grace a

I’acquisition de nouvelles capacités méta-
boliques par 1’association symbiotique
(Muller-Parker et D'Elia, 1997). L'algue a
trouvé un refuge protecteur et riche en
nourriture dans le tissu animal, tandis que
le corail bénéficie d'une véritable usine de
fabrication de composés organiques et
d'oxygeéne, ainsi que d'une station d'épura-
tion de ses déchets métaboliques.

Malgré ces bénéfices mutuels, la symbiose
induit également des colts pour les deux
partenaires. L’hote se retrouve confronté a
une hyperoxie générée par la photosyn-
thése et doit se protéger des fortes radia-
tions lumineuses nécessaires a ses sym-
biotes (Dykens et al., 1992; Muller-Parker
et D'Elia, 1997; Richier et al., 2005).

Les zooxanthelles in vivo doivent quant a
elles céder la majeure partie de leurs pho-
tosynthétats a leur hote. Cela représente
une perte qui dépasse largement les 5% de
photosynthétats généralement perdus dans
le milieu par les microalgues marines non
symbiotiques (Battey, 1992). Les zooxan-
thelles sont aussi vraisemblablement con-
frontées au systéme immunitaire inné¢ de
I’hote (Baghdasarian et Muscatine, 2000).
En outre, elles encourent le risque de se
retrouver limitées dans leurs apports en
CO; et en nutriments, car ces flux sont
largement contrdlés par I’hote (Rees, 1991;
Muller-Parker et D'Elia, 1997).

Les conditions environnementales sont
primordiales pour déterminer le ratio entre
les bénéfices et les colts de I’association
symbiotique. Lorsque la température, la
quantité et la qualité¢ de la lumicre, ou la
qualité de I’eau changent, la symbiose peut
étre rompue (Brown et al., 1994; Shick et



al., 1996; Hoegh-Guldberg, 1999, 2008).
La rupture se traduit par la perte des sym-
biotes et/ou par la dégradation de leurs
pigments photosynthétiques, deux proces-
sus qui aboutissent a un phénoméne de
blanchissement des coraux, qui peut a
terme mettre en péril la survie des colonies
coralliennes blanchies (Kinzie et al., 1984;
Glynn, 1993). Deux expériences de cette
thése ont visé a étudier l'influence de la
présence ou de l'absence des symbiotes sur
I'une des voies d'absorption du phosphore
(chapitre 3), ainsi que sur la composition
en phosphore de la symbiose (chapitre 4)
en comparant des coraux "normaux" a des
coraux blanchis.

A T’échelle planétaire, les menaces envi-
ronnementales liées aux perturbations an-
thropiques évoquées en page 34 tendent a
exposer les coraux a des épisodes de blan-
chissement dont I’intensité et I’extension
géographique sont de plus en plus élevées
(Donner et Potere, 2007; Hoegh-Guldberg
et al., 2007). Certains modeles prédisent
méme un arrét de la calcification des co-
raux d’ici a 2070 si les températures de
surface en zones récifales continuent a
croitre au méme rythme (Cantin et al.,
2010).

Modeles biologiques

Ces menaces ont changé I’optique de nom-
breux programmes de recherche sur les
récifs coralliens, dont la composante appli-
quée a leur préservation s’est trouvée ren-
forcée au cours des derniéres années
(Richmond et Wolanski, 2011). L’étude du
maintien des populations de coraux Sclé-
ractiniaires est particuliérement importante

car, comme évoqué au début de ce cha-
pitre, ils forment la structure physique de
I’écosystéme récifal, et batissent ainsi
I’habitat de nombreuses especes (Connell,
1978). Ils constituent donc un modéle
d’étude privilégié pour la survie de
I’écosysteme corallien. De plus, leur crois-
sance lente implique que la période durant
laquelle ils sont sensibles aux variations
environnementales est particuliérement
longue (van Moorsel, 1988). Les coraux
durs sont a ce titre utilisés par les paléo-
climatologues en tant qu’archives environ-
nementales, car ils intégrent dans leur
squelette des ¢léments présents dans I’eau
au fur et a mesure de leur calcification
(Goreau, 1977; Barnes et Lough, 1996;
Lough et al., 1996; Swart et al., 1999). Les
coraux durs constituent également un mo-
dele d’étude comparatif intéressant pour la
biominéralisation des os, et sont déja utili-
sés en tant que bioimplants en chirurgie
osseuse (Demers et al., 2002).

Selon les études réalisées, différentes es-
peces de coraux sont utilisées, et la notion
d’"espéce modele" dépend en fait surtout
de ’usage qui en est fait. Le corail tropical
S. pistillata a ainsi été utilisé dans de nom-
breux domaines tels que la biologie,
I’écologie, la physiologie et la biochimie,
et fut par exemple présenté lors d’un con-
grés sur la biominéralisation comme un
modele de choix pour I’étude des trans-
ports de calcium (Tambutté et al., 1995).
Dans le cadre du séquengage du génome
corallien par contre, c’est le genre Acropo-
ra qui a été choisi comme mod¢le initial
(Miller et Ball, 2000; Kortschak et al.,
2003), du fait de son abondance dans les
régions dont sont issus les laboratoires
moteurs du projet, I’Australie et les Etats-
Unis. Pour les géochimistes, le modele de
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choix est plutét le genre Porites, car il
forme des colonies massives, un avantage
pour les carottages nécessaires aux études
de paléoclimatologie.

Les paragraphes suivants présentent les
différentes especes de coraux durs étudiées
durant cette thése, dont des photographies
et cartes de répartition géographique sont
présentées en figure 11. Leur position
taxonomique est quant a elle indiquée sur
la figure 6.

Pour cette these, c’est le corail S. pistillata
qui a été retenu comme modele d’étude.
De nombreuses données sont disponibles
dans la littérature sur cette espéce, autant
concernant sa morphologie que sa physio-
logie ou sa génétique (voir pour synthése
Allemand et al., 1998; Gattuso et al.,
1999). Sa calcification relativement rapide
(Tentori et Allemand, 2006) et sa culture
relativement aisée en aquarium (Tambutté
et al., 1995) en font de plus un modele de
choix pour les manipulations en labora-
toire. Les colonies de S. pistillata cultivées
au Centre Scientifique de Monaco pro-
viennent initialement de la mer Rouge
(Golfe d’Agaba, Jordanie), ou elles ont été
récoltées il y a une vingtaine d’années.

Cette espece branchue a petits polypes
colonise des habitats trés variés, allant des
lagons protégés aux plateaux récifaux bat-
tus par les vagues, et se retrouve de la zone
Indo-Pacifique a la mer Rouge (Veron et

Stafford-Smith, 2000). La morphologie et
la couleur des colonies de cette espece dé-

pendent de [’habitat qu’elles colonisent
(Gattuso, 1987).

En milieu naturel, le corail S. pistillata
héberge des zooxanthelles du clade A en
mer Rouge (Karako-Lampert et al., 2004)
et du clade C et parfois D dans 1’océan
Pacifique (LaJeunesse et al., 2003; Mieog
et Van Oppen, 2007). Dans les laboratoires
du CSM, des analyses moléculaires (selon
les protocoles de Santos et al., 2002) ont
confirmé que les colonies de S. pistillata
initialement récoltées en mer Rouge étaient
associées au clade A.

Une partie du travail de cette these a éga-
lement été réalisée avec d’autres espéces
de coraux tropicaux symbiotiques, qui ont
¢té comparés a S. pistillata.

Pocillopora damicornis (Linnaeus, 1758)
est une espece branchue a petits polypes
appartenant a la méme famille que S. pistil-
lata, les Pocilloporidae. Elle se développe
surtout dans des eaux peu profondes.

Pavona cactus (Forskél, 1775) appartient
au sous-ordre des Meandriina. Cette espéce
forme de fines feuilles contournées qui
présentent une faible densit¢ de polypes.
Elle se développe surtout dans les lagons et
les récifs frangeants peu profonds, et peut
supporter des eaux turbides.

Figure 11 | Modeéles utilisés durant cette thése (figure en page suivante)

De gauche a droite : Carte de répartition géographique | Photographie d’une colonie vivante | Photo-
graphie d’un squelette nu. Symboles : ¥ espece tropicale symbiotique, *k espéce tempérée symbio-
tique, * espece tropicale non symbiotique. Barre d’échelle pour les squelettes : 10 mm (P. damicornis,
G. fascicularis, C. caespitosa), 20 mm (O. patagonica, Tubastraea spp.), 50 mm (S. pistillata, P. cac-
tus). Photographies et cartes : pour les cartes et les squelettes, Veron et Stafford-Smith (2000), et pour
les colonies vivantes, E. Tambutté (S. pistillata), N. Coleman (P. damicornis), C. Veron (P. cactus et
G. fascicularis), J. Sprung (C. caespitosa), M. Fine (O. patagonica) et S. Sikorski (Tubastraea spp).
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Figure 11 | Modeéles utilisés durant cette thése (/égende en page précédente)
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Galaxea fascicularis (Linnaeus, 1767) ap-
partient au sous-ordre des Faviina, et a la
famille des Oculinidae. Cette espece pré-
sente de larges polypes faiblement connec-
tés entre eux et des colonies en forme de
dome dont la taille excede fréquemment
5 metres. Elle se développe sur des récifs a
hydrodynamisme faible.

Pour I'une des expériences menées durant
cette thése, deux coraux meéditerranéens
ont également ¢été utilisés et comparés aux
especes tropicales. Les coraux méditerra-
néens sont des coraux Scléractiniaires tem-
pérés qui ne forment pas de récifs a pro-
prement parler (coraux ahermatypiques),
méme si certaines especes comme Clado-
cora caespitosa sont capables de former
des colonies de taille métrique. Parmi les
37 especes qui existent en Méditerranée,
seules 5 sont symbiotiques (Zibrowius,
1980), parmi lesquelles les deux especes
étudiées.

Cladocora caespitosa (Linnaeus, 1767)
appartient au méme sous-ordre que G. fas-
cicularis, celui des Faviina. C’est une es-
péce endémique de Méditerranée, qui se
développe a des profondeurs allant jusqu’a
40 metres et forme des colonies massives
Les polypes sont de taille
moyenne, et relativement séparés.

en dome.

Oculina patagonica de Angelis, 1908 "
appartient au méme sous-ordre que G. fas-
cicularis, celui des Faviina. C’est une es-
péce immigrante originaire du sud de
I’Atlantique. Elle recouvre les rochers a

" En taxonomie, l'autorité taxonomique ayant
décrit une espéce est notée entre parenthéses si le
nom de genre a €t¢é modifié depuis la premiere
description (ex. cas de S. pistillata), et sans paren-
theses sinon (ex. cas de O. patagonica).

faible profondeur en formant des coussins,
et présente parfois de petites branches non
ramifiées. Elle présente une forte densité
de polypes de petite taille.

Parmi les coraux Scléractiniaires, tous ne
sont pas symbiotiques. C’est le cas du
genre Tubastraea Lesson, 1829, qui appar-
tient a la famille des Dendrophyllidae, au
sein du sous-ordre des Dendrophylliina. Il
s’agit d’un corail tropical ahermatypique,
qui forme de gros polypes solitaires ou
coloniaux a faible taux de croissance. Les
différentes especes de Tubastraea se déve-
loppent fréquemment dans des zones réci-
fales a fort hydrodynamisme. L’intérét de
cette espece pour cette thése réside dans
son absence naturelle de zooxanthelles, ce
qui permet des comparaisons intéressantes
avec les autres especes tropicales utilisées.

Ces sept especes de coraux sont cultivées
avec succes dans les laboratoires du Centre
Scientifique de Monaco depuis de nom-
breuses années. Pour les expérimentations
physiologiques, de petites colonies (appe-
lées boutures) sont réalisées par section des
apex pour les colonies branchues (S. pistil-
lata et P. damicornis), par section de
quelques polypes pour les colonies a po-
lypes isolés (Tubastraea spp., G. fascicula-
ris, C. caespitosa), et par fragmentation de
la colonie mere en colonies de petite taille
pour les autres espeéces (P.cactus et
O. patagonica). Les boutures obtenues
mesurent de 1 a 5 cm de long en moyenne,
et leur taille peut étre adaptée aux nécessi-
tés expérimentales. Avant de les utiliser
pour des expérimentations, la cicatrisation
des tissus lésés au niveau de la zone de
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coupe est attendue, un processus qui prend
généralement un mois (Tambutté et al.,
1995). Les boutures peuvent €tre cultivées
posées sur le fond des aquariums, colées
sur un support plastique ou sur des lames
de verre, ou bien encore suspendues a un
fil de nylon, en fonction de I’usage prévu.

Comme tous les organismes vivants, les
coraux sont incapables de synthétiser les
¢léments chimiques dont ils ont besoin
pour vivre (carbone, azote, phosphore,
calcium, sodium, potassium, etc. ; fi-
gure 2). Ils doivent donc les trouver sous
forme de nutriments dans leur environne-
ment afin de les utiliser ensuite comme
"blocs de construction" pour leur métabo-
lisme. Or les coraux tropicaux ont une
¢tonnante capacité a se développer dans
des eaux pourtant relativement pauvres en
¢léments nutritifs, et notamment en phos-
phore. Comme évoqué précédemment, la
raison de ce succes en apparence paradoxal
tient a la présence des zooxanthelles dans
les tissus des coraux, qui optimisent l'utili-
sation des ¢éléments nutritifs au sein de la
symbiose.

Apres la présentation historique de I'¢lé-
ment phosphore faite dans le préambule,
les paragraphes qui suivent expliquent les
formes sous lesquelles les coraux rencon-
trent le phosphore en milieu récifal, et
I'importance toute particuliére que revét cet
¢lément pour la biologie de la symbiose.
Rappelons juste que le phosphore ne se
trouve a 1'état naturel que sous forme oxy-
dée, et que, pour plus de simplicité, ce sont
les sens courants en frangais des termes

"phosphore" (l'atome de phosphore conte-
nu dans une molécule, et par extension
toutes les molécules qui contiennent un
atome de phosphore) et "phosphate" (ions
orthophosphate) qui ont été retenus dans
cette these, sauf mention spécifique du
contraire.

Cycle du phosphore en milieu récifal

En milieu récifal, les coraux trouvent le
phosphore sous forme d'ions orthophos-
phate et de phosphates condensés (formes
inorganiques), ainsi que sous forme d'es-
ters de phosphates, d'esters de polyphos-
phates et de phosphonates (formes orga-
niques) (Kolowith et al., 2001; Karl et
Bjorkman, 2002). La signification de tous
ces termes est donnée dans le tableau 4.
L’une des expériences de cette thése a été
consacrée a l'occurrence de ces différentes
formes de phosphore chez les coraux (cha-
pitre 4).

Ces formes inorganiques et organiques
sont chacune subdivisées en deux phases,
dissoute et particulaire'*. La phase dissoute
correspond a toutes les petites molécules
solubles dans l'eau de mer. La phase parti-
culaire consiste quant a elle en des compo-
sés phosphorés associés a de "grosses par-
ticules", vivantes ou détritiques. Cette
phase particulaire se retrouve en suspen-
sion dans la colonne d'eau d'une part (sous
forme notamment de phytoplancton, de
zooplancton et de bactéries, ainsi que de
leurs exsudats et formes de dégradation), et

' La distinction entre les phases particulaire et
dissoute se fait de maniére pratique selon la taille
des molécules, la limite entre les deux étant fré-
quemment placée a 0,7 um de diamétre (mais elle
peut varier selon les études).
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sous forme benthique d'autre part (tous les
organismes et leurs déchets posés sur le
fond).

Chacune de ces formes de phosphore est
désignée par un acronyme qui sera utilisé
dans la suite de cette theése. Ainsi, le phos-
phore inorganique dissous est nommé PID
(ou DIP en anglais, pour dissolved inorga-
nic phosphorus). Le phosphore inorganique
particulaire est nommé PIP (également PIP
en anglais, pour particulate inorganic
phosphorus). Le phosphore organique dis-
sous est nommé POD (ou DOP en anglais,
pour dissolved organic phosphorus). Enfin,
le phosphore organique particulaire est
nommé POP (également POP en anglais,
pour particulate organic phosphorus).
Méme si ces termes sont plus fréquemment
utilisés pour désigner le phosphore qui se
trouve dans la colonne d'eau que sur le
fond ou dans le sédiment, ils peuvent s'em-
ployer pour les deux. Des exemples de
molécules sont donnés dans la figure 12
pour chacune de ces formes de phosphore.

Les coraux peuvent utiliser certaines de ces
formes présentes dans la colonne d'eau
(PID, POD et POP, a I'exception du PIP)
en tant que sources de phosphore pour leur
métabolisme, mais avec des efficacités trés
variables, qui dépendent de la biodisponi-
bilité'® de ces différentes sources de phos-
phore. De maniere schématique, la forme

'S La biodisponibilité est un terme permettant de
décrire la plus ou moins grande facilité¢ d'assimila-
tion d'un élément nutritif par les organismes. C'est
un concept qui recouvre a la fois la concentration
de 1'¢lément en question, la forme chimique sous
laquelle il se trouve, ainsi que le colt des processus
métaboliques associés a son absorption et a son
assimilation par un organisme donné. Les phospho-
nates sont par exemple peu biodisponibles, car trés
colteux a assimiler malgré leur concentration rela-
tivement importante en milieu marin, la liaison C-P
qu'ils comportent étant peu réactive.

la plus facilement accessible, et donc la
plus utilisée, est le PID (Bjorkman et Karl,
1994). L'utilisation du POD et du POP est
généralement plus cotliteuse. Ceci est di
aux nombreuses ¢tapes métaboliques né-
cessaires a leur assimilation. Les expé-
riences des chapitres 2 et 3 de cette thése
ont été consacrées a l'utilisation du PID et
du POD par la symbiose.

En milieu récifal, la biomasse et la produc-
tivité les plus importantes, et donc la quan-
tit¢ de phosphore la plus importante, sont
associées aux organismes benthiques et
aux sédiments, contrairement a la majorité
des autres écosystémes marins ou les
formes planctoniques dominent (D'Elia et
Wiebe, 1990). La concentration de ce
phosphore benthique s'exprime par unité
de surface (m? de récif par exemple), et est
extrémement variable d'un récif a l'autre
selon les organismes qu'il abrite. Dans un
récent article de syntheése sur les nutri-
ments en milieu récifal, Atkinson rapporte
des concentrations de Il'ordre de
100 mmol m™ pour le POP des organismes
benthiques, et 2, 140, et 1 000 mmol m>
pour le PID + POD, le POP, et le PIP (res-
pectivement) des sédiments supérieurs
(Atkinson, 2011). A titre d'exemple, cette
revue cite des concentrations environ 2 000
fois plus faibles pour la colonne d'eau
(toutes formes de phosphore confondues,
pour une colonne d'eau de 1 m), de 'ordre
de 0,16 4 0,90 mmol m™? (Atkinson, 2011).
La majorité du phosphore se trouve donc
bien sur le fond dans les récifs coralliens,
et non dans la colonne d'eau. Ces
faibles niveaux dans la colonne d'eau sont
¢galement la norme pour l'azote, autre
¢lément indispensable aux coraux, et font
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Forme de phosphore Détails

Phosphore inorganique
Molécule phosphorée dépourvue de substituant carboné

Composés qui existent sous quatre formes selon le pH :
PO,* (anion phosphate proprement dit, fortement basique, (|)|
et dont la structure est présentée ci-contre =) _ Reug-
HPO4Z (hydrogénophosphate, faiblement basique) })_
H.PO. (dihydrogénophosphate, faiblement basique)
HsPO, (trihydrogénophosphate, ou acide phosphorique, fortement acide)

Composés formés de deux molécules de phosphates condensées
De formule P,074

Composés formés de n molécules de phosphate condensées selon une struc-
ture cyclique

De formule P,03M, (avec M un atome d'hydrogéne, H, ou un métal monova-
lent somme le sodium, Na, ou le potassium, K)

Composé formé de n molécules de phosphate condensées selon une struc-
ture linéaire non ramifiée
De formule

0 0 0 0
POz = H I I H
MO r“ ) '|“ 0 ,‘, 0o—--- —T—OM
oM oM oM oM

Phosphore organique
Molécule phosphorée qui comporte des substituants organiques

"Versions organiques" des molécules précédentes, formées
par leur estérification avec des groupements organiques

La structure ci-contre illustre un triester d'orthophosphate = /Fi"rtOR
(avec R un groupement organique) RO OR }
L'ATP est un exemple de monoester de triphosphate

Composés phosphorés qui présentent une liaison directe (?
entre un atome de carbone et I'atome de phosphore = P.

. . \ \ P
Ces organophosphorés sont une exception a la régle selon RO E)
laquelle le phosphore se lie peu au carbone

Tableau 4 | Les diverses formes de phosphore présentes en milieu récifal
Les caractéristiques majeures des diverses formes de phosphore que peuvent rencontrer les coraux
sont précisées dans ce tableau, en distinguant les formes inorganiques et organiques.

des récifs coralliens des environnements
dits oligotrophes (c.-a-d. pauvres en ¢l¢é-
ments nutritifs).

Bien que moins concentré, le phosphore
présent dans la colonne d'eau est celui qui

est utilisé par les coraux pour leur nutrition
autotrophe et hétérotrophe. La concentra-
tion du phosphore dans 1'eau s'exprime plus
généralement par unité de volume (litre ou
m’ d'eau par exemple). Si la concentration
des formes dissoutes est relativement bien
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Figure 12 | Cycle simplifié du phosphore en milieu récifal (/égende en page suivante)
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Apports externes de phosphore
dans le récif

Utilisations du phosphore dans le récif

o Absorption et excrétion de PID et de POD

Courants rentrant sur le recif (PID + POD « POP)

(PID, POD, POP) 9 Nutrition (chaine trophique récifale)
Remontees d’eaux profondes (POP < POP)

(PID, POD, POF) 9 Excrétion, mort, lyse, exsudation
Effluents urbains, lessivage des sols (POP < POP)

cultives (POD)

Erosion de roches phosphorées ou de
dépdts de guano (PID, PIP)

Remise en suspension des sédiments,
lessivage (PID, PIP)

e Hydrolyse, dissolution, fractionnement des
détritus ; Adsorption, chélation du PID et
POD sur les détritus (POP < PID + POD)

Formes de phosphore dans le récif

Q00O C

Endo-upwellings (PID) PID  Phosphore inorganique dissous
(ex. orthophosphate, pyrophosphate)
Dépots atmosphériques (PIP, POP Phosphore inorganique particulaire
P PRI ) PIP (ex. particules de roche phosphorée, guano)
2 Phosphore organique dissous
Exports de phosphore du récif POD (ex. esters de phosphate dissous)
o Sédimentation et enfouissement (POP) POP E::(o%'?_gg:ﬁs%ggn\;ﬂ:;entzaf'ggg:;e) g
v
Courants sortant du récif (PID, POD, POP) s — .
9 s,}'z@_ = Phytoplancton ¥ Poissons
9 Prélévements d’organismes rapportés : e B
a terre (péche de poissons, de coraux, _&'( Bactéries QN voraux
production de guano par les oiseaux = ~  Dewis
marins) (POP) A& . Zooplancton SgE=

Figure 12 | Cycle simplifié du phosphore en milieu récifal (légende)

Les diverses formes de phosphore concernées (PID, PIP, POD, POP) sont indiquées en gris pour
chaque source, puits et utilisation. Des exemples sont donnés en gris pour chaque forme de phosphore
dans le récif. Pour le POP, les diverses formes considérées sur la figure sont détaillées dans l'encart
gris.

Les apports de phosphore sont divisés en sources d'origine océanique (1 et 2), terrestre (3 et 4), réci-
fale (5 et 6) et atmosphérique (7). L'importance relative de ces différentes sources dépend fortement de
la géographie et de la morphologie du récif considéré, mais les sources 6 et 7 restent généralement
anecdotiques par rapport aux autres. La source 6 reléve d'une théorie selon laquelle les atolls bénéfi-
cieraient de remontées d'eau océanique profonde, riche en nutriments, sous l'action du flux géother-
mique (Rougerie et Wauthy, 1986).

Pour les exports, la sédimentation est le principal puits, la péche étant d'importance variable selon les
récifs et les sorties par les courants s'équilibrant globalement avec les entrées.

Pour le recyclage interne du phosphore dans le récif, le schéma présente une vision simplifiée et non
exhaustive, en mettant l'accent sur le recyclage par certains organismes clé de la chaine trophique réci-
fale.

53



THESE | Absorption et devenir du phosphore au sein de la symbiose corallienne

54

caractérisée, celle des formes particulaires
l'est beaucoup moins. Par ordre d'impor-
tance croissante, voici les concentrations
typiquement trouvées en zone récifale. La
concentration du POP est en moyenne de
lordre de 0,10 pmol L' (Furnas et al.,
1988; Charpy, 2001). Le PID présente des
concentrations  typiquement comprises
entre 0,05 et 0,50 umol L' (Kinsey et
Davies, 1979; Atkinson, 1987b; Furnas,
1991; Atkinson et al, 1995; Charpy,
2001). Enfin, la concentration du POD est
généralement au moins du méme ordre de
grandeur que celle du PID (Atkinson,
1987a; Furnas et al., 1988), et est ordinai-
rement inférieure & 1 pmol L™ (Crossland,
1983; Crossland et Barnes, 1983).

Le cycle du phosphore est unique parmi les
cycles biogéochimiques majeurs, car il ne
possede quasiment pas de composante ga-
zeuse'®, et n'affecte par conséquent prati-
quement pas l'atmosphere. En milieu marin
le phosphore présente un cycle complexe,
qui fait intervenir de multiples comparti-
ments et de nombreuses formes de phos-
phore (Baturin, 2003). Il est affect¢ a la
fois par des processus purement chimiques
(dits abiotiques) et par des processus bio-
logiques (dits biotiques).

A T'échelle planétaire, c'est la composante
abiotique du cycle qui domine : la plupart
des atomes de phosphore qui intégrent le
milieu marin proviennent des roches phos-
phatées et ne sont méme pas utilisés par les

'® Le phosphore gazeux, ou phosphane, de formule
chimique PHj, est un gaz toxique et inflammable
qui ne se forme que dans des conditions trés parti-
culiéres (volcans, sites d'émission de méthane,
zones marécageuses, fumier, certaines zones de
l'atmospheére) et a une incidence relativement faible
sur le cycle du phosphore.

organismes vivants avant d'étre enfouis
dans les sédiments et de reformer des
roches phosphatées (Schlesinger, 1997;
Bashkin et Howarth, 2003). Ce cycle se
fait a des échelles de temps trés longues, de
'ordre de 10 000 a 38 000 ans (Ruttenberg,
1993; Colman et Holland, 2000; Baturin,
2003). Mais en milieu récifal, et notam-
ment dans les premiers metres éclairés du
récif, ou se déroule la photosynthése (c.-a-
d. la zone euphotique), c'est la composante
biologique du cycle du phosphore qui do-
mine. Le recyclage par les organismes vi-
vants du PID et du POD en POP et inver-
sement y est rapide, et se fait parfois en
seulement

quelques jours ou heures

(Sorokin, 1990).

Bien peu d'é¢tudes ont recensé, voire mesu-
ré, les diverses composantes du cycle du
phosphore en milieu récifal (Smith et
Jokiel, 1978; Smith et Atkinson, 1983;
Charpy et Charpy-Roubaud, 1988; D'Elia
et Wiebe, 1990; Sorokin, 1992), et aucune
n'en propose de représentation schématique
compléete. Le cycle du phosphore dépend
en effet pour chaque récif de sa géographie
et de sa morphologie, ce qui rend toute
vision globale difficile et toute évaluation
chiffrée problématique. La figure 12 pro-
pose un cycle du phosphore théorique, dis-
tinguant les sources apportant du "nou-
veau" phosphore sur le récif, les puits éva-
cuant du phosphore du récif, et le recy-
clage interne.

Importance biologique du phosphore

S'il n'est bien shr pas le seul élément indis-
pensable a la vie (figure 2), le phosphore
est néanmoins l'un des constituants ma-
jeurs des étres vivants, qui représente en
général environ 1% de la matieére seche
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d'un organisme ' alors qu'il n'est présent
qu'a 0,1% dans la crotte terrestre (Bowen,
1979). Cette concentration du phosphore
par les organismes est due a son impor-
tance a tous les niveaux, de la composition
méme des molécules du vivant a I'échelle
du fonctionnement des écosystémes tout
entiers, en passant par 1'échelle des cellules
et des organismes.

Le phosphore se retrouve dans de nom-
breuses biomolécules'®. Ses propriétés de
réactivité chimique lui valent une position
tout a fait unique dans la biologie cellu-
laire, aucun autre ¢lément n'ayant de role
aussi crucial dans les réactions métabo-
liques (Westheimer, 1987).

Parmi les biomolécules notables contenant
du phosphore, sous forme de groupement
phosphate organique (ion phosphate li¢ a
une biomolécule par une ou plusieurs liai-
sons ester C—O-P), on trouve en premier
lieu les acides nucléiques : acides désoxy-
ribonucléiques (ADN), acides ribonu-
cléiques (ARN'), et nucléotides. Le résidu
phosphate est en grande partie responsable
de la stabilité de ces molécules, et notam-
ment de la double hélice dADN. En effet,

'7 A titre de comparaison, 'oxygéne représente en
moyenne 65%, le carbone 20%, 1'hydrogeéne 10% et
'azote 2,5%.

'8 Une biomolécule est une molécule produite par
un organisme, a base de carbone et d'autres élé-
ments tels que l'hydrogene, l'oxygene, l'azote, le
phosphore..., et qui participe aux processus méta-
boliques de cet organisme. Il ne faut pas confondre
biomolécule et molécule organique (préambule).
Une molécule organique peut en effet étre produite
par des processus sans rapport avec le vivant (ex.
pétrole, plastiques).

¥ Les ARN, trés abondants dans les cellules ac-
tives, constituent en général le plus gros réservoir
cellulaire de phosphore.

au pH cellulaire, ce résidu posséde une
charge négative qui protege I'ADN contre
les molécules réactives, et garantit ainsi
l'intégrité de la structure des brins d'’ADN.
La charge négative des résidus phosphate
empéche également la diffusion des molé-
cules qui les portent au travers des mem-
branes biologiques. Elle participe ainsi a la
rétention des phospholipides au sein des
membranes cellulaires, et a la séquestration
des intermédiaires du métabolisme au sein
des compartiments cellulaires. Enfin, la
charge des résidus phosphate intervient
dans la reconnaissance entre les enzymes
et leurs cofacteurs (ex. vitamines B1-P,
B2-P et B12).

Outre le role de la charge négative du rési-
du phosphate dans toutes ces biomolécules,
le phosphore joue également un rdle cru-
cial dans I'énergétique et les voies de si-
gnalisation cellulaire. En effet, les grou-
pements phosphate comportent des liaisons
riches en énergie, c'est-a-dire que leur rup-
ture libére une quantité¢ d'énergie relative-
ment importante qui peut étre récupérée
par les cellules pour leur métabolisme.
L'adénosine triphosphate, ou ATP, est le
meilleur exemple de molécule phosphorée
ayant un role énergétique fondamental.
Cette molécule comporte en effet une
chaine de trois résidus phosphate, liés entre
eux par deux liaisons anhydride phospho-
rique (P-O-P) tres énergétiques, et fonc-
tionne a ce titre comme une véritable
"monnaie énergétique" pour toutes les cel-
lules. L'énergie libérée lors de I'hydrolyse
de cette "monnaie" (on parle de réaction
exergonique) est utilisée par les cellules
pour réaliser des réactions chimiques né-
cessitant un apport d'énergie (on parle de
réactions endergoniques). Ces liaisons
riches en énergie sont également utilisées
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dans les intermédiaires de la plupart des
voies du métabolisme cellulaire (ex. glu-
cose-6-phosphate dans la glycolyse). En-
fin, les réactions d'addition (phosphoryla-
tion) ou d'hydrolyse (déphosphorylation)
des résidus phosphate sur les biomolécules
sont exploitées dans les voies de signalisa-
tion cellulaire et pour la régulation du mé-
tabolisme ; la présence ou l'absence d'un
résidu phosphate sur une molécule permet-
tant par exemple son adressage a un com-
partiment cellulaire particulier, sa recon-
naissance par une autre molécule, l'inhibi-
tion ou l'activation de son activité...

Tous les roles illustrés précédemment a
I'échelle cellulaire ont une répercussion a
I'échelle du métabolisme des organismes
tout entiers. Mais le phosphore possede
également d'autres roles a cette échelle, qui
dépendent des organismes considérés. Pour
les Vertébrés par exemple, le phosphore
intervient dans le maintien du pH du sang
et est un composant de la partie minérale
des os et des dents. Cependant chez les
coraux, ces roles ne sont pas retrouveés,
étant donné leur anatomie simplifiée et le
fait que leur squelette ne soit pas formé a
base de phosphate de calcium mais de car-
bonate de calcium. Le phosphore a par
contre un réle connu dans la croissance de
I'hote et dans la photosyntheése des zooxan-
thelles (D'Elia, 1977; Ferrier-Pages et al.,
2000), et l'une des expériences de cette
thése a d'ailleurs visé a préciser ces roles
(chapitre 5). La figure 13 illustre de ma-
nicre synthétique le métabolisme du phos-
phore dans la symbiose, les mécanismes

liés a son absorption® et & son assimila-
tion ?' par les différents compartiments
constitutifs du corail, ainsi que les réper-
cussions sur la physiologie des deux parte-
naires.

Comme ¢évoqué dans le préambule, le
phosphore constitue un €élément tout a fait
indispensable pour les processus biolo-
giques a l'échelle des écosystémes océa-
niques. Ses faibles concentrations limitent
en partie la productivité de ces €cosys-
temes (Smith, 1984; Benitez-Nelson, 2000;
Elser et al., 2007). La notion de biodispo-
nibilité vue en page 50 permet de préciser
la premiere définition de la limitation don-
née en pages 21-22. Ainsi, le nutriment
limitant est celui, parmi tous les facteurs
indispensables, dont la biodisponibilité est
la plus proche du minimum critique néces-
saire pour soutenir l'activité¢ biologique des
organismes dans un écosystetme donné
(Odum, 1971). Une illustration de cette
définition est la compétition existant pour
les ressources en phosphore entre les diffé-
rentes especes de bactéries, de phyto- et de
zooplancton. Les différentes capacités
d'assimilation du phosphore de ces orga-
nismes sont déterminantes pour la compo-
sition des assemblages planctoniques
(Moutin et al., 2002; Estrada et al., 2008).

Dans le cas des récifs coralliens, des expé-
riences ont démontré que les concentra-
tions relativement faibles de phosphore
contribuent a en faire un élément considéré

2% L'absorption regroupe I'ensemble des étapes par
lesquelles le phosphore passe de l'eau de mer a
l'intérieur des cellules du corail.

*! L'assimilation regroupe l'ensemble des étapes
par lesquelles le phosphore absorbé est incorporé
dans les molécules biologiques du corail via son
métabolisme.
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Figure 13 | Métabolisme du phosphore dans la symbiose

Les formes de phosphore sont indiquées en bleu-gris, les mécanismes d'entrée et de sortie du phos-
phore dans la symbiose avec des chiffres, les mécanismes d'assimilation et de conversion en vert pale,
et les effets sur la physiologie du corail en vert foncé. L'association symbiotique est représentée de
maniére trés schématique comme trois compartiments (animal, zooxanthelle, squelette), et les étapes

du métabolisme ne sont pas détaillées.

Concernant I'absorption du POD, la figure illustre le fait qu'il ne diffuse a priori pas a travers les
membranes biologiques, et est converti en PID par voie enzymatique avant d'étre absorbé par les co-
raux et les zooxanthelles. Ce processus sera expliqué dans le chapitre 3 (légende continuée en page

suivante).
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comme limitant pour la photosynthése et la
calcification des coraux (D'Elia, 1977;
Jackson et al, 1989; Jackson et
Yellowlees, 1990; Annis et Cook, 2002).
Mais toutes les études ne s'accordent pas
sur ce point, comme l'illustreront les para-
graphes qui suivent. En fait, les deux hypo-
théses de la limitation par le phosphore ou
par l'azote, envisagées pour le cas général
dans le préambule, se retrouvent également
dans la littérature relative a la limitation
des coraux et de leurs zooxanthelles.

Dans cette these, c'est I'hypothése de la
limitation par le phosphore qui a constitué
le fil conducteur de la majorité des expé-
riences. Les paragraphes qui suivent en
expliquent la raison. Compar¢ a l'azote, le
phosphore a ¢été beaucoup moins étudié
dans les récifs. De ce fait, de nombreuses
incertitudes persistent concernant la limita-
tion et le métabolisme du phosphore dans
la symbiose corallienne.

Les incertitudes sur la limitation en
phosphore dans la symbiose

La limitation de la symbiose en azote et/ou
phosphore a rarement été étudiée directe-

ment, et la plupart des arguments en faveur
ou défaveur d’une limitation sont indirects.
Les approches permettant d'obtenir des
indices de limitation par les nutriments ont
¢été classées en quatre catégories (D'Elia et
al., 1986; Beardall et al., 2001). Ce clas-
sement a été effectué pour le phytoplanc-
ton, mais peut cependant étre appliqué aux
coraux :

1. l'approche physiologique et biochi-
mique, basée sur la mesure de para-
metres métaboliques (respiration, pho-
tosynthése, nutrition...) et de para-
metres cinétiques d'absorption des nu-
triments ;

- 2. l'approche stoechiométrique, basée sur
des mesures de rapports C:N:P qui per-
mettent la comparaison entre la dispo-
nibilité¢ des nutriments dans l'eau d'une
part et la composition élémentaire des
coraux d'autre part ;

- 3. l'approche expérimentale par mesure
de taux de croissance, basée sur l'inter-
prétation des changements de biomasse
qui surviennent lorsqu'un enrichisse-
ment en nutriments est réalisé ;

- 4. I'approche mathématique, basée sur la

modé¢lisation de la réponse des coraux a

diverses conditions d'enrichissement en

nutriments.

L'approche 4 n'a pratiquement jamais été
abordée par manque de données, trés peu
de budgets globaux ayant été établis pour
les cycles des nutriments au sein des co-

Figure 13 | Métabolisme du phosphore dans la symbiose (suite de la légende)

La figure illustre également 'une des contraintes de la vie en symbiose pour les zooxanthelles : le
phosphore absorbé par les symbiotes ne provient pas directement de I'eau de mer, il transite obligatoi-
rement par le cytoplasme des cellules de 'hote. Mais la vie en symbiose est également un avantage
pour les zooxanthelles, qui ont acces a des sources de nutriments supplémentaires provenant du méta-
bolisme des cellules animales. Les flux sont néanmoins trés contr6lés par I'hdte, notamment au niveau
de la vacuole périsymbiotique (non représentée sur ce schéma pour plus de simplicité). Enfin, la figure
illustre également le fait que 1'hdte ne regoit a priori pas de molécules phosphorées de la part de ses

symbiotes.
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raux ou méme des récifs (page 54). Les
¢études utilisant les approches 1, 2 et 3 sont
par contre plus nombreuses. Curieusement
cependant, selon l'approche employ¢e, les
¢tudes ont conclu a la limitation par 1'un ou
par l'autre des deux nutriments, chez les
zooxanthelles ou chez I'hdte.

Les partisans de la limitation par l'azote se
basent principalement sur l'approche 3
(Muscatine et al., 1989a; Rees, 1991;
Falkowski et al., 1993). Ces études ont
surtout envisagé la problématique de la
limitation sous l'angle suivant : comment
I'h6te réussit-il a obtenir un maximum de
photosynthétats tout en limitant la crois-
sance des zooxanthelles dans ses tissus ?

Lors d'expériences d'enrichissement du
milieu en azote inorganique dissous (sous
forme d'ions ammonium, NH4+), les con-
centrations en zooxanthelles ont augmenté
d'un facteur 1,8 a 2,5 dans les tissus coral-
liens (Muscatine et al., 1989a; Falkowski
et al., 1993). La conclusion a donc été que
les zooxanthelles in vivo sont limitées en
azote, vu qu’un enrichissement de I’eau de
mer par cet ¢lément a augmenté leur taux
de croissance. On a supposé que cette limi-
tation était due a un contrdle strict des flux
d'azote excrété par I'hote vers le symbiote
(Falkowski et al., 1993), cette excrétion
étant considérée comme trop faible pour
permettre aux zooxanthelles d'atteindre
leur taux de croissance maximal. La proli-
fération des symbiotes au sein des tissus
coralliens est ainsi limitée et controlée.

Lorsque les expériences d'enrichissement
ont été réalisées avec du phosphate, la den-
sit¢ des symbiotes n'a généralement pas été
modifiée (Muscatine et al, 1989a;
Stambler et al., 1991; Koop et al., 2001),

ce qui a conforté I'hypothese de la limita-
tion unique par l'azote. Néanmoins, cette
limitation en azote a été controversée. En
effet, Miller et Jackson (1989), par
exemple, suggerent que les zooxanthelles
in vivo présentent de faibles taux d'absorp-
tion d'ammonium comparativement a des
algues non symbiotiques. Elles présentent
aussi une faible activité¢ des enzymes res-
ponsables de l'assimilation de l'azote. Or,
une limitation en azote se caractérise par
une expression forte de ces deux derniers
parametres. Ils concluent ainsi que la limi-
tation de la population de zooxanthelles in
vivo par l'azote est peu probable.

Les partisans de la limitation par le phos-
phore se basent quant a eux principalement
sur les approches 1 et 2 (Jackson et al.,
1989; Miller et Yellowlees, 1989). Cette
conclusion vient en effet surtout des résul-
tats de mesures physiologiques, du rapport
C:P des coraux, et de leur taux d'absorption
de phosphore. De plus, il a également par-
fois été observé une augmentation de la
densité¢ des zooxanthelles en présence de
phosphate (Steven et Broadbent, 1997;
Koop et al., 2001). Les études concernées
envisagent aussi bien une limitation de la
croissance des symbiotes par I'hdte in vivo,
qu'une limitation de la croissance de I'hote.

Concernant la limitation des symbiotes tout
d'abord, la plupart des études ont mesuré
une forte absorption de phosphore sous
forme de PID (D'Elia, 1977; Sorokin,
1992) et de POD (Jackson et al., 1989), ce
qui serait en faveur d'une limitation des
zooxanthelles par le phosphore. De plus,
les rapports C:P et N:P mesurés dans les
zooxanthelles sont généralement forts, ty-
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piquement supérieurs aux rapports de Red-
field de 106 et 16. Ainsi, les zooxanthelles
du corail P. damicornis présentent un rap-
port C:P de 355 a 500, et un rapport N:P de
21 a 56 (Muller-Parker et al., 1994;
Snidvongs et Kinzie, 1994). Or, des rap-
ports C:P et N:P supérieurs au rapport de
Redfield indiquent que les zooxanthelles
contiennent peu de phosphore, ce qui est
¢galement en faveur d'une limitation des
symbiotes par le phosphore.

Chez les bénitiers22, des résultats similaires
ont mené aux conclusions que les sym-
biotes sont plus fortement limités en phos-
phore que le phytoplancton libre, que la
déficience en phosphore est plus forte que
celle en azote, et que c'est majoritairement
via les flux de phosphore que 1'héte con-
trole la population des symbiotes (Belda et
al., 1993).

Concernant la limitation de 1'h6te enfin,
l'une des seules études concluant sur ce
point rapporte qu'un enrichissement en
phosphore diminue le rapport C:P de
I'hote, chez les bénitiers. Cela a été inter-
prété comme une capacité de 1'hote a ac-
cumuler du phosphore, indicatrice d'une
certaine limitation. Par contre, ce phos-
phore stocké ne semblait pas étre utilisé
directement par I'hote, ainsi que l'indiquent
l'absence d'augmentation de sa biomasse et
de sa calcification (Belda et al., 1993).

2 Les bénitiers géants, ou tridacnes géants, appar-
tiennent a l'embranchement des Mollusques.
Comme les coraux, ils abritent également des
zooxanthelles symbiotiques. La différence réside
cependant dans la localisation des symbiotes : in-
tracellulaires chez les coraux, ils sont extracellu-
laires chez les bénitiers (tableau 2).

Il se dégage de ce bilan sur l'azote et le
phosphore qu'il persiste de nombreuses
incertitudes quant a la limitation par 1'un
ou par l'autre de ces nutriments dans la
symbiose. Il est en fait probable que les
deux nutriments puissent limiter la sym-
biose, ensemble ou a tour de role (Miller et
Yellowlees, 1989). Chez les bénitiers, 1'hy-
pothése avancée est que la limitation en
azote des zooxanthelles est fonction de la
disponibilité en ammonium dans le milieu,
et est donc variable. La limitation en phos-
phore semble quant a elle plus constitutive
et relativement indépendante de la pré-
sence de phosphate dans I'eau (Belda et al.,
1993).

Il est de plus vraisemblable que les voies
métaboliques touchées par la limitation
différent dans le cas de l'azote et du phos-
phore. La répartition de ces deux éléments
au sein des biomolécules donne des indices
sur les voies métaboliques les plus plau-
sibles. Concernant 1'azote, majoritairement
présent dans les acides aminés, la limita-
tion se situe probablement au niveau de la
synthése de protéines, chez les zooxan-
thelles (Falkowski et al., 1993) comme
chez I'hote (Muscatine et al., 1989b; Belda
et al., 1993). Cela peut avoir une consé-
quence directe sur la biomasse corallienne,
largement dépendante de la synthése pro-
téique. Concernant le phosphore, abondant
dans 1'ATP et les ARN, la limitation se
situe probablement au niveau du métabo-
lisme énergétique et de la production
d'ARN (Belda et al., 1993). Ceci devrait a
priori avoir peu d'influence sur la bio-
masse, car le phosphore intervient trés peu
dans les protéines.
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Enfin, le bilan précédent fait apparaitre que
la problématique de la limitation est tres
généralement centrée sur les zooxanthelles,
et sur le controle qu'exerce 1'hote sur leur
limitation. Au contraire, trés peu d'études
ont envisagé cette problématique chez
I'h6te. Pourtant, malgré la diversité des
sources nutritives qu'utilise 1'hdte corallien,
rien n'exclut que son métabolisme puisse
étre limité par le phosphore ou l'azote.

Les incertitudes sur I'absorption du
phosphore dissous par la symbiose

L'absorption du PID et du POD par les
coraux et leurs symbiotes a ¢té relative-
ment peu étudiée, et étonnamment, elle n’a
pas encore été caractérisée de manieére ap-
profondie, notamment aux faibles concen-
trations présentes dans le milieu naturel.
De plus, l'importance de nombreux para-
meétres environnementaux sur cette absorp-
tion reste relativement peu connue, no-
tamment pour le PID.

Pour le PID, plusieurs études ont montré
que, a l'échelle de récifs entiers, le phos-
phate est absorbé efficacement par les
communautés  benthiques  (Atkinson,
1987b; Sorokin, 1992). Cette absorption
est généralement proportionnelle a la con-
centration du phosphate dans l'eau (pour
des concentrations de 1 4 7 pmol L' ; At-
kinson 1987a). D'autres ¢tudes ont mesuré
I'absorption de PID sur des organismes
symbiotiques isolés, tels que l'anémone
tropicale Aiptasia pallida, le bénitier Tri-
dacna gigas, ou la méduse Cassiopea xa-
machana (Muller-Parker et al., 1990;
Belda et Yellowlees, 1995; Todd et al.,
2006). Toutes ont conclu que les zooxan-
thelles de ces organismes sont responsables

de l'absorption de PID. Pour les coraux,
seules quatre études se sont intéressées a
I’absorption de PID, dont deux seulement
par [D’association symbiotique (D'Elia,
1977; Sorokin, 1992) et deux par les
zooxanthelles, isolées  (Jackson et
Yellowlees, 1990) et en culture (Deane et
O'Brien, 1981).

Les expériences sur les coraux entiers ont
démontré qu'a de faibles concentrations
ambiantes, les coraux absorbent et relar-
guent le PID de maniére concomitante
(D'Elia, 1977; Sorokin, 1992). Le mode de
transport du PID reste par contre relative-
ment peu caractérisé. S'il a été établi que le
transport est actif”> au niveau de la mem-
brane des zooxanthelles (Jackson et
Yellowlees, 1990), le caracteére actif ou
passif de l'absorption au niveau de la
membrane de 1'hGte en contact avec l'eau
de mer reste sujet a débat (D'Elia, 1977,
Miller et Yellowlees, 1989).

Le role des zooxanthelles dans I'absorption
du PID par la symbiose a été¢ suggéré par
l'effet positif de la lumiére sur 1'absorption
par les coraux entiers et par les zooxan-
thelles isolées (D'Elia, 1977; Jackson et
Yellowlees, 1990). Enfin, 1'effet de la tem-
pérature sur les flux de PID chez le corail
Porites compressa a été étudié, mais seu-
lement a des températures relativement
basses (6 a 22°C), peu représentatives de
I'environnement de ce corail tropical
(D'Elia, 1977).

* Le transport actif désigne le passage d'un ion ou
d'une molécule a travers une membrane cellulaire
contre son gradient de concentration. Ce type de
transport nécessite un apport d'énergie. Le trans-
port passif désigne un passage par diffusion, sans
apport d'énergie.
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Pour le POD, deux études seulement se
sont concentrées sur son absorption, et ce
uniquement pour les zooxanthelles, isolées
ou en culture (Jackson et al., 1989; Annis
et Cook, 2002). I1 a été montré qu'une forte
absorption de POD est un bon indicateur
d'une déficience en PID, chez les zooxan-
thelles (Jackson et al, 1989; Annis et
Cook, 2002) comme chez diverses algues
benthiques (Lapointe et O'Connell, 1989)
ou planctoniques (Yentsch et al., 1972;
Moller et al., 1975; Wynne et Rhee, 1988).
Il a également été¢ démontré qu'il existe un
optimum de température et de pH pour
l'absorption du POD chez les zooxan-
thelles.

Chez 1'héte corallien au contraire, 1'absorp-
tion de POD n'a pas été étudié¢e de manicre
approfondie, méme si elle est mentionnée
dans quelques ¢études (Goreau, 1956;
Hayes et Goreau, 1977; Brahmi et al,
2009). Pourtant, 1'absorption de POD re-
présente une source alternative de phos-
phore pour I'héte, qui peut potentiellement
avoir son importance en cas de niveaux
trés faibles de PID. La contribution de
I'h6te a l'absorption de POD par la sym-
biose reste ainsi a caractériser.

Les incertitudes sur le devenir du
phosphore dans la symbiose

Le devenir du phosphore absorbé par la
symbiose reste ¢€galement relativement
flou. D'une part, la plupart des études a
propos de l'effet des nutriments sur la phy-
siologie de la symbiose se sont concentrées
sur l'azote, seul ou combiné au phosphore.
Ainsi, le phosphore a rarement été étudié
seul. D'autre part, I’effet d’un apport de
phosphore sur les divers paramétres phy-
siologiques (calcification, photosynthése,

biomasse, respiration, etc.) n’a pas été étu-
di¢ de facon globale, en prenant en compte
tous les paramétres en méme temps chez
une méme espéce de corail. Seule une
étude, réalisée en Australie sur des mini-
récifs expérimentaux, a été relativement
exhaustive, en s'intéressant a une dizaine
de parametres physiologiques, mesurés sur
1 a5 espéces selon les paramétres (Koop et
al., 2001). Les autres études sur le phos-
phore rapportent en moyenne seulement 2
a 3 parameétres physiologiques en méme
temps (Rasmussen, 1988; Muscatine ef al.,
1989a; Rasmussen et Cuff, 1990; Stambler
et al., 1991; Snidvongs et Kinzie, 1994;
Steven et Broadbent, 1997; Bucher et
Harrison, 2000; Ferrier-Pages et al., 2000;
Koop et al., 2001; Renegar et Riegl, 2005),
ce qui rend impossible la construction d’un
bilan.

De plus, toutes ces études ont rapporté des
résultats contradictoires. En effet, si 1'on
prend I'exemple de la calcification, un en-
richissement en phosphate a parfois dimi-
nué¢ les taux de croissance des coraux
(Rasmussen et Cuff, 1990; Ferrier-Pages et
al., 2000; Koop et al., 2001; Renegar et
Riegl, 2005), ou les a augmentés
(Rasmussen et Cuff, 1990; Steven et
Broadbent, 1997; Koop et al., 2001), ou
encore n’a eu aucun effet (Stambler et al.,
1991; Koop et al., 2001). Les résultats ont
ainsi €té trés variables selon la concentra-
tion de phosphate utilisée pour l'enrichis-
sement, selon I'espece de corail étudiée, et
selon la technique utilisée pour mesurer la
calcification.

Objectifs et problématiques de la thése

L'enjeu majeur de cette thése a été
d’évaluer les besoins en phosphore des
coraux scléractiniaires, et 1’utilisation des



CHAPITRE 1 | La problématique du phosphore au sein de la symbiose corallienne

différentes formes dissoutes du phosphore.
Les approches 1 a 3 (page 58) ont été utili-
sées au cours des diverses expériences, afin
d'aborder la problématique de la limitation
de maniére aussi compléte que possible,
tant en laboratoire que sur le terrain. Trois
objectifs précis ont été dégagés pour explo-
rer successivement ces approches. Le pre-
mier objectif a été¢ d'examiner 1'absorption
de phosphore inorganique et organique
dissous par les coraux sous diverses condi-
tions environnementales (approche 1, phy-
siologique et biochimique). Le second ob-
jectif a été de déterminer la composition
en phosphore de 1'hdte et des symbiotes
(approche 2, stcechiométrique). Le troi-
sieme objectif a ¢été de déterminer les pa-
rametres physiologiques intervenant dans
le devenir du phosphore absorbé par la
symbiose (approche 3, expérimentale).

Les cinq paragraphes qui suivent exposent
brievement la logique expérimentale ayant
permis de répondre a ces objectifs dans les
chapitres 2 a 6.

Les premicres expériences de cette these
ont visé a déterminer quels sont les méca-
nismes cellulaires d'absorption du phos-
phate (PID) par les coraux et leurs sym-
biotes, et quels sont les effets de divers
facteurs environnementaux sur cette ab-
sorption : lumicre, acclimatation a des con-
centrations élevées de phosphate, nutrition
hétérotrophe, présence ou absence d'azote
(azote inorganique dissous fourni sous
forme d'ammonium, NH4', ou de nitrate,
NOj’). La problématique du changement
global a été abordée au travers d'une expé-
rience ou la température et le pH de l'eau
ont été manipulés.

Dans un second temps, les expériences ont
visé a déterminer quelles sont les condi-
tions d'absorption du POD, en examinant
tout d'abord les roles respectifs de I'hote et
des symbiotes dans cette absorption. De
méme que pour le chapitre 2, I'importance
de la lumiére et de la nutrition hétérotrophe
ont ensuite été testées, et le role des chan-
gements globaux a été examiné au travers
d'expériences de blanchissement des co-
raux.

La spectroscopie de résonance magnétique
nucléaire (RMN) est une technique de
chimie analytique qui repose sur les pro-
priétés magnétiques du noyau de certains
¢léments chimiques. Dans le cas du phos-
phore, cette technique permet de détecter
simultanément un trés grand nombre de
molécules phosphorées, en les distinguant
selon des grands groupes (ceux présentés
dans le tableau 4 par exemple). La problé-
matique de ce chapitre a ét¢ de mettre au
point une méthode permettant d'utiliser cet
outil sur les coraux, afin d'identifier les
composés phosphorés présents dans la
symbiose, voire de quantifier certains
d'entre eux.

Apres avoir examiné I'absorption du phos-
phore par les coraux et les formes sous
lesquelles il est présent dans la symbiose,
la problématique suivante a concerné l'in-
fluence d'un enrichissement en PID sur la
physiologie de I'hdte et des symbiotes. Une
expérience d'enrichissement en phosphate
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sur le long terme (15 semaines) a été mise
en place pour compléter les données exis-
tantes sur l'importance du phosphore pour
le métabolisme et la stoechiométrie de la
symbiose. Cette expérience a également
permis de compléter les résultats des pré-
cédents chapitres quant aux outils utiles
pour I'é¢tude de la limitation en phosphore
ou en azote.

Une fois tous ces outils examinés lors des
expériences en laboratoire, une mission en
Polynésie Frangaise a permis d'aller les
tester directement sur le terrain. Un récif
de 11le de Moorea, dans l'archipel de la
Société, a été choisi pour cette étude. Le
récif étudié est dit mésotrophe, car il pré-
sente des concentrations en nutriments
dissous intermédiaires entre un récif oligo-
trophe et un récif pollué (dit eutrophe, car
trés riche en nutriments).

Cette section expose brievement la dé-
marche expérimentale suivie afin de ré-
pondre aux objectifs et problématiques de
cette these. Le matériel biologique utilis¢ a
été présent¢ au début de ce chapitre
(pages 45-48). Les techniques expérimen-
tales employées sont pour la plupart stan-
dard en physiologie corallienne et ne se-
ront pas expliquées plus en détail dans
cette these, des protocoles plus précis pou-
vant étre trouvés dans les articles inclus
dans cette theése ou dans la littérature qui y
est référencée.

Maintenance des coraux en aquarium

Les coraux ont été utilisés sous forme de
petites boutures (une branche de 1 a 5 cm
de long) ou de grosses colonies meres (une
dizaine de branches). Elles ont été prépa-
rées environ 1 a 2 mois avant chaque expé-
rience, et cultivées dans des aquariums
maintenus a 26 ou 18°C (coraux tropicaux
et méditerranéens respectivement), avec de
I'eau de mer méditerranéenne (salinité 38)
relativement pauvre en nutriments (PID <
0,05 pmol L', POD < 0,10 pumol L', ni-
trate < 0,4 umol L'l, et ammonium < 0,5
umol L). Les aquariums ont été soumis a
un cycle de lumiere jour:nuit de 12h:12h,
avec un éclairement de 150 pmol m? s™ de
rayonnement photosynthétiquement actif**.
Les coraux ont été nourris une a deux fois
par semaine avec des nauplii d'Artemia
salina, sauf pour certaines expériences des
chapitres 2 a 5, ou ils n'ont pas été nourris
durant les quelques semaines précédant les
expériences. Les algues qui poussent dans
les aquariums ont €été nettoyées une fois
par semaine.

Parmi les expériences réalisées, deux ont
nécessité des changements dans les condi-
tions de culture sur un moyen ou un long
terme. Pour la premiere, des boutures ont

* Le rayonnement photosynthétiquement actif
(RPA), ou PAR en anglais (pour Photosynthetically
Active Radiation), désigne la bande spectrale com-
prise entre 400 et 700 nm, que la majorité des orga-
nismes photosynthétiques peuvent utiliser pour leur
photosynthése. Le RPA s'exprime en pmol (sous-
entendu, de photons) m? s”, qui est une mesure de
la densité du flux de photons photosynthétiquement
actifs. Les photons de longueurs d'ondes plus
courtes (<400 nm, i.e. ultraviolet) sont générale-
ment trop énergétiques et occasionnent des dom-
mages cellulaires (ils sont toutefois largement fil-
trés par la couche d'ozone dans I'atmosphére). Les
photons de longueurs d'ondes plus grandes
(> 700 nm, i.e. infrarouge) sont quant a eux trop
peu énergétiques pour que la photosynthese ait lieu.
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¢té soumises durant 10 jours a une éléva-
tion de la température et/ou a une baisse du
pH pour étudier l'action du changement
global sur le métabolisme des nutriments
(chapitre 2). Pour la seconde, des coraux
ont ¢été enrichis en phosphate durant
15 semaines, selon un dispositif détaillé
dans le chapitre 5.

Isolement des zooxanthelles

Certaines expériences des chapitres 2, 3, 4
et 6 ont été réalisées sur des zooxanthelles
fraichement isolées de leur hote corallien.
L'é¢tude des zooxanthelles fraichement iso-
lées permet d'inférer le fonctionnement de
ces mémes zooxanthelles en symbiose au
sein des tissus de I'hote. Il convient néan-
moins de rester conscients que, comme
c'est le cas lors de toute tentative de re-
constitution d'un systéme biologique com-
plexe a partir de 1'¢tude de ses différents
constituants isolés, l'extrapolation des ré-
sultats obtenus sur les symbiotes isolés au
fonctionnement des symbiotes in hospite
constitue nécessairement une simplifica-
tion. Les résultats obtenus sur les zooxan-
thelles fraichement isolées doivent donc
étre analysés en conservant cela a l'esprit.

Les zooxanthelles fraichement isolées ont
été préparés en détachant les tissus du
squelette du corail avec un jet d'eau de mer
ou d'air sous pression, en broyant ces tissus
pour libérer les zooxanthelles des cellules
animales, puis en récupérant les sym-
biotes” par centrifugation (les tissus ani-
maux plus légers flottent lorsque 1'on cen-
trifuge un broyat de cellules de corail). Ces

2 Les zooxanthelles sont relativement solides, et
un passage au broyeur manuel de Dounce dans 1'eau
de mer les laisse intactes, alors que les cellules
animales, plus fragiles, sont détruites.

symbiotes fraichement isolés ont été utili-
sés au maximum 3 heures apres leur prépa-
ration.

Culture des zooxanthelles

Des expériences du chapitre 4 ont été réali-
sées avec des zooxanthelles cultivées au
laboratoire, initialement isolées de 1'hote
De méme que pour les

fraichement isolées, les
zooxanthelles en culture permettent d'étu-
dier de maniére approfondie le fonction-
nement des zooxanthelles, tout en gardant
a l'esprit que leur métabolisme en culture
est tres différent de celui des zooxanthelles

S. pistillata.
zooxanthelles

symbiotiques.

Les zooxanthelles cultivées au laboratoire
sont maintenues dans des fioles de culture
en milieu liquide (milieu ASP-8A, conte-
nant 0,02 pmol L™ de phosphate, d'ammo-
nium et de nitrate) (Blank, 1987), a 25°C
avec un cycle jour:nuit de 14h:10h, et
constituent des cultures clonales. Les
zooxanthelles ont été récupérées par centri-
fugation juste avant chaque expérience.

Mesure des taux d'absorption de
phosphore

Les taux d'absorption de phosphore (et
d'azote dans certains cas) ont été mesurés
par des expériences de déplétion (chapitres
2, 3 et 6). Le dispositif expérimental utilisé
est présenté sur la figure 14. Au début de
chaque incubation, 1'eau de mer a été enri-
chie avec une quantit¢ connue de phos-
phore ou d'azote. La concentration en nu-
triments a été ensuite mesurée a intervalles
réguliers durant une a sept heures par spec-
trophotométrie ou spectrofluorimétrie, se-
lon des techniques standard d'analyse en
chimie marine pour le phosphate (Murphy
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Bain thermostatique
Résistance
chauffante

Plaque d'agitation
magnétique

Bouture de S. pistillata ——
suspendue & un fil

Thermometre

Bécher contenant
200 mL d'eau de mer
enrichie en nutriments

Barreau aimanté =00
pour homogénéiser :

Figure 14 | Dispositif de mesure des taux d'absorption de nutriments

La grande photographie présente le dispositif utilisé avec 10 béchers contenant une bouture de corail,
et 2 béchers contenant uniquement de I'eau (contrdles) | La petite photographie présente le détail d'une
colonie de S. pistillata dans son bécher lors d'une incubation. On peut remarquer que les polypes sont

bien ouverts, preuve que l'expérience n'incommode pas sensiblement la bouture.

et Riley, 1962), pour le POD (Kuenzler et
Perras, 1965), pour 1'ammonium (Holmes
et al., 1999) et pour le nitrate (Aminot et
Kérouel, 2007). Les taux d'absorption®® ont
été calculés comme la quantité de nutri-
ment disparaissant de I'eau (c.a.d. absorbés
par le corail) en une heure d'incubation, et
ont ét¢é normalisés par la surface ou la
biomasse de chaque corail (contenu en
protéines, en chlorophylles, ou en zooxan-
thelles).

% Cette technique permet uniquement de mesurer
des taux d'absorption nets. Pour obtenir des flux
bruts, c.a.d. tenant compte d'un éventuel relargage
concomitant de nutriments, il eut fallu utiliser des
techniques de radioactivité pour séparer flux en-
trants et flux sortants. Cela n'a pas été possible
durant cette thése.

Mesure du contenu en phosphore

La quantité¢ totale de phosphore dans les
tissus animaux, les zooxanthelles et le
squelette, a été mesurée afin de déterminer
les compartiments accumulant le phos-
phore dans la symbiose dans l'expérience
d'enrichissement du chapitre 5. Les proto-
coles utilisés sont décrits dans les articles 1
et 6.

Afin de déterminer les grands groupes de
molécules phosphorées qui composent ces
stocks de phosphore dans les tissus ani-
maux et les zooxanthelles, un protocole de
mesure par spectroscopie RMN a été entie-
rement développé durant cette thése, en
collaboration avec la plate-forme techno-



logique de chimie de 'Université de Nice.
Ce protocole nouveau est détaillé dans le
chapitre 4 et l'article 5.

Mesure des parameétres physiologiques

Afin d'obtenir l'effet du phosphore sur la
physiologie de l'association symbiotique,
la respiration, la photosynthése et le taux
de croissance squelettique ont ét¢ mesurés
pour les coraux utilisés dans le chapitre 5.
Les mesures de photosynthése ont aussi
servi pour les coraux placés dans l'expé-
rience de changement global du chapitre 2.

Les échanges de dioxygeéne O, liés a la
respiration (consommation d'O;) et a la
photosynthése (production d'O;) ont été
mesurés a l'aide de chambres respiromé-
triques contenant une électrode a oxygene
(modifi¢ d'aprés Ferrier-Pages et al.,
2000). Les performances photosynthé-
tiques du photosysteme II (PSII) des
zooxanthelles ont ¢ét¢ mesurées par fluori-
métrie a pulsations d'amplitude modulée
(PAM-fluorimétrie, selon des techniques
mises au point au Centre Scientifique de
Monaco par Richard, 2006). Le taux de
croissance squelettique a €té mesuré par
des pesées dans I’eau des coraux, effec-
tuées a quelques jours ou semaines d'inter-
valle, selon la technique du "buoyant
weight" (Jokiel et al., 1978).

Mesures de biomasse

Pour normaliser les résultats d'absorption
de nutriments des chapitres 2 et 3, ainsi
que pour normaliser les parameétres physio-
logiques du chapitre 5, les paramétres sui-
vants ont été mesurés sur les coraux utili-
sés dans chaque expérience. La surface a
été mesurée a l'aide d'une technique d'en-
robage a la cire décrite par Stimson et

Kinzie (1991). Le contenu en protéines des
tissus a été mesuré par spectrophotométrie
apres extraction a la soude selon une tech-
nique décrite par Hoogenboom et al.
(2010). Le contenu en chlorophylles a et
c2 des zooxanthelles a été¢ mesuré par spec-
trophotométrie apres extraction a 1'acétone
et calculé¢ selon les équations trichroma-
tiques de Jeffrey et Humphrey (1975). En-
fin, le contenu en zooxanthelles des coraux
a été mesur¢ par des comptages au micros-
cope (Hoogenboom et al., 2010).

CHAPITRE 1 | La problématique du phosphore au sein de la symbiose corallienne
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The uptake of dissolved
inorganic phosphorus

Despite the importance of DIP for corals, conditions and regulation of its uptake have
not been extensively examined to date. The objectives of the work presented in this
chapter were to characterize the cellular mechanisms involved in DIP uptake by cor-
als and their symbiotic zooxanthellae, and to examine the impact of various environ-
mental parameters on this uptake, in order to better understand the capacity of adap-
tation of corals to their changing environment. The results obtained proved that DIP
uptake is an active phenomenon, both at the host and symbiont membranes. This
work led to the characterization of the transporter situated at the host membrane, a
sodium/phosphate symporter. DIP uptake was dependent upon ambient DIP concen-
trations over a short and long term, upon the availability of POP sources from the
heterotrophic feeding of the host, and upon internal phosphorus stocks located within
the zooxanthellae. The positive effect of light led to the hypothesis of a link with
zooxanthellae photosynthesis, a process which consumes phosphate. This work also
evidenced that the cumulative impacts of ocean warming and acidification had nega-
tive consequences for DIP uptake, particularly in S. pistillata, a species that seems to
have a high metabolic demand for phosphorus. Finally, an effective and rapid tool
was designed for the investigation of phosphorus and nitrogen limitation within the
symbiosis under given experimental conditions. Results obtained with this double en-
richment technique showed that DIP uptake is not enhanced by the presence of dis-
solved inorganic nitrogen, while ammonium uptake is enhanced in the presence of
DIP. This result is in favor of a greater limitation by phosphorus than by nitrogen in
the symbiosis.

69






CHAPITRE 2 | L'absorption de phosphore inorganique dissous

L'absorption de
phosphore inorganique
dissous

En dépit de Iimportance du PID pour le métabolisme des coraux, les conditions de
son absorption restent relativement peu connues. L'objectif des travaux présentés
dans ce chapitre a été de caractériser les mécanismes cellulaires de son absorption
par les coraux et leurs symbiotes, ainsi que I'effet de divers facteurs environnemen-
taux, afin de mieux connaitre les capacités d'adaptation des coraux aux change-
ments environnementaux. Les résultats obtenus ont prouvé que le transport de PID
est actif, a la fois a la membrane des symbiotes et de I'hdte. Les travaux réalisés ont
de plus permis de caractériser le type de transporteur de PID de I'héte, un sympor-
teur sodium/phosphate. L'absorption de PID est dépendante des concentrations am-
biantes de PID a court et long terme, de I'apport de POP par la nutrition hétérotrophe
de I'néte, ainsi que de stocks internes de phosphore situés dans les zooxanthelles.
L'effet positif de la lumiére sur cette absorption a de plus permis de suggérer un lien
avec l'activité photosynthétique des zooxanthelles, un processus consommant du
phosphore. Il a également été mis en évidence que les effets cumulatifs du réchauf-
fement et de I'acidification des océans diminuent I'absorption du PID chez les coraux,
et par la méme affectent leur métabolisme, particulierement celui de S. pistillata, qui
semble avoir de forts besoins métaboliques en phosphore. Enfin, un outil a été mis
en place pour déterminer de maniére rapide et efficace le nutriment limitant pour la
symbiose, entre azote et phosphore, dans des conditions expérimentales données.
Les résultats obtenus par cette technique, basée sur un double enrichissement, ont
montré que l'absorption de PID n'est pas augmentée en présence d'azote inorga-
nique dissous. A l'inverse, I'absorption d'ammonium augmente en présence de PID
chez S. pistillata. Ce résultat est donc en faveur d'une plus forte limitation de la sym-
biose par le phosphore que par |'azote.
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Figure 15 | Bouture de Stylophora pistillata
Photographie d'une bouture lors d'une expérience d'absorption de phosphate.
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Comme présenté dans le préambule et dans
le chapitre précédent, le phosphore inorga-
nique dissous (ou phosphate, ou PID) est
l'une des trois sources de phosphore auquel
les coraux ont acces dans la colonne d'eau.
Dans les récifs, il présente des concentra-
tions typiquement comprises entre 0,05 et
0,50 pmol L (Kinsey et Davies, 1979;
Atkinson, 1987b; Furnas, 1991; Atkinson
et al., 1995; Charpy, 2001). En dépit de
son importance pour les coraux, les condi-
tions de son absorption restent relativement
peu connues. Il apparait que la plupart des
¢tudes se sont concentrées sur le role des
zooxanthelles dans l'absorption du PID
(Deane et O'Brien, 1981; Jackson et
Yellowlees, 1990; Muller-Parker et al.,
1990; Belda et Yellowlees, 1995; Todd et
al., 2006), tandis que le role de 1'hdte reste
assez méconnu (D'Elia, 1977; Sorokin,
1992).

L'objectif des travaux présentés dans ce
chapitre a ¢été de caractériser les méca-
nismes cellulaires d'absorption du PID par
les coraux et leurs symbiotes, ainsi que
l'effet de divers facteurs environnementaux
sur cette absorption. Les parameétres sui-
vant ont été testés : lumiére, acclimatation
a des concentrations ¢levées de phosphate,
nutrition hétérotrophe, effet du changement
global, et présence ou absence d'azote
(azote inorganique dissous fourni sous
forme d'ammonium, NH4', ou de nitrate,
NO3y).

Ces travaux se basent sur les hypotheses
suivantes. 1) L'absorption du PID est pro-
bablement active a la membrane de 1'hote,

car le phosphate est un élément chargé, qui
ne diffuse donc a priori pas librement au
travers des membranes biologiques, et 2) la
lumicre a vraisemblablement un effet posi-
tif sur l'absorption de PID a la fois par les
zooxanthelles et par 1'hote, car la lumicre a
aussi un effet positif global sur le métabo-
lisme du corail. Il est de plus attendu 3)
qu'une forte concentration en PID dans
I'eau ou un fort taux de nutrition aient a
terme un effet inhibiteur sur l'absorption de
PID, car les coraux auront atteint un état de
réplétion en phosphore. On s'attend de plus
a ce que 4) le stress associ¢ au changement
global ait un effet relativement négatif sur
l'absorption du PID, comme pour les autres
parametres métaboliques majeurs. Enfin,
5) un enrichissement en azote peut avoir un
effet positif sur l'absorption de PID si les
coraux sont effectivement limités %’ par
l'azote pour leur croissance. Néanmoins, si
la limitation la plus directe des coraux se
situe au niveau du métabolisme énergé-
tique, il est attendu que le phosphore soit
plus limitant que I'azote, et donc qu'un en-
richissement en azote ne permette pas
d'améliorer 1'absorption de PID.

Les paragraphes qui suivent résument les
principaux résultats obtenus lors de cette
thése et découlant de ces objectifs et hypo-
theéses. Ces résultats, obtenus pour des bou-
tures du corail tropical §. pistillata
(figure 15), ont fait 'objet de trois publica-
tions dans des revues a comité de lecture

" On rappelle que la répartition de l'azote et du
phosphore au sein des biomolécules semble en
faveur d'une limitation de la synthése protéique et
de la croissance par l'azote, et d'une limitation de la
synthése d'ATP et d'ARN, et donc du métabolisme
énergétique, par le phosphore.

CHAPITRE 2 | L'absorption de phosphore inorganique dissous
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international (articles 1 a 3), au sein des-
quelles ils sont discutés en détail.

Effet de la concentration en phosphate

Les résultats obtenus durant cette thése ont
confirmé que I'absorption du PID est dé-
pendante de la concentration de PID dans
'eau pour les zooxanthelles isolées (Deane
et O'Brien, 1981; Jackson et Yellowlees,
1990) et pour I'hote (D'Elia, 1977). 11 a été
montré que cette absorption sature pour
des concentrations supérieures a
2,0 umol L' dans les conditions expéri-
mentales utilisées (article 1, figure 2, et
article 2, figure 1). La relation entre con-
centration en PID et vitesse d'absorption du
PID suit dans les deux cas un modele ma-
thématique de type cinétique de Monod,
dans l'intervalle des concentrations en PID
testées (0 a 8,0 pmol L™). Ce modéle est
bas¢ sur 1'équation de Michaelis-Menten
pour les cinétiques enzymatiques :

Ve [P]
v, Pl + K (Egn. 1)
avec les variables V) et [P], ou Vj est la
vitesse initiale d'absorption du PID (mesu-
rée sur une heure), et [P] est la concentra-
tion initiale en PID introduite dans le mi-
lieu lors de l'expérience. Les deux cons-
tantes cinétiques calculés dans ce modele
sont V., le taux d'absorption maximal du
PID, et K, la concentration a laquelle le
taux d'absorption du PID est égal a la moi-

tié de V... La constante K, dite constante
de Michaelis-Menten, représente en fait
l'inverse de 'affinité d'un transporteur don-
né pour son substrat, ici le PID. Plus K est
faible, plus le transport se fait efficacement
aux faibles concentrations. A l'inverse,
plus K est élevé, plus il faut des concentra-
tions ¢élevées pour que le transport soit ef-
ficace.

D'aprés les lois de la thermodynamique
régissant le transport des ions au travers
des membranes biologiques, ce résultat
exclut la possibilité d'une diffusion passive
du PID au travers des membranes des
zooxanthelles et de I'hote, et implique né-
cessairement soit la présence d'un transport
de type facilité (par des perméases™), soit
la présence d'un mécanisme actif® (par des
pompes ou des cotransporteurs).

S'il est acquis dans la littérature que le
transport du PID est actif a la membrane
des zooxanthelles (Jackson et Yellowlees,
1990), ce point reste sujet a débat dans le
cas de 1'hote (D'Elia, 1977; Miller et

% Les perméases sont des transporteurs qui intera-
gissent de fagon spécifique avec l'ion qu'ils trans-
portent, et changent de conformation pour per-
mettre ce transport au travers d'une membrane bio-
logique. La diffusion facilitée par les perméases est
un processus saturable, régi par une cinétique de
type Michaelis-Menten. Ce transport se fait dans le
sens du gradient de concentration de l'ion, c'est a
dire du compartiment ou l'ion est le plus concentré
vers celui ou il est le moins concentré.

¥ Le transport actif se fait quant a lui dans le sens
oppos¢ au gradient de concentration d'un ion, c'est a
dire du compartiment le moins concentré vers le
plus concentré en cet ion. Ce transfert n'étant pas
spontané, il nécessite un apport d'énergie. Dans le
cas des pompes, il y a intervention d'ATP pour
libérer de I'énergie, et dans le cas des cotranspor-
teurs, le transport actif de 1'ion est couplé au pas-
sage exergonique d'un autre ion dans le sens de son
gradient de concentration.



Yellowlees, 1989). D'apres les résultats
obtenus, 1'hypothése avancée dans les tra-
vaux de D'Elia (1977) d'un transport passif
au travers de la membrane de I'hote est
infirmée. Reste maintenant a trancher entre
un transport facilit¢ par des perméases et
un mécanisme actif. Pour ce faire, il faut
connaitre le gradient de concentration en
jeu pour le PID lors de son transfert de
I'eau de mer vers l'intérieur des cellules
hotes. Malheureusement, a ce jour, aucune
étude n'a permis de déterminer les concen-
trations en PID a l'intérieur des cellules de
corail. Néanmoins, si l'on se référe aux
concentrations typiquement présentes dans
des cellules animales, a savoir 1 a
10 mmol L™ (Lehninger, 1985; Miller et
Yellowlees, 1989), on s'attend vraisembla-
blement a trouver des concentrations de
PID du méme ordre de grandeur dans le
cytoplasme des cellules coralliennes. Ain-
si, la comparaison avec les concentrations
micromolaires de PID dans 1'eau des récifs
fait apparaitre que le gradient de concen-
tration est opposé¢ au transport du phos-
phate vers l'intérieur des cellules hotes.
L'hypothése d'un transport facilité par des
perméases est donc abandonnée au profit
de celle d'un transport actif.

Caractérisation du transporteur de
phosphate de I'héte

Dans ce contexte, une approche pharmaco-
logique a été choisie pour tenter d'élucider
le type de transporteur actif impliqué dans
le transport du PID a la membrane hote.
Chez la plupart des animaux, le transpor-
teur mis en jeu appartient a la catégorie des
cotransporteurs sodium/phosphate (Virkki
et al., 2007; Markovich, 2010). C'est donc
cette hypothése qui a été retenue et testée
durant cette these.

L'utilisation d'eau de mer sans sodium’ a
permis de confirmer que le PID est vrai-
semblablement absorbé par un cotranspor-
teur de type sodium/phosphate chez le co-
rail tropical S. pistillata (figure 16 et ar-
ticle 2, figure 2). Des cotransporteurs de ce
type ont auparavant été caractérisés de
maniere similaire chez deux autres inverté-
brés marins, un mollusque du genre Aply-
sia et un oursin (Schneider, 1985;
Gerencser et al., 2002).

Eau de mer

A~ =
— e

Tissus animaux

Figure 16 | Transporteur de phosphate de
1'héte

Représentation schématique du cotransporteur
sodium/phosphate, de type symporteur, trouvé
a la membrane hote. La steechiométrie de ce
transporteur n'est pas connue.

Comparaison des coraux entiers et des
zooxanthelles fraichement isolées

La comparaison des parameétres cinétiques
obtenus pour 1'hdte et pour les zooxan-
thelles fraichement isolées a démontré que
les zooxanthelles présentent une affinité
plus forte pour le PID que 1'héte, car elles

% Bien que I'ion sodium, Na', soit l'un des consti-
tuants majeurs de l'eau de mer, une approche phar-
macologique permet de s'en affranchir en préparant
de l'eau de mer artificielle avec son équivalent
osmotique, la choline, CsH4NO.
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ont un K quasiment deux fois plus faible
que l'hote (0,57 + 0,18 pmol L' contre
1,08 £ 0,42 umol L'l; article 1, figure 2).

De manicre générale, on considére qu'un
transporteur présente une constante de Mi-
chaelis-Menten K du méme ordre de gran-
deur que la concentration a laquelle il est
habituellement confronté pour 1'ion consi-
déré (Wright, 1982). Ainsi, ces résultats
confirment que les coraux et leurs zooxan-
thelles semblent effectivement relative-
ment bien adaptés pour une absorption
efficace des faibles niveaux de PID pré-
sents dans I'eau de mer. De plus, l'affinité
plus forte des zooxanthelles semble indi-
quer qu'elles sont généralement confron-
tées a une concentration micromolaire de
PID au sein de la vacuole périsymbio-
tique®', voire & une concentration plus
faible que celle a laquelle 1'hdte est con-
fronté dans I'eau de mer.

L'absorption efficace du PID par les coraux
et leurs zooxanthelles peut néanmoins étre
remise en question ou amplifiée par les
conditions environnementales. Ainsi, il a
auparavant €t¢ démontré que la tempéra-
ture (D'Elia, 1977) et la lumiére (D'Elia,
1977; Jackson et Yellowlees, 1990;
Sorokin, 1992) ont un effet positif sur cette
absorption chez les coraux et leurs zooxan-
thelles, tandis que l'apport de phosphore

! Bien que la concentration de PID soit proba-
blement d'ordre millimolaire au sein du cytoplasme
des cellules de 1'hote, comme discuté en page pré-
cédente, la concentration au sein de la vacuole
périsymbiotique semble donc quant a elle bien plus
faible. Ceci rejoint les hypothéses de Cook et D'Elia
(1988) et Miller et Yellowlees (1989) a ce sujet.

par la nutrition hétérotrophe de I'hdte di-
minue l'absorption de PID chez I'anémone
de mer Aiptasia pallida (Muller-Parker et
al., 1990). Dans ce contexte, apreés avoir
déterminé les vitesses d'absorption du PID
dans des conditions contrdle, l'influence de
plusieurs paramétres environnementaux a
été testée.

Effet de la lumiére, rdle des symbiotes

La mesure de l'absorption du PID a diffé-
rents éclairements a permis de constater
que l'absorption se fait a la fois a 1'obscuri-
té et a la lumicre, avec un effet positif de
I'éclairement autant pour les zooxanthelles
que pour l'hote (article 1, figure 3). Ces
résultats permettent de mettre en avant un
lien probable avec la photosynthése des
symbiotes, qui est un processus consom-
mant du phosphate pour générer de I'ATP.

Effet d'une acclimatation au phosphate

La culture de boutures durant 8 semaines
dans des aquariums continuellement enri-
chis en PID (selon un dispositif décrit dans
le chapitre 5) a permis de montrer que le
taux d'absorption du PID diminue avec
I'enrichissement. En effet, le PID a été ab-
sorbé respectivement 5,3 et 4,9 fois plus
rapidement par des coraux cultivés sans
ajout de PID que par des coraux cultivés
avec 0,5 et 2,5 umol L' de PID (article 1,
figure 4).

Une telle acclimatation aux niveaux am-
biants de phosphate a déja été observée
chez le bénitier et la méduse (Belda et
Yellowlees, 1995; Todd et al., 2006), mais
pas chez les coraux. Ces résultats permet-
tent d'avancer I'hypothése qu'il existe pro-
bablement un controle des taux d'absorp-
tion de PID de la symbiose par I'état de



réplétion de stocks internes de phosphore.
Ces stocks pourraient €tre localis€s au sein
des zooxanthelles. En effet, une mesure du
contenu en phosphore total des zooxan-
thelles des coraux de cette expérience a
montré que les symbiotes issus de coraux
enrichis en PID sont plus riches en phos-
phore que ceux issus de coraux contrdles
(article 1, figure 5, et chapitre 5). A I'in-
verse, le contenu en phosphore des cellules
de I'hdte reste constant.

Effet de la nutrition

L'utilisation de coraux non nourris durant
1, 3 ou 21 jours a permis de démontrer que
le taux d'absorption de PID diminue avec
la proximité¢ dans le temps des repas de
I'héte (article 2, figure 4). Il est probable
que l'enrichissement en phosphore particu-
laire apporté par la nutrition soit directe-
ment a l'origine de la diminution de 1'ab-
sorption du PID chez les coraux nourris. Il
a de plus été constaté que cet effet de la
nutrition s'atténue dés 3 jours sans nourri-
ture (article 2, figure 4), ce qui implique
que la vidange des stocks de phosphore
apportés par la nutrition hétérotrophe se
produit relativement rapidement.

Effet des changements globaux

Le chapitre 1 a été 1'occasion d'aborder les
effets du changement global sur les récifs
coralliens, et notamment la menace que
peuvent représenter 1'¢lévation de la tem-
pérature de surface des océans et leur aci-
dification. Outre ces menaces directes pour
les coraux, le changement global peut éga-
lement affecter les cycles biogéochimiques
des nutriments comme le phosphore et
l'azote (Hutchins et al., 2007; Levitan et
al., 2007; Hutchins et Fu, 2008; Beman et
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Figure 17 | Chimie des ions phosphate dans
I'eau de mer

Abondance relative des différents ions phos-
phate dans une eau de mer de salinit¢ 35.
D'aprés Millero et Sohn (1992).

al., 2011), ce qui représente un risque po-
tentiel supplémentaire pour les récifs. En
effet, la température de 1'eau peut influer
sur la vitesse de nombreux équilibres chi-
miques et processus métaboliques. L'acidi-
fication influe quant a elle sur la chimie
des ions phosphate de l'eau de mer, qui
dépend du pH (figure 17). Ainsi, lors d'une
acidification depuis le pH actuel de 8,1 a
un pH de 7,5, l'abondance relative de
HPO4* augmente de 82 a 92%, tandis que
I'abondance relative du PO43' diminue de
18 a 5% (l'abondance relative de H,PO4
restant toujours négligeable). Or, méme si
le symporteur sodium/phosphate de I'hote
corallien n'a pas été caractérisé plus avant,
il est toutefois possible qu'il soit affecté par
des changements de la chimie des ions
phosphate. En effet, chez les Vertébrés ou
plus de choses sont connues sur les sym-
porteurs sodium/phosphate, il existe trois
familles de symporteurs qui présentent des
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affinités distinctes pour les différentes
formes de phosphate™. 11 est donc possible
que le symporteur de 1'héte corallien soit
¢galement capable de discriminer entre les
différentes formes ioniques du phosphate,
et donc que son efficacité soit affectée par
l'acidification.

Dans ce contexte, afin de tester les effets
du changement global sur 1'absorption de
nutriments par la symbiose corallienne, des
boutures ont été¢ cultivées durant 10 jours
sous 1) trois conditions de pH (8,1, 7,8 et
7,5) a température normale (26°C), i) trois
températures différentes (26, 29 et 33°C) a
pH normal (8,1), et iii) trois conditions de
pH (8,1, 7.8 et 7,5) a température élevée
(33°C). Une durée de culture courte a été
délibérément choisie afin d'éviter que les
coraux ne blanchissent sous l'effet de 1'aci-
dification ou de I'¢lévation de la tempéra-
ture, et d'éviter ainsi les importants stress
métaboliques associés a ce phénomene qui
pourraient masquer la réponse en terme de
besoins en nutriments des coraux. A l'issue
des 10 jours d'incubation, le taux d'absorp-
tion de PID des boutures a été mesuré™>.

Les résultats obtenus ont révélé que le taux
d'absorption de PID n'est pas affecté par un
changement du pH seul (article3, fi-
gure 4). A l'inverse, une augmentation de
température seule (33°C) a entrainé un
accroissement de l'absorption de PID. La
combinaison d'une température ¢élevée

32 Les symporteurs sodium/phosphate de la fa-
mille de type II présentent une affinité plus forte
pour l'ion divalent HPO,*, tandis que ceux de la
famille de type III présentent une affinité plus forte
pour l'ion monovalent H,PO,” (Virkki et al., 2007;
Markovich, 2010)

* Les taux d'absorption de nitrate et d'ammo-
nium ont également ét¢ mesurés. Ils ne seront pas
discutés ici, mais sont présentés dans l'article 3 et
dans l'annexe A.

(33°C) et d'un pH faible (7,5) a entrainé
une diminution significative de 1'absorption
de PID en comparaison avec les taux me-

surés dans les conditions controle (26°C,
pH=8,1).

L'effet négatif du pH manifesté a tempéra-
ture ¢levée pourrait traduire une préférence
du symporteur sodium/phosphate de I'hote
pour l'une ou l'autre des formes ioniques
du phosphate, et en particulier pour la
forme PO43', dont l'abondance relative di-
minue avec l'acidification. D'ailleurs, la
diminution par 3,6 de 1'abondance relative
des ions PO4> entre un pH de 8,1 et un pH
de 7,5 correspond a la diminution par 4 des
taux d'absorption de PID entre ces deux pH
(article 3, figure 4). Néanmoins, la préfé-
rence du symporteur sodium/phosphate de
'héte reste inconnue a ce jour, et cette hy-
pothese reste a vérifier. De plus, 1'absence
d'effet du pH seul a température controle
(26°C), un phénoméne qui a déja été ob-
servé pour le phytoplancton et des ma-
croalgues auparavant (Xu et al., 2006;
Tanaka et al., 2008), peut sembler en con-
tradiction avec cette hypothése. Néan-
moins, une étude réalisée sur la calcifica-
tion de S. pistillata a montré que les effets
négatifs de l'acidification ne se manifestent
parfois qu'a température ¢élevée (Reynaud
et al.,2003).

Quoiqu'il en soit, et bien qu'obtenus lors
d'une expérience a relativement court
terme, ces résultats indiquent que les effets
cumulatifs du réchauffement des océans et
de leur acidification pourraient avoir des
conséquences négatives pour le métabo-
lisme du phosphore inorganique chez les
coraux.
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Effet d'un enrichissement en azote

Cette derniere expérience a visé a aborder
de maniere directe la question de la limita-
tion par le phosphore ou l'azote dans la
symbiose. Pour ce faire, l'absorption de
PID a ¢ét¢ mesurée en présence de deux
formes d'azote inorganique dissous ** |
I'ammonium NHy et le nitrate NO;".

Les résultats obtenus ont montré que 1'ab-
sorption de PID n'est pas influencée par la
présence d'azote inorganique dissous dans
le milieu (article 2, figure 3). Ce résultat
permet d'affirmer que, dans les conditions
de culture testées, la présence d'azote ne
permet pas d'améliorer 1'utilisation du PID
dans le milieu. Ainsi, I'azote n'est pas limi-
tant, ou pas suffisamment limitant, pour
que la symbiose modifie ses besoins en
phosphore, et donc son métabolisme éner-
gétique, en présence d'azote.

A linverse, les résultats présentés dans
l'article 2 et dans l'annexe A ont montré
que l'absorption d'ammonium était amélio-
rée en présence de PID, ce qui confirme
I'hypothése que le phosphore semble plus
limitant que I'azote pour la symbiose.

La figure 18 présente un bilan des résultats
obtenus dans ce chapitre.

**De méme, les taux d'absorption de nitrate et
d'ammonium ont également €té mesurés, en pré-
sence de phosphate. Ils ne seront que tres peu discu-
tés ici, mais sont présentés dans l'article 2 et dans
l'annexe A.
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Les résultats acquis dans le chapitre 2 sont résumés en couleur, sur la base de la Figure 13 (passée en
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Excrétion
Diffusion

A




CHAPITRE 2 | L'absorption de phosphore inorganique dissous

Article 1

Limnology and Oceanography | 2009

Les taux d'absorption de phosphate par le corail tropical Stylophora pistillata et ses
zooxanthelles symbiotiques sous diverses conditions environnementales ont été me-
surés grace a des expériences de déplétion. Les cinétiques d'absorption de phos-
phate, de type Michaelis-Menten, ont montré la présence de transporteurs actifs de
phosphate a la fois au niveau des membranes animales et des zooxanthelles. Les
transporteurs de I'animal et des zooxanthelles ont présenté une affinité différente
pour le phosphate, avec une constante de Michaelis-Menten plus grande dans le
compartiment animal que dans les symbiotes isolés (K = 1,08 £ 0,42 vs. 0,57
0,18 pmol L). La vitesse d'absorption du phosphate a augmenté avec l'intensité lu-
mineuse, suggérant un rapport avec la photosynthése des zooxanthelles. Une corré-
lation a été trouvée entre la vitesse d'absorption de phosphate et le passif nutritif, or-
ganique ou inorganique, de I'néte. Des taux d'absorption de phosphate 4,6 fois plus
élevés ont en effet été mesurés pour des coraux non nourris durant 8 semaines que
pour des coraux nourris. Ces taux étaient également dépendants du taux de réple-
tion des stocks internes de phosphore des symbiotes. Enfin, cette étude apporte des
indices prouvant que les zooxanthelles se comportent comme un puits de phosphore
dans la symbiose.
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Article 1

Limnol. Oceanogr., 54(3), 2009, 1627 1833
© 2009, by the American Sodiery of Limnology and Oceanography, Ine.

Control of phosphate uptake by zooxanthellaec and host cells in the scleractinian coral

Stylophora pistitiata

C. Godinot,” C. Ferrier-Pages, and R. Grover
Centre Scientifique de Monace, CSM, Monaco

Abstract

Depletion experiments were used to assess the uptake rates of phosphate by the tropical coral Stylophora
pistillata and Its symbiotic zooxanthellas under differsnt conditions. Our results showed the presence of active
phosphate carriers both in the animal and the algal fractions, since uptake kinetics followed uniphasic saturation
curves in both compartments (Michaelis—-Menten shape). Transporters in the animal and the algae presented
different affinities for phosphate, with higher half-saturation constants for the animal compartment than for the
isolated zooxanthellae (K = 1.08 = 0.42 vs. 0.57 = (.18 anol L—1). The velocity of phosphate absorption
increased in the light, suggesting a relationship with the photosynthetic activity of the zooxanthellae. A
correlation was found between phosphate uptake rates and the organic or inorganic feeding history of the corals;
rates were indeed 4.6 times higher in 8-week starved than in fed corals and depended on the repletion status of
phosphorus stocks within the svimbionts. We report evidence showing that zooxanthellae act as a sink of

phosphate within the symbiosis.

Coral reefs mainly thrive in shallow oligotrophic coastal
areas of tropical and subtropical seas {Bythell 1920; Furnas
1991; Szmant 2002). Even though concentrations of
nutrients such as nitrogen and phosphorus are usually
below 0.5 pmol L 1 in the surrounding waters (Atkinson
1987; Furnas 1991; Atkinson et al. 1995}, reefs represent a
large biomass and are considered to be oases in a blue
desert. One of the explanations lies in the fact that corals
harbor endosymbiotic dinoflagellates called zooxanthellae
{zoox; Muscatine 1980), which actively take up dissolved
nutrients (Pomeroy and Kuenzler 1967; Muscatine 1980}
and transform them into organic molecules through their
photosynthesis. Photosynthates are in turn transferred to
the host for its own metabolism {Muscatine and Porter
1977). Knowledge of nutrient uptake rates by scleractinian
corals 18 therefore crucial for a better understanding of the
functioning of reefs.

Phosphorus is one of these key nuirients in marine
environments (Benitez-Nelson 2000; Elser et al. 2007)
because it enters into the composition of many biological
molecules (deoxyribonucleic acids, ribonucleic acids, phos-
pholipids) and has a role in most biochemical mechanisms
(e.g., via the energetic role of adencsine triphosphate). It
oceurs in the form of dissolved orthophosphates {P;),
condensed phosphates {pyrophosphate, metaphosphate,
and other polyphosphates), and phosphorus bound to
organic molecules (phosphate esters, phosphonates) either
in dissolved or particulate forms (detritus and in the body
of aquatic organisms; Karl and Bjérkman 2002). Auto-
trophs can mainly use the biologically available phospho-
rus, which consists in P, and a small biolabile fraction of
dissolved organic phosphorus (Karl and Bjorkman 2002).

In the oligotrophic waters surrounding coral reefs,
inorganic forms of phosphorus display a characteristic
depletion {Baturin 2003), and concentrations are well below

* Corresponding anthor: cgodinot@centrescientifique.me

0.5 ymol L 1 (Furnas 1991). Several studies performed at
the community level (integrating multiple compartments
such as coral species, macro and microalgae, invertebrates,
sponges, and bottom sediment) have shown that phospho-
rus is a key nutrient (Atkinson 1987; Sorokin 1992;
Atkinson et al. 1995) since it is efficiently absorbed,
generally in direct proportion to its ambient concentra-
tion in seawater (for phosphate concentrations of 1-
7 umol L 1; Atkinson 1987). Some studies have also
assessed the uptake rates of phosphate in apecific symbiotic
organisms such as in the sea anemone Aiptasia pallida
(Verril 1864; Muller-Parker et al. 1990), the giant clam
Tridacna gigas (Linné 1758; Belda and Yellowlees 1995), or
the jellyfish Cassiopea xamachmia (Bigelow 1892; Todd et
al. 2006), all showing that phosphorus is taken up by the
dinoflageilates living in symbiosis with those organisms.
Uptake of phosphate by specific scleractinian corals has
attracted much less attention than the whole reef commu-
nity, and most studies focused on phosphate uptake by
isolated zooxanthellae {cultured or freshly isolated; Deane
and O'Brien 1981; Jackson and Yellowlees 1990; R. Kelty
unpubl. data) rather than by the entire coral colony (ID’Elia
1977). In the only studies on isolated corals, D’Elia (1977)
and Sorokin (1992) showed that, at low ambient phospho-
rus concentrations, symbiotic corals took up and concom-
itantly released phosphorus. Uptake was light sensitive,
suggesting that zooxanthellae influenced the phosphorus
fluxes in their host. An active transport was also suggested,
with a half-saturation constant K equal to 0.375 pmol L 1
{D’Elia 1977), but the location of the active transport sites
could not be determined. The light enhancement of
phosphorus uptake and the active transport of phosphorus
were not confirmed in the other symbiotic association of 4.
pallida (Muller-Parker et al. 1990).

This study provides additional and new information
concerning phosphate uptake by the scleractinian coral
Stylophora pistillata (Esper 1797). Parallel experiments
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Control of phosphate uptake by zooxanthellae and host cells
in the scleractinian coral Stylophora pistillata

C. Godinot'?, C. Ferrier-Pagés', and R. Grover!

Abstract

Depletion experiments were used to assess the uptake rates of phosphate by the
tropical coral Stylophora pistillata and its symbiotic zooxanthellae under different
conditions. Our results showed the presence of active phosphate carriers both in the
animal and the algal fractions, since uptake kinetics followed uniphasic saturation
curves in both compartments (Michaelis—-Menten shape). Transporters in the animal
and the algae presented different affinities for phosphate, with higher half-saturation
constants for the animal compartment than for the isolated zooxanthellae (K = 1.08 £
0.42 vs. 0.57 £ 0.18 umol L"). The velocity of phosphate absorption increased in the
light, suggesting a relationship with the photosynthetic activity of the zooxanthellae. A
correlation was found between phosphate uptake rates and the organic or inorganic
feeding history of the corals; rates were indeed 4.6 times higher in 8-week starved
than in fed corals and depended on the repletion status of phosphorus stocks within
the symbionts. We report evidence showing that zooxanthellae act as a sink of phos-
phate within the symbiosis.
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Article 1

Introduction

Coral reefs mainly thrive in shallow oligo-
trophic coastal areas of tropical and sub-
tropical seas (Bythell 1990; Furnas 1991;
Szmant 20