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Préambule 
 

“Suddenly, as rare things will, 
it vanished” 

Robert Browning 

 

Ainsi que l'écrivait le poète anglais Robert 
Browning, les choses rares ou précieuses 
ont une fâcheuse tendance à nous échap-
per. Comme cette thèse s'est attachée à 
l'illustrer, il en va ainsi du phosphore pour 
les coraux. Élément 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 très nombreuses molécules du vivant : 
c'est le "P" de l'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 thèse. 

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 à être assujettis à 
la disponibilité 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-

tives à 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 élément chimique. Elle est plus 
personnelle et anecdotique, et voulue 
comme un clin d'œil à l'excellent roman du 
scientifique britannique John Emsley, "The 
13th element: the sordid tale of murder, 
fire, and phosphorus". C'est en effet ce 
livre, découvert en licence, qui m'a donné 
l'envie d'étudier le phosphore. Ce préam-
bule se termine par une explication de deux 
des choix de présentation faits pour cette 
thèse. 

Enfin, bien qu'ils soient l'objet d'étude de 
cette thèse, 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-
tère 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 
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Figure 1 | Loi du minimum 
Illustration 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 être augmentée en rallongeant 
cette planche (la planche du phosphore dans le 
cas de l'illustration). 
 

du minimum stipule que "le rendement 
d'une culture est limité par celui des élé-
ments fertilisants qui le premier vient à 
manquer". Cette loi est couramment illus-
trée par un tonneau dont chaque planche 
correspond à un élément indispensable : 
carbone, azote, phosphore, ... (figure 1). 
Les planches sont toutes de longueur diffé-
rente, et le tonneau fuit fatalement par la 
plus courte. À l'identique, une plante ne 
parvient pas à se développer de manière 
optimale tant que certains nutriments1 or-
ganiques ou inorganiques 2  ne sont pas 
présents en quantités suffisantes.  

                                                           
1 Un nutriment, ou élément nutritif, est un compo-
sé nécessaire aux organismes vivants pour couvrir 
leurs besoins physiologiques. 
2 Une molécule organique comporte au moins un 
atome de carbone lié à un atome d'hydrogène. Elle 
contient généralement une chaine carbonée hydro-
génée et des groupements fonctionnels faisant in-
tervenir d'autres éléments (oxygène, azote, phos-
phore…). Une molécule inorganique, ancienne-
ment appelée molécule minérale, est une molécule 
ne comportant pas d'atome de carbone lié à un 
atome d'hydrogène.  

Généralisée par la suite, cette théorie éta-
blit que si l'un des nutriments3 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 à la croissance de tout 
être vivant. Ainsi, un nutriment limitant est 
un nutriment dont l'absence ou la faible 
concentration empêche la pleine croissance 
d'un organisme ou d'une population, et ce 
même en présence de fortes concentrations 
d'autres éléments 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 micro-
nutriments sont ceux dont les organismes 
ont besoin en très petites quantités, tels que 
certains métaux (fer, cobalt, chrome, 
cuivre, manganèse, zinc…), certains com-
posés halogénés (brome, iode) et les vita-
mines. Ces micro-nutriments interviennent 
essentiellement en tant que cofacteurs4 du 
métabolisme : les métaux interviennent par 
exemple dans la photosynthèse, notamment 
le zinc, le fer et le manganèse, qui sont 
nécessaires à la formation des pigments 
chlorophylliens. La faible concentration du 
fer dans certaines régions océaniques est 
d’ailleurs responsable d’une forte limita-
                                                           
3  La loi du minimum ne s'applique en fait pas 
qu'aux nutriments : la lumière, l'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 thèse. 
4 Un cofacteur est une molécule organique ou inor-
ganique, non protéique, qui favorise l’activité d’une 
enzyme du métabolisme, sans être pour autant obli-
gatoirement indispensable à son fonctionnement. 
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tion du phytoplancton par cet élément (De 
Baar et al., 1990; Martin et al., 1991; Price 
et al., 1994; Behrenfeld et al., 1996). Les 
macro-nutriments, quant à 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 l’hydrogène, de l’oxygène, 
de l’azote, du phosphore et du soufre. Cette 
thèse s’étant attachée à l’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, dès lors qu’aucune ambiguïté 
ne sera possible. 

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

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 l'eau de 
mer, initiées dans les années 1930 par 

l'océanographe américain Alfred Redfield5 
(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 l'azote et le phosphore au niveau 
de leurs sources atmosphériques. En effet, 
l'azote est un composant abondant de l'at-
mosphère, sous forme de diazote gazeux, 
N2. Or ce diazote atmosphérique peut être 
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, à l'échelle des temps 
géologiques, le phosphore semble être l'ul-
time macro-élément limitant pour la pro-
duction océanique (Redfield, 1958; Tyrrell, 
1999). De nombreux travaux ont d'ailleurs 
montré que le phosphore joue un rôle 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 
l'Atlantique (Cotner et al., 1997). 

Les partisans de la limitation par l'azote 
sont quant à 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 
l'importance de la fixation d'azote atmos-
phérique à l'échelle planétaire, à l'échelle 
des écosystèmes, et à l'échelle des temps 

                                                           
5 Redfield a montré que le plancton marin possède 
un rapport atomique C:N:P voisin de 106:16:1 
(nommé rapport de Redfield), et que le rapport 
entre l'azote et le phosphore dissous dans l'eau est 
également proche de 16. Ce rapport donne la stœ-
chiométrie du plancton et de l'eau de mer, c'est à 
dire les proportions quantitatives dans lesquels on y 
retrouve certains éléments chimiques. 
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géologiques. Par contre, à l'échelle locale 
et à court terme, ces travaux concluent que 
la fixation d'azote n'est pas assez efficace 
pour garantir la croissance optimale du 
phytoplancton en zone côtière. Cela est 
notamment du à de fortes pertes de l'azote 
fixé 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 
l'azote se basent également 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 l'azote qui est 
limitant (Thomas, 1970a, b; Goldman et 
al., 1979). 

Les articles de synthèse sur la limitation 
par les deux nutriments concluent qu'il ne 
semble pas exister de réponse générale à la 
question de la limitation des organismes ou 
des écosystèmes en milieu côtier (Smith, 
1984; Beardall et al., 2001). À l'échelle 
d'un environnement donné, la réponse dé-
pend de l'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. À l'échelle d'un organisme donné, la 
réponse dépend de son métabolisme6, de 
ses besoins respectifs en phosphore et en 
azote, et des sources de nutriments qu'il est 
capable d'utiliser dans son environnement. 

                                                           
6  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 
synthèse organique (anabolisme) et de dégradation 
(catabolisme). 

C'est à cette échelle des organismes que 
cette thèse a eu pour but d'étudier la limita-
tion par les nutriments, en choisissant les 
coraux tropicaux comme modèles biolo-
giques. Seuls les processus en lien avec le 
phosphore ont été étudiés directement. 
Néanmoins, comme nous le verrons au fur 
et à 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 11ème  élément le plus abondant de la 
croûte terrestre, le 13ème élément décou-
vert, et le 15ème élément 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). À l'état pur, ou élémentaire, il 
se présente sous quatre formes cristallines 
de couleur blanche, rouge, noire ou vio-
lette. À l'état naturel, il se retrouve lié à 
d'autres éléments chimiques au sein de très 
nombreuses molécules. C'est un élément 
qui se lie difficilement au carbone et à plu-
tôt tendance à établir des liaisons avec 
l'oxygène : le phosphore se trouve ainsi 
sous forme oxydée à l'état naturel.  

La découverte de cet élément est attribuée 
à Hennig Brandt, un alchimiste allemand 
qui, à la recherche de la pierre philoso-
phale7, calcina en 1669 des sels issus de 
l'évaporation d'urine en présence de char-
bon.  Il obtint un matériau blanc qui  luisait 

                                                           
7  La pierre philosophale est une hypothétique 
substance à 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 élémentaire | 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 
sûr partie (D'après Williams et Fraùsto da Silva, 1996). Photographies : C. F. Starmer et 
http://en.wikipedia.org/wiki/File:PhosphComby.jpg. 
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dans l'obscurité et s’enflammait spontané-
ment dans l’air, en produisant une lumière 
éclatante : le phosphore élémentaire 
(figure 3). Ce phénomène a d'ailleurs valu 
son nom au phosphore, qui provient du 
grec phosphoros et signifie "porteur de 
lumière". Depuis sa découverte jusqu'à nos 
jours, le phosphore élémentaire connut 
alors une histoire trouble. Il fut activement 
recherché par les chimistes et alchimistes 
de la fin du 17ème siècle. Au  18ème siècle, il 
était prescrit par les apothicaires sous 
forme de "pilules lumineuses" réputées 
lutter contre la fièvre, la goutte et les rhu-
matismes, et censées remédier à l'impuis-
sance. Au 19ème siècle, la toxicité des pré-
tendus remèdes à base de phosphore élé-
mentaire blanc fut prouvée et reconnue. Le 
phosphore élémentaire rouge, moins ins-
table que le blanc, fut découvert et exploi-
té, plutôt à des fins industrielles, notam-
ment pour la fabrication d'allumettes, d'al-
liages métalliques et de dispositifs pyro-
techniques. Durant les 20ème et 21ème 
siècles, de la première guerre mondiale aux 
combats de la bande de Gaza, le phosphore 
élémentaire blanc fut largement utilisé 
pour la production de munitions incen-
diaires. À la fin du 20ème siècle, une famille 
de composés, contenant du phosphore lié à 
un atome de carbone, fut découverte. Ces 
composés furent synthétisés pour la fabri-
cation d'agents neurotoxiques comme le 
gaz sarin, et pour la synthèse de divers 
pesticides tels que le malathion et le gly-
phosate. Avec une production annuelle de 
900 000 8 , 9  tonnes actuellement, le phos-

                                                           
8  À titre de comparaison, le phosphore naturel 
extrait des roches phosphatées est utilisé à raison de 
150 000 000 de tonnes par an. 
9  La production du phosphore élémentaire par 
l'homme implique de chauffer des composés phos-

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

Si l'histoire du phosphore élémentaire est 
associée à des nombreux homicides, em-
poisonnements et autres applications plus 
ou moins toxiques ou meurtrières, les 
formes de phosphore qui font l'objet de 
cette thèse sont en fait beaucoup moins 
pernicieuses. En effet, le phosphore élé-
mentaire, ou pur, dont il était question dans 
l'historique qui précède, n'existe pas à l'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 surcroît d'un élément 
vital pour tous les organismes. Il est pré-
sent au sein de très nombreuses molécules, 
dont la nomenclature est complexe et prête 
malheureusement souvent à 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 thèse. 

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 même 
sens. Ainsi, selon le contexte, le terme 
"phosphore" peut s'appliquer au phosphore 
élémentaire, à un atome de phosphore au 
sein d'une molécule, ou à une molécule 
phosphorée en général. Quant au "phos-
phate",  son  cas  est encore plus complexe, 

                                                                                    
phorés, à l'époque de l'urine ou des os d'animaux, 
aujourd'hui du minerai de phosphate, dans des con-
ditions bien particulières et à 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, à la 
recherche de la pierre philosophale, découvre le phosphore, et prie pour le succès de son 
expérience, ainsi que le faisaient les anciens astrologues chimistes". Cette toile figure une 
allégorie de la découverte du phosphore élémentaire, un siècle auparavant, par l'alchi-
miste allemand Hennig Brandt. 
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car il désigne aussi bien des ions que des 
molécules phosphorées ou même des 
roches. Chimiquement parlant, les atomes 
de phosphore se trouvent dans les molé-
cules naturelles au sein de groupements 
"phosphate"10. 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 plutôt employé 
selon son sens en chimie inorganique, où il 
désigne les ions orthophosphate (de for-
mule H3-nPO4

n-). En géologie, il peut éga-
lement servir à 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 biogènes, telles que le guano 
ou les os des Vertébrés. Les roches phos-
phatées n'ayant pas été étudiées durant 
cette thèse, le terme de "phosphate" ne sera 
pas employé dans ce sens dans le reste du 
manuscrit. 

Afin de parler du phosphore de manière 
simple dans cette thèse, il a ainsi fallu faire 
des choix de nomenclature. Dans le reste 
du manuscrit, le terme "phosphore" sera 
utilisé dans le sens général pour désigner 
l'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 à 
lui réservé aux ions orthophosphate 11 . 
                                                           
10 Un groupement phosphate est formé d'un atome 
de phosphore lié à quatre atomes d'oxygène, eux 
même liés à des atomes d'hydrogène, 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". 
11 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 particulière, cela sera 
spécifié de manière 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 à nouveau sur 
ces questions de nomenclature. 

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

Autre convention choisie pour cette thèse, 
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 à 
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 à l'évaluation des ap-
ports scientifiques de cette thèse. 

Cela étant dit, la notion de limitation ayant 
été ébauchée, et le portrait du phosphore 
brossé, il est maintenant temps de mettre 
en lumière le cœur du sujet de cette thèse, 
les coraux, et leur relation au phosphore. 
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Chapter 1 
 

 
The issue of phosphorus 

within the coral         
symbiosis 

 
  
Abstract 

 
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 µmol L-1). Owing to the presence of photosynthetic 
Dinoflagellates living in symbiosis within their tissues, corals are also able to use 
phosphorus dissolved in seawater (0.1 to 1.0 µmol L-1). 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 zooxanthellae, and 3) to determine the physio-
logical parameters which take part in the fate of phosphorus within the symbiosis. 
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Chapitre 1 
 

 
La problématique du 

phosphore au sein de la 
symbiose corallienne 

 
Résumé 

 
Les récifs coralliens sont des structures sous-marines bâties principalement par les 
coraux, qui sécrètent un squelette calcaire. Véritables oasis de vie dans l'océan, ces 
écosystèmes, très sensibles aux perturbations environnementales, sont à l'heure ac-
tuelle fortement menacés par les activités humaines. Les coraux sont des animaux 
coloniaux qui appartiennent à l'embranchement des Cnidaires. Comme tous les or-
ganismes vivants, ils sont incapables de synthétiser les éléments chimiques indis-
pensables à leur métabolisme, et doivent les trouver dans leur environnement. Le 
phosphore fait partie de ces éléments vitaux que les coraux doivent puiser dans 
l'eau. Il rentre en effet dans la composition de nombreuses biomolécules telles que 
l'ADN et les phospholipides, et a un rôle énergétique crucial au sein de la molécule 
d'ATP. Les coraux trouvent ce phosphore en partie dans les proies planctoniques 
qu'ils capturent grâce à leurs tentacules urticants. Mais ces proies représentent une 
concentration de phosphore relativement faible en milieu récifal (0,1 µmol L-1). 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 à 
1,0 µmol L-1). Ces microalgues, nommées zooxanthelles, absorbent le phosphore 
dissous ainsi que le phosphore provenant des déchets du métabolisme de l'hôte co-
rallien, et les recyclent en molécules organiques. Les zooxanthelles fournissent 
d'autre part des molécules carbonées et azotées à l'hôte, en lui transférant la ma-
jeure partie des produits de leur photosynthèse. C'est grâce à cette optimisation de 
l'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 photosynthèse et la calcification des coraux. L'enjeu majeur 
de cette thèse a été d'évaluer les besoins en phosphore des coraux et l'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 l'hôte et des zooxanthelles, et 3) de déter-
miner les paramètres physiologiques intervenant dans le devenir du phosphore ab-
sorbé. 
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Figure 4 | La Grand Barrière de corail, Australie 
 

Photographie : B. Charlton. 
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1 
Les récifs coralliens, un  
écosystème basé sur la   

symbiose corallienne 

Les récifs coralliens 
Les récifs coralliens sont des structures 
sous-marines bioconstruites, dont les bâtis-
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 à l’intérieur des polypes. 
Les polypes des coraux précipitent les ions 
calcium (Ca2+) et bicarbonate (HCO3

-) de 
l’eau de mer en carbonate de calcium (Ca-
CO3) pour fabriquer leur squelette calcaire, 
avec une production annuelle moyenne de 
2 à 6 kg de CaCO3 par m2 de récif (Barnes 
et Devereux, 1984). 

Morphologie 
Selon leur forme et leur expansion, qui 
sont influencées par l’hydrodynamisme et 
l’éloignement de la terre ferme, on dis-

tingue trois grands types de récifs : 

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

- les récifs barrières, larges bandes paral-
lèles à la côte 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'île 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 l’hydro-
dynamisme : les lagons abrités voient plu-
tôt des colonies finement branchues ou 
feuillues se développer, tandis que les 
eaux agitées du bord externe des récifs 
barrières et des atolls abritent plutôt des 
colonies à ramifications courtes et solides. 

Distribution 
Quelle que soit leur morphologie, les récifs 
coralliens s’épanouissent principalement 
dans les zones côtières des mers tropicales 
et subtropicales, à des latitudes de 30°N à 
30°S (figure 5). Ils se développent princi-

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. 
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palement entre la surface et une trentaine 
de mètres 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 côtiers (près de 
284 800 km², soit une superficie proche de 
celle de la Nouvelle-Zélande). Ils abritent 
pourtant environ 30% des espèces marines 
connues à ce jour, dont près de  4 000 es-
pèces de poissons par exemple (Spalding et 
al., 2001). La plus imposante de ces forma-
tions, la Grande Barrière de corail 
(figure 4), s’étend sur près de 2 600 km de 
longueur au large de l’Australie. 

Importance pour l’Homme 
Les récifs coralliens présentent une impor-
tance sociale et économique majeure pour 
les plus de 100 pays dont ils bordent les 
côtes. Ils constituent notamment des  zones 
de pêche 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). 

Mais ce chiffre passe à près de 
500 millions de personnes  si l’on inclut 
leur rôle dans la protection des côtes contre 
l'érosion des vagues et contre l’impact des 
tempêtes et tsunamis, les nombreux em-
plois liés au tourisme qu’ils procurent, ain-
si que la source de biomolécules destinées 
à l’industrie pharmaceutique qu’ils repré-
sentent (Wilkinson, 2008). 

Un écosystème en péril 
En dépit des services rendus à l’Homme, 
l’écosystème corallien reste l’un des plus 
menacés de la planète à l’heure actuelle, 
car il est particulièrement dépendant de la 

qualité de son environnement : éclaire-
ment, turbidité, salinité, concentration en  
éléments nutritifs, chimie de l’eau, tempé-
rature…, sont autant d’éléments auxquels 
les coraux sont sensibles. Cela les rend 
particulièrement 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 l’eau, la surpêche, la pêche 
non sélective et destructrice, l’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 dernières décennies, 
et on estime que 35% des récifs sont ac-
tuellement menacés par les activités an-
thropiques, notamment dans les Caraïbes 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 
l’atmosphère de gaz à effet de serre tel que 
le dioxyde de carbone (CO2). 
L’augmentation de la concentration en CO2 
dans l’atmosphère entraîne à la fois une 
acidification des océans et une élévation de 
leur température en surface. Au cours du 
20ème siècle, le pH des océans a ainsi dimi-
nué de 0,1 unité (de 8,2 à 8,1), et devrait 
encore diminuer de 0,3 à 0,5 unités d’ici la 
fin du siècle (Orr et al., 2005; Raven et al., 
2005; Solomon et al., 2007). Durant les 40 
dernières années, la température des eaux 
de surface s’est quant à elle élevée de 0,4 à 
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 l’acidification menace directement la 
structure même 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 particuliè-
rement menacés par l’acidification des 
océans (Kleypas et al., 1999; Marubini et 
Atkinson, 1999; Hoegh-Guldberg et al., 
2007; Guinotte et Fabry, 2008). 

Quant à l’augmentation de la température 
des eaux de surface, elle représente 
également une menace pour les coraux, car 
ils s’épanouissent généralement dans des 
eaux dont la température est déjà proche de 
leur limite thermique maximale. Cela les 
rend très 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-
mètres clés pour l’écosystème corallien, 
comme le niveau marin, la circulation 
océanique globale, la fréquence des tsuna-
mis, ouragans et cyclones, la salinité de 
l’eau, les niveaux de rayonnements ultra-
violets, etc. 

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

Les polypes coralliens 

Taxonomie 
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 à l'embranchement des 
Cnidaires, mais à des clades12 très diffé-
rents. La figure 6 présente une phylogénie 
simplifiée de cet embranchement, apparu 
très tôt à l'échelle géologique (des fossiles 
ont été datés de l'ère Précambrienne, -700 
millions d'années) et qui comporte à 
l’heure actuelle près de 11 000 espèces. 
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 thèse, le mot "corail" sera 
utilisé, sauf mention contraire, dans le sens 
restrictif de corail Scléractiniaire (qui sé-
crète un squelette calcaire).  

Quelques caractéristiques de chaque ni-
veau taxonomique de l’embranchement des 
Cnidaires sont exposées dans le tableau 1, 
en ne retenant dès à présent que les clades 
permettant d’aboutir au corail Stylophora 
pistillata (Esper, 1797), le modèle d’étude 
principalement utilisé pour cette thèse. Les 
particularités de cette espèce, ainsi que des 
autres espèces utilisées, seront détaillées 
par la suite (page 46). 
 

                                                           
12 Un clade est un groupe monophylétique d'orga-
nismes comprenant un organisme ancêtre et 
l’ensemble de ses descendants. C’est l’unité de base 
de la classification phylogénétique. 
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Figure 6 | Phylogénie simplifiée des Cnidaires 
La position taxonomique de l’espèce étudiée, Stylophora pistillata, est précisée en bleu sur l’arbre. Les 
6 espèces indiquées en gris ont également été étudiées durant cette thèse. Les classes, sous-classes et 
ordres notés d'une étoile * contiennent des coraux (au sens large). D’après Veron et Stafford-Smith 
(2000), Daly et al. (2007), et http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy. 
 

Figure 7 | Polype de Stylophora pistillata 
Photographie et représentation schématique en coupe d’un polype de Stylophora pistillata. Photogra-
phie : É. Tambutté. 
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Tableau 1 | Détails sur la position taxonomique de Stylophora pistillata 
Les caractéristiques majeures de la classification de l’espèce modèle Stylophora pistillata sont préci-
sées dans ce tableau. Les cartes de répartition géographiques sont tirées de Veron et Stafford-Smith 
(2000). 
 

  

 

Anatomie et histologie 
Les coraux sont des organismes majoritai-
rement coloniaux. Chaque colonie est for-
mée d’une multitude de polypes (figure 7).  

 

 

Chaque polype présente un seul orifice, la 
bouche, qui assure les fonctions de nutri-
tion et d’excrétion. Cette bouche est entou- 

Position taxonomique 
 

Caractéristiques générales des principaux 
niveaux taxonomiques 

Embranchement 
Cnidaria 

Métazoaires diploblastiques à 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 
Anthozoa 

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

Sous-classe 
Hexacorallia 

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 
(cœlentéron) 

Ordre 
Scleractinia 

Sécrétion d'un squelette calcaire à base d’aragonite (sklêros = 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 
Pocilloporidae 

Organismes coloniaux, dont les polypes sont reliés entre eux par un tissu : le 
cœnosarque 
Organismes pour la plupart zooxanthellés 
Colonies submassives ou branchues 
Répartition géographique de la famille : 

 
Genre 

Stylophora 
Existence de 7 espèces de Stylophora, dont  S. pistillata 
Branches courtes et rarement fusionnées 
Répartition géographique du genre : 
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rée d'une ou plusieurs couronnes de n x 6 
tentacules tactiles, extensibles et préhen-
siles, qui permettent à l’animal d’attraper 
ses proies et ont également un rôle défen-
sif. À l’intérieur du polype, la bouche se 
prolonge par un court canal œsophagien, le 
stomodeum, qui s’ouvre sur la cavité gas-
trovasculaire, ou cœlentéron. Le cœlenté-
ron présente des replis nommés mésentères 
et se prolonge jusque dans les tentacules.  

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

Figure 8 | Représentation schématique en coupe transversale de tissus coralliens 
La coupe représente la zone du cœnosarque. Les principales caractéristiques de chaque couche cellu-
laire, de la cavité cœlentérique et du squelette sont détaillées sur la droite du schéma. Modifié d’après 
É. Tambutté.  
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couches cellulaires distinctes, dont la dis-
position et les caractéristiques majeures 
sont présentées sur la figure 8. 

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

Les zooxanthelles, symbiotes coral-
liens 

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

Définition de la symbiose 
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-
mière reconnaissance de l’existence 
d’associations symbiotiques entre espèces 
différentes, de très nombreuses études ont 
démontré que la symbiose est un phéno-
mène universellement répandu au travers 
des règnes biologiques. Les deux parte-
naires de la symbiose sont appelés l’hôte 
(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 à l’hôte et selon la 
nature des interactions existant entre eux, 
comme le présente le tableau 2.  

 
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 l’association, ou 
selon le caractère obligatoire ou facultatif de 
l’association. Dans le cas des zooxanthelles et 
des coraux, il s’agit d’une endosymbiose intra-
cellulaire mutualiste photosynthétique, obliga-
toire pour l’hôte et facultative pour les sym-
biotes. 

L’association symbiotique entre les coraux 
(hôtes) et les zooxanthelles (symbiotes, ou 
zooxanthelles in vivo) est décrite comme 
une endosymbiose intracellulaire, car les 
zooxanthelles sont localisées à l’intérieur 
des cellules de l’endoderme corallien 
(Muscatine et Porter, 1977). De plus, cette 

Type Définition 
Distinction selon la localisation 

Ectosymbiose  Symbiote localisé hors des tis-
sus de l’hôte 
Ex. : anémones poussant sur le dos 
de certains crabes 

Endosymbiose 
extracellulaire 

Symbiote localisé dans les tissus 
de l’hôte, entre les cellules 
Ex. : zooxanthelles des bénitiers 

Endosymbiose 
intracellulaire 

Symbiote localisé dans les cel-
lules de l’hôte 
Ex. : zooxanthelles des coraux 

Distinction selon la nature des interactions 

Parasitisme Association qui ne bénéficie qu'à 
une seule des deux espèces, 
l’autre étant lésée 
Ex. : vers parasites du système 
digestif comme le ténia 

Commensa-
lisme 

Association qui ne bénéficie qu'à 
une seule des deux espèces, 
sans que l'autre ne soit lésée 
Ex. : poisson-pilote des requins 

Mutualisme Association profitant aux deux 
partenaires 
Ex. : zooxanthelles des coraux, 
poisson-clown et anémone de mer 
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symbiose est décrite comme mutualiste, 
car les deux partenaires tirent des bénéfices 
de l’association (développés en page 44). 
Cette symbiose est considérée comme 
obligatoire à la survie du partenaire animal, 
qui périt généralement suite à 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 à l’état libre comme 
composants du phytoplancton dans les 
océans. 

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

Taxonomie 
Tout comme le terme de "corail", le terme 
"zooxanthelle" pose également problème. 
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 règne des Alvéolés (dont une phy-
logénie simplifiée est présentée sur la fi-
gure 9). Les caractéristiques des principaux 
niveaux taxonomiques de ce règne sont 
exposées très 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 thèse pour plus de simplicité, 

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

Les différents clades 
Jusque dans les années 1980, toutes les 
zooxanthelles du genre Symbiodinium 
étaient assimilées à une seule et même es-
pèce, 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-
pèce 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-mêmes été 
subdivisés en sous-clades (D1, D2 par ex.). 

Les clades majoritairement associés aux 
Cnidaires sont les clades A, C et D 
(Coffroth et Santos, 2005), les autres 
clades s’associant avec des Foraminifères 
et d’autres Cnidaires. Chez les coraux, une 
même espèce peut s’associer à des clades 
différents selon les conditions environne-
mentales, voire abriter plusieurs sous-
clades en même temps. Bien qu’une grande 
spécificité semble généralement exister 
entre hôte et clade majoritairement héber-
gé, les mécanismes impliqués dans cette 
fidélité 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 thèse a visé 
à déterminer si le clade des zooxanthelles 
hébergé avait une influence sur l’une des 
voies d’absorption du phosphore (cha-
pitre 3). 

Caractéristiques des zooxanthelles 
Les zooxanthelles en symbiose sont des 
cellules de forme  sphérique d’environ  8  à 
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Figure 9 | Phylogénie simplifiée des Alvéolés 
La position taxonomique des Dinoflagellés du genre Symbiodinium est précisée en bleu sur l’arbre. 
D’après Lecointre et Le Guyader (2001), et http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy. 
 

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 µm de diamètre (figure 10). Elles sont 
localisées dans le cytoplasme des cellules 
de l’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’à six zooxan-
thelles par cellule endodermale chez 

Position taxonomique Caractéristiques générales des principaux 
niveaux taxonomiques 

Règne 
Alveolata 

Organismes unicellulaires 
Présence de vésicules sous-membranaires : les alvéoles 

Embranchement 
Dinophyceae 

Micro-organismes aquatiques, libres ou symbiotiques de nombreux invertébrés 
La moitié est photosynthétique, l’autre moitié est hétérotrophe ou mixotrophe 
Mobiles à l’état libre grâce à la présence de deux flagelles, absence de flagelles 
en symbiose 
Présence de cellulose dans les alvéoles, qui forment une enveloppe externe : la 
thèque 

Ordre 
Suessiales  
Famille 
Symbiodiniaceae 
 Genre 

Symbiodinium 

Existence d’au moins 8 clades au sein du genre Symbiodinium 
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S. pistillata, avec une densité moyenne de 
1 à 10 millions de symbiotes par cm² 
(Muscatine et al., 1998). Les symbiotes 
peuvent être acquis par l’hôte par transmis-
sion directe du parent vers l’embryon (on 
parle de transmission verticale), ainsi que 
par endocytose de symbiotes libres dans 
l’eau de mer (on parle de transmission ho-
rizontale) (Trench, 1987). La densité des 
zooxanthelles et leur répartition dans les 
tissus à l’échelle de la colonie dépendent 
de la physiologie du corail et des condi-
tions environnementales. 

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 photosynthèse des symbiotes et la diver-
sité des sources nutritives qu’utilisent les 
coraux. Ces caractéristiques sont briève-
ment présentées dans les paragraphes qui 
suivent. 

La sécrétion d’un squelette calcaire 
Comme évoqué au début de ce chapitre, les 
polypes des coraux Scléractiniaires réali-
sent la calcification. On parle également de 
minéralisation biologiquement contrôlée, 
car il s’agit en fait d’un processus biolo-
gique, par lequel les coraux transforment 
les ions Ca2+ et HCO3

- de l’eau de mer en 
un squelette extracellulaire hautement or-
ganisé à 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 être 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 à 
l’heure actuelle sur cette fraction organique 
difficile à étudier. 

La photosynthèse 
Les zooxanthelles contiennent des pig-
ments comme les chlorophylles a et c2 et 
les caroténoïdes qui sont responsables de 
leur couleur brune, et grâce auxquels elles 
réalisent la photosynthèse. Comme tous les 
organismes autotrophes photosynthétiques, 
elles fabriquent ainsi des composés carbo-
nés complexes (nommés photosynthétats) à 
partir d’eau et de CO2, sous l’action éner-
gétique de la lumière. 

Des modes de nutrition variés 
Les coraux sont considérés comme des 
organismes mixotrophes (Houlbrèque et 
Ferrier-Pagès, 2009), car ils peuvent utili-
ser des sources de carbone et de nutriments 
aussi bien organiques (hétérotrophie de 

Figure 10 | Photographie de zooxanthelles 
Zooxanthelles (en brun) isolées de l’hôte 
S. pistillata, observées au microscope optique. 
Barre d’échelle : 10 µm. Flèche : symbiosome 
contenant trois zooxanthelles au sein d’une 
même cellule animale.   
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l’hôte) 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 l’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 l’ectoderme oral et par la 
présence de nombreux cils sur les parois 
des polypes. Les proies ingérées sont digé-
rées dans le cœlentéron, de même 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 mésentère, 
nommés filaments mésentériques, peuvent 
être éjectés 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 matière 
organique dissoute (Grover et al., 2008), 
ainsi que la matière organique particulaire 
détritique en suspension (Anthony, 1999).  

Pour leur nutrition autotrophe, outre le 
CO2, les zooxanthelles absorbent égale-
ment activement les nutriments dissous 
dans l’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 
l'eau de mer, mais via les tissus de l'hôte au 

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

Une grande partie des photosynthétats pro-
duits par les symbiotes est transférée à 
l’hôte, qui l’utilise pour ses propres be-
soins métaboliques (Muscatine et Porter, 
1977). Les symbiotes peuvent par exemple 
couvrir jusqu’à près de la totalité des be-
soins énergétiques de l’hôte chez S. pistil-
lata (Muscatine et al., 1984). Néanmoins, 
les photosynthétats transférés sont relati-
vement pauvres en éléments essentiels 
(Muscatine, 1967; Battey et Patton, 1987), 
et notamment en phosphore, que les 
zooxanthelles ont plutôt tendance à con-
server. Les photosynthétats contiennent en 
fait surtout du carbone, comme dans le 
glycérol, une molécule qui représente jus-
qu'à 40% des molécules transférées 
(Muscatine, 1967). Il sert majoritairement 
à la respiration de l'hôte 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 à la sécrétion du mu-
cus, d’acides aminés essentiels pour l’hôte 
(qui ont la particularité de contenir de 
l'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; 
Cuif et al., 1999). 

C’est grâce à cette capacité à utiliser des 
sources nutritives très diversifiées, aussi 
bien particulaires que dissoutes, organiques 
qu’inorganiques, que les coraux sont ca-
pables de vivre dans des eaux relativement 
pauvres en éléments 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 éléments nutritifs 
obtenus par ces deux voies (Anthony et 
Fabricius, 2000). Certaines expériences de 
cette thèse se sont attachées à l'étude du 
rôle régulateur de l'hétérotrophie de l'hôte 
sur l'absorption autotrophe de phosphore 
dissous (chapitres 2 et 3). 

Bénéfices, coûts et rupture de la sym-
biose 

Bénéfices mutuels de la symbiose 
Comme évoqué précédemment, l’hôte et 
les zooxanthelles tirent tous deux parti de 
leur association mutualiste. Pour l’hôte, la 
présence de symbiotes réalisant la photo-
synthèse au sein de ses tissus lui confère 
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 à des Dinoflagellés libres, les 
symbiotes, quant à eux, se trouvent relati-
vement à l’abri du broutage au sein de 
l’hôte, et bénéficient d’un environnement à 
la composition stable, le cytoplasme ani-
mal. Ils profitent également du CO2 issu de 
la respiration cellulaire de l'hôte, ainsi que 
de ses déchets métaboliques, qui contien-
nent de l’azote et du phosphore, qu’ils re-
cyclent via leur photosynthèse (Cook, 
1983; Smith et Douglas, 1987). 

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

l’acquisition de nouvelles capacités méta-
boliques par l’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'oxygène, ainsi que d'une station d'épura-
tion de ses déchets métaboliques. 

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

Les zooxanthelles in vivo doivent quant à 
elles céder la majeure partie de leurs pho-
tosynthétats à leur hôte. 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 système immunitaire inné de 
l’hôte (Baghdasarian et Muscatine, 2000). 
En outre, elles encourent le risque de se 
retrouver limitées dans leurs apports en 
CO2 et en nutriments, car ces flux sont 
largement contrôlés par l’hôte (Rees, 1991; 
Muller-Parker et D'Elia, 1997). 

La rupture de la symbiose 
Les conditions environnementales sont 
primordiales pour déterminer le ratio entre 
les bénéfices et les coûts de l’association 
symbiotique. Lorsque la température, la 
quantité et la qualité de la lumière, ou la 
qualité de l’eau changent, la symbiose peut 
être rompue (Brown et al., 1994; Shick et 
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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 à un phénomène de 
blanchissement des coraux, qui peut à 
terme mettre en péril la survie des colonies 
coralliennes blanchies (Kinzie et al., 1984; 
Glynn, 1993). Deux expériences de cette 
thèse ont visé à étudier l'influence de la 
présence ou de l'absence des symbiotes sur 
l'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" à des 
coraux blanchis. 

À l’échelle planétaire, les menaces envi-
ronnementales liées aux perturbations an-
thropiques évoquées en page 34 tendent à 
exposer les coraux à des épisodes de blan-
chissement dont l’intensité et l’extension 
géographique sont de plus en plus élevées 
(Donner et Potere, 2007; Hoegh-Guldberg 
et al., 2007). Certains modèles prédisent 
même un arrêt de la calcification des co-
raux d’ici à 2070 si les températures de 
surface en zones récifales continuent à 
croître au même rythme (Cantin et al., 
2010). 

Modèles biologiques 

Les coraux durs comme modèles 
d’étude 
Ces menaces ont changé l’optique de nom-
breux programmes de recherche sur les 
récifs coralliens, dont la composante appli-
quée à leur préservation s’est trouvée ren-
forcée au cours des dernières années 
(Richmond et Wolanski, 2011). L’étude du 
maintien des populations de coraux Sclé-
ractiniaires est particulièrement importante 

car, comme évoqué au début de ce cha-
pitre, ils forment la structure physique de 
l’écosystème récifal, et bâtissent ainsi 
l’habitat de nombreuses espèces (Connell, 
1978). Ils constituent donc un modèle 
d’étude privilégié pour la survie de 
l’écosystème corallien. De plus, leur crois-
sance lente implique que la période durant 
laquelle ils sont sensibles aux variations 
environnementales est particulièrement 
longue (van Moorsel, 1988). Les coraux 
durs sont à ce titre utilisés par les paléo-
climatologues en tant qu’archives environ-
nementales, car ils intègrent dans leur 
squelette des éléments présents dans l’eau 
au fur et à 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-
dèle d’étude comparatif intéressant pour la 
biominéralisation des os, et sont déjà utili-
sés en tant que bioimplants en chirurgie 
osseuse (Demers et al., 2002). 

Selon les études réalisées, différentes es-
pèces de coraux sont utilisées, et la notion 
d’"espèce modèle" dépend en fait surtout 
de l’usage qui en est fait. Le corail tropical 
S. pistillata a ainsi été utilisé dans de nom-
breux domaines tels que la biologie, 
l’écologie, la physiologie et la biochimie, 
et fut par exemple présenté lors d’un con-
grès sur la biominéralisation comme un 
modèle de choix pour l’étude des trans-
ports de calcium (Tambutté et al., 1995). 
Dans le cadre du séquençage du génome 
corallien par contre, c’est le genre Acropo-
ra qui a été choisi comme modèle 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, l’Australie et les États-
Unis. Pour les géochimistes, le modèle de 
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choix est plutôt 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 espèces de coraux durs étudiées 
durant cette thèse, dont des photographies 
et cartes de répartition géographique sont 
présentées en figure 11. Leur position 
taxonomique est quant à elle indiquée sur 
la figure 6. 

Stylophora pistillata, un modèle de choix 
Pour cette thèse, c’est le corail S. pistillata 
qui a été retenu comme modèle d’étude. 
De nombreuses données sont disponibles 
dans la littérature sur cette espèce, autant 
concernant sa morphologie que sa physio-
logie ou sa génétique (voir pour synthèse 
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 modèle 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’Aqaba, Jordanie), où elles ont été 
récoltées il y a une vingtaine d’années. 

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

Stafford-Smith, 2000). La morphologie et 
la couleur des colonies de cette espèce dé-
pendent de l’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 l’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. 

Les autres coraux tropicaux symbio-
tiques utilisés 
Une partie du travail de cette thèse a éga-
lement été réalisée avec d’autres espèces 
de coraux tropicaux symbiotiques, qui ont 
été comparés à S. pistillata. 

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

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

Figure 11 | Modèles utilisés durant cette thèse (figure en page suivante) 
De gauche à droite : Carte de répartition géographique | Photographie d’une colonie vivante | Photo-
graphie d’un squelette nu. Symboles :  espèce tropicale symbiotique,  espèce tempérée symbio-
tique,  espèce 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, É. 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 | Modèles utilisés durant cette thèse (légende en page précédente) 
 



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

 

48 

 

Galaxea fascicularis (Linnaeus, 1767) ap-
partient au sous-ordre des Faviina, et à la 
famille des Oculinidae. Cette espèce pré-
sente de larges polypes faiblement connec-
tés entre eux et des colonies en forme de 
dôme dont la taille excède fréquemment 
5 mètres. Elle se développe sur des récifs à 
hydrodynamisme faible. 

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

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

Oculina patagonica de Angelis, 1908 13 
appartient au même sous-ordre que G. fas-
cicularis, celui des Faviina. C’est une es-
pèce immigrante originaire du sud de 
l’Atlantique. Elle recouvre les rochers à 

                                                           
13  En taxonomie, l'autorité taxonomique ayant 
décrit une espèce est notée entre parenthèses si le 
nom de genre a été modifié depuis la première 
description (ex. cas de S. pistillata), et sans paren-
thèses 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. 

Le corail asymbiotique tropical étudié 
Parmi les coraux Scléractiniaires, tous ne 
sont pas symbiotiques. C’est le cas du 
genre Tubastraea Lesson, 1829, qui appar-
tient à 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 à faible taux de croissance. Les 
différentes espèces de Tubastraea se déve-
loppent fréquemment dans des zones réci-
fales à fort hydrodynamisme. L’intérêt de 
cette espèce pour cette thèse réside dans 
son absence naturelle de zooxanthelles, ce 
qui permet des comparaisons intéressantes 
avec les autres espèces tropicales utilisées. 

Un mode de culture adapté au travail en 
laboratoire 
Ces sept espèces de coraux sont cultivées 
avec succès 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 à po-
lypes isolés (Tubastraea spp., G. fascicula-
ris, C. caespitosa), et par fragmentation de 
la colonie mère en colonies de petite taille 
pour les autres espèces (P. cactus et 
O. patagonica). Les boutures obtenues 
mesurent de 1 à 5 cm de long en moyenne, 
et leur taille peut être 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 être cultivées 
posées sur le fond des aquariums, colées 
sur un support plastique ou sur des lames 
de verre, ou bien encore suspendues à un 
fil de nylon, en fonction de l’usage prévu. 

 

2 Importance du phosphore 
pour les coraux 

 

Comme tous les organismes vivants, les 
coraux sont incapables de synthétiser les 
éléments 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 
étonnante capacité à se développer dans 
des eaux pourtant relativement pauvres en 
éléments nutritifs, et notamment en phos-
phore. Comme évoqué précédemment, la 
raison de ce succès en apparence paradoxal 
tient à la présence des zooxanthelles dans 
les tissus des coraux, qui optimisent l'utili-
sation des éléments nutritifs au sein de la 
symbiose.  

Après la présentation historique de l'élé-
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 
l'importance toute particulière que revêt cet 
élément pour la biologie de la symbiose. 
Rappelons juste que le phosphore ne se 
trouve à l'état naturel que sous forme oxy-
dée, et que, pour plus de simplicité, ce sont 
les sens courants en français 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 thèse, sauf mention spécifique du 
contraire. 

Cycle du phosphore en milieu récifal 

Les différentes formes de phosphore 
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 
Björkman, 2002). La signification de tous 
ces termes est donnée dans le tableau 4. 
L’une des expériences de cette thèse a été 
consacrée à 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 particulaire14. La phase dissoute 
correspond à toutes les petites molécules 
solubles dans l'eau de mer. La phase parti-
culaire consiste quant à elle en des compo-
sés phosphorés associés à 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 

                                                           
14 La distinction entre les phases particulaire et 
dissoute se fait de manière pratique selon la taille 
des molécules, la limite entre les deux étant fré-
quemment placée à 0,7 µm de diamètre (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 thèse. 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). 
Même 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, à l'exception du PIP) 
en tant que sources de phosphore pour leur 
métabolisme, mais avec des efficacités très 
variables, qui dépendent de la biodisponi-
bilité15 de ces différentes sources de phos-
phore. De manière schématique, la forme 
                                                           
15 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 à la fois la concentration 
de l'élément en question, la forme chimique sous 
laquelle il se trouve, ainsi que le coût des processus 
métaboliques associés à son absorption et à son 
assimilation par un organisme donné. Les phospho-
nates sont par exemple peu biodisponibles, car très 
coûteux à 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 (Björkman et Karl, 
1994). L'utilisation du POD et du POP est 
généralement plus coûteuse. Ceci est dû 
aux nombreuses étapes métaboliques né-
cessaires à leur assimilation. Les expé-
riences des chapitres 2 et 3 de cette thèse 
ont été consacrées à l'utilisation du PID et 
du POD par la symbiose. 

Concentrations en phosphore 
En milieu récifal, la biomasse et la produc-
tivité les plus importantes, et donc la quan-
tité de phosphore la plus importante, sont 
associées aux organismes benthiques et 
aux sédiments, contrairement à la majorité 
des autres écosystèmes marins où les 
formes planctoniques dominent (D'Elia et 
Wiebe, 1990). La concentration de ce 
phosphore benthique s'exprime par unité 
de surface (m² de récif par exemple), et est 
extrêmement variable d'un récif à l'autre 
selon les organismes qu'il abrite. Dans un 
récent article de synthèse sur les nutri-
ments en milieu récifal, Atkinson rapporte 
des concentrations de l'ordre de 
100 mmol m-2 pour le POP des organismes 
benthiques, et 2, 140, et 1 000 mmol m-2 
pour le PID + POD, le POP, et le PIP (res-
pectivement) des sédiments supérieurs 
(Atkinson, 2011). À 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 l'ordre 
de 0,16 à 0,90 mmol m-2 (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 
également la norme pour l'azote, autre 
élément  indispensable  aux  coraux, et font  
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des récifs coralliens des environnements 
dits oligotrophes (c.-à-d. pauvres en élé-
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 l'eau s'exprime plus 
généralement par unité de volume (litre ou 
m3 d'eau par exemple). Si la concentration 
des formes dissoutes  est  relativement bien 

Forme de phosphore Détails 
Phosphore inorganique 

Molécule phosphorée dépourvue de substituant carboné 
Orthophosphates 
(généralement simplement 
appelés ions phosphate, et 
phosphate dans cette thèse) 

Composés qui existent sous quatre formes selon le pH : 
PO43- (anion phosphate proprement dit, fortement basique, 
et dont la structure est présentée ci-contre ) 
HPO42- (hydrogénophosphate, faiblement basique) 
H2PO4- (dihydrogénophosphate, faiblement basique) 
H3PO4 (trihydrogénophosphate, ou acide phosphorique, fortement acide) 

Pyrophosphates 
(également appelés diphos-
phates) 

Composés formés de deux molécules de phosphates condensées 
De formule P2O74− 

Métaphosphates 
(également appelés cyclo-
phosphates) 

Composés formés de n molécules de phosphate condensées selon une struc-
ture cyclique 
De formule  PnO3nMn (avec M un atome d'hydrogène, H, ou un métal monova-
lent somme le sodium, Na, ou le potassium, K) 

Polyphosphates Composé formé de n molécules de phosphate condensées selon une struc-
ture linéaire non ramifiée 
De formule 
 PnO3n+1Mn+2   

 
 
 

Phosphore organique 
Molécule phosphorée qui comporte des substituants organiques 

Mono-, di-,  triesters de 
phosphates  
& Phosphates organiques 
condensés (également appe-
lés esters de polyphosphates) 

"Versions organiques" des molécules précédentes, formées 
par leur estérification avec des groupements organiques 
La structure ci-contre illustre un triester d'orthophosphate  
(avec R un groupement organique)  
L'ATP est un exemple de monoester de triphosphate 

Phosphonates Composés phosphorés qui présentent une liaison directe 
entre un atome de carbone et l'atome de phosphore  
Ces organophosphorés sont une exception à la règle selon 
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. 
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Figure 12 | Cycle simplifié du phosphore en milieu récifal  (légende en page suivante) 
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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  relève 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 pêche 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 chaîne trophique réci-
fale.  
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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 
l'ordre de 0,10 µmol L-1 (Furnas et al., 
1988; Charpy, 2001). Le PID présente des 
concentrations typiquement comprises 
entre 0,05 et 0,50 µmol L-1 (Kinsey et 
Davies, 1979; Atkinson, 1987b; Furnas, 
1991; Atkinson et al., 1995; Charpy, 
2001). Enfin, la concentration du POD est 
généralement au  moins du même ordre  de 
grandeur que celle du PID (Atkinson, 
1987a; Furnas et al., 1988), et est ordinai-
rement inférieure à 1 µmol L-1 (Crossland, 
1983; Crossland et Barnes, 1983). 

Un recyclage important 
Le cycle du phosphore est unique parmi les 
cycles biogéochimiques majeurs, car il ne 
possède quasiment pas de composante ga-
zeuse16, et n'affecte par conséquent prati-
quement pas l'atmosphère. 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 affecté à la 
fois par des processus purement chimiques 
(dits abiotiques) et par des processus bio-
logiques (dits biotiques). 

À l'échelle planétaire, c'est la composante 
abiotique du cycle qui domine : la plupart 
des atomes de phosphore qui intègrent le 
milieu marin proviennent des roches phos-
phatées et ne sont même pas utilisés par les 

                                                           
16 Le phosphore gazeux, ou phosphane, de formule 
chimique PH3, est un gaz toxique et inflammable 
qui ne se forme que dans des conditions très parti-
culières (volcans, sites d'émission de méthane, 
zones marécageuses, fumier, certaines zones de 
l'atmosphère) et a une incidence relativement faible 
sur le cycle du phosphore. 

organismes vivants avant d'être enfouis 
dans les sédiments et de reformer des 
roches phosphatées (Schlesinger, 1997; 
Bashkin et Howarth, 2003). Ce cycle se 
fait à des échelles de temps très longues, de 
l'ordre de 10 000 à 38 000 ans (Ruttenberg, 
1993; Colman et Holland, 2000; Baturin, 
2003). Mais en milieu récifal, et notam-
ment dans les premiers mètres éclairés du 
récif, où se déroule la photosynthèse (c.-à-
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 
quelques jours ou heures seulement 
(Sorokin, 1990). 

Bien peu d'études 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 
complète. 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 sûr pas le seul élément indis-
pensable à la vie (figure 2), le phosphore 
est néanmoins l'un des constituants ma-
jeurs  des  êtres  vivants, qui  représente  en 
général environ 1% de la matière sèche 
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d'un organisme 17  alors qu'il n'est présent 
qu'à 0,1% dans la croûte terrestre (Bowen, 
1979). Cette concentration du phosphore 
par les organismes est due à son impor-
tance à tous les niveaux, de la composition 
même des molécules du vivant à l'échelle 
du fonctionnement des écosystèmes tout 
entiers, en passant par l'échelle des cellules 
et des organismes. 

Importance à l'échelle moléculaire et 
cellulaire 
Le phosphore se retrouve dans de nom-
breuses biomolécules18. Ses propriétés de 
réactivité chimique lui valent une position 
tout à fait unique dans la biologie cellu-
laire, aucun autre élément n'ayant de rôle 
aussi crucial dans les réactions métabo-
liques (Westheimer, 1987). 

Parmi les biomolécules notables contenant 
du phosphore, sous forme de groupement 
phosphate organique (ion phosphate lié à 
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 (ARN19), et nucléotides. Le résidu 
phosphate est en grande partie responsable 
de la stabilité de ces molécules, et notam-
ment de la double hélice d'ADN. En effet, 
                                                           
17 À titre de comparaison, l'oxygène représente en 
moyenne 65%, le carbone 20%, l'hydrogène 10% et 
l'azote 2,5%. 
18 Une biomolécule est une molécule produite par 
un organisme, à base de carbone et d'autres élé-
ments tels que l'hydrogène, l'oxygène, 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 être produite 
par des processus sans rapport avec le vivant (ex. 
pétrole, plastiques). 
19 Les ARN, très abondants dans les cellules ac-
tives, constituent en général le plus gros réservoir 
cellulaire de phosphore. 

au pH cellulaire, ce résidu possède une 
charge négative qui protège l'ADN contre 
les molécules réactives, et garantit ainsi 
l'intégrité de la structure des brins d'ADN. 
La charge négative des résidus phosphate 
empêche également la diffusion des molé-
cules qui les portent au travers des mem-
branes biologiques. Elle participe ainsi à la 
rétention des phospholipides au sein des 
membranes cellulaires, et à 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 rôle de la charge négative du rési-
du phosphate dans toutes ces biomolécules, 
le phosphore joue également un rôle cru-
cial dans l'énergétique et les voies de si-
gnalisation cellulaire. En effet, les grou-
pements phosphate comportent des liaisons 
riches en énergie, c'est-à-dire que leur rup-
ture libère une quantité d'énergie relative-
ment importante qui peut être récupérée 
par les cellules pour leur métabolisme. 
L'adénosine triphosphate, ou ATP, est le 
meilleur exemple de molécule phosphorée 
ayant un rôle énergétique fondamental. 
Cette molécule comporte en effet une 
chaîne de trois résidus phosphate, liés entre 
eux par deux liaisons anhydride phospho-
rique (P–O–P) très énergétiques, et fonc-
tionne à ce titre comme une véritable 
"monnaie énergétique" pour toutes les cel-
lules. L'énergie libérée lors de l'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 à un com-
partiment cellulaire particulier, sa recon-
naissance par une autre molécule, l'inhibi-
tion ou l'activation de son activité…  

Importance à l'échelle des organismes 
Tous les rôles illustrés précédemment à 
l'échelle cellulaire ont une répercussion à 
l'échelle du métabolisme des organismes 
tout entiers. Mais le phosphore possède 
également d'autres rôles à 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 rôles ne sont pas retrouvés, 
étant donné leur anatomie simplifiée et le 
fait que leur squelette ne soit pas formé à 
base de phosphate de calcium mais de car-
bonate de calcium. Le phosphore a par 
contre un rôle connu dans la croissance de 
l'hôte et dans la photosynthèse des zooxan-
thelles (D'Elia, 1977; Ferrier-Pagès et al., 
2000), et l'une des expériences de cette 
thèse a d'ailleurs visé à préciser ces rôles 
(chapitre 5). La figure 13 illustre de ma-
nière synthétique le métabolisme du phos-
phore dans la symbiose, les mécanismes 

liés à son absorption20 et à son assimila-
tion 21  par les différents compartiments 
constitutifs du corail, ainsi que les réper-
cussions sur la physiologie des deux parte-
naires. 

Importance à l'échelle des écosystèmes 
Comme évoqué dans le préambule, le 
phosphore constitue un élément tout à fait 
indispensable pour les processus biolo-
giques à l'échelle des écosystèmes océa-
niques. Ses faibles concentrations limitent 
en partie la productivité de ces écosys-
tèmes (Smith, 1984; Benitez-Nelson, 2000; 
Elser et al., 2007). La notion de biodispo-
nibilité vue en page 50 permet de préciser 
la première 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 écosystème donné 
(Odum, 1971). Une illustration de cette 
définition est la compétition existant pour 
les ressources en phosphore entre les diffé-
rentes espèces 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 à en faire un élément considéré  
                                                           
20 L'absorption regroupe l'ensemble des étapes par 
lesquelles le phosphore passe de l'eau de mer à 
l'intérieur des cellules du corail. 
21  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 pâle, 
et les effets sur la physiologie du corail en vert foncé. L'association symbiotique est représentée de 
manière très schématique comme trois compartiments (animal, zooxanthelle, squelette), et les étapes 
du métabolisme ne sont pas détaillées.  
Concernant l'absorption du POD, la figure illustre le fait qu'il ne diffuse a priori pas à travers les 
membranes biologiques, et est converti en PID par voie enzymatique avant d'être 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 photosynthèse 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-
thèses 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 à la limitation 
des coraux et de leurs zooxanthelles. 

 

3 Incertitudes actuelles et  
problématiques 

 

Dans cette thèse, c'est l'hypothèse 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. Comparé à 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 

Techniques d'étude 
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 être appliqué aux 
coraux : 

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

- 2. l'approche stœchiométrique, 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. l'approche mathématique, basée sur la 
modélisation de la réponse des coraux à 
diverses conditions d'enrichissement en 
nutriments. 

L'approche 4 n'a pratiquement jamais été 
abordée par manque de données, très 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 l'une des contraintes de la vie en symbiose pour les zooxanthelles : le 
phosphore absorbé par les symbiotes ne provient pas directement de l'eau de mer, il transite obligatoi-
rement par le cytoplasme des cellules de l'hôte. Mais la vie en symbiose est également un avantage 
pour les zooxanthelles, qui ont accès à des sources de nutriments supplémentaires provenant du méta-
bolisme des cellules animales. Les flux sont néanmoins très contrôlés par l'hôte, notamment au niveau 
de la vacuole périsymbiotique (non représentée sur ce schéma pour plus de simplicité). Enfin, la figure 
illustre également le fait que l'hôte ne reçoit a priori pas de molécules phosphorées de la part de ses 
symbiotes. 
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raux ou même des récifs (page 54). Les 
études utilisant les approches 1, 2 et 3 sont 
par contre plus nombreuses. Curieusement 
cependant, selon l'approche employée, les 
études ont conclu à la limitation par l'un ou 
par l'autre des deux nutriments, chez les 
zooxanthelles ou chez l'hôte. 

Hypothèse d’une limitation en azote 
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 
l'hôte réussit-il à 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 à 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 l’eau de 
mer par cet élément a augmenté leur taux 
de croissance. On a supposé que cette limi-
tation était due à un contrôle strict des flux 
d'azote excrété par l'hôte 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 contrôlée. 

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

ce qui a conforté l'hypothèse de la limita-
tion unique par l'azote. Néanmoins, cette 
limitation en azote a été controversée. En 
effet, Miller et Jackson (1989), par 
exemple, suggèrent que les zooxanthelles 
in vivo présentent de faibles taux d'absorp-
tion d'ammonium comparativement à 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 
paramètres. Ils concluent ainsi que la limi-
tation de la population de zooxanthelles in 
vivo par l'azote est peu probable. 

Hypothèse d’une limitation en phos-
phore 
Les partisans de la limitation par le phos-
phore se basent quant à 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 l'hôte in vivo, 
qu'une limitation de la croissance de l'hôte. 

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-



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

 

60 

 

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 à 500, et un rapport N:P de 
21 à 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 
également 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 l'hôte con-
trôle la population des symbiotes (Belda et 
al., 1993). 

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

 

                                                           
22 Les bénitiers géants, ou tridacnes géants, appar-
tiennent à 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). 

Hypothèse d’une limitation conjointe en 
phosphore et azote 
Il se dégage de ce bilan sur l'azote et le 
phosphore qu'il persiste de nombreuses 
incertitudes quant à la limitation par l'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 à tour de rôle (Miller et 
Yellowlees, 1989). Chez les bénitiers, l'hy-
pothèse 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 à elle plus constitutive 
et relativement indépendante de la pré-
sence de phosphate dans l'eau (Belda et al., 
1993). 

Il est de plus vraisemblable que les voies 
métaboliques touchées par la limitation 
diffèrent 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 l'azote, majoritairement 
présent dans les acides aminés, la limita-
tion se situe probablement au niveau de la 
synthèse de protéines, chez les zooxan-
thelles (Falkowski et al., 1993) comme 
chez l'hôte (Muscatine et al., 1989b; Belda 
et al., 1993). Cela peut avoir une consé-
quence directe sur la biomasse corallienne, 
largement dépendante de la synthèse pro-
téique. Concernant le phosphore, abondant 
dans l'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 très peu 
dans les protéines. 
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Enfin, le bilan précédent fait apparaître que 
la problématique de la limitation est très 
généralement centrée sur les zooxanthelles, 
et sur le contrôle qu'exerce l'hôte sur leur 
limitation. Au contraire, très peu d'études 
ont envisagé cette problématique chez 
l'hôte. Pourtant, malgré la diversité des 
sources nutritives qu'utilise l'hôte corallien, 
rien n'exclut que son métabolisme puisse 
être limité par le phosphore ou l'azote. 

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

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

L'absorption de PID 
Pour le PID, plusieurs études ont montré 
que, à l'échelle de récifs entiers, le phos-
phate est absorbé efficacement par les 
communautés benthiques (Atkinson, 
1987b; Sorokin, 1992). Cette absorption 
est généralement proportionnelle à la con-
centration du phosphate dans l'eau (pour 
des concentrations de 1 à 7 µmol L-1 ; At-
kinson 1987a). D'autres études ont mesuré 
l'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 à 
l’absorption de PID, dont deux seulement 
par l’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'à de faibles concentrations 
ambiantes, les coraux absorbent et relar-
guent le PID de manière 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 actif23 au niveau de la mem-
brane des zooxanthelles (Jackson et 
Yellowlees, 1990), le caractère actif ou 
passif de l'absorption au niveau de la 
membrane de l'hôte en contact avec l'eau 
de mer reste sujet à débat (D'Elia, 1977; 
Miller et Yellowlees, 1989).  

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

 

                                                           
23 Le transport actif désigne le passage d'un ion ou 
d'une molécule à 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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L'absorption de POD 
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). Il 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; 
Møller 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 l'hôte corallien au contraire, l'absorp-
tion de POD n'a pas été étudiée de manière 
approfondie, même si elle est mentionnée 
dans quelques études (Goreau, 1956; 
Hayes et Goreau, 1977; Brahmi et al., 
2009). Pourtant, l'absorption de POD re-
présente une source alternative de phos-
phore pour l'hôte, qui peut potentiellement 
avoir son importance en cas de niveaux 
très faibles de PID. La contribution de 
l'hôte à l'absorption de POD par la sym-
biose reste ainsi à caractériser. 

Les incertitudes sur le devenir du 
phosphore dans la symbiose 

Le devenir du phosphore absorbé par la 
symbiose reste également relativement 
flou. D'une part, la plupart des études à 
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, l’effet d’un apport de 
phosphore sur les divers paramètres phy-
siologiques (calcification, photosynthèse, 

biomasse, respiration, etc.) n’a pas été étu-
dié de façon globale, en prenant en compte 
tous les paramètres en même temps chez 
une même espèce de corail. Seule une 
étude, réalisée en Australie sur des mini-
récifs expérimentaux, à été relativement 
exhaustive, en s'intéressant à une dizaine 
de paramètres physiologiques, mesurés sur 
1 à 5 espèces selon les paramètres (Koop et 
al., 2001). Les autres études sur le phos-
phore rapportent en moyenne seulement 2 
à 3 paramètres physiologiques en même 
temps (Rasmussen, 1988; Muscatine et al., 
1989a; Rasmussen et Cuff, 1990; Stambler 
et al., 1991; Snidvongs et Kinzie, 1994; 
Steven et Broadbent, 1997; Bucher et 
Harrison, 2000; Ferrier-Pagès 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 l'on 
prend l'exemple de la calcification, un en-
richissement en phosphate a parfois dimi-
nué les taux de croissance des coraux 
(Rasmussen et Cuff, 1990; Ferrier-Pagès 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 été très variables selon la concentra-
tion de phosphate utilisée pour l'enrichis-
sement, selon l'espèce de corail étudiée, et 
selon la technique utilisée pour mesurer la 
calcification. 

Objectifs et problématiques de la thèse 
L'enjeu majeur de cette thèse a été 
d’évaluer les besoins en phosphore des 
coraux scléractiniaires, et l’utilisation des 
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différentes formes dissoutes du phosphore. 
Les approches 1 à 3 (page 58) ont été utili-
sées au cours des diverses expériences, afin 
d'aborder la problématique de la limitation 
de manière aussi complète 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 l'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 l'hôte et des symbiotes 
(approche 2, stœchiométrique). Le troi-
sième objectif  a été de déterminer les pa-
ramètres physiologiques intervenant dans 
le devenir du phosphore absorbé par la 
symbiose (approche 3, expérimentale). 

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

Chapitre 2 | L’absorption de phosphore 
inorganique dissous 
Les premières expériences de cette thèse 
ont visé à 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 : lumière, acclimatation à 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, 
NO3

-). La problématique du changement 
global a été abordée au travers d'une expé-
rience où la température et le pH de l'eau 
ont été manipulés. 

Chapitre 3 | L’absorption de phosphore 
organique dissous 
Dans un second temps, les expériences ont 
visé à déterminer quelles sont les condi-
tions d'absorption du POD, en examinant 
tout d'abord les rôles respectifs de l'hôte et 
des symbiotes dans cette absorption. De 
même que pour le chapitre 2, l'importance 
de la lumière et de la nutrition hétérotrophe 
ont ensuite été testées, et le rôle des chan-
gements globaux a été examiné au travers 
d'expériences de blanchissement des co-
raux. 

Chapitre 4 | Étude par RMN du 31P de la 
composition en phosphore de la sym-
biose 
La spectroscopie de résonance magnétique 
nucléaire (RMN) est une technique de 
chimie analytique qui repose sur les pro-
priétés magnétiques du noyau de certains 
éléments chimiques. Dans le cas du phos-
phore, cette technique permet de détecter 
simultanément un très 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 été 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. 

Chapitre 5 | Devenir du phosphore ab-
sorbé au sein de la symbiose 
Après avoir examiné l'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 l'hôte 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 stœchiométrie de la 
symbiose. Cette expérience a également 
permis de compléter les résultats des pré-
cédents chapitres quant aux outils utiles 
pour l'étude de la limitation en phosphore 
ou en azote.  

Chapitre 6 | Application sur le terrain : 
limitation sur un récif mésotrophe 
Une fois tous ces outils examinés lors des 
expériences en laboratoire, une mission en 
Polynésie Française a permis d'aller les 
tester directement sur le terrain. Un récif 
de l'île 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 
très riche en nutriments). 

 

4 Démarche expérimentale 

 
Cette section expose brièvement la dé-
marche expérimentale suivie afin de ré-
pondre aux objectifs et problématiques de 
cette thèse. Le matériel biologique utilisé a 
été présenté 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 thèse, des protocoles plus précis pou-
vant être trouvés dans les articles inclus 
dans cette thèse 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 à 5 cm 
de long) ou de grosses colonies mères (une 
dizaine de branches). Elles ont été prépa-
rées environ 1 à 2 mois avant chaque expé-
rience, et cultivées dans des aquariums 
maintenus à 26 ou 18°C (coraux tropicaux 
et méditerranéens respectivement), avec de 
l'eau de mer méditerranéenne (salinité 38) 
relativement pauvre en nutriments (PID < 
0,05 µmol L-1, POD < 0,10 µmol L-1, ni-
trate < 0,4 µmol L-1, et ammonium < 0,5 
µmol L-1). Les aquariums ont été soumis à 
un cycle de lumière jour:nuit de 12h:12h, 
avec un éclairement de 150 µmol m-2 s-1 de 
rayonnement photosynthétiquement actif24. 
Les coraux ont été nourris une à deux fois 
par semaine avec des nauplii d'Artemia 
salina, sauf pour certaines expériences des 
chapitres 2 à 5, où 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 première, des boutures ont 

                                                           
24  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 
photosynthèse. Le RPA s'exprime en µmol (sous-
entendu, de photons) m-2 s-1, 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 l'atmosphère). Les 
photons de longueurs d'ondes plus grandes 
(> 700 nm, i.e. infrarouge) sont quant à eux trop 
peu énergétiques pour que la photosynthèse ait lieu. 
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été soumises durant 10 jours à une éléva-
tion de la température et/ou à 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 
fraîchement isolées de leur hôte corallien. 
L'étude des zooxanthelles fraîchement iso-
lées permet d'inférer le fonctionnement de 
ces mêmes zooxanthelles en symbiose au 
sein des tissus de l'hôte. Il convient néan-
moins de rester conscients que, comme 
c'est le cas lors de toute tentative de re-
constitution d'un système biologique com-
plexe à partir de l'étude 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 fraîchement isolées doivent donc 
être analysés en conservant cela à l'esprit. 

Les zooxanthelles fraîchement 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-
biotes25  par centrifugation (les tissus ani-
maux plus légers flottent lorsque l'on cen-
trifuge un broyat de cellules de corail). Ces 

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

symbiotes fraîchement isolés ont été utili-
sés au maximum 3 heures après leur prépa-
ration. 

Culture des zooxanthelles 
Des expériences du chapitre 4 ont été réali-
sées avec des zooxanthelles cultivées au 
laboratoire, initialement isolées de l'hôte 
S. pistillata. De même que pour les 
zooxanthelles fraîchement isolées, les 
zooxanthelles en culture permettent d'étu-
dier de manière approfondie le fonction-
nement des zooxanthelles, tout en gardant 
à l'esprit que leur métabolisme en culture 
est très différent de celui des zooxanthelles 
symbiotiques. 

Les zooxanthelles cultivées au laboratoire 
sont maintenues dans des fioles de culture 
en milieu liquide (milieu ASP-8A, conte-
nant 0,02 µmol L-1 de phosphate, d'ammo-
nium et de nitrate) (Blank, 1987), à 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, l'eau de mer a été enri-
chie avec une quantité connue de phos-
phore ou d'azote. La concentration en nu-
triments a été ensuite mesurée à intervalles 
réguliers durant une à 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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et Riley, 1962), pour le POD (Kuenzler et 
Perras, 1965), pour l'ammonium (Holmes 
et al., 1999) et pour le nitrate (Aminot et 
Kérouel, 2007). Les taux d'absorption26 ont 
été calculés comme la quantité de nutri-
ment disparaissant de l'eau (c.à.d. absorbés 
par le corail) en une heure d'incubation, et 
ont été normalisés par la surface ou la 
biomasse de chaque corail (contenu en 
protéines, en chlorophylles, ou en zooxan-
thelles).  
                                                           
26 Cette technique permet uniquement de mesurer 
des taux d'absorption nets. Pour obtenir des flux 
bruts, c.à.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 thèse. 

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 entiè-
rement développé durant cette thèse, en 
collaboration avec la plate-forme techno-

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

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

Les échanges de dioxygène O2 liés à la 
respiration (consommation d'O2) et à la 
photosynthèse (production d'O2) ont été 
mesurés à l'aide de chambres respiromé-
triques contenant une électrode à oxygène 
(modifié d'après Ferrier-Pagès et al., 
2000). Les performances photosynthé-
tiques du photosystème II (PSII) des 
zooxanthelles ont été mesurées par fluori-
métrie à 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 été mesuré par 
des pesées dans l’eau des coraux, effec-
tuées à 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 paramètres physio-
logiques du chapitre 5, les paramètres sui-
vants ont été mesurés sur les coraux utili-
sés dans chaque expérience. La surface a 
été mesurée à l'aide d'une technique d'en-
robage à la cire décrite par  Stimson et 

Kinzie (1991). Le contenu en protéines des 
tissus a été mesuré par spectrophotométrie 
après extraction à 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 après extraction à l'acétone 
et calculé selon les équations trichroma-
tiques de Jeffrey et Humphrey (1975). En-
fin, le contenu en zooxanthelles des coraux 
a été mesuré par des comptages au micros-
cope (Hoogenboom et al., 2010). 
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Chapter 2 
 

 
The uptake of dissolved 

inorganic phosphorus 

 
 
Abstract 

 
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. 
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Chapitre 2 
 

 
L'absorption de      

phosphore inorganique 
dissous 

 
 
Résumé 

 
En dépit de l'importance 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 l'effet de divers facteurs environnemen-
taux, afin de mieux connaître les capacités d'adaptation des coraux aux change-
ments environnementaux. Les résultats obtenus ont prouvé que le transport de PID 
est actif, à la fois à la membrane des symbiotes et de l'hôte. Les travaux réalisés ont 
de plus permis de caractériser le type de transporteur de PID de l'hôte, un sympor-
teur sodium/phosphate. L'absorption de PID est dépendante des concentrations am-
biantes de PID à court et long terme, de l'apport de POP par la nutrition hétérotrophe 
de l'hôte, ainsi que de stocks internes de phosphore situés dans les zooxanthelles.  
L'effet positif de la lumière 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 l'acidification des océans diminuent l'absorption du PID chez les coraux, 
et par là même affectent leur métabolisme, particulièrement celui de S. pistillata, qui 
semble avoir de forts besoins métaboliques en phosphore. Enfin, un outil a été mis 
en place pour déterminer de manière 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. À l'inverse, l'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 l'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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1 Problématiques scientifiques 
et objectifs de l'étude 

 

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 accès dans la colonne d'eau. 
Dans les récifs, il présente des concentra-
tions typiquement comprises entre 0,05 et 
0,50 µmol L-1 (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 apparaît que la plupart des 
études se sont concentrées sur le rôle 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 rôle de l'hôte 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 paramètres sui-
vant ont été testés : lumière, acclimatation 
à des concentrations élevées 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, 
NO3

-).  

Ces travaux se basent sur les hypothèses 
suivantes. 1) L'absorption du PID est pro-
bablement active à la membrane de l'hôte, 

car le phosphate est un élément chargé, qui 
ne diffuse donc a priori pas librement au 
travers des membranes biologiques, et 2) la 
lumière a vraisemblablement un effet posi-
tif sur l'absorption de PID à la fois par les 
zooxanthelles et par l'hôte, car la lumière 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 
l'eau ou un fort taux de nutrition aient à 
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 
à ce que 4) le stress associé au changement 
global ait un effet relativement négatif sur 
l'absorption du PID, comme pour les autres 
paramètres métaboliques majeurs. Enfin, 
5) un enrichissement en azote peut avoir un 
effet positif sur l'absorption de PID si les 
coraux sont effectivement limités 27  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 l'azote, et donc qu'un en-
richissement en azote ne permette pas 
d'améliorer l'absorption de PID. 

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

                                                           
27 On rappelle que la répartition de l'azote et du 
phosphore au sein des biomolécules semble en 
faveur d'une limitation de la synthèse protéique et 
de la croissance par l'azote, et d'une limitation de la 
synthèse d'ATP et d'ARN, et donc du métabolisme 
énergétique, par le phosphore. 
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international (articles 1 à 3), au sein des-
quelles ils sont discutés en détail. 

 

2 Mécanisme d'absorption du 
phosphate 

Effet de la concentration en phosphate 

La vitesse d'absorption du phosphate 
dépend de sa concentration 
Les résultats obtenus durant cette thèse ont 
confirmé que l'absorption du PID est dé-
pendante de la concentration de PID dans 
l'eau pour les zooxanthelles isolées (Deane 
et O'Brien, 1981; Jackson et Yellowlees, 
1990) et pour l'hôte (D'Elia, 1977). Il a été 
montré que cette absorption sature pour 
des concentrations supérieures à 
2,0 µmol L-1 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 modèle ma-
thématique de type cinétique de Monod, 
dans l'intervalle des concentrations en PID 
testées (0 à 8,0 µmol L-1). Ce modèle est 
basé sur l'équation de Michaelis-Menten 
pour les cinétiques enzymatiques :  

 

 

 

avec les variables V0 et [P], où V0 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 modèle 
sont Vmax, le taux d'absorption maximal du 
PID, et K, la concentration à laquelle le 
taux d'absorption du PID est égal à la moi-

tié de Vmax. La constante K, dite constante 
de Michaelis-Menten, représente en fait 
l'inverse de l'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. À l'inverse, 
plus K est élevé, plus il faut des concentra-
tions élevées pour que le transport soit ef-
ficace. 

Le transport de phosphate est actif 
D'après 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 l'hôte, et implique né-
cessairement soit la présence d'un transport 
de type facilité (par des perméases28), soit 
la présence d'un mécanisme actif29 (par des 
pompes ou des cotransporteurs).  

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

                                                           
28 Les perméases sont des transporteurs qui intera-
gissent de façon 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 à 
dire du compartiment où l'ion est le plus concentré 
vers celui où il est le moins concentré. 
29 Le transport actif se fait quant à lui dans le sens 
opposé au gradient de concentration d'un ion, c'est à 
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 l'énergie, et dans le cas des cotranspor-
teurs, le transport actif de l'ion est couplé au pas-
sage exergonique d'un autre ion dans le sens de son 
gradient de concentration. 
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Figure 16 | Transporteur de phosphate de 
l'hôte 
Représentation schématique du cotransporteur 
sodium/phosphate, de type symporteur, trouvé 
à la membrane hôte. La stœchiométrie de ce 
transporteur n'est pas connue.  

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

Caractérisation du transporteur de 
phosphate de l'hôte 

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 à la membrane hôte. 
Chez la plupart des animaux, le transpor-
teur mis en jeu appartient à la catégorie des 
cotransporteurs sodium/phosphate (Virkki 
et al., 2007; Markovich, 2010). C'est donc 
cette hypothèse qui a été retenue et testée 
durant cette thèse. 

L'utilisation d'eau de mer sans sodium30 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 
manière similaire chez deux autres inverté-
brés marins, un mollusque du genre Aply-
sia et un oursin (Schneider, 1985; 
Gerencser et al., 2002).  

Comparaison des coraux entiers et des 
zooxanthelles fraîchement isolées 

La comparaison des paramètres cinétiques 
obtenus pour l'hôte et pour les zooxan-
thelles fraîchement isolées a démontré que 
les zooxanthelles présentent une affinité 
plus forte pour le PID que l'hôte, car elles 

                                                           
30 Bien que l'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, C5H14NO. 



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

 

76 

 

ont un K quasiment deux fois plus faible 
que l'hôte (0,57 ± 0,18 µmol L-1 contre 
1,08 ± 0,42 µmol L-1; article 1, figure 2).  

De manière générale, on considère qu'un 
transporteur présente une constante de Mi-
chaelis-Menten K du même ordre de gran-
deur que la concentration à laquelle il est 
habituellement confronté pour l'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 l'eau de mer. De plus, l'affinité 
plus forte des zooxanthelles semble indi-
quer qu'elles sont généralement confron-
tées à une concentration micromolaire de 
PID au sein de la vacuole périsymbio-
tique 31 , voire à une concentration plus 
faible que celle à laquelle l'hôte est con-
fronté dans l'eau de mer. 

 

3 Effets de facteurs                
environnementaux 

 

L'absorption efficace du PID par les coraux 
et leurs zooxanthelles peut néanmoins être 
remise en question ou amplifiée par les 
conditions environnementales. Ainsi, il a 
auparavant été démontré que la tempéra-
ture (D'Elia, 1977) et la lumière (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 
                                                           
31 Bien que la concentration de PID soit proba-
blement d'ordre millimolaire au sein du cytoplasme 
des cellules de l'hôte, comme discuté en page pré-
cédente, la concentration au sein de la vacuole 
périsymbiotique semble donc quant à elle bien plus 
faible. Ceci rejoint les hypothèses de Cook et D'Elia 
(1988) et Miller et Yellowlees (1989) à ce sujet. 

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

Effet de la lumière, rôle des symbiotes 
La mesure de l'absorption du PID à diffé-
rents éclairements a permis de constater 
que l'absorption se fait à la fois à l'obscuri-
té et à la lumière, avec un effet positif de 
l'éclairement autant pour les zooxanthelles 
que pour l'hôte (article 1, figure 3). Ces 
résultats permettent de mettre en avant un 
lien probable avec la photosynthèse des 
symbiotes, qui est un processus consom-
mant du phosphate pour générer de l'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 
l'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 µmol L-1 de PID (article 1, 
figure 4). 

Une telle acclimatation aux niveaux am-
biants de phosphate a déjà 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 l'hypothèse qu'il existe pro-
bablement un contrôle des taux d'absorp-
tion de PID de la symbiose par l'état de 
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réplétion de stocks internes de phosphore. 
Ces stocks pourraient être localisés 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 contrôles 
(article 1, figure 5, et chapitre 5). À l'in-
verse, le contenu en phosphore des cellules 
de l'hôte 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 
l'hôte (article 2, figure 4). Il est probable 
que l'enrichissement en phosphore particu-
laire apporté par la nutrition soit directe-
ment à l'origine de la diminution de l'ab-
sorption du PID chez les coraux nourris. Il 
a de plus été constaté que cet effet de la 
nutrition s'atténue dès 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 l'occasion d'aborder les 
effets du changement global sur les récifs 
coralliens, et notamment la menace que 
peuvent représenter l'élévation 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 

al., 2011), ce qui représente un risque po-
tentiel supplémentaire pour les récifs. En 
effet, la température de l'eau peut influer 
sur la vitesse de nombreux équilibres chi-
miques et processus métaboliques. L'acidi-
fication influe quant à 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 à 
un pH de 7,5, l'abondance relative de 
HPO4

2- augmente de 82 à 92%, tandis que 
l'abondance relative du PO4

3- diminue de 
18 à 5% (l'abondance relative de H2PO4

- 
restant toujours négligeable). Or, même si 
le symporteur sodium/phosphate de l'hôte 
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 où 
plus de choses sont connues sur les sym-
porteurs sodium/phosphate, il existe trois 
familles de symporteurs qui présentent des 

Figure 17 | Chimie des ions phosphate dans 
l'eau de mer 
Abondance relative des différents ions phos-
phate dans une eau de mer de salinité 35. 
D'après Millero et Sohn (1992). 
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affinités distinctes pour les différentes 
formes de phosphate32. Il est donc possible 
que le symporteur de l'hôte corallien soit 
également 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 l'absorption de 
nutriments par la symbiose corallienne, des 
boutures ont été cultivées durant 10 jours 
sous i) trois conditions de pH (8,1, 7,8 et 
7,5) à température normale (26°C), ii) trois 
températures différentes (26, 29 et 33°C) à 
pH normal (8,1), et iii) trois conditions de 
pH (8,1, 7,8 et 7,5) à 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 l'aci-
dification ou de l'élévation de la tempéra-
ture, et d'éviter ainsi les importants stress 
métaboliques associés à ce phénomène qui 
pourraient masquer la réponse en terme de 
besoins en nutriments des coraux. À l'issue 
des 10 jours d'incubation, le taux d'absorp-
tion de PID des boutures a été mesuré33. 

Les résultats obtenus ont révélé que le taux 
d'absorption de PID n'est pas affecté par un 
changement du pH seul (article 3, fi-
gure 4). À l'inverse, une augmentation de 
température seule (33°C) a entraîné 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 HPO4

2-, tandis que ceux de la 
famille de type III présentent une affinité plus forte 
pour l'ion monovalent H2PO4

- (Virkki et al., 2007; 
Markovich, 2010) 
33 Les taux d'absorption de nitrate et d'ammo-
nium ont également été 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 entraîné 
une diminution significative de l'absorption 
de PID en comparaison avec les taux me-
surés dans les conditions contrôle (26°C, 
pH = 8,1).  

L'effet négatif du pH manifesté à tempéra-
ture élevée pourrait traduire une préférence 
du symporteur sodium/phosphate de l'hôte 
pour l'une ou l'autre des formes ioniques 
du phosphate, et en particulier pour la 
forme PO4

3-, dont l'abondance relative di-
minue avec l'acidification. D'ailleurs, la 
diminution par 3,6 de l'abondance relative 
des ions PO4

3- entre un pH de 8,1 et un pH 
de 7,5 correspond à 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 
l'hôte reste inconnue à ce jour, et cette hy-
pothèse reste à vérifier. De plus, l'absence 
d'effet du pH seul à température contrôle 
(26°C), un phénomène qui a déjà 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 hypothèse. 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'à température élevée (Reynaud 
et al., 2003).  

Quoiqu'il en soit, et bien qu'obtenus lors 
d'une expérience à 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 dernière expérience a visé à aborder 
de manière directe la question de la limita-
tion par le phosphore ou l'azote dans la 
symbiose. Pour ce faire, l'absorption de 
PID a été mesurée en présence de deux 
formes d'azote inorganique dissous 34 , 
l'ammonium NH4

+ et le nitrate NO3
-. 

Les résultats obtenus ont montré que l'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 l'utilisation du PID 
dans le milieu. Ainsi, l'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. 

À l'inverse, 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 
l'hypothèse que le phosphore semble plus 
limitant que l'azote pour la symbiose. 

 

4 Schéma bilan 
 

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

  

                                                           
34De même, les taux d'absorption de nitrate et 
d'ammonium ont également été mesurés, en pré-
sence de phosphate. Ils ne seront que très peu discu-
tés ici, mais sont présentés dans l'article 2 et dans 
l'annexe A. 
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Figure 18 | Bilan de l'absorption du PID dans la symbiose 
Les résultats acquis dans le chapitre 2 sont résumés en couleur, sur la base de la Figure 13 (passée en 
tons de gris pour plus de lisibilité). Vert : paramètre n'ayant pas d'effet. Rouge : paramètre ayant un 
effet positif. Bleu : paramètre ayant un effet négatif. Noir : voie métabolique considérée. 
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Article 1 
Control of phosphate uptake by zooxanthellae and host cells                      

in the scleractinian coral Stylophora pistillata 
 

Limnology and Oceanography | 2009 

 
 
Résumé 

 
Les taux d'absorption de phosphate par le corail tropical Stylophora pistillata et ses 
zooxanthelles symbiotiques sous diverses conditions environnementales ont été me-
surés grâce à des expériences de déplétion. Les cinétiques d'absorption de phos-
phate, de type Michaelis-Menten, ont montré la présence de transporteurs actifs de 
phosphate à la fois au niveau des membranes animales et des zooxanthelles. Les 
transporteurs de l'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 µmol L-1). La vitesse d'absorption du phosphate a augmenté avec l'intensité lu-
mineuse, suggérant un rapport avec la photosynthèse des zooxanthelles. Une corré-
lation a été trouvée entre la vitesse d'absorption de phosphate et le passif nutritif, or-
ganique ou inorganique, de l'hôte. 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 réplé-
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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Control of phosphate uptake by zooxanthellae and host cells                      

in the scleractinian coral Stylophora pistillata 
 

C. Godinot1,2, C. Ferrier-Pagès1,  and R. Grover1 
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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 µmol 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 symbionts. We report evidence showing that zooxanthellae act as a sink of phos-
phate within the symbiosis. 
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 Introduction 

 

Coral reefs mainly thrive in shallow oligo-
trophic coastal areas of tropical and sub-
tropical seas (Bythell 1990; Furnas 1991; 
Szmant 2002). Even though concentrations 
of nutrients such as nitrogen and phospho-
rus are usually below 0.5 µmol L-1 in the 
surrounding waters (Atkinson 1987; Fur-
nas 1991; Atkinson et al. 1995), reefs rep-
resent a large biomass, and are considered 
as oases in a blue desert. One of the expla-
nations 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 is 
therefore crucial for a better understanding 
of the functioning of reefs.  

Phosphorus is one of these key nutrients in 
marine environments (Benitez-Nelson 
2000; Elser et al. 2007), because it enters 
into the composition of many biological 
molecules (deoxyribonucleic acids, ribo-
nucleic acids, phospholipids) and has a role 
in most biochemical mechanisms (e.g., via 
the energetic role of adenosine triphos-
phate (ATP)). It occurs in the form of dis-
solved orthophosphates (Pi), condensed 
phosphates (pyro-, meta-, and other poly-
phosphates), and phosphorus bound to or-
ganic molecules (phosphate esters, 
phosphonates…), either in dissolved or 

particulate forms (detritus and in the body 
of aquatic organisms; Karl and Björkman 
2002). Autotrophs can mainly use the ‘bio-
logically available phosphorus’ (BAP), 
which consists in Pi and a small biolabile 
fraction of dissolved organic phosphorus 
(Karl and Björkman 2002).  

In the oligotrophic waters surrounding cor-
al reefs, inorganic forms of phosphorus 
display a characteristic depletion (Baturin 
2003), and concentrations are well below 
0.5 µmol L-1 (Furnas 1991). Several stud-
ies, performed at the community level (in-
tegrating multiple compartments such as 
coral species, macro and microalgae, inver-
tebrates, sponges, and bottom sediment) 
have shown that phosphorus is a key nutri-
ent (Atkinson 1987; Sorokin 1992; Atkin-
son et al. 1995), since it is efficiently ab-
sorbed, generally in direct proportion to its 
ambient concentration in seawater (for 
phosphate concentrations of 1-7 µmol L-1; 
Atkinson 1987). Some studies have also 
assessed the uptake rates of phosphate in 
specific 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 xamachana (Bigelow 1892; 
Todd et al. 2006), all showing that phos-
phorus is taken up by the dinoflagellates 
living in symbiosis with those organisms. 
Uptake of phosphate by specific 
scleractinian corals has attracted much less 
attention than the whole reef community, 
and most studies focused on phosphate 
uptake by isolated zooxanthellae (cultured 
or freshly isolated; Deane and O'Brien 
1981; Jackson and Yellowlees 1990; R. 
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Kelty unpubl.) rather than by the entire 
coral colony (D’Elia 1977). In the only 
studies on isolated corals, D’Elia (1977) 
and Sorokin (1992) showed that, at low 
ambient phosphorus concentrations, sym-
biotic corals took up and concomitantly 
released phosphorus. Uptake was light 
sensitive, suggesting that zooxanthellae 
influenced the phosphorus fluxes in their 
host. An active transport was also suggest-
ed, with a half-saturation constant K equal 
to 0.375 µmol 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 con-
firmed in the other symbiotic association 
of A. 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 experi-
ments were performed with the entire coral 
association and with zooxanthellae freshly 
isolated from the same coral colonies (FIZ) 
to understand the respective role of the 
host and symbionts in the uptake of phos-
phate, localize the active uptake sites, and 
compare the kinetics parameters between 
the two models. The K value, for example, 
differs widely from one study to another: 
for FIZ, it ranged from < 0.02 µmol L-1 
(Deane and O'Brien 1981) to 14 µmol L-1 
(Jackson and Yellowlees 1990). We speci-
fied the effect of light on the phosphate 
uptake by FIZ, since both a dark (Deane 
and O'Brien 1981) and a light-
enhancement (Jackson and Yellowlees 
1990) were observed. Finally, we high-
lighted some effects of inorganic and or-
ganic supply of phosphorus on the uptake 
rates of phosphate by S. pistillata. The re-
sults obtained bring new insights into the 

location of phosphorus pools in the colony 
and on the importance of feeding in getting 
phosphorus from the environment.  

 

 Methods 

Organisms and culture conditions 
Colonies of the zooxanthellate coral 
S. pistillata were obtained from the Red 
Sea, and maintained at the Centre Scienti-
fique de Monaco (CSM) under controlled 
conditions in aquaria (26°C, Hydrargyrum 
Quartz Iodide lights (HQI), with a 12 h:12 
h dark:light cycle, salinity of 38). Aquaria 
were continuously provided with unfiltered 
seawater pumped at 50 m depth. The 120 
nubbins (i.e., branch tips) used during the 
experiments were prepared by cutting 
branches (2.5 ± 1.0 cm long and 0.6 ± 0.3 
cm in diameter) of about ten parent colo-
nies with pliers (E. Tambutté unpubl.), 1.5 
month before the experiments. Nubbins 
were attached on nylon wires and sus-
pended in aquaria until tissue fully covered 
the skeleton. They were lightly fed (once a 
week) with Artemia salina (Linné 1758) 
nauplii. 

Phosphate uptake by coral nubbins 
Phosphate uptake by coral nubbins was 
studied with a series of 3 experiments, in 
which the depletion of phosphate was fol-
lowed over time in phosphate-enriched 
beakers. Unless otherwise specified, all 
depletion experiments were performed 
under the following conditions. Six 200 
mL beakers were maintained in a water 
bath at 26°C, under a photosynthetic active 
radiation (PAR) of 220 µmol m-2 s-1 sup-
plied by 400W HQI lights and measured 
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using a spherical quantum sensor (LiCor 
LI-193). Five coral nubbins, each suspend-
ed to a nylon wire, were introduced in sep-
arate beakers. A beaker without coral 
served as a control for changes in phos-
phate concentrations due to adsorption 
onto the beaker surface or to consumption 
by microbial activity. 30 min after nubbins 
were placed in the beakers (acclimatization 
period), a buffer solution of KH2PO4 (10 
mmol L-1) was added to reach the desired 
initial phosphate concentration. Magnetic 
stirring bars ensured proper phosphate ho-
mogenization. A 10 mL water sample was 
taken from each beaker immediately after 
enrichment and then every 15 min for 90 
min. Samples were frozen right away, and 
phosphate concentrations were measured 
no longer than a week after sampling. Lev-
els of phosphate were determined by spec-
trophotometry on thawed samples, using 
the ascorbic acid technique (Murphy and 
Riley 1962). 

Initial uptake rates of phosphate (V0) were 
calculated from the quantity absorbed by 
each nubbin in 60 min, after correction of 
phosphate concentrations for the diminu-
tion of the beaker volume. Uptake rates 
were normalized to the total chlorophyll 
(Chl) content, or the zooxanthellae concen-
tration, or the surface area of the nubbins. 
Surface area was measured using the wax 
technique (Stimson and Kinzie 1991). 
Chlorophyll a and c2 were extracted twice 
in 99% acetone (24 h at 4°C). The extracts 
were centrifuged at 11,000 x g for 10 min 
at 4°C and the absorbances measured at 
630, 663, and 750 nm. Chlorophyll con-
tents were computed according to the 
100% acetone equations of Jeffrey and 
Humphrey (1975). Zooxanthellae were 
removed with a Water-Pik and counted 
using a counting chamber and an improved 

version of the Histolab v.5.2.3 image anal-
ysis software (Microvision). 

Concentration dependence of phosphate 
uptake 
Uptake rates of phosphate were measured 
at the following concentrations: 0.0, 0.5, 
1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, and 3.5 µmol L-1. 
Five nubbins were used for each concen-
tration tested.  

Light effect on phosphate uptake rates 
Coral nubbins were incubated in 3.0 µmol 
L-1 phosphate either in light (200 or 300 
µmol m-2 s-1) or dark conditions. For each 
condition, 5 nubbins were considered. Dur-
ing dark measurements, nubbins were col-
lected shortly after the end of the dark cy-
cle in the culture room.  

Phosphate uptake by freshly isolated 
zooxanthellae (FIZ) 

FIZ were extracted from coral nubbins 
maintained under the above regular condi-
tions. Tissue was separated from the skele-
ton using a Water-Pik and zooxanthellae 
were further purified by repeated centrifu-
gations (2000 rpm for 5 min at 25°C) and 
re-suspension in seawater (Johannes and 
Weibe 1970). Three washes were neces-
sary to obtain clean zooxanthellae. Before 
each experiment, zooxanthellae were iso-
lated from 3 nubbins, and pooled in order 
to minimize variability among nubbins. 
They were then re-suspended together in 
seawater and the mixture was used to in-
oculate 3 phosphate-enriched beakers. 
Subsamples of this solution were used to 
determine zooxanthellae concentrations (as 
described above). Initial uptake rates of 
phosphate were calculated as the quantity 
of phosphate absorbed by each 
zooxanthella in 60 min. 
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Concentration dependence of phosphate 
uptake 
Uptake rates of phosphate by FIZ were 
measured at the following concentrations: 
0.0, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 5.0, and 8.0 µmol L-

1. A beaker without FIZ served as a control 
for changes in phosphate levels due to mi-
crobial activity or adsorption. A water 
sample of 10 mL was taken from each 
beaker immediately after enrichment and 
then every 20 min for 60 min. Samples 
were immediately filtered (0.45 µm mem-
brane filters) in order to separate FIZ from 
the water, and filtrates frozen. Levels of 
phosphate were determined on thawed fil-
trates as described previously. Preliminary 
tests showed that filtration of the samples 
did not induce any contamination and that 
phosphate retention on filters was negligi-
ble. 

Light effect on phosphate uptake rates 
FIZ were incubated in 3.0 µmol L-1 phos-
phate either in light (200 and 300 µmol m-2 
s-1) or dark conditions. During dark meas-
urements, FIZ were isolated shortly after 
the end of the dark cycle in the culture 
room. Samples were filtered as described 
above. 

Effects of long-term phosphate expo-
sure on corals  

Nubbins were cultured for 8 weeks in a 
separate experimental design of 6 tanks (3 
duplicates), in which concentrated buffer 
solutions of phosphate were continuously 
pumped with a peristaltic pump. Seawater 
with trace phosphate concentration (< 0.05 
µmol L-1) was also continuously pumped, 
in order to obtain final phosphate concen-
trations of c.a. 0, 0.5, or 2.5 µmol L-1. The 
seawater flow rate was ca. 1.2 L h-1. Tem-
perature, irradiance, and salinity were the 

same as previously described. Nubbins 
were not fed. Phosphate uptake rates were 
assessed after 8 weeks of incubation for 5 
nubbins per condition (as described 
above), and zooxanthellae density as well 
as phosphorus contents within host tissue 
and algal cells were measured on 3 nubbins 
per condition. For this purpose, coral tissue 
was isolated from the skeleton using a Wa-
ter-Pik, and was then homogenized using a 
Potter grinder. Subsamples of this solution 
were used to determine zooxanthellae con-
centrations (as described above). Homoge-
nates were filtered on pre-heated GF/C 
filters (500°C for 1 h) in order to separate 
zooxanthellae from animal tissue in solu-
tion. Filtrates and filters were then treated 
as follows, in order to transform organic 
phosphorus into dissolved phosphate. Fil-
trates were acidified to a pH<2 with con-
centrated hydrochloric acid, and were then 
photo-oxidized (ultraviolet for 20 min). 
Filters were ashed in a muffle furnace 
(500°C for 1 h), dissolved in boiling hy-
drochloric acid (105°C for 2 h), and the 
obtained solutions were then filtered using 
0.45 µm membrane filters. Levels of phos-
phate were determined on both filtrates as 
described previously. Results were normal-
ized to the surface area of the nubbins and 
to the zooxanthellae concentrations, meas-
ured as described above. 

Statistical analyses 
Normality and homoscedasticity of data 
were tested using frequency histograms 
and Shapiro-Wilk tests (R version 2.2.0). 
Concentration dependence of phosphate 
uptake was studied using GraphPad Prism 
(version 5.0). K and Vmax were compared 
between nubbins and FIZ using t-tests 
(StatView version 5.0). 1-way analysis of 
variance (ANOVA) tests, followed by 
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protected least significant difference 
(PLSD) Fisher tests, were performed to 
identify the effect of long-term phosphate 
acclimatization on its absorption by nub-
bins. Light dependence of phosphate up-
take in FIZ and nubbins was tested using a 
2-way ANOVA. As the normality assump-
tion was not met for phosphorus and 
zooxanthellae concentrations inside the 
corals, those data were compared using 
non parametric Kruskal-Wallis tests, fol-
lowed by Man-Whitney post hoc tests.  
Data from the 8-week enrichment did not 
differ among duplicate aquaria from the 
same treatment, and obtained results from 
those duplicates were pooled together for 
statistical analysis. 

 

 Results 

 

Phosphate uptake by nubbins and FIZ 
During each depletion experiment, phos-
phate uptake was linear during more than 
60 min both for whole colonies (nubbins; 
Fig. 1) and FIZ. Kinetics experiments (Fig. 
2) revealed that uptake of phosphate oc-
curred via an active carrier-mediated 
mechanism in both colonies and FIZ, since 
initial uptake rates (V0) followed a Micha-
elis-Menten model:  

   

where [P] is the initial phosphate concen-
tration, Vmax the maximum phosphate up-
take rate and K the concentration at which 
phosphate uptake is half-maximal. K repre-

sents the inverse of the affinity of the ac-
tive carrier-mediated mechanism towards 
phosphate. From the Michaelis-Menten 
fitting, uptake rates of whole colonies 
(1.85 ± 0.25 x 10-15 mol zoox-1 h-1) and 
isolated zooxanthellae (1.75 ± 0.12 x 10-15 
mol zoox-1 h-1) were similar (t-test, p = 
0.07, df = 3; Fig. 2). However, affinity 
constants differed significantly (t-test, p < 
0.001, df = 3; Fig. 2), as the K calculated 
for FIZ (0.57 ± 0.18 µmol L-1) was almost 
twice lower than that of nubbins (1.08 ± 
0.42 µmol L-1). In both cases, phosphate 
uptake saturated for concentrations of ca. 
2.0 µmol L-1.  

Phosphate uptake occurred both in the dark 
and in the light (Fig. 3), but with signifi-
cantly higher rates in the light (2 way-
ANOVA, p < 0.001, F2=84.9), both in 
nubbins and FIZ. Dark uptake rates (0.19 
and 0.26 µmol mg Chl-1 h-1 for nubbins and  

Figure 1 | Phosphate uptake (µmol P mg total 
Chl-1) for S. pistillata during a 7 h incubation 
in 3.0 µmol L-1 phosphate. The curve presents 
a linear portion between 0 and 90 min (white 
dots). Each point represents the mean ± SE of 5 
nubbins. 
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Figure 5 | Phosphorus content per zooxanthellae of S. pistillata nubbins maintained during 8 weeks 
under continuous phosphate enrichments of 0, 0.5, or 2.5 µmol L-1 (Control, 0.5 P, and 2.5 P, respec-
tively). Each bar represents the mean ± SE of 3 nubbins. 
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Figure 2 | Concentration-dependent uptake of 
phosphate (10-15 mol P zoox-1 h-1) in freshly 
isolated zooxanthellae (FIZ, light grey dots) 
and whole S. pistillata nubbins (dark grey 
squares). Each point represents the mean ± SE 
of 5 nubbins or 3 FIZ. Corresponding kinetics 
parameters are indicated in the table below. 
Vmax is the maximum phosphate uptake rate 
(10-15 mol P zoox-1 h-1) and K the solute con-
centration at which phosphate uptake is half-
maximal (µmol L-1 phosphate). 
 

Figure 3 | Light-dependent uptake of phos-
phate (µmol P mg total Chl-1) in S. pistillata 
nubbins and FIZ incubated in 3.0 µmol L-1 
phosphate. Each bar represents the mean ± SE 
of 5 nubbins or 3 FIZ. Light was measured 
using a Li-Cor instrument and is expressed as 
µmol m-2 s-1 PAR. 
 

Figure 4 | Effect of the phosphate past history 
on initial phosphate uptake rates (µmol P mg 
total Chl-1) in S. pistillata. Incubations were 
performed with 3.0 µmol L-1 phosphate after a 
long-term acclimatization, performed as a con-
tinuous phosphate enrichment of 0, 0.5, or 2.5 
µmol L-1 phosphate (Control, 0.5 P, and 2.5 P, 
respectively) during 8 weeks. Each bar repre-
sents the mean ± SE of 5 nubbins. 
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FIZ respectively; Fig. 3) represented 46% 
and 53% of uptake rates measured at 220 
µmol photons m-2 s-1 (0.42 and 0.49 µmol 
mg Chl-1 h-1 for nubbins and FIZ respec-
tively). A 63.6% light increase between 
220 and 360 µmol photons m-2 s-1 led to a 
corresponding 64.3% and 69.0% increase 
in V0 for nubbins and FIZ respectively. For 
each light level, uptake rates of FIZ and 
nubbins were not significantly different (2 
way-ANOVA, p =0.054, F2=10.7). 

Effects of long-term phosphate expo-
sure on corals 

Corals exposed 8 weeks to phosphate-
enriched seawater significantly changed 
their uptake rates of phosphate. Indeed, a 
solution of 3.0 µmol L-1 phosphate was 
taken up 5.3 and 4.9 times faster by control 
corals cultured without phosphate addition 
than by corals cultured either with 0.5 or 
2.5 µmol L-1 phosphate (1-way ANOVA, p 
< 0.0001, F2 = 99.68; Fig. 4). Uptake rates 
of enriched corals were not significantly 
different (PLSD Fisher test, p = 0.79, df = 
8). 

Corals exposed to phosphate-enriched 
seawater however presented the same 
phosphorus content per skeletal surface 
area in the animal tissue (0.15 ± 0.01 µmol 
P cm-2; Kruskal-Wallis test, p = 0.30, df = 
2). On the contrary, phosphorus content 
was significantly higher in zooxanthellae 
of the 2.5 µmol L-1 phosphate-enriched 
corals, than in zooxanthellae from the con-
trol treatment (Mann-Whitney test, p < 
0.05, df = 5), both when normalized per 
zooxanthellae cell (Fig. 5) and per skeletal 
surface area (0.24 ± 0.02 and 0.34 ± 0.05 
µmol P cm-2 for zooxanthellae from the 
control and 2.5 µmol L-1 P treatment re-
spectively). The phosphorus content of the 

zooxanthellae from the lowest phosphate 
enrichment and the control were not signif-
icantly different (Mann-Whitney test, p = 
0.51; Fig. 5). Zooxanthellae levels were 
also not significantly different between the 
treatments (3.80 ± 0.27 x 106 cells cm-2; 
Kruskal Wallis tests, p = 0.30, df = 2).  

 

 Discussion 

 

This paper presents the kinetics of phos-
phate uptake by the entire symbiotic asso-
ciation and the isolated zooxanthellae of 
the scleractinian coral S. pistillata. Such 
comparison of the two systems under the 
same experimental conditions brings new 
insights into the functioning of the symbio-
sis, and confirmed the previous observa-
tions made separately on corals (D'Elia 
1977) and isolated zooxanthellae (Deane 
and O'Brien 1981; Jackson and Yellowlees 
1990), that phosphate uptake displays satu-
ration kinetics, indicating that it is medi-
ated by carriers. Our results however 
showed that carriers were present both in 
the animal and the algal fractions, since 
uptake kinetics followed uniphasic satura-
tion curves in both compartments (Micha-
elis-Menten shape). This result is different 
from the first conclusions of D’Elia (1977), 
who suggested that active transport uptake 
sites were located only in the zooxanthel-
lae, with a diffusion of phosphate through 
coral tissue. However, the fact 1) that 
phosphate is an anion at seawater and 
physiological pH, 2) that membrane poten-
tial across the plasma membrane, the 
symbiosome, and the zooxanthellae mem-
brane is negative, and that 3) phosphate 
concentrations in animal cells typically 
range from 1 to 10 mmol L-1 (Lehninger 
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1985; Miller and Yellowlees 1989), does 
not support a diffusion of phosphate 
through the animal membranes or a passive 
transport along an electrochemical gradi-
ent. Carrier-mediated uptake of phosphate 
should therefore be active both in animal 
cells and FIZ. Active uptake implies the 
presence of pumps or ionic exchange 
transporters allowing organisms to retrieve 
phosphate ions from the external medium 
and transport them across biological mem-
branes. The nature of the transporters re-
mains to be characterized, using either 
pharmacological or molecular approaches. 
If we refer to the observations made in 
marine invertebrates (Gerencser et al. 
2002), an active sodium-stimulated phos-
phate transport across coral membranes 
might be involved. 

Our study also showed that transporters in 
the animal and the algae presented differ-
ent affinities for phosphate, since the half-
saturation constants K of the two systems 
were significantly different. The animal 
compartment indeed presented a lower 
affinity than the isolated zooxanthellae (K 
= 1.08 ± 0.42 vs. 0.57 ± 0.18 µmol L-1). 
Though phosphate concentrations may be 
in the millimolar range in coral and 
zooxanthellae cells, concentrations adja-
cent to the zooxanthellae in hospite, (i.e., 
in perisymbiotic vesicles), are not known. 
If we draw an analogy with most trans-
porter systems, which usually display half-
saturation constant values close to sub-
strate concentrations in their environment 
(Wright 1982), the very low K of isolated 
zooxanthellae may indicate that they are 
subjected to micromolar phosphate levels. 
There might therefore be a limitation of 
phosphate fluxes toward zooxanthellae by 
the host via the activity of phosphate carri-
ers present on perisymbiotic membranes; 

but this speculative suggestion needs to be 
verified, as FIZ may behave differently 
than in hospite zooxanthellae. 

The half-saturation constant calculated in 
the present study for the coral colony (1.08 
± 0.42 µmol L-1) is slightly higher, but in 
the same range, as those measured for 3 
other scleractinian corals (0.38 µmol L-1; 
D'Elia 1977). The Vmax is similar in both 
studies, equal to 0.29 (D'Elia 1977) and 
0.38 (this study) µmol P mg Chl-1 h-1. 
Overall, these parameters demonstrate that 
corals are indeed well adapted for a rapid 
acquisition of phosphate. This sub-optimal 
uptake rate measured at phosphate concen-
trations typically occurring in tropical 
oligotrophic waters (V0(0,5 µmol L-1) < 
Vmax) can be linked to the hypothesis ex-
pressed by Jackson and Yellowlees (1990), 
who suggested that zooxanthellae are 
adapted for rapid uptake in the presence of 
transient phosphate enrichment.  

The K obtained with the FIZ (0.57 ± 0.18 
µmol L-1) is 10 times higher than the val-
ues measured by Deane and O’Brien 
(1981) on cultured zooxanthellae, but also 
30 times lower than the value obtained by 
Jackson and Yellowlees (1990) with 
zooxanthellae freshly isolated from the 
coral Acropora formosa (Dana 1846). This 
large discrepancy can be due to different 
phosphorus pools in the zooxanthellae con-
sidered. Indeed, several authors already 
observed a decrease in uptake rates of iso-
lated or cultured zooxanthellae following 
exposure to phosphate (Deane and O'Brien 
1981; Jackson and Yellowlees 1990; R. 
Kelty unpubl.). Such ‘acclimatization’ to 
phosphate was also observed in the entire 
coral colony (this work ; Fig. 4) and in two 
other symbioses, such as in the clam 
T. gigas (Belda and Yellowlees 1995) or 
the jellyfish C. xamachana (Todd et al. 
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2006). Those results suggest the adaptation 
of uptake rates to the repletion status of 
phosphorus pools inside the symbiotic as-
sociation.  

Measurements of the phosphorus content 
of nubbins after 8 weeks of exposure to 
phosphate showed that only zooxanthellae 
were phosphorus-enriched at the end of the 
experiment, thus demonstrating that 
zooxanthellae represent the only sink of 
inorganic phosphorus within the symbiotic 
association, while animal cells present a 
homeostatic regulation of phosphorus lev-
els. Similar results were reported for dis-
solved inorganic forms of nitrogen in S. 
pistillata, with a rapid translocation of ni-
trate and ammonium toward the 
zooxanthellate fraction. This seems logical 
when we consider that animals in general, 
and non-symbiotic cnidarians in particular, 
are not able to effect net uptake of external 
inorganic nutrients (Muller-Parker et al. 
1990) and generally excrete those nutrients 
into the surrounding water (D'Elia 1977; 
Muscatine and D'Elia 1978; Muscatine et 
al. 1979). In contrast, symbiotic cnidarians, 
owing to the presence of algae in their tis-
sue, are able to take up, retain, and incor-
porate inorganic nutrients from seawater at 
micromolar or even nanomolar concentra-
tions.  

This paper also highlights the effects of 
two other parameters on phosphate uptake, 
light and particulate feeding. The velocity 
of phosphate absorption by S. pistillata 
nubbins and its FIZ increased in the light. 
Except two contrary results obtained by 
Muller-Parker et al. (1990) on the starved 
sea anemone A. pallida and Deane and 
O’Brien (1981) on cultured and freshly 
isolated zooxanthellae, light-enhancement 
is a general trend observed in several phy-
toplankton species (Reshkin and Knauer 

1979; Nalewajko and Lee 1983), in 
zooxanthellae isolated from corals (Jack-
son and Yellowlees 1990), as well as in 
hermatypic corals (D'Elia 1977; Sorokin 
1992). Stimulation of phosphate absorption 
by light in corals and FIZ confirms the 
major role of zooxanthellae in this process, 
via their photosynthetic activity. Concern-
ing the feeding effect, even though this 
effect on phosphate uptake has not been 
directly tested in the present study, the 
comparison of results obtained for nubbins 
used during phosphate uptake experiments 
and those of control corals from the 8-
week enrichment indirectly demonstrates 
the influence of particulate feeding (zoo-
plankton) on phosphate uptake by S. 
pistillata: the first corals were lightly fed 
(once a week) with A. salina nauplii, while 
the latter were starved during the 8 weeks 
of enrichment. Phosphate uptake rates 
were 4.6 times higher for starved corals, 
indicating that those corals became phos-
phorus-depleted over 8 weeks. A similar 
trend was observed in another cnidarian, A. 
pallida (Muller-Parker et al. 1990), with 
uptake rates 10-50 times higher in 1 
month-starved anemones than in daily-fed 
animals. Effects of light and particulate 
feeding underline the fact that phosphate 
acquisition from the surrounding seawater 
is controlled both by zooxanthellae and by 
their coral hosts. One remaining question is 
to know if organic forms of phosphorus are 
stocked in the tissue of the coral animal, 
or, like inorganic phosphorus, are trans-
ferred to the zooxanthellae.  

Even if phosphate represents an important 
source of phosphorus for zooxanthellae, it 
is not the only form available in coral 
reefs. Several studies have shown the im-
portance of organic phosphorus for the 
coral hosts (Johannes et al. 1970) and their 



  CHAPITRE 2  |  L'absorption de phosphore inorganique dissous  

 

93 

 

Article 1 

symbionts (Jackson et al. 1989; Annis and 
Cook 2002). Organic phosphorus can be 
taken up by corals via particulate feeding 
(zooplankton and other forms of particulate 
organic matter; Johannes et al. 1970) or via 
the activity of excreted alkaline phospha-
tases (APA; Annis and Cook 2002) or acid 
phosphatases (Jackson et al. 1989), for 
which the existence was shown in isolated 
zooxanthellae. In order to better under-
stand how the host can regulate its 
symbionts’ phosphate uptake, and whether 
or not hosts can be responsible of a phos-
phorus limitation for their zooxanthellae, it 
seems important to further this study by a 
quantification of the importance of organic 
phosphorus uptake as compared to that of 
phosphate. 
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Résumé 

 
Plusieurs aspects inconnus du contrôle de l'absorption des nutriments inorganiques 
dissous ont été examinés à l'aide d'expériences de déplétion chez le corail symbio-
tique Stylophora pistillata. L'inhibition totale de l'absorption de phosphate dans une 
eau de mer artificielle sans sodium a révélé l'implication probable d'un symporteur 
sodium/phosphate pour le transfert du phosphate au travers des membranes de 
l'hôte. L'ajout d'ammonium ou de nitrate (jusqu'à 6,0 µmol L-1) n'a pas entraîné 
d'augmentation des taux d'absorption à saturation de phosphate. Ce résultat indique 
que les coraux, ou leurs zooxanthelles symbiotiques, n'étaient pas, ou pas suffisam-
ment, limités par l'azote pour modifier leurs besoins en phosphore. À l'inverse, le 
taux d'absorption d'ammonium à saturation a été multiplié par 2,5 en présence de 
3,0 µmol L-1 de phosphate. Ce résultat indique quant à lui que les coraux ou leurs 
symbiotes manquaient de phosphate pour pouvoir tirer pleinement parti de l'azote 
inorganique dissous dans le milieu. En résumé, ces résultats mettent en avant le fait 
que la limitation en phosphore semble plus prononcée que celle en azote. Enfin, le 
taux d'absorption de phosphate a diminué avec la nutrition particulaire de l'hôte 
(source, entre autre, de phosphore organique). En effet, des coraux non nourris pen-
dant 21 jours ont absorbé le phosphate respectivement 42 et 19% plus rapidement 
que des coraux nourris 1 ou 3 jours avant. Ce résultat est un autre indicateur de limi-
tation en phosphore du corail S. pistillata. Cette étude apporte donc de nouvelles 
perspectives sur les rapports entre les coraux symbiotiques et les nutriments, et 
fournit un outil potentiellement rapide et efficace pour déterminer lequel, du phos-
phore ou de l'azote, est le plus limitant pour le métabolisme corallien dans des condi-
tions données. 



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

 

96 

 

  

Article 2 



  CHAPITRE 2  |  L'absorption de phosphore inorganique dissous  

 

97 

 

6 

Article 2 
High phosphate uptake requirements                                                              

of the scleractinian coral Stylophora pistillata 
 

C. Godinot1,2,3, R. Grover1,2, D. Allemand1,2, and C. Ferrier-Pagès1,2 
 

Journal of Experimental Biology | 2011 
 
 
Abstract 

 
Several untested aspects of the regulation of inorganic nutrient uptake were exam-
ined using nutrient depletion experiments with the symbiotic coral Stylophora 
pistillata. The total inhibition of phosphate uptake in artificial seawater lacking sodium 
indicates the involvement of a sodium/phosphate symporter for the uptake of phos-
phate across host membranes. Addition of ammonium or nitrate (up to 6.0 μmol L-1) 
did not enhance saturated phosphate uptake rates, thus indicating that corals, or 
their symbiotic algae, were not, or not sufficiently, nitrogen limited to modify their 
phosphate needs. Conversely, the saturated uptake rate of ammonium increased by 
2.5-fold in the presence of 3.0 μmol L-1 of phosphate, thus indicating that the corals 
or their symbionts were lacking intracellular phosphate to take advantage of the inor-
ganic nitrogen compounds dissolved in their surrounding medium. Overall, these re-
sults highlight some greater limitation in phosphate rather than in nitrogen. Finally, 
the rate of phosphate uptake decreased with particulate feeding of the host (organic 
phosphate source). Indeed, corals that were fed 1 and 3 days before the uptake ex-
periment took up phosphate 42 and 19% slower, respectively, than corals that were 
fed 21 days before. This result provides additional evidence of phosphate limitation in 
S. pistillata. This study therefore brings new insights into the relationships between 
nutrients and symbiotic corals, and may provide a rapid and effective tool to investi-
gate which nutrient is the most limiting for coral metabolism. 
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 Introduction 

 

Phosphorus and nitrogen compounds are 
key nutrients for marine organisms (Beni-
tez-Nelson, 2000; Elser et al., 2007) be-
cause they enter into the composition of 
many biological molecules (e.g. DNA, 
RNA, proteins and phospholipids) and 
have a role in biochemical mechanisms. In 
the oligotrophic surface reef waters, phos-
phate and inorganic forms of nitrogen 
(ammonium and nitrate) display a charac-
teristic depletion, with concentrations often 
well below 0.5 µmol L-1

 (Atkinson, 1987; 
Atkinson et al., 1995; Furnas, 1991). 
Zooxanthellae, the dinoflagellates living in 
symbiosis with corals, are known to take 
up from their host and concentrate, through 
active transport, dissolved nutrients, which 
are then transformed into organic mole-
cules (Badgley et al., 2006; Bythell, 1990; 
D’Elia and Cook, 1988; D’Elia et al., 
1983; Domotor and D’Elia, 1984; Godinot 
et al., 2009; Muscatine and D’Elia, 1978) 
and transferred back to the host for its me-
tabolism (Muscatine and Porter, 1977). 
Such nutrient recycling within the symbio-
sis is often used to explain the success of 
corals in nutrient-poor environments. 
Knowledge of nutrient fluxes, and of their 
regulation, is therefore crucial for a better 
understanding of coral reef functioning. 
Although a lot of studies have investigated 
nutrient uptake by diverse scleractinian 
symbiotic coral species, most of them have 
focused on compounds of nitrogen rather 
than phosphate, and many questions re-
main unsolved. 

The present study focused on three main 
questions regarding phosphate uptake that 
were untested in previous studies. First, 
even though phosphate uptake through the 
animal membranes is known to be mediat-
ed via active transport (phosphate is a 
charged species at seawater and physiolog-
ical pHs and its uptake displays saturation 
kinetics in coral holobionts) (D’Elia, 1977; 
Godinot et al., 2009), the transporter in-
volved at the host membrane has not been 
characterized for reef corals. Although 
phosphate uptake occurs via ATP-binding 
cassette transporters from the PhoT family 
in prokaryotes (Higgins, 1992) and via 
proton–phosphate cotransporters from the 
Pht family in plants (Raghothama, 1999; 
Smith et al., 2003), an active sodium-
dependent phosphate cotransporter is more 
commonly found in animals (Markovich, 
2010; Virkki et al., 2007), such as in the 
sea urchin Strongylocentrotus purpuratus 
(Schneider, 1985) or in the marine mollusc 
Aplysia californica (Gerencser et al., 
2002). This sodium-dependent transport 
was demonstrated by a lack of phosphate 
uptake in sodium-free seawater (Gerencser 
et al., 2002; Schneider, 1985). Using simi-
lar techniques, the first goal of this study 
was to assess whether such a transporter 
was involved in the uptake of phosphate by 
the symbiotic coral Stylophora pistillata. 
The second goal of this study was to test 
whether phosphate uptake decreases with 
particulate feeding, as previously observed 
for this nutrient in sea anemones (Muller-
Parker et al., 1990) and for ammonium and 
nitrate in corals (D’Elia and Cook, 1988; 
Grover et al., 2002). The third aim of this 
study was to test whether ammonium or 
nitrate enrichment could enhance the 
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uptake of phosphate. This mechanism has 
never been investigated before, but might 
have great implications for coral metabo-
lism if a limitation by one or both nutrients 
exists in the coral–zooxanthellae symbio-
sis, as was hypothesized in several studies 
(Falkowski et al., 1993; Miller and 
Yellowlees, 1989; Muscatine et al., 1989; 
Rees, 1991). Therefore, if the uptake 
mechanisms of phosphate and nitrogen 
compounds are competing for limited en-
ergy resources, it could lead to the prefer-
ential uptake of one of the two nutrients, as 
in some phytoplankton species (Terry, 
1982a; Terry, 1982b). If, rather, there is a 
co-limitation between the two nutrients, it 
could lead to greater uptake rates of phos-
phate when nitrogen is fully available, as 
has also been shown in other phytoplank-
ton studies (e.g. Suttle and Harrison, 
1988). 

If phosphate uptake can be limited by 
availability of nitrogen, the opposite is also 
true. However, the effect of phosphate lim-
itation on ammonium or nitrate uptake has, 
to the best of our knowledge, never been 
investigated in corals. On the contrary, it is 
well-known, for example, that nitrate up-
take is generally inhibited in the presence 
of ammonium (Badgley et al., 2006; 
Domotor and D’Elia, 1984; Grover et al., 
2003), either through a repression of the 
nitrate reductase (Berges and Harrison, 
1995; Guerrero et al., 1981; Syrett, 1981; 
Vergara et al., 1998) or a competition of 
ammonium and nitrate uptake mechanisms 
for energy resources, leading to the prefer-
ential uptake of ammonium (Terry, 1982a; 
Terry, 1982b). Therefore, we tested two 
additional questions. As phosphate has 
been suggested to be a limiting nutrient for 
zooxanthellae (Miller and Yellowlees, 
1989), our fourth aim was to test whether 

the lack of phosphate is critical for ammo-
nium uptake. Finally, we also tested 
whether the uptake of nitrate, the other 
form of inorganic nitrogen available for 
corals, was limited by phosphate availabil-
ity in S. pistillata, as the two studies per-
formed to date on S. pistillata have found 
no (Muscatine et al., 1984), or a very low 
(Grover et al., 2003), nitrate uptake rate by 
this species. 

Answering these questions could give a 
better understanding of the regulation of 
nutrient uptake by corals. Such data could 
be used in future models of nutrient cycles 
within the coral–zooxanthellae symbiosis. 

 

 Materials and methods 

Coral culture conditions 
Colonies of the zooxanthellate coral 
Stylophora pistillata Esper 1797 were ob-
tained from the Red Sea and maintained in 
open flow aquaria under controlled condi-
tions (26°C, salinity of 38). Light was pro-
vided by hydrargyrum quartz iodide lights 
at a photosynthetic active radiation level of 
220 µmol m-2 s-1

 (measured using a spheri-
cal quantum sensor; LiCor LI-193, Lin-
coln, NE, USA), with a 12 h:12 h 
dark:light cycle. Two months before the 
experiments began, the apical branches of 
10 parent colonies were cut using pliers to 
generate 200 nubbins (2.5±1.0 cm long and 
0.6±0.3 cm in diameter). Nubbins were 
attached to nylon wires and suspended in 
aquaria until tissue fully covered the skele-
ton. They were lightly fed (once a week) 
with Artemia salina (Linnaeus 1758) 
nauplii during this maintenance period and 
were starved for 4 days before each exper-
iment (unless otherwise specified). Sea-
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water in the aquaria contained trace con-
centrations of phosphate (< 0.05 µmol L-1), 
nitrate (< 0.4 µmol L-1) and ammonium 
(< 0.5 µmol L-1), thus corals were consid-
ered to be maintained under oligotrophic 
conditions concerning inorganic nutrients. 

Kinetic characteristics of nutrient 
transport in corals 

As a preliminary step, we first examined 
the uptake kinetics of each inorganic nutri-
ent in order to select the concentration that 
gave a maximal uptake rate of phosphate, 
nitrate or ammonium, which was used in 
subsequent uptake interaction experiments. 
For this purpose, we performed a series of 
three experiments, in which the depletion 
of phosphate, ammonium or nitrate was 
followed over time in stirred beakers en-
riched with the corresponding nutrient. 
Uptake rates were measured with six dif-
ferent concentrations of phosphate (0, 0.5, 
1.0, 2.0, 3.0 and 4.0 µmol L-1), ammonium 
(0, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 and 6.5 µmol L-1) or 
nitrate (0, 0.5, 1.5, 3.5, 5.0 and 9.0 µmol L-

1). Five nubbins were used for each con-
centration tested. Uptake rates were per-
formed as described in Godinot et al. 
(Godinot et al., 2009), using stock solu-
tions of KH2PO4, NH4Cl or KNO3 

(10 mmol L-1) to reach the desired initial 
nutrient concentration, with water sam-
plings every 15 min for 90 min. During 
each depletion experiment, nutrient con-
centrations decreased linearly over time for 
at least 60 min, as shown in Godinot et al. 
for phosphate (Godinot et al., 2009). Am-
monium samples were treated with 1 ml of 
combined ammonium reagent immediately 
after sampling, and were kept in the dark 
for 3 h before manual determination by 
spectrofluorimetry according to Holmes et 
al. (Holmes et al., 1999). Phosphate and 

nitrate samples were frozen right away, 
and were measured no longer than 1 week 
after sampling. Phosphate concentrations 
were determined using the ascorbic acid 
method (Murphy and Riley, 1962). Nitrate 
concentrations were measured using an 
autoanalyzer (Axflow, Plaisir, France) and 
according to Aminot and Kérouel (Aminot 
and Kérouel, 2007). Initial uptake rates 
(V0) were calculated from the quantity tak-
en up by each nubbin in 60 min. Uptake 
rates were normalized to the total chloro-
phyll (chl) content, zooxanthellae concen-
tration and surface area of the nubbins (see 
below). 

Phosphate uptake: interaction with 
sodium, particulate food and nitrogen 

In the second experiment, we characterized 
the phosphate transporter involved and 
assessed the effect of feeding and inorgan-
ic nitrogen enrichment on the uptake of 
phosphate. 

Effect of sodium on phosphate uptake 
To test for the presence of an active sodi-
um-phosphate symporter, we incubated 
corals in sodium-free artificial seawater 
(ASW) containing 3.0 µmol L-1 P (the con-
centration giving the maximal uptake rate 
in the kinetic curves). Such an ASW proto-
col has often been used to test sodium-
dependent transporters (Gerencser et al., 
2002; Schneider, 1985), using various so-
dium osmotic equivalents in many models, 
including choline in scleractinian corals 
(Al-Moghrabi et al., 1993; Al-Moghrabi et 
al., 1996; Allemand et al., 1984). Phos-
phate uptake was therefore measured using 
ASW in which sodium had been replaced 
by its osmotic equivalent choline (0 Na 
ASW). Controls were performed with 
ASW in which sodium was present 

Article 2 



  CHAPITRE 2  |  L'absorption de phosphore inorganique dissous  

 

101 

 

(control ASW). ASW was prepared fresh-
ly, following the simplified synthetic sea-
water recipe of Dickson et al. (Dickson et 
al., 2007), modified to achieve a salinity of 
38.5 and to replace sodium with choline 
(using choline chloride and choline bicar-
bonate). The following final concentrations 
were achieved: 600 mmol kg-1

 Cl-, 
31 mmol kg-1 SO4

2-, 58 mmol kg-1 Mg2+
+, 

11 mmol kg-1 Ca2+
+, 11 mmol kg-1 K+, 

2 mmol kg-1 HCO3
-
 and 511 mmol kg-1 of 

either choline+
 or Na+ Osmolarity was 

1122 ± 10 mOsmL-1, alkalinity was 
2233 ± 16 mequiv kg-1 and pH was 
8.05 ± 0.05. Coral coelenterons were 
rinsed during a 20 min acclimation in 
ASW before experiments started, and 
phosphate uptake rate was measured on 
five nubbins per ASW treatment (control 
and 0 Na ASW) under the same conditions 
as before, with water samplings every 
15 min for 60 min. Choline chloride and 
choline bicarbonate have been widely used 
to prepare sodium-free seawater (e.g. 
Baker et al., 1969; Ettensohn et al., 2004; 
Hodgkin and Katz, 1949; Lee, 1984) and, 
as was observed previously in experiments 
involving corals (D.A., personal observa-
tion) (Al-Moghrabi et al., 1993; Al-
Moghrabi et al., 1996), nubbins had their 
polyps fully expanded during the entire 
incubation period and mucus production 
was minimal. 

Effect of feeding on phosphate uptake 
To evaluate the impact of heterotrophy 
(organic phosphate supply) on phosphate 
uptake, phosphate uptake rates were meas-
ured over 2h in experiments on five corals 
fed A. salina nauplii 1, 3 or 21 days before. 
Phosphate concentration was set to 
3.0 µmol L-1 P, the concentration giving 
maximal uptake rates in our kinetic curves. 

Rates were measured under the same con-
ditions as described before. 

Effect of inorganic nitrogen enrichment 
on phosphate uptake 
Results from the kinetics experiments were 
used to assess uptake rates of phosphate in 
the presence of ammonium or nitrate. The 
initial concentration of phosphate was cho-
sen in order to match the maximal uptake 
rate (Vmax) measured in the kinetics exper-
iments, i.e. 3.0 µmol L-1. Concentrations of 
ammonium or nitrate were chosen so as to 
have: (1) a low concentration close to lev-
els relevant in the field, (2) a concentration 
representing eutrophic conditions in the 
field and (3) a high concentration (roughly 
matching Vmax). A control was performed 
in which phosphate uptake was examined 
alone, without nitrogen compound enrich-
ments. Thus, uptake rates of phosphate 
(3.0 µmol L-1) were measured for five 
nubbins in the presence of 0, 0.5, 1.0 and 
4.0 µmol L-1 ammonium or 0, 0.5, 2.5 and 
6.0 µmol L-1 nitrate, under the same condi-
tions as described above. One additional 
sample was taken at the beginning of each 
sampling period in order to verify the en-
richment performed with the added nitro-
gen. 

Inorganic nitrogen uptake: effect of 
phosphate enrichment 

In this third set of experiments, results 
from the uptake kinetics were used to as-
sess the impact of three phosphate enrich-
ments on ammonium and nitrate uptake 
rates. Initial concentrations of nitrogen 
compounds were chosen in order to match 
the Vmax measured in the previous experi-
ments, i.e. 4.0 µmol L-1 for ammonium and 
6.0 µmol L-1 for nitrate. Concentrations of 
phosphate were chosen using the same 
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rationale as for testing the nitrogen impact 
on phosphate uptake. Controls were per-
formed by measuring ammonium or nitrate 
uptake without phosphate enrichment. 
Thus, uptake rates of ammonium (4.0 µmol 
L-1) or nitrate (6.0 µmol L-1) were both 
measured in the presence of 0, 0.1, 0.5 and 
3.0 µmol L-1 phosphate. Five nubbins were 
used for each experiment, under the same 
conditions as described above. One addi-
tional sample was taken at the beginning of 
each sampling period in order to verify the 
enrichment performed with the added nu-
trient. 

Measurements of physiological param-
eters 

At the end of the experiments, corals were 
frozen for subsequent normalization of the 
uptake rates. Data were normalized to the 
total chlorophyll and zooxanthellae content 
[using the methods described in Godinot et 
al. (Godinot et al., 2009)] and to the sur-
face area of the nubbins [using the method 
described in Stimson and Kinzie (Stimson 
and Kinzie, 1991)]. 

Statistical analyses 
Concentration-dependent nutrient uptake 
rates were studied using GraphPad Prism 
(version 5.0; San Diego, CA, USA) to ob-
tain bestfit values for K (see Eqn 1) and 
Vmax. StatView (version 5.0; Cary, NC, 
USA) was used to perform an unpaired t-
test to test the sodium dependence of phos-
phate uptake, and to perform one-way 
ANOVAs, followed by Fisher’s protected 
least significant difference (PLSD) tests, to 
identify the effect of feeding on phosphate 
uptake. Linear regressions were performed 
with GraphPad Prism to examine nutrient 

uptake under nutrient enrichment, and 
Fisher’s PLSD tests were used to deter-
mine which uptake rates were significantly 
impacted by the presence of another nutri-
ent (i.e. slope is significantly different 
from zero). 

 

 Results 

Kinetic characteristics of nutrient 
transport in corals 

For each nutrient when examined alone, 
initial uptake rates (V0) versus nutrient 
concentration conformed to the Monod 
kinetics, based upon the Michaelis–Menten 
equation for enzymes (Fig. 1):  

 

 

where [X] is the initial concentration of 
either phosphate (P) or nitrogen (N, in the 
form of ammonium NH4

+ or nitrate NO3
-), 

K is the nutrient concentration at which 
uptake is half-optimal and Vmax is the max-
imum uptake rate. For each nutrient con-
sidered, K corresponds to the inverse of the 
affinity of the carrier towards this nutrient. 
As a result, S. pistillata presented an affini-
ty 2.0 and 6.8 times higher for ammonium 
than for phosphate or nitrate, respectively 
(Table 1). Vmax was 1.7 to 2.0 times higher 
for nitrogen (for nitrate and ammonium, 
respectively) than for phosphate (Table 1). 

Phosphate uptake: interaction with 
sodium, particulate food and nitrogen 

In the control ASW, phosphate uptake rate 
(3.07 ± 0.79 µmol P mg-1 chl h-1)   was   in  
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◄ Figure 1 | Concentration-dependent up-
take (V0) of (A) phosphate (squares) and (B) 
ammonium (triangles) and nitrate (circles) in 
Stylophora pistillata. 

Table 1 | Calculated kinetics parameters for 
the uptake of PO4

3-, NH4
+ and NO3

- by 
Stylophora pistillata. Data are means ± 
s.e.m. Vmax, maximum uptake rate (µmol mg-

1 chl h-1); K, affinity constant (µmol L-1). 

◄ Figure 2 | Uptake of 3.0 µmol L-1 phos-
phate in artificial seawater (ASW) containing 
(control ASW) or lacking (0 Na ASW) sodi-
um. In the latter case, sodium was replaced 
by choline. Data are mean ± s.e.m. uptake 
rates of five nubbins. 
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Figure 3 | Uptake rates of phosphate (3 µmol L-1) with different enrichments of nitrogen: (A) nitro-
gen as ammonium, (B) nitrogen as nitrate. Best-fit linear regression lines (solid lines) are represented 
along with the 95% confidence intervals (dashed lines). Data are mean ± s.e.m. uptake rates of five 
nubbins. 

◄ Figure 4 | Effect of heterotrophy on 
phosphate uptake by the coral Stylophora 
pistillata. Initial phosphate concentration 
was 3.0 µmol L-1 for each uptake measure-
ment. Data are mean ± s.e.m. uptake rates of 
five nubbins. 

▼ Figure 5 | Uptake rates of nitrogen with 
different enrichments of phosphate: (A) up-
take of ammonium (4 µmol L-1) in the pres-
ence of phosphate, and (B) uptake of nitrate 
(6 µmol L-1) in the presence of phosphate. 
Best-fit linear regression lines (solid lines) 
are represented along with the 95% confi-
dence intervals (dashed lines). Data are mean 
± s.e.m. uptake rates of five nubbins. 
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the same range as values measured during 
the previous experiments in natural sea-
water, confirming that corals behaved 
normally in ASW (e.g. Figs 3 and 4). In 
0 Na ASW, the phosphate uptake rate was 
close to zero (- 0.20 ± 1.46 µmol P mg-1 
chl h-1) and significantly different than in 
the presence of sodium (unpaired t-test, 
t=2.75, P=0.025; Fig. 2), suggesting strict 
sodium dependence.  

The maximal uptake rate of phosphate was 
not significantly affected by any of the 
ammonium or nitrate enrichments tested 
(P=0.47 for ammonium, P=0.23 for nitrate; 
Fig. 3). Conversely, phosphate uptake de-
creased with proximity of feeding in time 
(Fisher’s PLSD, F=8.232, P=0.006): corals 
that were fed 1 and 3 days before the up-
take experiment took up phosphate 42 and 
19% slower, respectively, than corals that 
were unfed for 21 days (Fig. 4). 

Inorganic nitrogen uptake: effect of 
phosphate enrichment 

The uptake rate of ammonium was signifi-
cantly increased in the presence of 0.5 and 
3.0 µmol L-1 phosphate (r2=0.76, F=57.04, 
P<0.0001; Fisher’s PLSD, both P<0.05; 
Fig. 5A). Linear regression followed by 
Fisher’s PLSD revealed that, overall, ni-
trate uptake rate was not impacted by 
phosphate availability (P=0.93; Fig. 5B), 
although an unpaired t-test revealed that 
nitrate uptake was significantly enhanced 
by a low phosphate enrichment (0.5 µmol 
L-1; unpaired t-test, t=- 2.45, P=0.049). 

 

 

 

 

 Discussion 

 

First, this study tested the involvement of a 
sodium/phosphate symporter in the uptake 
of phosphate across the host membrane, an 
uptake that has previously been demon-
strated to be active in corals (D’Elia, 1977; 
Godinot et al., 2009) but for which the 
transporter is unknown. Such cotransport is 
one of the most common in the animal 
kingdom. It has indeed been found in ver-
tebrates, for which three families of Na/Pi 
symporters have been characterized 
(Markovich, 2010; Virkki et al., 2007), in 
marine invertebrates, such as the mollusc 
Aplysia californica (Gerencser et al., 2002) 
and the sea urchin Strongylocentrotus 
purpuratus (Schneider, 1985), and in the 
phycomycete Thraustochytrium roseum 
(Siegenthaler et al., 1967; Siegenthaler et 
al., 1966) and the cyanobacteria Anabaena 
(Valiente and Avendano, 1993). Although 
the use of 0 Na ASW can theoretically lead 
to the inhibition of all sodium-dependent 
co-transports, which includes some amino 
acids, glucose, lactate and protons (Pres-
ton, 1993; Scott, 1987), and therefore alter 
the cell physiology over the course of long-
term experiments, it is likely that during 
short-term incubations, as used in the pre-
sent study (less than 2 h), the primary ef-
fect of the absence of sodium in the exter-
nal medium is the direct cis-inhibition of 
substrate transport. Such a short period of 
time did not allow, for example, significant 
changes in sodium-independent processes 
in the scleractinian coral Galaxea 
fascicularis, such as the photosynthesis 
and respiration of zooxanthellae freshly 
isolated from that coral (Al-Moghrabi et 
al., 1996), or the sodium-independent 
component of valine uptake (Al-Moghrabi 
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et al., 1993). We thus conclude that the 
total inhibition of phosphate uptake in 0 Na 
ASW is a strong evidence for the in-
volvement of a sodium/phosphate 
symporter at the host membrane of the 
symbiotic coral S. pistillata. 

The main objective of this study was to 
determine whether ammonium or nitrate 
availability limited phosphate uptake, or 
the contrary, whether phosphate availabil-
ity limited ammonium and nitrate uptake in 
the scleractinian coral S. pistillata. Such a 
limitation would suggest that one nutrient 
is essential to the use of the other and is, 
therefore, lacking within the symbiosis. 
Under the experimental conditions of this 
study (no heterotrophic input, no light 
stress or temperature stress), ammonium 
and nitrate availability did not change the 
uptake rates of phosphate, suggesting that 
corals, or their symbiotic algae, were not, 
or not sufficiently, nitrogen limited to 
change their needs in phosphate. This re-
sult does not exclude that the growth of the 
zooxanthellae was nitrogen limited, as pre-
viously demonstrated (Falkowski et al., 
1993; Muscatine et al., 1989), but suggests 
that the zooxanthellae did not need more 
nitrogen to use all of the phosphate availa-
ble in the incubation medium (with low to 
high concentrations of nitrogen). Con-
versely, we observed enhanced uptake 
rates of ammonium with phosphate en-
richment (Fig. 5), suggesting in this case 
that the corals or their symbionts were 
lacking sufficient intracellular phosphate to 
take advantage of the inorganic nitrogen 
compounds dissolved in their surrounding 
medium. Overall, these results highlight 
some greater limitation in phosphate rather 
than in nitrogen compounds, and are in 
agreement with (1) the high activity levels 
of the zooxanthellae alkaline phosphatase 

(Annis and Cook, 2002; Jackson et al., 
1989) and (2) previous physiological data 
suggesting that algal growth within the 
symbiosis was more limited by phosphorus 
than by nitrogen (Jackson et al., 1989; Mil-
ler and Yellowlees, 1989). 

The negative effect of feeding on inorganic 
phosphate uptake is additional evidence of 
phosphate limitation in the symbiotic asso-
ciation. When corals acquired organic 
phosphate from zooplankton, they lowered 
the uptake rates of phosphate compared 
with unfed corals because of a 
downregulation of phosphate uptake and/or 
a greater release of phosphate in the incu-
bation medium. Both processes can occur 
in corals. Indeed, regulation of phosphate 
uptake was previously observed in cultured 
and isolated zooxanthellae, in which the 
activity of alkaline and acid phosphatases 
decreased in presence of dissolved organic 
phosphate in seawater (Annis and Cook, 
2002; Jackson et al., 1989). Similarly, in 
the sea anemone Aiptasia pallida, phos-
phate uptake increased by 10 to 50 times in 
anemones starved for 1 month compared 
with those given a daily feeding (Muller-
Parker et al., 1990). Stylophora pistillata, 
however, differs from A. pallida because it 
took up phosphate at a significant rate 
(1.84 ± 0.14 µmol P mg-1 chl h-1for a 
phosphate concentration of 3 µmol L-1) 
even when it was heterotrophically starved 
just for 1 day. This suggests that 
S. pistillata requires a high concentration 
of phosphate to sustain its metabolism. 
Nonetheless, it is also possible that phos-
phate uptake rates decreased because of a 
release of phosphate. Indeed, D’Elia re-
ported that symbiotic corals can release 
organic phosphate in the light, and both 
inorganic and organic phosphate in the 
dark (D’Elia, 1977). Although organic 
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phosphate fluxes were not measured in the 
present study, and all rates reported were 
measured in the light, we cannot exclude 
the possibility that phosphate was released, 
or was released in greater quantities, in fed 
than in starved corals. This hypothesis re-
mains to be investigated. 

Finally, results obtained with the kinetics 
of nitrate uptake give insight into the ca-
pacity of S. pistillata to use this source of 
nitrogen for its metabolism. Despite its 
relatively high abundance in reef waters 
compared with ammonium (D’Elia et al., 
1981; Lapointe and Clark, 1992), nitrate 
remains a much less significant source of 
nitrogen than ammonium for corals (D’Elia 
et al., 1983; Domotor and D’Elia, 1984; 
Grover et al., 2003; Wilkerson and Trench, 
1986). Indeed, in the first study performed 
with zooxanthellae freshly isolated from 
field-collected corals (Muscatine et al., 
1984), it was concluded that S. pistillata 
was not able to use nitrate as a nitrogen 
source because no activity of the nitrate 
reductase, which is the enzyme necessary 
for the assimilation of nitrate, could be 
detected in the samples. In a later study, 
Grover et al. (Grover et al., 2003) found 
that nitrate uptake rates of cultured S. 
pistillata nubbins were significant (0.1 and 
0.4 nmol N cm-2 h-1 for 0.9 and 3.9 µmol 
L-1 NO3

- in seawater, respectively), alt-
hough much lower (10 to 50 times lower) 
than those measured in the present study 
(e.g. 2.8 and 13 nmol N cm-2 h-1 for 0.5 
and 3.5 µmol L-1 NO3

- in seawater, respec-
tively) and from other coral species (from 
2.5 to 20 nmol N cm-2 h-1 for NO3

- concen-
trations of 0.5 to 4 µmol L-1) (reviewed in 
Badgley et al., 2006). Because the uptake 
of nitrate is clearly inhibited by the pres-
ence of ammonium in phytoplankton 
(Berges and Harrison, 1995; Guerrero et 

al., 1981; Syrett, 1981; Vergara et al., 
1998) and corals (Grover et al., 2003), the 
discrepancies among the results might be 
linked to the ammonium supply of the col-
onies (which was relatively low in the pre-
sent study, <0.5 µmol L-1), as well as to the 
ammonium content of the cells, although 
this point remains to be further investigat-
ed. The discrepancies may also be linked 
to the availability of phosphate in the sea-
water and in the coral cells, if nitrate up-
take is phosphate limited. Contrary to up-
take of ammonium, nitrate uptake was not 
enhanced by a 3.0 µmol L-1 phosphate ad-
dition. However, in the presence of a lower 
phosphate concentration (0.5 µmol L-1), 
nitrate uptake significantly increased, sug-
gesting that nitrate uptake was not totally 
independent of phosphate presence. This 
increase in nitrate uptake at only the lowest 
phosphate concentrations needs more in-
vestigation. 

In conclusion, measurements of phosphate 
or nitrogen compounds uptake in pres-
ence/absence of the other nutrient has 
proven to be a rapid and effective tool to 
investigate which of the two nutrients is 
the most limiting for coral metabolism. 
Such studies have never been performed 
with corals, but could be used in the field, 
perhaps in addition to alkaline phosphatase 
activity measurements (Annis and Cook, 
2002), to assess the nutrient deficiency of 
corals in the natural environment. Results 
obtained here also highlight a regulation of 
the phosphate internal pools according to 
the trophic status of the colonies, or cer-
tainly, but this remains to be tested, by the 
external concentrations of organic phos-
phate. Finally, phosphate seems to be taken 
up via a sodium–phosphate transporter, as 
in the majority of animals, and it was 
demonstrated that S. pistillata can use ni-
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trate at the same rate as some other coral 
species. The conditions for the uptake of 
nitrate by S. pistillata, or the lack thereof, 
remain to be determined. 
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Résumé 

 
Les effets de l'acidification et de l'élévation de la température des océans sur la calci-
fication et la photosynthèse des coraux ont fait l'objet de nombreuses études scienti-
fiques au cours des deux dernières décennies. Au contraire, leurs effets sur l'absorp-
tion des nutriments par les coraux restent inconnus, et ce malgré l'importance de 
l'acquisition d'éléments nutritifs dans le métabolisme de la symbiose. Dans ce con-
texte, l'objet de cette étude a été d'examiner les effets séparés et combinés d'une 
élévation de la température et de la pCO2 sur l'absorption de phosphate, d'ammo-
nium et de nitrate par le corail scléractiniaire Stylophora pistillata. Trois expériences 
ont été réalisés, au cours desquelles des coraux ont été cultivés durant 10 jours sous 
i) trois conditions de pH (8,1, 7,8 et 7,5) à température normale (26°C), ii) trois tem-
pératures différentes (26, 29 et 33°C) à pH normal (8,1), et iii) trois conditions de pH 
(8,1, 7,8 et 7,5) à température élevée (33°C). Après 10 jours d'incubation, les coraux 
n'ont pas blanchi, et leur contenu en protéines, chlorophylle et zooxanthelles était le 
même dans les neuf traitements. Cependant, les taux de photosynthèse ont signifi-
cativement diminué à 33°C, avec une réduction encore plus conséquente à pH 7,5. 
L'efficacité photosynthétique du photosystème II n'a été diminuée que par la tempé-
rature. Les taux d'absorption de nutriments n'ont pas été affectés par un changement 
du pH seul. À l'inverse, une augmentation de la seule température (33°C) a entraîné 
un accroissement du taux d'absorption de phosphate, et une forte diminution des 
taux d'absorption de nitrate et d'ammonium, conduisant même à une excrétion 
d'azote dans l'eau. La combinaison d'une température élevée (33°C) et d'un pH 
faible (7,5) a entraîné une diminution significative des taux d'absorption de phos-
phate et de nitrate en comparaison avec les taux mesurés dans les conditions con-
trôle (26°C, pH = 8,1). Ces résultats indiquent que les effets cumulatifs du réchauf-
fement des océans et de leur acidification pourraient avoir des conséquences néga-
tives pour le métabolisme du phosphore et de l'azote inorganiques chez les coraux. 
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Abstract 

 
The effects of ocean acidification and elevated seawater temperature on coral calcifi-
cation and photosynthesis have been extensively investigated over the last two dec-
ades, whereas they are still unknown on nutrient uptake, despite their importance for 
coral energetics. We therefore studied the separate and combined impacts of in-
creases in temperature and pCO2 on phosphate, ammonium, and nitrate uptake 
rates by the scleractinian coral S. pistillata. Three experiments were performed, dur-
ing 10 days i) at three pHT conditions (8.1, 7.8, and 7.5) and normal temperature 
(26°C), ii) at three temperature conditions (26°, 29°C, and 33°C) and normal pHT 
(8.1), and iii) at three pHT conditions (8.1, 7.8, and 7.5) and elevated temperature 
(33°C). After 10 days of incubation, corals had not bleached, as protein, chlorophyll, 
and zooxanthellae contents were the same in all treatments. However, photosynthet-
ic rates significantly decreased at 33°C, and were further reduced for the pHT 7.5. 
The photosynthetic efficiency of PSII was only decreased by elevated temperature. 
Nutrient uptake rates were not affected by a change in pH alone. Conversely, elevat-
ed temperature (33°C) alone induced an increased in phosphate uptake but a severe 
decrease in nitrate and ammonium uptake rates, even leading to a release of nitro-
gen into seawater. Combination of high temperature (33°C) and low pHT (7.5) result-
ed in a significant decrease in phosphate and nitrate uptake rates compared to con-
trol corals (26°C, pHT = 8.1). These results indicate that both inorganic nitrogen and 
phosphorus metabolism may be negatively affected by the cumulative effects of 
ocean warming and acidification. 
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 Introduction 

 

Ocean acidification is the result of anthro-
pogenic carbon dioxide (CO2) emissions 
partially dissolving into seawater and pro-
gressively declining its pH [1]: over the 
20th century, the oceans’ average pHT (total 
scale) has decreased by 0.1 unit from 8.21 
to 8.10 [2,3], and it is predicted to further 
decrease by 0.3-0.5 unit by the end of this 
century [2,4]. The majority of calcifying 
organisms, and particularly scleractinian 
corals, are negatively affected by ocean 
acidification, as shown by the decrease in 
calcification, which is one of the main pro-
cesses, with photosynthesis, studied up to 
now in this context. A drop in pH is indeed 
known to affect the carbonate cycle [4-6], 
reducing carbonate ions that corals use to 
build their skeleton, and leading to reduced 
coral calcification rates [1,7-10]. 

Beyond its impact on the carbonate cycle, 
ocean acidification also alters other ele-
mental cycles, such as those of nitrogen 
and phosphorus [11-14]. Both nutrients are 
however essential for coral metabolism. 
Indeed, reef-building corals are living in 
nutrient-poor tropical waters, where the 
supply of available nutrient sources (zoo-
plankton, dissolved and particulate organic 
matter, inorganic nutrients) is generally 
low [15]. Yet, by an efficient nutrient recy-
cling between reef biota, coral reefs retain 
a high productivity. Corals have for in-
stance adapted to their oligotrophic envi-
ronment by developing a symbiosis with 
dinoflagellates of the genus Symbiodinium, 
commonly called zooxanthellae. These 
symbionts largely contribute to the nutri-

tion of their animal host by providing 1) 
photosynthesis-derived carbon to the ani-
mal tissue [16]; and 2) essential nutrients, 
such as nitrogen and phosphorus, either 
directly taken up from the external envi-
ronment or recycled from the animal 
wastes [17]. These nutrients are combined 
to the products of photosynthesis and are 
transferred back to the host, mainly in the 
form of essential amino acids for nitrogen 
[18]. It has been calculated that uptake of 
inorganic nitrogen, at natural concentra-
tions, contributes approximately 30% to 
the daily nitrogen requirement of the spe-
cies Acropora palmata for gamete and 
mucus production, growth, and tissue re-
pair [19]. In another coral species, 
Pocillopora damicornis, uptake of ammo-
nium could even completely satisfy the 
nitrogen demand of this coral at field con-
centrations [20]. Concerning phosphorus, it 
enters into the composition of many bio-
logical molecules (DNA, RNA, phospho-
lipids) and has a role in several biochemi-
cal mechanisms (through ATP). It controls 
in part coral growth and zooxanthellae 
photosynthesis [21,22]. The issue of nutri-
ent limitation of corals and their symbionts 
is therefore of prime interest, as nutrient 
provision sustains corals’ metabolism in 
general, and in particular during thermal 
bleaching events. It has indeed been shown 
that nutrient-repleted corals, with higher 
zooxanthellae density and photosynthetic 
rates, are less susceptible to bleaching or 
nutrient shortage [23,24]. Provision of nu-
trient to corals is also important for the 
entire reef, because healthy corals sustain a 
high reef biomass production. 
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Despite the importance of nutrient provi-
sion for coral physiology and coral reef 
functioning, and its potential alteration by 
ocean acidification, only three studies have 
reported on the impacts of pH on nutrient 
uptake by symbionts or symbiotic cnidari-
ans, and none of them have considered 
these effects in the view of ocean acidifica-
tion. Rahav et al. [25] showed that the ac-
tivity of glutamate dehydrogenase, an en-
zyme involved in the assimilation of am-
monium, was higher at pHT 7.3 than at pHT 
8.1 in the coral S. pistillata. D’Elia et al. 
[26] reported that ammonium uptake was 
insensitive to a pHT decrease between 8.8 
and 7.8 in zooxanthellae freshly isolated 
from the giant clam Tridacna crocea. A 
final study showed that ammonium accu-
mulated more in the hemolymph of the 
giant clam Tridacna gigas at pHT 7.4 than 
at pHT 7.9 [27]. Therefore, the first aim of 
our study was to test if a decrease in exter-
nal pH changed the uptake rates of inor-
ganic nitrogen and phosphorus by the 
scleractinian coral S. pistillata. The im-
pacts might be due to changes in the coral 
metabolism with acidification, which 
would in turn i) modify nutrient require-
ments as known in phytoplankton [13,28] 
and higher plants [29-31], or ii) decrease 
the energy expended for nutrient uptake, as 
may be the case if more energy is used for 
calcification under acidified conditions 
[32,33]. The impacts may also be related to 
changes in the relative abundances of the 
protonated species of nitrogen and phos-
phorus. Indeed, phosphate is transported 
via a sodium/phosphate symporter in the 
coral Stylophora pistillata [34], but the 
ability of this transporter to discriminate 
among the protonated species is still un-
known. For nitrogen, no studies to date 
have elucidated the transporters involved 

in ammonium and nitrate uptake in corals. 
However, the potential impact of specia-
tion changes on nutrient transport cannot 
be neglected. 

Besides oceanic acidification, anthropo-
genic CO2 emissions have also driven an 
increase in the oceans’ average tempera-
ture by 0.4-1.0°C in the past four decades 
[2,35]. Seawater temperatures are predict-
ed to further rise, and cause several mass 
coral mortalities over the century [36,37]. 
Indeed, as tropical corals usually live close 
to their upper thermal limit, they are very 
sensitive to exposure to elevated tempera-
ture [36,38-40]. One of the first responses 
of corals to thermal stress is bleaching, the 
disruption of the symbiotic association and 
the expulsion of the zooxanthellae [36,40-
43], which in turn affects coral calcifica-
tion [7,9,44,45] and photosynthesis 
[9,41,46-48]. As for acidification, the im-
pacts of elevated seawater temperature on 
the above two processes have been exten-
sively studied in the last thirty years, but 
the effects on the nutrient requirements 
have never been examined. As temperature 
controls enzymatic activities, ocean warm-
ing could potentially impact nutrient up-
take in corals. The second aim of this study 
was therefore to test the effects of a ther-
mal stress on the uptake rates of inorganic 
nitrogen and phosphorus by the coral 
S. pistillata. Finally, we also tested both 
effects of oceanic acidification and elevat-
ed temperature on these uptake rates, since 
the two stressors are likely to act simulta-
neously on reefs in the future [48]. 

The general aim of the present study was 
to test, for the first time, the effects of in-
creases in temperature and pCO2 of magni-
tudes similar to those expected by 2100 
and beyond on the nutrient uptake rates of 
the scleractinian coral S. pistillata. This 
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study thus enriches our existing predictive 
capabilities on corals’ response to future 
changes.  

 

 Methods 

Organisms and culture conditions 
Colonies of the zooxanthellate coral S. 
pistillata were initially obtained from the 
Red Sea. Methods of collection were re-
viewed and approved by CITES under the 
permit number DCI/89/32, and importation 
was performed under CITES permit num-
ber 125/SPV. Colonies were then cultured 
at the Centre Scientifique de Monaco 
(CSM), under controlled conditions (26°C, 
salinity of 38). 1.5 month before the start 
of the experiment, the ca. 220 nubbins (i.e. 
branch tips) used during the experiment 
were prepared by cutting branches (2.5 ± 
1.0 cm long and 0.6 ± 0.3 cm in diameter) 
of about twenty parent colonies with pliers 
after Tambutté et al. [49]. Nubbins were 
attached on nylon wires and suspended in 
aquaria until tissues fully covered the 
skeleton. They were lightly fed once a 
week with Artemia salina nauplii. In order 
to avoid the additional and undesired ef-
fects of bleaching on the impacts of a pH- 
and/or a temperature-stress, corals were 
maintained under a low photosynthetic 
active radiation (PAR) of 110 µmol m-2 s-

1,using metal halid lamps (Philips, HPIT, 
400W, Eindhoven, The Nederlands), with 
a photoperiod of 12h:12h light:dark, and 
measured using a spherical quantum sensor 
(LiCor LI-193), with a 12 h:12 h dark:light 
cycle. Nubbins were then randomly as-
signed to their experimental 40-L tanks 
and allowed to acclimate for a week. Tem-
perature was individually regulated in each 

aquarium at 26.0 ± 0.1°C during the accli-
mation period, and pH was 8.1. Aquaria 
were continuously provided with unfiltered 
seawater, with a flow rate of ca. 40 L day-1.  

Experimental design  
To examine the effects of exposure to low-
ered pH and/or elevated temperatures on 
the uptake rates of ammonium, nitrate, and 
phosphate by S. pistillata, three experi-
ments were performed, in which nubbins 
were incubated for 10 days i) at three pHT 
conditions (8.1, 7.8, and 7.5) at normal 
temperature (26°C), ii) at three temperature 
conditions (26°, 29°C, and 33°C) at normal 
pHT (8.1), and iii) at three pHT conditions 
(8.1, 7.8, and 7.5) at elevated temperature 
(33°C). A short-term exposure of 10 days 
was chosen to be able to compare our re-
sults with previous ones. Indeed, it is usu-
ally the length of a thermal stress above 
30°C, either observed in-situ [50] or ap-
plied in laboratory experiments [23,51,52]. 
A longer thermal stress generally induces a 
complete bleaching of the corals (and 
therefore a complete change in their physi-
ology) and might lead to their death. A 
pCO2 stress of 10 days also ranges in the 
mean culture length of previous experi-
ments (mean of 12 days in the comprehen-
sive Table 2 from Erez et al. 2011 if stud-
ies lasting over a c.a. year are excluded) 
[33]. 

Corals were not fed during the 10-day in-
cubations, in order to minimize the impact 
of organic nutrients on uptake rates. To 
avoid any undesirable “tank” effects, the 
aquaria were carefully cleaned once a 
week to minimize algal growth on the 
walls and nylon wires. Salinity and irradi-
ance were also monitored during the 
course of the experiments. This mainte-
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nance ensured that similar conditions pre-
vailed in all the tanks, except for the fixed 
parameters (pH and seawater temperature). 
The three experiments were set up using 3 
conditions with duplicated aquaria. 

In experiment i), aquaria were maintained 
at 26 ± 0.2°C and 3 different pHs (a nor-
mal pHT: 8.09 ± 0.04, i.e. 378 µatm CO2; a 
pHT level projected for the end of the cen-
tury: 7.78 ± 0.06, i.e. 903 µatm CO2; and a 
very low pHT level: 7.46 ± 0.04, i.e. 2039 
µatm CO2). The pH was controlled using a 
pH-stat system (IKS, Karlsbad, accuracy ± 
0.05 pHT unit) by bubbling independently 
pure CO2 in each tank that was continuous-
ly aerated with CO2-free air. A temperature 
of 26°C was kept constant inside each 
aquarium using heaters connected to elec-
tronic controllers (Biotherm, ± 0.2°C accu-
racy) and was logged at 10-min intervals 
using individual temperature recorders 
(Seamon).Corals were maintained 10 days 
under these conditions before their nutrient 
uptake rates were measured. 

In experiment ii), aquaria were maintained 
at the control pHT (8.1) and at 3 different 
temperatures (a normal temperature: 26.0 ± 
0.2°C, the temperature projected for the 
end of the century: 29.0 ± 0.2°C; and a 
very high temperature: 33.0 ± 0.2°C). 
Temperature, salinity and irradiance were 
also repeatedly monitored over the course 
of the experiment, and the maintenance 
procedure was the same as in experiment 
i). Corals were also maintained 10 days 
under these conditions before the nutrient 
uptake measurements. Before the begin-
ning of the 10-days incubation period, for 
the two tanks in which temperature was 
increased to 33°C, corals were first accli-
mated for 7 days at 29°C then 2 days at 
31°C and 2 additional days at 33°C. This 
gradual temperature increase over 11 days 

prevented any thermal shock and coral 
mortality. 

Finally, experiment iii) was performed 
using the same design as in experiment i), 
except that the temperature was set to 33°C 
(using the same gradual procedure as in 
experiment ii) for all the aquaria). 

Data of seawater temperature and carbon 
chemistry were measured as in Houlbrèque 
et al. [53] and are presented in Table 1. 
Briefly, three 20 mL samples of seawater 
were collected daily in each tank, filtered 
through 0.45 µm GF/F Whatman filters, 
poisoned with 0.05 ml of 50% HgCl2 to 
avoid biological alteration, and finally 
stored in glass bottles in the dark at 4ºC. 
pHT was measured using a Metrohm, 
826pH meter, equipped with a glass elec-
trode calibrated on the total scale using 
Tris/HCl and 2-aminopyridine/HCl buffer 
solutions with a salinity of 38 [54]. Means 
pHT were calculated from hydrogen ion 
concentrations of each measurement and 
then re-converted back to pH [54]. These 
measurements were used to adjust every 
day the pH values of the pH-stat system. 
Total alkalinity (TA) was calculated from 
the Gran function. Titrations of TA stand-
ards were within 0.7 µmol kg-1 of the nom-
inal value. Mean TA of seawater was 2508 
± 16 µmol kg-1and remained stable during 
the whole experiment. pCO2 was calculat-
ed from pHT, TA, temperature and salinity 
using the free-access CO2 Systat package. 
For each experimental treatment, the pa-
rameters of the carbonate system remained 
constant over the 10-days exposure periods 
(repeated measures ANOVA, all p> 0.05). 

Measurements of nutrient uptake rates 
After 10 days of incubation, inorganic nu-
trient uptake was studied by following the 
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depletion of phosphate, ammonium, or 
nitrate over time in beakers containing 
filtered-seawater enriched with the corre-
sponding nutrient. For each nutrient (PO4, 
NH4, or NO3), six 200-mL beakers were 
maintained in a water bath at the pH, tem-
perature and irradiance to which the nub-
bins were previously exposed. Five ran-
domly-selected coral nubbins per experi-
mental condition, each suspended to a ny-
lon wire, were introduced in separate beak-
ers. The last beaker, without coral, served 
as a control for changes in nutrient concen-
trations due to adsorption onto beaker sur-
face, to consumption by microbial activity, 
or to air contamination (particularly for 
ammonium). After a 10-30 min acclimati-
zation period, beakers were enriched with 
300 µL of a 10-mmol L-1 buffer solution of 
KH2PO4, NH4Cl, or KNO3 to reach an ini-
tial concentration of 3 µmol L-1. This con-
centration was chosen because it corre-
sponded to the plateau in previous concen-
tration-dependent uptake experiments with 
the same coral species [34,55]. Magnetic 
stirring bars ensured proper homogeniza-
tion of nutrient inside the beakers. A 10-
mL water sample was taken from each 
beaker immediately after enrichment and 
then every 15 min for 60 min. 10-mL sam-
ples were also taken in the beakers at the 
beginning and at the end of the incubation 
in order to verify that pH had not changed 
during that period. pH values were meas-
ured on total scale (pHT) with a glass elec-
trode connected to a pH meter (Metrohm, 
826 pH mobile) calibrated on the total 
scale using Tris/HCl and 2-
aminopyridine/HCl buffers with a salinity 
of 38 [54]. 

Ammonium and phosphate levels were 
determined manually, according to the 
spectrofluorimetric method of Holmes et 

al. [56], and using the ascorbic acid tech-
nique of Murphy and Riley [57], respec-
tively. Levels of nitrate were determined 
using an autoanalyzer (Axflow) according 
to Aminot and Kérouel [58]. Uptake rates 
of ammonium, nitrate, and phosphate were 
calculated as the quantity taken up by each 
nubbin in 60 min, after correction of con-
centrations for the diminution of the beak-
ers’ volume and after having verified that 
the uptake rates were linear during the first 
hour. Uptake rates were normalized to the 
total chlorophyll content, to the 
zooxanthellae concentration, or to the sur-
face area of the nubbins (see below).  

Measurements of physiological param-
eters 

Photosynthesis and respiration were meas-
ured at the end of the experiments, for 3 
randomly selected corals per experimental 
condition, using the same method as de-
scribed in Godinot et al. [55]. Seawater in 
the respirometric chambers was at the 
same pH and temperature as the corre-
sponding experimental tanks. Photosynthe-
sis was measured at a PAR of 110 and 
300 µmol m-2 s-1. Data were normalized to 
the surface area of the nubbins and to their 
chlorophyll content (see below). Addition-
ally, we measured the maximum quantum 
yield of photosystem II (Fv/Fm of PSII) and 
the electron transport rate of PSII (ETR = 
dark adapted Fv/Fm × 0.5 × PAR) at 9 dif-
ferent light intensities (0 – 3000 µmol m-2 
s-1 PAR) at the end of the two experiments, 
for 5 randomly selected corals per experi-
mental condition, using pulse-amplitude-
modulated chlorophyll fluorometry (diving 
PAM, Waltz, Germany). 

Chlorophyll (chl), protein (prot), and 
zooxanthellae (zoox) concentrations were 
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measured at the end of the experiments, on 
all nubbins used for the uptake rate meas-
urements (15 nubbins per experimental 
condition). Tissues and zooxanthellae were 
striped from the skeleton in 10 mL of fil-
tered seawater using an Air-Pik, then ho-
mogenized using a Potter grinder, and di-
vided into 3 aliquots for chlorophyll, 
zooxanthellae, and protein measurements. 
Chlorophyll a and c2 were extracted in 
99% acetone (24 h at 4°C). The extracts 
were centrifuged at 11,000 x g for 10 min 
at 4°C, and the absorbances measured at 
630, 663, and 750 nm. Concentrations 
were computed according to the 100% 
acetone equations of Jeffrey and Humph-
rey [59]. Zooxanthellae were counted us-
ing a counting chamber and an improved 
version of the Histolab v.5.2.3 image anal-
ysis software (Microvision, Every, France). 
Proteins were extracted in 0.5 mol L-1 
NaOH (60°C, 5 h) and measured using the 
commercially available BC Assay 
Interchim kit, and results analyzed with the 
GENESIS software (v.3.3). Results were 
normalized to the surface area of nubbins, 
measured with the wax technique [60].  

Statistical analyses 
Equality of variances and normality of 
residuals were tested using Levene and 
Shapiro-Wilk tests (Statgraphics Centurion 
version 15). Data from the tanks replicated 
between the 3 experiments (26°C or 33°C, 
and pHT of 8.1) were compared using un-
paired t-tests. Since there was no signifi-
cant difference between replicated tanks, 
results from those tanks were pooled to-
gether for the subsequent statistical analy-
ses. Effects of temperature and pH on nu-
trient uptake rates, areal chlorophyll, 
zooxanthellae and protein content, photo-
synthesis, respiration, Fv/Fm, and ETRmax-

were examined using analyses of variance 
tests (2-ways ANOVAs, with temperature 
and pH as fixed factors; StatView version 
5.0). When significant differences were 
found, ANOVAs were followed by pro-
tected least significant difference (PLSD) 
Fisher post hoc tests to attribute differ-
ences between specific treatments. The 
effect of temperature alone on the above-
cited parameters was tested using a 1-way 
ANOVA. 

 

 Results 
 

Effect of lowered pH or/and elevated 
temperature on physiological parame-
ters 

After 10 days of incubation, there was no 
effect of either pH, temperature, or both on 
the areal content of zooxanthellae (Fig. 
1a,d,g), chlorophyll (Fig. 1b,e,h), and pro-
tein (Fig. 1c,f,i), nor on the rates of respira-
tion normalized to the chlorophyll content 
(Fig. 2; 1-way and 2-ways ANOVA, all p 
> 0.05). The rate of photosynthesis normal-
ized to the chlorophyll content was not 
affected by a change in pH at the control 
temperature of 26°C (Fig. 2a), but was 
impacted by a change in temperature alone 
(Fig. 2b) or combined with a low pH (Fig. 
2c). Therefore, at pHT = 8.1, photosynthe-
sis was ca. 2 times lower at 33°C than at 
26°C or 29°C (2-ways ANOVA, p = 
0.0004, F2 = 17.51). At 33°C, photosyn-
thesis was also 1.8 times lower for pHT = 
7.5 than for pHT = 7.8 and 8.1 (2-ways 
ANOVA, p = 0.038, F2 = 4.48). There was 
however no significant interaction of pH 
and temperature on these rates of photo-
synthesis (2-ways ANOVA, p = 0.28, F2 =  
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1.37 for an irradiance of 300 µmol m-2 s-1). 
Results were the same when respiration 
and photosynthetic rates were normalized 
to the skeletal surface area (cm²). There 
was no effect of pH on Fv/Fm and ETR, 
both at 26°C and 33°C (Table 2 for Fv/Fm, 
and Fig. 3a,c for ETR; 2-way ANOVAs, p 
= 0.93, F2 = 0.07 for Fv/Fm; and p = 0.87, 
F2 = 0.14 for ETR). Conversely, tempera-
ture had an effect at pHT = 8.1 (Table 2 for 
Fv/Fm, and Fig. 3b for ETR; 1-way ANO-
VAs, p = 0.01, F2 = 7.52 for Fv/Fm; p < 
0.0001, F2 = 24.70 for ETR): Fv/Fm and 
ETR were significantly higher at 29°C than 
at 26°C (PLSD Fisher tests, both p < 0.02, 
df= 9), and they were significantly lower at 
33°C than at 26°C (PLSD Fisher tests, both 
p < 0.001, df= 9). There was however no 
significant interaction of pH and tempera-

ture on these parameters (2-ways ANO-
VAs, p = 0.67, F2 = 0.40 for Fv/Fm; p = 
0.51, F2 = 0.69 for ETR). 

Effect of lowered pH or/and elevated 
temperature on nutrient uptake rates 

Results of the statistical tests were the 
same regardless of the normalization used 
for uptake rates. Uptake data in this paper 
are presented as normalized to the chl con-
tent. 

A decrease in pH at 26°C (Fig. 4a,b,c) did 
not significantly affect ammonium (2-ways 
ANOVA, p = 0.29, F2 = 1.35), nitrate (2-
ways ANOVA, p = 0.39, F2 = 1.03), and 
phosphate (2-ways ANOVA, p = 0.11, F2 
= 2.49) uptake rates. 

Table 1 | Carbonate system parameters during the experiments. Temperature and parameters of the 
carbonate system in each treatment during a 10-day exposure to lowered pH and/or elevated tempera-
tures. The values reported are averages ± SE of n = 60 measurements performed during the 10-days 
exposure periods. The total alkalinity was constant and equal to 2508 ± 16 μmol kg-1. pCO2 was calcu-
lated from pHT, TA, temperature, and salinity using the free-access CO2 Systat package. 
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Figure 1 | Effect of pH and/or temperature on coral biomass. Effect of a 10-day exposure to lowered 
pH and/or elevated temperatures on zooxanthellae (A, D, G), chlorophyll (B, E, H), and protein (C, F, 
I) content of Stylophora pistillata nubbins. Corals were incubated either under 3 different pHT at 26°C 
(A, B, C), under 3 different temperatures at pHT = 8.1 (D, E, F), or under 3 different pHT at 33°C (G, 
H, I). Data are presented as mean ± SE of 15 nubbins per treatment. 
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Figure 2 | Effect of pH and/or temperature on coral photosynthesis and respiration. Effect of a 10-day 
exposure to lowered pH and/or elevated temperatures on oxygen fluxes in Stylophora pistillata nub-
bins. Corals were incubated either under 3 different pHT at 26°C (A), under 3 different temperatures at 
pHT = 8.1 (B), or under 3 different pHT at 33°C (C). Data are presented as mean ± SE of 3 nubbins per 
treatment. Lozenges: pHT = 7.5, squares: pHT = 7.8, triangles: pHT = 8.1, open symbols: T = 26°C, 
gray symbols: T = 29°C, dark symbols: T = 33°C. Stars indicate treatments significantly different from 
the control (pHT = 8.1 for A and C; T = 26°C for B). 
 

Figure 3 | Effect of pH and/or temperature on coral PSII photosynthetic activity. Effect of a 10-day 
exposure to lowered pH and/or elevated temperatures on the electron transport rate (ETR) of 
Stylophora pistillata nubbins. Corals were incubated either under 3 different pHT at 26°C (A), under 3 
different temperatures at pHT = 8.1 (B), or under 3 different pHT at 33°C (C). Data are presented as 
mean ± SE of 5 nubbins per treatment. Symbols are the same as on Fig. 2. Stars indicate treatments 
significantly different from the control (pHT = 8.1 for A and C; T = 26°C for B). 
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Conversely, elevated temperatures had a 
significant effect on nutrient uptake. In-
deed, under a normal pHT of 8.1 (Fig. 
4d,e,f), ammonium uptake rates first in-
creased by 5 fold at 29°C compared to 
26°C (PLSD test, p = 0.004), but then se-
verely decreased to negative values (i.e. 
release of inorganic nitrogen) at 33°C (1-
way ANOVA, p = 0.01, F2 = 6.39). An 
equivalent decrease to negative values at 
33°C was also observed for nitrate (1-way 
ANOVA, p = 0.05, F2 = 3.63), while phos-
phate uptake rates almost doubled at 33°C 
(1-way ANOVA, p = 0.003, F2 = 9.62). 

At 33°C and a low pHT of 7.5 (Fig. 4g,h,i), 
ammonium uptake rates were the same as 
at pHT of 8.1 and temperature of 26°C  
(Fig. 4a,d), and there was no significant 
interaction of pH and temperature (2-ways 
ANOVA, p = 0.10, F2 = 2.56). On the con-
trary, corals excreted nitrate at 33°C and a 
low pHT of 7.5, and release rates did not 
vary with pH (2-ways ANOVA, p = 0.88, 
F2 = 0.14). Conversely, phosphate uptake 
rates severely decreased at 33°C and a low 
pHT of 7.5, by 4 fold when compared to 
33°C and a normal pHT of 8.1 (2-ways 

ANOVA, p < 0.0001, F2 = 27.21), or by 2 
fold when compared to control corals (pHT 

= 8.1, 26°C; 2-ways ANOVA, p < 0.0001, 
F2 = 22.78). There was a significant inter-
action of pH and temperature (2-ways 
ANOVA, p < 0.0001, F2 = 20.56) on phos-
phate uptake rates. 

 

 Discussion 
 

This study presents the changes in the up-
take of inorganic phosphorus and nitrogen 
by a scleractinian coral, S. pistillata, under 
elevated temperature and/or decreased pH, 
thus bringing new insights into the ability 
of corals to respond to changes in their 
environment. To the best of our 
knowledge, the effects of acidification 
and/or elevated temperature on nutrient 
uptake by cnidarians, or even phytoplank-
ton species, have been poorly investigated 
up to date. We showed that a short-term 
seawater acidification alone had no impact 
on the nutrient uptake rates, while elevated 
temperature (33°C) increased the uptake of 
phosphate but severely decreased, and 
even reversed the uptake of nitrogen (ni-
trogen release). An elevation in both tem-
perature and pCO2 significantly decreased 
the uptake of phosphate and nitrate com-
pared to normal conditions (pHT 8.1 and 
26°C), suggesting that overall, climate 
change will negatively affect nutrient sup-
ply in corals. 

Effect of lowered pH or/and elevated 
temperature on physiological parame-
ters 

Even though corals did not bleach during 
the  10-days  incubation  under  high  tem- 

Table 2 | Effect of pH and/or temperature on 
coral PSII photosynthetic efficiency. Effect of 
a 10-day exposure to lowered pH and/or ele-
vated temperatures on the maximum quantum 
yield of photosystem II (Fv/Fm of PSII) of 
Stylophora pistillata nubbins. Corals were 
incubated either under 3 different pHs at 26°C, 
under 3 different temperatures at pHT= 8.1, or 
under 3 different pHT at 33°C. Data are pre-
sented as mean ± SE of 5 to 10 nubbins per 
condition. 
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Figure 4 | Effect of pH and/or temperature on coral nutrient uptake rates. Effect of a 10-day exposure 
to lowered pH and/or elevated temperatures on ammonium (A, D, G), nitrate (B, E, H), and phosphate 
(C, F, I) uptake rate of S. pistillata nubbins. Corals were incubated either under 3 different pHT at 
26°C (A, B, C), under 3 different temperatures at pHT = 8.1 (D, E, F), or under 3 different pHT at 
33°C (G, H, I). Data are presented as mean ± SE of 5 nubbins per treatment. Stars indicate treatments 
significantly different from the control (pHT = 8.1 for A, B, C, G, H, I; T = 26°C for D, E, F). 
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perature, photosynthesis was impacted, 
with an increase in the Fv/Fm and ETR at 
29°C, and a decrease of the photosynthetic 
rates, Fv/Fm, and ETR at 33°C, as previous-
ly observed  [61]. A general decrease in 
photosynthesis has been observed when 
temperatures extend above 31°C 
[41,46,47,62,63], whereas a positive effect 
was reported when temperatures remained 
below 31°C [9,41,46,48,62,64]. The de-
crease in the rates of photosynthesis is of-
ten due to damages to the photosystems II 
(PSII) early during temperature stress 
[41,46,62,65,66], as observed in this study. 
Conversely to the temperature effect, there 
was no effect of pH alone on the photosyn-
thetic rates, which is also in agreement 
with most of the previous studies 
[8,9,53,67-69]. This feature is attributed to 
the fact that corals do not rely solely on 
dissolved CO2 for photosynthesis, but also 
largely depend on HCO3

- [67,70-73]. Our 
results are however in disagreement with 
the study of Anthony et al.[48], who re-
ported a decrease in the net productivity 
and an increase in the respiration of the 
corals Acropora intermedia and Porites 
lobata with seawater acidification even at 
normal temperature. However, the latter 
study used a higher natural irradiance 
(1000 µmol photons m-2 s-1) and a long-
term exposure (8 weeks), which probably 
brought corals closer to their bleaching 
threshold. Finally, Hii et al. [74] reported 
that seawater acidification decreased pho-
tosynthesis in the coral Galaxea 
fascicularis and had no impact on that of 
Porites cylindrica, thus showing that the 
response of corals may be species-
dependent. 

 

Effect of lowered pH or/and elevated 
temperature on nutrient uptake rates 

Maximum nutrient uptake rates corre-
spond, as for all enzyme-involving pro-
cesses, to an optimum in temperature and 
pH conditions [75,76]. This optimum can 
be different according to the nutrient or the 
organism considered. In this study, the 
optimum uptake rate for ammonium was 
achieved for the normal pHT of 8.1 and a 
temperature of 29°C, while the highest 
phosphate uptake rate was observed for the 
normal pHT of 8.1 and a temperature of 
33°C. An increase in nitrate uptake rates 
was also observed at 29°C, although it was 
not significant. For both inorganic nitrogen 
and phosphorus, maximal rates were there-
fore achieved under elevated temperatures 
and at the current pHT of 8.1. 

Effect on ammonium uptake rates 
The lack of impact of seawater pH alone 
(in the range studied) on ammonium up-
take rates is in agreement with results re-
ported on zooxanthellae freshly isolated 
from the symbiotic clam Tridacna crocea, 
for which no difference was found across a 
pHT range of 7.8 to 8.8 [26]. On the contra-
ry, Fitt et al. [27] observed an inverse rela-
tionship between pH and ammonium ac-
cumulation in the hemolymph of the sym-
biotic clam T. gigas, over a pHT range of 
7.4 to 7.9. However, in the latter study, 
changes in pH did not occur in the sur-
rounding seawater but directly inside the 
tissue, and were related to diel variations in 
zooxanthellae photosynthesis. In our study, 
ammonium uptake rates displayed a bell-
shaped response to temperature-stress, with 
a 5-fold increase at 29°C and a net de-
crease, and even release, at 33°C. Since 
ammonium uptake is a light-stimulated 
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process in symbiotic cnidarians [17,77-80] 
and is linked to zooxanthellae photosyn-
thesis, the observed increase in uptake 
rates between 26°C and 29°C and the de-
crease between 29 and 33°C might be 
linked to the parallel increase and decrease 
in photosynthesis and photosynthetic effi-
ciency. A similar release of ammonium 
was indeed observed in a previous study on 
the same coral species [25], when the pho-
tosynthetic chain was blocked by the elec-
tron transport inhibitor DCMU. In that 
latter study, excretion of ammonium was 
also elicited by the inhibition of the gluta-
mate synthase (GOGAT) [25], which could 
be an additional explanation for the ob-
served excretion of NH4

+ at high tempera-
ture (33°C). Indeed, although the tempera-
ture-sensitivity of this enzyme is not 
known in corals, heat stress was shown to 
decrease its activity, as well as that of glu-
tamine synthetase (GS), in higher plants 
[81]. The release of ammonium at 33°C 
was however no longer observed under 
low pH (pHT = 7.5), and the uptake rate 
measured under these conditions was com-
parable to the “control conditions” (pHT = 
8.1, 26°C), therefore suggesting that CO2 
addition may completely offset the nega-
tive impact of temperature. One hypothesis 
to explain this result is that ammonium-
assimilating enzymes (GS, GOGAT, and 
glutamate dehydrogenase GDH) [25,80,82-
84] in corals are stimulated by seawater 
acidification, possibly through the impact 
of acidification on the intracellular pH 
[85]. For example, the activity of GS, 
GOGAT, and GDH are influenced by pH 
in an actinobacteria [86] and a cyanobacte-
ria [87], with pHT optima of 7.0 (GS), 7.2-
7.6 (GOGAT), and 7.2-7.5 (GDH). In the 
coral S. pistillata, GDH aminating activity 
is also pH-dependent, as it increased when 

pHT was decreased between 8.1 and 7.3 
[25]. However, such potential pH effects 
on the enzymatic activity were only signif-
icant at elevated temperature, although a 
positive but not significant trend was ob-
served at 26°C. It is possible that the en-
zymatic activity was already optimal at 
26°C, as suggested by the concordance of 
uptake rates measured in this study with 
those reported in the literature 
[17,26,34,79,88], and so acidification did 
not lead to a significant improvement of 
ammonium uptake at that temperature. On 
the contrary, when conditions were no 
longer optimal (i.e. thermal stress), acidifi-
cation appears to have a significant allevi-
ating effect. It is therefore possible that, as 
was demonstrated for calcification [9], the 
effects of high CO2 do not manifest at low 
temperatures. 

Effect on nitrate uptake rates 
Concerning nitrate, the lack of impact of 
seawater acidification alone is similar to 
the response reported for freshwater phy-
toplankton [89], for pHTs ranging between 
6.6 and 9.2. Conversely, in some marine 
macroalgae, some authors [90-92] ob-
served an enhancement of nitrate uptake at 
high CO2 levels due to an increase in the 
activity of the nitrate reductase. Such en-
hancement may not have occurred in the 
coral S. pistillata, possibly because nitrate 
is not the main source of nitrogen [93,94] 
and therefore, the nitrate reductase might 
not be very active. As for ammonium, ni-
trate uptake rates were severely affected by 
a thermal stress at 33°C, therefore suggest-
ing that the two nitrogen forms present the 
same temperature optimum for their uptake 
(i.e. 29°C), and that climate change in gen-
eral may negatively impact the absorption 
of nitrogen by scleractinian corals. When 
seawater acidification was combined to 
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elevated temperature, nitrate uptake rates 
did not decrease any further. 

Effect on phosphate uptake rates 
The response of phosphate uptake to 
changes in temperature and pH differed 
from the nitrogen response. While a ther-
mal stress at 33°C decreased the uptake 
rates of nitrogen, it increased those of 
phosphate. The only previous study that 
examined the impact of seawater tempera-
ture on phosphate uptake by the tropical 
coral Pocillopora capitata used a low tem-
perature range of 6 to 22°C [21], and 
showed that temperatures below 19°C de-
creased uptake rates. Enhancement of up-
take rates by temperature suggests that, 
although phosphate uptake is light-
stimulated [21,55,95,96], it may be less 
dependent on photosynthesis than ammo-
nium uptake. 

As for nitrogen, there was no pH effect 
alone on phosphate uptake rates. This lack 
of pH effect (in the same pH range), either 
on phosphate uptake rates or on the activity 
of the alkaline phosphatase, has previously 
been reported for marine phytoplankton 
[97] and macroalgae [90]. In corals, it is 
possible that, as for ammonium, the enzy-
matic activity involved in phosphate up-
take and assimilation was optimal at 26°C 
regarding the metabolic condition of the 
corals, since the uptake rates were in 
agreement with rates reported in the litera-
ture [21,34,55]. When seawater acidifica-
tion was combined to elevated tempera-
ture, uptake rates severely decreased, by 4 
fold when compared to elevated tempera-
ture and normal pH, or by 2 fold when 
compared to control corals (pHT = 8.1, 
26°C).These results therefore suggest that 
a combined thermal and acidification stress 
might impact the retrieval of phosphate by 

corals in the future. The temperature-
dependent response of corals to acidifica-
tion may be due to a higher/lower affinity 
of the carrier for the different phosphate 
species available under certain environ-
mental conditions. At 33°C and pHT 7.5, 
the decrease in uptake rates may for in-
stance have resulted from a higher affinity 
of the carrier towards the phosphate form 
less available due to more acidic condi-
tions, i.e. the less abundant PO4

3-. Indeed, 
as seawater pHT decreases from 8.1 to 7.5, 
the relative abundance of HPO4

2- increases 
from 82% to 92%, while PO4

3- decreases 
from 18% to 5% (H2PO4

- remains negligi-
ble).This 3.6-fold decrease in the relative 
abundance of PO4

3- corresponds to the ob-
served 4-fold decrease in phosphate uptake 
rates. From previous work on S. pistillata, 
we showed that a sodium/phosphate 
symporter is involved in the uptake of 
phosphate in this coral [34]. Although the 
same type of symporter has been reported 
in a marine Aplysia [98], no studies to date 
have examined the stoichiometry of such 
transporters in invertebrates. On the con-
trary, in vertebrates, three distinct families 
have been found, with a remarkable prefer-
ence (i.e. higher affinity) for divalent 
HPO4

2- in the type II family and for mono-
valent H2PO4- in the type III family 
[99,100]. The possibility of preferences for 
specific phosphate forms therefore needs to 
be considered more extensively for the 
sodium/phosphate symporter of corals. 

Conclusion 
In conclusion, this study has shown a 
strong negative impact of increasing tem-
perature on the ability of corals to take up 
inorganic nitrogen from the surrounding 
environment. High temperature indeed 
completely inhibited the uptake of either 
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ammonium or nitrate, and even induced a 
nitrogen release from the corals. Although 
high temperature enhanced the uptake of 
inorganic phosphorus, corals cannot use 
this phosphorus without nitrogen, which is 
needed in all metabolic functions, such as 
tissue growth and repair, chlorophyll syn-
thesis, zooxanthellae growth, reproduction, 
etc…Although nitrogen can also be ac-
quired through particulate feeding when 
not available in its inorganic forms, not all 
coral species are able to efficiently graze 
on zooplankton [101] or increase their 
grazing rates when they are under thermal 
stress [23]. Such species will therefore be 
the first to suffer from thermal stress. A 
short-term seawater acidification alone 
does not seem to induce strong changes in 
the capacity of corals to take up nutrients; 
however, longer-term experiments are still 
needed to confirm these first results and 
the lack of effect. Nevertheless, when 
combined to high temperatures, a decrease 
in seawater pH had in turn a negative im-
pact on phosphate uptake. Since phospho-
rus is needed in several steps of the photo-
synthetic machinery [102,103] as well as in 
energy production (ATP for example), this 
study adds to the growing body of evi-
dence that corals will suffer from global 
change.  
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Chapter 3 
 

 
The uptake of dissolved 

organic phosphorus 

 
 
Abstract 

 
Despite the fact that DOP levels are usually of the same order of magnitude as DIP 
levels in reef waters, few studies have addressed its use by corals and their 
zooxanthellae, and the role of the host in DOP uptake remains particularly unknown. 
The use of DOP involves a large class of enzymes called phosphatases. They hydro-
lyze DOP molecules into DIP molecules, which are then taken up by corals. In this 
work, the activity of phosphatases (abbreviated as APA) was studied in various corals 
hosts and their symbionts, in order to determine the conditions under which DOP is 
used, and to which extent this process may compensate for a lack of either DIP or 
POP, the other two forms of phosphorus available for corals in reef waters. The re-
spective roles of the host and the symbionts in APA were first examined, and the ef-
fect of various environmental parameters was then characterized. Results demon-
strated that the activity of phosphatases at the host membrane is affected by the pho-
tosynthetic activity of the symbionts, as APA increased with irradiance. APA was also 
affected by the availability of DIP and POP, since host APA increased with symbiont 
loss (bleaching, i.e. lack of DIP) and with host starvation (lack of POP). Results also 
suggested for the first time that host and symbiont APA are dependent upon 
zooxanthellae clade, since clade C displayed lower APA than clades A and B. Finally, 
at environmental DIP and DOP concentrations of 0.5 µmol L-1, we show that DOP 
hydrolysis brings up to 0.16 µmol P cm-2 d-1, while DIP and POP were reported to 
bring up to 0.16 and 0.09 µmol P cm-2 d-1 respectively. This comparison suggests 
that DOP may represent a highly significant source of phosphorus for corals in oligo-
trophic reef waters. 
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Chapitre 3 
 

 
L'absorption de      

phosphore organique 
dissous 

 
 
Résumé 

 
En dépit du fait que le POD soit présent sur les récifs coralliens à des concentrations 
similaires à celles du PID, bien peu d'études se sont intéressées à son utilisation par 
les coraux et leurs zooxanthelles. Le rôle de l'hôte dans cette utilisation reste d'ail-
leurs totalement méconnu. L'utilisation du POD fait intervenir une classe d'enzymes 
nommées phosphatases, qui hydrolysent le POD en PID, lequel est ensuite absorbé. 
Dans ce travail, l'activité des phosphatases (abrégée APA) a été étudiée dans divers 
hôtes coralliens et leurs symbiotes, afin de déterminer quelles sont les conditions 
d'absorption du phosphore contenu dans le POD, et dans quelle mesure l'APA peut 
compenser l'absence des deux autres formes de phosphore, le PID et le POP. Les 
rôles respectifs de l'hôte et des symbiotes dans l'APA on tout d'abord été examinés, 
puis l'effet de divers facteurs environnementaux a été caractérisé. Les résultats obte-
nus ont démontré que l'activité des phosphatases à la membrane de l'hôte est in-
fluencée par l'activité photosynthétique des symbiotes. En effet, l'APA a augmenté 
avec l'éclairement. L'APA est également influencée par la disponibilité du PID et du 
POD, puisque l'APA de l'hôte a augmenté avec la perte des symbiotes (blanchisse-
ment, i.e. réduction des apports de PID) et avec le manque de nourriture (réduction 
des apports de POP). De plus, cette étude suggère pour la première fois que l'APA 
de l'hôte et des zooxanthelles dépend du clade des symbiotes, avec une APA a priori 
moins performante chez le clade C que chez les clades A et B. Enfin, à une concen-
tration environnementale de PID et de POD de 0,5 µmol L-1, cette étude démontre 
que l'hydrolyse du POD apporterait jusqu'à 0,16 µmol P cm-2 j-1, tandis qu'il a été 
rapporté que le POD et le POP apporteraient respectivement jusqu'à 0,16 et 0,09 
µmol P cm-2 j-1. Cette comparaison suggère que le POD peut représenter une source 
importante de phosphore sur les récifs oligotrophes. 
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Figure 19 | Bouture de Pocillopora damicornis lors d'une mesure d'absorption de POD 
 

La bouture est immergée dans un bécher rempli d'eau de mer enrichie en POD (produit de synthèse 
pNPP). La coloration jaune de l'eau est due à l'activité des phosphatases alcalines, enzymes respon-
sables de l'absorption du phosphore contenu dans le POD. Ces enzymes hydrolysent le pNPP en PID 
et en pNP, un produit coloré en jaune que l'on observe facilement à l'œil nu et que l'on dose par spec-
trophotométrie. Le petit cône de caoutchouc bleu visible en haut de la photographie sert à retenir, sur 
une barre en plastique transparente, le fil de nylon auquel est suspendue la bouture. Le barreau aimanté 
rouge permet une homogénéisation des concentrations dans le bécher.  
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1 
Mécanisme d'absorption             
du phosphore organique        

dissous 

Le POD en milieu récifal 
Comme présenté auparavant, le phosphore 
organique dissous (ou POD) est une des 
trois sources de phosphore auquel les co-
raux ont accès dans la colonne d'eau. Dans 
les récifs, il présente des concentrations qui 
sont typiquement du même ordre de gran-
deur que celles du PID (Atkinson, 1987a; 
Furnas et al., 1988), et qui sont ordinaire-
ment inférieures à 1 µmol L-1 (Crossland, 
1983; Crossland et Barnes, 1983). 

Malgré l'importance potentielle de cette 
source de phosphore pour l'association 
symbiotique dans son ensemble, et similai-
rement au PID, il apparaît que les deux 
seules études sur la question se sont con-
centrées sur le rôle des zooxanthelles dans 
l'absorption du POD (Jackson et al., 1989; 
Annis et Cook, 2002), tandis que le rôle de 
l'hôte reste totalement méconnu. 

Une conversion enzymatique est né-
cessaire à l'absorption du POD 

Rôle des phosphatases 
L'absorption du phosphore sous forme de 
POD ne se fait pas directement, ainsi que 
cela a été évoqué dans la figure 13 du cha-
pitre 1. Le POD est en fait converti en PID 
par voie enzymatique, avant d'être absorbé 
sous cette forme35 (par les transporteurs de 
                                                           
35 Parler "d'absorption du POD" est donc un abus 
de langage, qui sera néanmoins conservé par en-
droits pour ne pas alourdir inutilement le manus-
crit ; le terme exact étant "utilisation ", ou "recy-
clage" du phosphore contenu dans le POD. 

phosphate présentés dans le chapitre pré-
cédent). Ce recyclage du phosphore consti-
tutif du POD implique des enzymes appe-
lées phosphatases. Ces phosphatases appar-
tiennent à une large famille d'enzymes qui 
catalysent l'hydrolyse de molécules orga-
niques phosphorées (esters de phosphate) 
en un ion phosphate (PID) et une molécule 
organique portant un groupement hy-
droxyle (appelée alcool en chimie orga-
nique), comme présenté sur la figure 19 et 
la figure 20. Ces enzymes sont retrouvées 
dans l'ensemble du vivant, aussi bien dans 
les bactéries que les plantes et les animaux. 
Les coraux et leurs zooxanthelles ne font 
pas exception. 

Existence de phosphatases alcalines et 
acides 
Comme toutes les enzymes, les différentes 
phosphatases présentent un pH optimal, 
auquel leur activité est maximale. Si ce pH 
est supérieur à 7, on parle de phosphatases 
alcalines (PA), sinon de phosphatases 
acides (PAc). Spécificité de substrat, mé-
canismes catalytiques et voies d'inhibition 
diffèrent entre les phosphatases alcalines et 
acides (Neumann, 1968; Fernley, 1971; 
Hollander, 1971).  

Chez les zooxanthelles, les deux types 
d'activités enzymatiques sont présentes 
(respectivement nommées APA et APAc 
pour l'activité des phosphatases alcalines et 
acides; Jackson et al., 1989; Annis et 
Cook, 2002). Chez l'hôte, seule une activi-
té acide a été rapportée (Hayes et Goreau, 
1977; Domart-Coulon et al., 2001). 

Localisation des phosphatases 
Les phosphatases sont généralement asso-
ciées à la périphérie des cellules (enzymes 
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membranaires ou proches de la membrane; 
Kuenzler et Perras, 1965; Møller et al., 
1975; Doonan et Jensen, 1980). Néan-
moins, certaines phosphatases sont plutôt 
intracellulaires ou vésiculaires, et jouent un 
rôle dans la régénération des ressources 
internes de DOP de la vacuole ou du dic-
tyosome (Cooper et al., 1974; Swanson et 
Floyd, 1979; Barlow et Triemer, 1986). De 
manière générale, et comme c'est le cas 
pour la majorité des enzymes, le pH opti-
mal des phosphatases reflète le pH du mi-
lieu dans lequel elles fonctionnent. Ainsi, 
l'APAc est plutôt associée aux phospha-
tases intracellulaires, tandis que l'APA est 
plutôt associée aux phosphatases ex-

tracellulaires en milieu marin.  

Chez les zooxanthelles, une activité phos-
phatase extracellulaire (Annis et Cook, 
2002), acide et alcaline, et une activité in-
tracellulaire (Jackson et al., 1989), acide, 
ont été rapportées et étudiées. Chez l'hôte 
corallien, une activité phosphatase intracel-
lulaire, acide, a parfois été rapportée, mais 
elle n'a jamais été caractérisée plus avant 
(Hayes et Goreau, 1977; Domart-Coulon et 
al., 2001).  

Durant cette thèse, les coraux utilisés lors 
des expériences étaient entiers et les 
zooxanthelles intactes. Or, l'activité des 
phosphatases intracellulaires n'étant obser-
vable qu'après lyse des cellules, seule l'ac-

Figure 20 | Activité des phosphatases 
Les phosphatases présentent souvent une spécificité de substrat large, c.à.d. qu'elles sont capables 
d'hydrolyser un grand nombre d'esters de phosphate différents. Cela est dû au fait que la reconnais-
sance du substrat se fait principalement au niveau du résidu phosphate, et non de l'ester. 
L'exemple illustré sur cette figure présente le test colorimétrique permettant de doser l'activité de la 
phosphatase alcaline (APA). En (1), le produit de synthèse pNPP ajouté dans l'eau lors des expé-
riences, est hydrolysé par la phosphatase des coraux ou de leurs zooxanthelles, ce qui libère une molé-
cule de PID et un alcool ; puis, en (2), donne un produit coloré en jaune (figure 19), le pNP, après al-
calinisation avec de la soude (source des ions OH-) d'un échantillon d'eau prélevé. La couleur jaune est 
dosée en spectrophotométrie, à une longueur d'onde de 400 nm (Kuenzler et Perras, 1965). 
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tivité des phosphatases extracellulaires a 
pu être observée et analysée. De plus, les 
expériences ayant été menées en eau de 
mer (pH alcalin), c'est donc l'APA et non 
l'APAc qui a été étudiée. 

 

2 Problématiques scientifiques 
et objectifs de l'étude 

 

Dans ce contexte, l'objectif des travaux 
présentés dans ce chapitre a été de déter-
miner quelles sont les conditions d'utilisa-
tion du POD par les coraux, et dans quelle 
mesure l'absorption du phosphore contenu 
dans le POD peut compenser l'absence des 
deux autres formes de phosphore, le PID et 
le POP. Les rôles respectifs de l'hôte et des 
symbiotes dans l'APA ont tout d'abord été 
examinés, puis l'effet de divers facteurs 
environnementaux a été caractérisé. Les 
paramètres suivant ont été testés : lumière, 
présence/absence de symbiotes, et nutrition 
hétérotrophe. Enfin, cette étude a été com-
plétée par un bilan chiffré des apports de 
phosphore pour la symbiose à des concen-
trations environnementales de PID, de 
POD et de POP. Ce bilan est présenté dans 
l'article 4, et sera discuté dans le chapitre 7. 

Ces travaux se basent sur les hypothèses 
suivantes. 1) Les symbiotes et l'hôte pré-
sentent probablement des besoins en POD 
différents, et donc une affinité différente 
pour ce substrat. De plus, 2) l'hypothèse 
que l'APA diffère selon le clade des 
zooxanthelles a été testée. Concernant l'ef-
fet des paramètres environnementaux, on 
s'attend à ce que, 3) l'augmentation de la 
photosynthèse avec la lumière entraîne une 
augmentation de l'APA, similairement a ce 
qui a été observé pour le PID. Il est égale-
ment attendu que 4) l'absence de zooxan-

thelles chez des coraux blanchis (égale-
ment nommés aposymbiotiques, c.à.d. des 
coraux ayant perdu leurs zooxanthelles 
symbiotiques), qui présentent par ailleurs 
une très faible absorption de PID, entraîne 
une augmentation de l'APA pour compen-
ser le manque de PID. Enfin, 5) l'absence 
de nutrition hétérotrophe de l'hôte suppri-
mant les apports de POP, l'APA devrait 
également augmenter en l'absence de nour-
riture. 

Les paragraphes qui suivent résument les 
principaux résultats issus de la mise en 
œuvre de ces objectifs et hypothèses. Ces 
résultats ont fait l'objet d'un article soumis 
pour publication à une revue à comité de 
lecture international (article 4), au sein 
duquel ils sont discutés en détail. La tech-
nique employée pour doser l'activité de la 
phosphatase alcaline est illustrée sur la 
figure 19 et détaillée sur la figure 20. 

 

3 Absorption du phosphore  
organique dissous 

Comparaison des coraux entiers et des 
zooxanthelles fraîchement isolées 

Les résultats obtenus durant cette thèse ont 
montré que l'APA extracellulaire est détec-
table même à de très faibles concentrations 
de pNPP. À 0,05 et 0,50 µmol L-1 de 
pNPP, l'APA mesurée pour l'hôte est de 
0,8 ± 0,1 et 4,1 ± 0,4 nmol mg prot-1 h-1. 
L'étude cinétique, réalisée pour des con-
centrations de pNPP allant de 0,05 à 5000 
µmol L-1, a montré que l'APA est dépen-
dante de la concentration en POD dans 
l'eau pour les zooxanthelles isolées et pour 
les cellules animales, avec une cinétique de 
type Michaelis-Menten (article 4, figure 5). 
Cela n'avait jamais été démontré aupara-
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vant, ni pour les zooxanthelles, ni pour 
l'hôte, bien que le même type de cinétique 
existe pour les APA et APAc intracellu-
laires des zooxanthelles (Jackson et al., 
1989). 

La comparaison des paramètres cinétiques 
obtenus a démontré que les zooxanthelles 
présentent une affinité bien plus forte pour 
le POD que l'hôte, avec une constante36 Km 
22 fois plus faible que l'hôte (7,6 ± 1,5 
µmol L-1 contre 170,0 ± 26,2 µmol L-1). De 
plus, l'APA mesurée pour les zooxanthelles 
dans l'ensemble des expériences réalisées a 
généralement été plus élevée que l'APA de 
l'hôte (article 4, figures 2, 3 et 5). Si l'on 
suppose que les zooxanthelles fraîchement 
isolées présentent le même Km que les 
zooxanthelles en symbiose, ces résultats 
montrent que les zooxanthelles semblent 
relativement bien adaptées pour une ab-
sorption efficace du POD issu du métabo-
lisme de l'hôte, et tendraient à indiquer 
qu'elles sont généralement confrontées à 
une concentration micromolaire de POD au 
sein de la vacuole périsymbiotique. Au 
contraire, le Km relativement fort de l'hôte 
indique que les phosphatases alcalines de 
l'hôte ne sont pas à leur optimum aux 
faibles concentrations de POD présentes 
dans l'eau de mer. 

Rôles respectifs de l'hôte et des sym-
biotes, importance du clade 

Afin d'examiner les rôles respectifs de 
l'hôte et des symbiotes dans l'absorption de 
POD par l'association symbiotique, des 
coraux sans symbiotes ont tout d'abord été 
                                                           
36 On rappelle que Km est la constante de Michaelis-
Menten pour une cinétique enzymatique basée sur 
l'équation de Michaelis-Menten (équation 1, 
page 74). Cette constante se note aussi parfois K, 
K0.5 ou autres...  

utilisés (hôtes "purs") : le corail asymbio-
tique Tubastraea spp. et des S. pistillata 
aposymbiotiques (blanchis). Dans les deux 
cas, une APA forte a été mesurée (article 4, 
figure 4), ce qui démontre que l'expression 
de phosphatases alcalines à la membrane 
de l'hôte corallien est indépendante de la 
présence des symbiotes. 

Néanmoins, la comparaison de l'APA me-
surée chez les six espèces de coraux sym-
biotiques présentées dans la figure 11 du 
chapitre 1 a suggéré que, pour les zooxan-
thelles comme pour l'hôte, l'APA est dé-
pendante du clade des zooxanthelles (ar-
ticle 4, figure 6). Il semblerait que les 
zooxanthelles du clade C (hébergé par 
P. damicornis, P. cactus, et G. fascicularis, 
et qui est le clade le plus répandu parmi les 
coraux ; Stat et al. 2008) soient moins per-
formants que celles de clade A (hébergé 
par S. pistillata et C. caespitosa) ou du 
clade B (hébergé par O. patagonica) pour 
l'utilisation du POD. Cela pourrait être lié à 
des différences métaboliques entre clades, 
telles que des besoins en PID différents par 
exemple. Néanmoins, le faible niveau de 
réplication des clades au cours des expé-
riences ne permet pas de conclure de ma-
nière ferme à ce sujet. 

Ces résultats suggèrent toutefois que, si 
l'expression des phosphatases alcalines de 
l'hôte n'est pas dépendante de la présence 
de zooxanthelles, l'activité de ces phospha-
tases est tout de même en partie influencée 
par l'activité métabolique des symbiotes. 
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4 Effets de facteurs                
environnementaux 

Effet de la lumière, rôle des symbiotes 
La mesure de l'APA de l'hôte à différents 
éclairements a permis de constater un effet 
positif de la lumière (article 4, figure 2), un 
autre argument en faveur du fait que l'acti-
vité des phosphatase alcalines de l'hôte est 
probablement régulée par les symbiotes, et 
vraisemblablement par leur activité photo-
synthétique, consommatrice de phosphore.  

Pour les zooxanthelles isolées comme pour 
l'hôte, un effet positif de la lumière a été 
mis en évidence (article 4, figure 2), ren-
forçant l'hypothèse d'un lien entre l'APA et 
la photosynthèse. 

Effet du blanchissement 
Les résultats obtenus sur les boutures de 
S. pistillata aposymbiotiques (blanchies) 
ont montré que l'APA de l'hôte est 6,4 fois 
plus élevée en l'absence des symbiotes 
qu'en leur présence (article 4, figure 4). Ce 
résultat est probablement lié au fait que les 
coraux blanchis n'absorbent plus de PID, 
contrairement à des coraux symbiotiques, 
mais le relarguent (Muller-Parker et al., 
1990). Cela crée un déficit de phosphore 
dans la symbiose, que l'augmentation de 
l'APA permet sans doute en partie de com-
penser.  

Effet de la nutrition 
Si l'APA a donc augmenté en l'absence de 
PID, elle a également augmenté en l'ab-
sence de POP. En effet, l'utilisation de co-
raux non nourris durant 3, 6 ou 9 semaines 
a permis de démontrer que l'APA aug-
mente avec l'absence de nourriture pour 

l'hôte et pour les zooxanthelles isolées, et 
donc avec l'absence de POP (article 4, fi-
gure 3). Un effet similaire a été rapporté 
pour des zooxanthelles isolées d'anémones 
de mer de l'espèce A. pallida non nourries 
durant 5 semaines (Annis et Cook, 2002). 

 

5 Schéma bilan 
 

La figure 21 présente un bilan des résultats 
obtenus dans ce chapitre. 
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Figure 21 | Bilan de l'absorption du POD dans la symbiose 
Les résultats acquis dans le chapitre 3 sont résumés en couleur, sur la base de la Figure 13 (passée en 
tons de gris pour plus de lisibilité). Vert : paramètre n'ayant pas d'effet. Rouge : paramètre ayant un 
effet positif. Bleu : paramètre ayant un effet négatif. Noir : voie métabolique considérée. 
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Article 4 
Significant use of dissolved organic phosphorus                                          

by reef-building corals 
 

Submitted to Limnology and Oceanography | In review 

 
 
Résumé 

 
Si l'absorption de phosphore organique particulaire (POP) et de phosphore orga-
nique dissous (PID) par les coraux et leurs zooxanthelles symbiotiques a été  fré-
quemment étudiée, l'utilisation du phosphore organique dissous (POD) par la sym-
biose reste relativement méconnu. Pourtant, l'hydrolyse du POD par les phospha-
tases représente une source de phosphore potentiellement significative dans les ré-
cifs coralliens. L'activité des phosphatases alcalines (APA) extracellulaires a été me-
surée pour diverses espèces de coraux et leurs zooxanthelles, afin de déterminer 
l'importance des sources organiques de phosphore pour les besoins métaboliques 
de différents coraux. Les effets de la lumière, du clade de zooxanthelles, de la nutri-
tion, et du statut symbiotique ont été testés. Les résultats obtenus ont tout d'abord 
montré que l'APA de l'hôte est affectée par la présence des symbiotes, ainsi que par 
la disponibilité d'autres sources de phosphore comme la nutrition particulaire (source 
de POP) et l'absorption de PID due aux symbiotes. En effet, l'APA de l'hôte a aug-
menté avec l'absence de nourriture, l'éclairement et la perte des symbiotes (blan-
chissement). L'APA a également varié avec le clade des zooxanthelles et avec la 
concentration de POD, avec un K 22 fois plus faible pour les zooxanthelles fraîche-
ment isolées (7,6 ± 1,5 µmol L-1) que pour l'hôte (170,0 ± 26,2 µmol L-1). Aux con-
centrations environnementales, cette étude montre que l'APA fournit jusqu'à 
0,16 µmol P cm-2 h-1, tandis qu'il a été montré que le PID et le POD fournissent jus-
qu'à 0,16 µmol P cm-2 h-1 et jusqu'à 0,09 µmol P cm-2 h-1, respectivement. Cette 
étude illustre ainsi l'importance du POD pour les besoins en phosphore des coraux 
symbiotiques. 
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by reef-building corals 
 

C. Godinot1,2,3, C. Ferrier-Pagès1,2, S. Sikorski1, and R. Grover1,2 
 

Submitted to Limnology and Oceanography | In review 
 
 
Abstract 

 
While the acquisition of particulate organic phosphorus (POP) and dissolved inorgan-
ic phosphorus (DIP) by corals and their symbionts has been frequently studied, the 
use of dissolved organic phosphorus (DOP) has been poorly investigated. Yet DOP 
hydrolysis by phosphatases represents a potentially significant source of phosphorus 
in reef waters. Extracellular alkaline phosphatase activity (APA) was therefore meas-
ured in various coral hosts and zooxanthellae, to assess the importance of dissolved 
organic phosphorus to the phosphorus needs of corals. The effects of light, symbiont 
clade, feeding and symbiotic status were tested in Stylophora pistillata. Results ob-
tained first showed that host APA was affected by the presence of symbionts, and by 
the availability of other phosphorus sources, such as particulate feeding (POP 
source) and DIP uptake through the symbionts’ activity. Indeed, host APA increased 
with long-term starvation, with irradiance, and with the loss of symbionts (bleaching). 
APA was also dependent upon zooxanthellae clade and upon DOP concentration, 
with a Km that was 22 times lower in FIZ (7.6 ± 1.6 µmol L-1) than in the host (170.7 
± 27.3 µmol L-1). At environment conditions, we show that APA brings up to 0.16 
µmol P cm-2 d-1, whereas DIP and POP have been shown to bring up to 0.16 µmol 
P cm-2 d-1 and up to 0.09 µmol P cm-2 d-1 respectively. This study therefore highlights 
the importance of DOP for the phosphorus demand of symbiotic corals.  
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 Introduction 

 

Phosphorus is essential because it enters 
into the composition of many biological 
molecules (e.g. deoxyribonucleic acids, 
ribonucleic acids, phospholipids), and has 
a role in signaling pathways and metabolic 
reactions (mostly via the role of adenosine 
triphosphate, ATP). Corals can fulfill their 
phosphorus needs by several ways. Par-
ticulate organic phosphorus (POP), with a 
mean concentration of c.a. 0.10 µmol L-1 in 
reef waters (Furnas et al. 1988; Charpy 
2001), is acquired via heterotrophy of the 
coral host, through the capture of plankton-
ic preys caught with their stinging tentacles 
(Johannes et al. 1970; Wijgerde et al. 
2011). Phosphorus is also acquired directly 
as dissolved inorganic phosphorus (DIP) 
through an active uptake mediated by the 
dinoflagellate symbionts (D'Elia 1977; 
Jackson and Yellowlees 1990; Godinot et 
al. 2009). This DIP presents concentrations 
between 0.05 and 0.50 µmol L-1 in reef 
waters (Kinsey and Davies 1979; Atkinson 
1987b; Charpy 2001). The last source of 
phosphorus is represented by dissolved 
organic phosphorus (DOP), with concen-
trations generally lower than 0.5 µmol L-1 
(Crossland and Barnes 1983; Larned 
1998). While the acquisition of POP and 
DIP has been frequently studied, with a 
global contribution to corals of less than 
0.2 µmol P cm-2 d-1 (Godinot et al. 2009; 
Wijgerde et al. 2011), the utilization of 
dissolved organic phosphorus (DOP) has 
been poorly investigated, and only consid-
ered in isolated coral symbionts (Jackson 
et al. 1989; Annis and Cook 2002). How-

ever, since DOP and DIP are usually simi-
larly low in reef waters, DOP may provide 
a significant alternative source of phospho-
rus for corals, in replacement or in addition 
to DIP and POP. In fact, DOP utilization 
has been shown to be a good indicator of 
phosphorus deficiency and low environ-
mental DIP in a large number of marine 
organisms, such as cyanobacteria (Yentsch 
et al. 1972), diatoms (Møller et al. 1975), 
dinoflagellates (Dyhrman and Palenik 
1999), benthic algae (Lapointe and 
O'Connell 1989), and freshly isolated 
zooxanthellae (Annis and Cook 2002), and 
DOP may therefore compensate the lack of 
DIP. 

In reef waters, DOP is present as 
phosphomonoesters, phosphodiesters, pol-
yphosphates, and phosphonates (molecules 
that contain a C-P bond). In this first study, 
we concentrated on the use of 
phosphomonoesters. The recycling of 
phosphorus from phosphomonoesters in-
volves enzymes called phosphatases, 
which belong to a large class of enzymes 
that catalyze the hydrolysis of 
monophosphorylated organic molecules 
into a phosphate ion molecule (DIP) and an 
alcohol. These metalloenzymes are classi-
fied as acid and alkaline depending on their 
pH optimum; and each type has different 
substrate specificities, catalytic mecha-
nisms, and inhibition pathways (Neumann 
1968; Fernley 1971; Hollander 1971). Cor-
al hosts and their symbionts (commonly 
called zooxanthellae), either freshly isolat-
ed (FIZ) or cultured (CZ), exhibit phospha-
tase activity. Only two studies have inves-
tigated phosphatases in FIZ and CZ, show-
ing both acid and alkaline phosphatases 
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activities (AcPA and APA respectively) 
with intracellular (Jackson et al. 1989) and 
extracellular (Annis and Cook 2002) ac-
tivities reported. Some other studies men-
tioned the presence of intracellular (Goreau 
1956) and extracellular (Hayes and Goreau 
1977; Domart-Coulon et al. 2001) phos-
phatase activity in coral hosts, but none of 
these studies extensively examined it. 

This study first aimed at examining the 
utilization of DOP by the scleractinian 
coral Stylophora pistillata under different 
environmental conditions. We tested the 
effect of DOP concentrations, and the ef-
fect of light, feeding and symbiotic status 
at one DOP concentration. We hypothe-
sized that APA would vary depending on 
the availability or lack of other phosphorus 
sources. Hence, we hypothesized that APA 
would increase following an increase in 
irradiance (at least for the zooxanthellae, 
whose photosynthetic activity uses phos-
phorus), or a loss of symbionts, which 
leads to a decreased DIP uptake, and a re-
lease of DIP (D'Elia 1977; Muller-Parker 
et al. 1990), and that APA would also de-
crease following feeding of the host, which 
corresponds to a supply of POP. The se-
cond and third aims of this study were to 
compare the utilization of DOP by isolated 
symbionts and coral hosts, and by coral 
species in symbiosis with different 
symbiont clades. Finally, we estimated the 
contribution of DOP to the total demand of 
phosphorus by a scleractinian coral, by 
comparing the recycling of DOP to the 
uptakes of POP and DIP. All these ques-
tions have never been addressed in corals, 
but are essential and timely because nutri-
ent availability is one of the key factors 
which determines reefs expansion and 
maintenance (Wood 1993; Lapointe 1997; 
Szmant 2002). 

 Methods 

Organisms 
APA was assessed in four tropical symbi-
otic species (Stylophora pistillata, 
Pocillopora damicornis, Pavona cactus, 
and Galaxea fascicularis), two Mediterra-
nean symbiotic species (Oculina 
patagonica and Cladocora caespitosa), 
and one tropical non-symbiotic species 
(Tubastraea sp.). APA was also assessed 
in bleached S. pistillata, prepared by cul-
turing nubbins for 6 weeks in the dark. 
Microscopy observations confirmed that 
symbiont density was 3 orders of magni-
tude lower in bleached nubbins (6.7 103 
zoox cm-2) than in symbiotic S. pistillata 
(2.5 106 zoox cm-2). 

All colonies were maintained in aquaria 
supplied with natural seawater (exchange 
rate 2% h-1) containing low nutrient con-
centrations (DOP < 0.1 µmol L-1, DIP < 
0.05 µmol L-1, nitrate < 0.4 µmol L-1 and 
ammonium < 0.5 µmol L-1). Seawater sa-
linity was constant at 38.2, pH was 8.1 ± 
0.1, and temperature was maintained at 
25.0 ± 0.5°C for tropical corals and 18.0 ± 
1.0°C for Mediterranean ones. Irradiance 
was 150 µmol photons m-2 s-1 for symbi-
otic corals, with a light:dark cycle of 
12h:12h. The non-symbiotic Tubastraea 
sp. and bleached S. pistillata were cultured 
in the dark. All corals were fed twice a 
week with Artemia salina nauplii, but were 
used for the experiments three days after 
the feeding (also for the experiments in-
volving FIZ). 

Isolation of symbionts 
For each experiment with FIZ, symbionts 
were extracted from 5 coral nubbins using 
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a commercial-type Water-Pick. They were 
further purified by three centrifugations 
(2000 rpm for 5 min at 25°C) followed by 
re-suspension in seawater (Johannes and 
Weibe 1970). Aliquots were frozen for 
subsequent cell counts, chlorophyll and 
protein determinations. Zooxanthellae phy-
logeny was determined to the clade level 
according to Santos et al. (2002), using 
chloroplastic ribosomal DNA sequences. 
For each experiment with FIZ, symbionts 
were extracted from 5 coral nubbins using 
a commercial-type Water-Pick. They were 
further purified by three centrifugations 
(2000 rpm for 5 min at 25°C) followed by 
re-suspension in seawater (Johannes and 
Weibe 1970). Aliquots were frozen for 
subsequent cell counts, chlorophyll and 
protein determinations. Zooxanthellae phy-
logeny was determined to the clade level 
according to Santos et al. (2002), using 
chloroplastic ribosomal DNA sequences. 

APA assays 
In this study, all experiments were con-
ducted in seawater (pH = 8.1) and should 
therefore be considered as assays for APA. 
APA was measured using a colorimetric 
assay, which is based on the non-biological 
substrate p-nitrophenyl phosphate (pNPP) 
to yield a colored product, p-nitrophenolate 
(pNP), upon hydrolysis under alkaline 
conditions. Most measurements were per-
formed with the symbiotic coral S. 
pistillata and its FIZ, but APA was also 
compared between the coral species cited 
above (see description below). In each 
case, 5 nubbins or 5 FIZ samples were 
considered. All APA experiments were 
performed using six beakers filled with 
200-mL of filtered seawater (0.2 µm mem-
brane filters, pH of 8.1), maintained in a 
water bath at 26 or 18°C (for tropical and 

Mediterranean species respectively). Light 
was supplied by 400 W HQI lights and 
measured using a spherical quantum sensor 
(LiCor LI-193). 

In experiments involving coral nubbins, 
individual nubbins suspended to a nylon 
wire were introduced in five beakers. A 
beaker without coral served as a control for 
APA activity in the filtered seawater and 
for any non-enzymatic hydrolysis of the 
pNPP substrate. Thirty minutes after nub-
bins were placed in the beakers (acclimati-
zation period), the water was enriched with 
pNPP. Magnetic stirring bars ensured 
proper homogenization inside the beakers. 
A 10-mL water sample was taken from 
each beaker immediately after enrichment 
and then every 30 min for 120 min. Sam-
ples were immediately alkalinized with 
2 mL of 1 mol L-1 NaOH to stop the enzy-
matic reaction and yield the yellow colored 
p-nitrophenolate (pNP). Absorbance was 
read at 400 nm after 30 minutes against a 
blank of filtered seawater treated with 
NaOH. Concentrations of pNP were calcu-
lated from a standard curve of pNP absorb-
ance versus concentration established dur-
ing each experiment using known concen-
trations of ACS reagent grade pNP in fil-
tered seawater treated with NaOH. At the 
end of the experiments, corals were frozen 
for subsequent normalization of the data. 

For experiments involving FIZ, a concen-
trated zooxanthellae solution, obtained 
after isolation of FIZ, was used to inocu-
late the five pNPP-enriched beakers, yield-
ing concentrations comprised between 2 
104 and 105 FIZ mL-1. Sampling protocol 
and sample measurements were the same 
as above, except that samples were filtered 
(0.45-µm membrane filters) prior to 
alkalinization to remove FIZ.  
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The working parameters for the APA as-
says were developed in preliminary tests. 
A first preliminary test was performed to 
determine the optimal incubation length, 
using the coral S. pistillata and its FIZ at 
various pNPP concentrations. During each 
assay, pNP concentration increased linear-
ly over time during c.a. 180 min both for 
whole coral nubbins and FIZ. Thus, APA 
was considered linear over these 180 min, 
and an incubation length of 120 min was 
chosen for the subsequent experiments. We 
also examined the impact of pH on phos-
phatase activity in FIZ, since previous 
studies suggested that pH optima is differ-
ent for internal and external phosphatases, 
and is likely related to the pH experienced 
by the zooxanthellae (Jackson et al. 1989; 
Annis and Cook 2002). In the present 
study, external phosphatase activity of in-
tact FIZ from S. pistillata was predomi-
nantly alkaline, as phosphatase activity 
was 2.5 times higher at the pH of seawater 
(8.1) than at an acidic pH (5.8; Fig. 1). We 
therefore worked at a pH of 8.1 (in natural 
seawater, no buffer added) for the FIZ in 
the following experiments. Other prelimi-
nary tests revealed that APA was strongly 
impacted by pNPP concentration, light 
level, and coral nutrition. These parameters 
were therefore tightly controlled in each of 
the subsequent experiments, to test their 
individual effect. Therefore, unless other-
wise specified, APA was measured at a 
pNPP concentration of 250 µmol L-1 (i.e. 
near the saturating concentration for both 
corals and FIZ), light level was maintained 
at 150 ± 10 µmol photons m-2 s-1, and cor-
als were fed three days before only. The set 
of experimental conditions tested is sum-
marized in Table 1. Moreover, for experi-
ment 1 (Table 1), the dark incubation was 
conducted at the end of the 12-hour dark 

period. For experiment 3 (Table 1), APA 
measurements were also performed in the 
dark, at the end of the night, to prevent 
metabolic changes associated with photo-
synthesis in the symbiotic nubbins. For 
experiment 4 (Table 1), kinetics parame-
ters of the alkaline phosphatase (APAmax 
and Km) in S. pistillata corals and FIZ were 
fitted using the Michaelis–Menten equa-
tion (Eqn. 1). 

 

 𝐴𝑃𝐴 =  𝐴𝑃𝐴𝑚𝑎𝑥 [𝑝𝑁𝑃𝑃]
[𝑝𝑁𝑃𝑃]+ 𝐾𝑚

         (Eqn. 1)   

 

where [pNPP] is the initial concentration 
of p-nitrophenyl phosphate introduced in 
the beaker; Km is the pNPP concentration 
at which activity is half-optimal, and corre-
sponds to the inverse of the affinity of the 
alkaline phosphatase towards the pNPP 
substrate; and APAmax is the activity when 
the saturation concentration of pNPP has 
been reached.  

Data normalization and statistical anal-
yses 

APA was expressed as units of pNPP hy-
drolyzed per hour. It was normalized for 
the coral host either to the protein content 
(after extraction in 1 mol L-1

 NaOH for 30 
min at 90°C, measured using the commer-
cially available BC Assay Interchim kit) 
(according to Hoogenboom et al. 2010), to 
the chlorophyll and zooxanthellae content 
(using the same methods as in Godinot et 
al. 2009), or to the surface area of the nub-
bins (using the wax-dipping method 
described in Stimson and Kinzie 1991). 
Data for the FIZ were normalized to pro-
tein content, and to cell density and chlo-
rophyll content. Except for the clade exper-
iment, all data are presented with the nor-
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Table 1 | Working parameters of the five experiments performed to measure APA in various 
scleractinian corals 
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malization per protein content, and ex-
pressed as the mean ± standard error of 5 
replicates. Normalization to the protein 
content was considered as the most appro-
priate to compensate for the difference in 
biomass per skeletal surface area between 
the various coral species used, and between 
coral hosts and FIZ. In the clade experi-
ment, results are also presented with the 
normalization per chlorophyll content. 

Linear regressions were performed with 
GraphPad Prism to examine the effect of 
light. Concentration-dependent APA was 
studied using GraphPad Prism (version 
5.0; San Diego, CA, USA). For the other 
experiments, StatView (version 5.0; Cary, 
NC, USA) was used to perform t-tests, and 
one-way and two-ways ANOVAs on the 
data, followed by Fisher’s protected least 
significant difference (PLSD) tests. 

 

 

 Results 

 

Since we used nubbins entirely covered 
with tissue and intact symbiont cells, phos-
phatase activities should have been from 
external phosphatases only. In the follow-
ing results, we will refer to “FIZ APA” for 
the activity related to the symbionts only, 
and to “host APA” for the activity related 
to the entire symbiotic association, but 
mainly coming from the host because only 
the host tissue was exposed to the medium. 

Effect of environmental parameters on 
the APA of S. pistillata 

These experiments showed that APA was 
detectable at pNPP concentrations as low 
as 0.05, 0.5, and 1.0 µmol L-1 and were 
equal to 0.8 ± 0.1, 4.1 ± 0.4, and 5.5 ± 0.7 
nmol mg prot-1 h-1 respectively. Concern-
ing the kinetic characteristics of APA ver-
sus initial pNPP concentration, for both 
host and FIZ, curves fitted with the 
Michaelis–Menten equation (Fig. 2; 
Eqn. 1). The obtained fits showed that al-
kaline phosphatases of the FIZ presented a 
much higher affinity towards pNPP than 
alkaline phosphatases of the host, as the 
affinity constant of FIZ (Km = 7.6 ± 1.5 
µmol L-1) was 22 times lower than that of 
the host (Km = 170.0 ± 26.2 µmol L-1) (F-
test, p < 0.01; Fig. 2). In each case, APA 
saturated for pNPP concentrations between 
250 and 500 µmol L-1. 

APA increased linearly with light in both 
host (r2 = 0.61, F = 29, p < 0.0001) and 
FIZ (r2 = 0.87, F = 120, p < 0.0001; Fig. 
3), being c.a. 3.0 times higher at 350 µmol 
photons m-2 s-1 than in the dark. For each 
light level, however, FIZ APA was c.a. 
2.5-3.0 times higher than that of the host.

Figure 1 | Effect of pH on APA of FIZ from 
S. pistillata incubated with 250 µmol L-1 
pNPP. Data are presented as the mean ± stand-
ard error of 5 measurements. 
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Figure 2 | Concentration-dependent APA in host and FIZ from S. pistillata. Data are mean ± standard 
error of 5 replicates. 

 
 

Figure 3 | Light-dependent APA in S. pistillata nubbins and FIZ incubated with 250 µmol L-1 pNPP. 
Data are mean ± standard error of 5 replicates. Light was measured using a LiCor instrument and is 
expressed as µmol m-2 s-1 PAR. 
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Figure 4 | Effect of starvation on APA in host 
and FIZ from the coral S. pistillata incubated 
with 250 µmol L-1 pNPP. Data are mean ± 
standard error of 5 replicates. 
 

 
 

Figure 5 | Dark APA in the non-symbiotic 
tropical coral Tubastraea sp., and in symbiotic 
and in bleached S. pistillata incubated with 250 
µmol L-1 pNPP. Data are presented as the mean 
± standard error of 5 measurements. 
 

 
 

◄ Figure 5 | Comparison of APA in different 
coral hosts (A) harboring FIZ from different 
clades (B). Data are presented as the mean ± 
standard error of 5 measurements, normalized 
per protein content (A) or per chlorophyll con-
tent (B). 
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APA also significantly increased over time 
in both host and FIZ when corals were 
starved (1-way ANOVA, both p < 0.0001, 
F = 16.9 for host, and F = 57.4 for FIZ; 
Fig. 4). Host APA was the highest after 6 
weeks of starvation (165.5 ± 20.3 nmol mg 
prot-1 h-1). At this moment, activity was 4 
times higher than in fed corals (40.0 ± 2.4 
nmol mg prot-1 h-1), and remained 2.8 
times higher until 9 weeks of starvation. 
FIZ APA was the highest after 3 weeks of 
starvation (154.6 ± 4.3 nmol mg prot-1 h-1), 
being 1.5 times higher than in FIZ from fed 
corals (100.0 ± 7.0 nmol mg prot-1 h-1). 
After this point, APA decreased back to 
the level of FIZ from fed corals. 

Effect of the symbiotic status 
In the non-symbiotic Tubastraea sp., light 
had no impact on APA, as APA was not 
significantly different in the dark (18.5 ± 
2.9 nmol mg prot-1 h-1) and in the light 
(19.3 ± 2.2 nmol mg prot-1 h-1; t-test, p = 
0.76, t = 0.27). Host APA in the dark was 
not significantly different between 
Tubastraea sp. and symbiotic S. pistillata 
(mean of 18.3 ± 1.6 nmol mg prot-1 h-1; 1-
way ANOVA, p = 0.89, F = 0.21; Fig. 5), 
but increased by 6.4 fold in bleached S. 
pistillata (115.1 ± 20.4 nmol mg prot-1 h-1; 
1-way ANOVA, p = 0.0001, F = 21.85). 

Comparison of APA in different coral 
hosts and zooxanthellae clades 

When results obtained for the FIZ were 
normalized to the protein content, there 
was no significant difference in APA be-
tween the clades (1-way ANOVA, p = 
0.18, F = 4.81; data not shown). Converse-
ly, a significant difference in host APA 
was observed between species (1-way 
ANOVA, p < 0.0001, F = 21.7; Fig. 6A). 

Differences were only related to differ-
ences in the chlorophyll content normal-
ized per protein content between coral spe-
cies, and were unrelated to the tropical or 
temperate status of the host, to the 
symbiont density, to the chlorophyll con-
tent per surface area, or to the 
zooxanthellae clade (1-way ANOVAs, all 
p > 0.4). For FIZ, results were also normal-
ized to the chlorophyll content. With this 
normalization, there was a significant dif-
ference in APA between species (1-way 
ANOVA, p < 0.0001, 192.6; Fig. 6B), 
which was related to the zooxanthellae 
clade (1-way ANOVA, p < 0.0001, 232.7 
respectively). 

 

 Discussion 

 

This study reports on the alkaline phospha-
tase activity in coral hosts and their isolat-
ed symbionts under various environmental 
conditions. It is the first to assess the im-
portance of DOP recycling for corals, and 
to examine APA in coral hosts. It high-
lights the importance of host metabolism, 
and phosphorus limitation/repletion, on 
this activity. It also emphasizes for the first 
time the effects of light and zooxanthellae 
clade on APA, and confirms that host feed-
ing has a negative effect on this activity. 

Kinetics of phosphatase activity  
FIZ and host APA were strongly depend-
ent upon DOP concentration. This depend-
ence was already reported for the intracel-
lular phosphatases of FIZ (Jackson et al. 
1989), but is new for the extracellular APA 
of coral host and FIZ. APA measured at 
the DOP concentration of 0.5 µmol L-1, 
which corresponds to one of the highest 
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occurring in situ (Crossland and Barnes 
1983; Larned 1998), was 4.1 ± 0.4 10-9 mol 
mg prot-1 h-1 in the light, and 1.9 10-9 mol 
mg prot-1 h-1 in the dark (2.2 times lower 
compared to the light value). Taking into 
account a mean protein content of 2.2 mg 
prot cm-2, and 12 h of day and night, this 
gives a daily DOP input of up to 0.16 µmol 
P cm-2 d-1 for the coral Stylophora 
pistillata at this environmental DOP con-
centration. This amount will be compared 
to other sources in the conclusion below. 

The kinetics of APA at increasing DOP 
concentrations show that affinity was 22 
times higher in FIZ than in the host 
(Fig. 2), and that FIZ APA was generally 
higher than host APA (Figs. 2, 3, and 4). If 
we draw an analogy with most transporter 
systems, which usually have Km values 
close to substrate concentrations in their 
environments (Wright 1982), the low Km of 
FIZ (7.6 ± 1.5 µmol L-1) may indicate that 
they are exposed to micromolar concentra-
tions of DOP within the animal tissue, and 
are adapted to an efficient use of the host 
metabolic waste products, such as plank-
tonic preys digested into 
phosphomonoesters. On the contrary, the 
relatively high Km of the host (170.0 ± 
26.2 µmol L-1) suggests that host alkaline 
phosphatases are not at their optimum at 
low environmental conditions. 

Effects of metabolic activity on APA 
In symbiotic corals, APA was dependent 
upon symbiont activity, and likely upon 
zooxanthellae photosynthetic activity, 
since APA was 3.0 times lower in the dark 
than at 350 µmol photons m-2 s-1 in a sym-
biotic coral (Fig. 3) while it did not in-
crease with light in a non-symbiotic one. 
APA was also 6.4 times higher in bleached 

than in symbiotic colonies (Fig. 5), sug-
gesting a phosphorus limitation in bleached 
corals, as previously demonstrated (Annis 
and Cook 2002). In symbiotic corals, most 
of the phosphorus requirements are sup-
plied by the activity of the symbionts, 
which continuously take up DIP from the 
surrounding seawater (D'Elia 1977; 
Godinot et al. 2009). The loss of symbionts 
in bleached colonies corresponds to a loss 
of phosphorus uptake in the form of DIP, 
and to a release of DIP (Muller-Parker et 
al. 1990), which may both lead to a deficit 
of phosphorus in the symbiotic association. 
Therefore, the host has to rely on organic 
phosphorus (and increased APA) to fulfill 
the high phosphorus metabolic demand 
(Godinot et al. 2011). Conversely, in the 
non-symbiotic Tubastraea sp., APA was 
6.2 times lower than in bleached S. 
pistillata (Fig. 5), suggesting that despite 
the fact that Tubastraea also looses DIP 
(D'Elia 1977), its total phosphorus demand 
may be lower. Alternatively, although non-
symbiotic, bleached, and symbiotic corals, 
were supplied the same zooplankton re-
gime before the experiments, their feeding 
rates remain to be examined in order to 
determine if their POP inputs were differ-
ent. 

In symbiotic S. pistillata, host APA was 
also impacted by heterotrophy/starvation. 
The observed increase in APA with long-
term starvation of the host (Fig. 4) can also 
be related to a lack of phosphorus availa-
bility in the symbiosis. In fact, feeding 
provides the host with a source of POP 
(Johannes et al. 1970; Wijgerde et al. 
2011), and this phosphorus source disap-
pears with starvation, which therefore trig-
gered the increase of host APA. The same 
feeding effect was observed in FIZ 
(Fig. 4). It was previously reported in FIZ 
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from the sea anemone Aiptasia pallida, 
which increased their APA after 5 weeks 
of host starvation (Annis and Cook 2002), 
or in cultured zooxanthellae under P-
limitation (Jackson et al. 1989; Annis and 
Cook 2002). After a prolonged starvation 
(more than 3 weeks in FIZ and more than 6 
weeks in the host), APA decreased again, 
probably due to a reorganization and/or 
reduction of the coral metabolic activity, 
including the possible shut-down of meta-
bolic machinery and the recycling of mac-
romolecules. It is in fact well established 
that starvation lowers protein and chloro-
phyll concentrations, symbionts density, 
(Titlyanov et al. 2001; Ferrier-Pagès et al. 
2003; Houlbrèque et al. 2003), and rates of 
respiration and photosynthesis (Fitt and 
Pardy 1981; Szmant-Froelich and Pilson 
1984; Davy et al. 2006). Such reduction of 
the metabolism may have led to a lower 
phosphorus demand and may explain the 
APA decrease. Else, the APA decrease 
may be due to the catabolism of alkaline 
phosphatases. 

Results obtained finally showed that light 
increased host APA (Fig. 3). Such an in-
crease may be linked to the higher meta-
bolic activity of corals in terms of respira-
tion rates in the light (Porter et al. 1984), or 
to the possibly faster depletion of DIP 
stocks of the host by the photosynthesis of 
symbionts in the light, as phosphorus is 
needed in photophosphorylation as a com-
ponent of ATP and enters into the compo-
sition of other compounds of the Calvin 
cycle (Goodman et al. 1953; Hall and Rao 
1987). Indeed in FIZ, photosynthetic activ-
ity, following increased light levels, also 
increased the DOP demand, as had been 
reported for DIP (Jackson and Yellowlees 
1990; Godinot et al. 2009). 

Inter-species comparison and effect of 
zooxanthellae clade 

Results obtained in this experiment suggest 
for the first time a possible dependency of 
APA upon zooxanthellae clade, with the 
cosmopolitan clade C (Stat et al. 2008) 
being apparently less efficient than clades 
A and B (Fig. 6). Specific metabolic char-
acteristics of the different clades may in-
fluence APA, possibly through differences 
in the phosphorus demand and/or DIP sup-
ply. This theory remains however to be 
further investigated, because only one 
study has examined up to date the relation-
ship between eutrophication and 
zooxanthellae clades (Lampert-Karako et 
al. 2008), and has found no differences. 
Since only one clade B coral was available 
for the present study, the preliminary re-
sults from this experiment need to be com-
pleted by expanding the number of sam-
ples within the same clade, as well as the 
number of clades investigated. 

Contribution of DOP to the phosphorus 
demand of corals 

Taking into account data obtained in this 
study on DOP recycling, as well as data 
from the literature on DIP and POP uptake, 
the contribution of DOP to the phosphorus 
demand of corals can be assessed. We cal-
culated above, that, under environmental 
concentrations of DOP (0.5 µmol L-1), this 
source may bring up to 0.16 µmol P cm-2  
d-1 to S. pistillata. For the same coral spe-
cies, it was estimated also that at the same 
environmental concentrations, DIP uptake 
contributed for 0.16 µmol P cm-2 d-1 (cal-
culated from rates measured in the light: 
0.16 µmol P cm-2 d-1 = (0.6 µmol P mg 
Chl-1 h-1 in the light + a 2 fold decrease in 
the dark, i.e. 0.3 µmol P mg Chl-1 h-1) × 12 
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h light or dark d-1 × 0.015 mg Chl cm-2) 
(Godinot et al. 2009). Finally, a recent 
study, however performed with the species 
Galaxea fascicularis (Wijgerde et al. 
2011), estimated that POP inputs from 
extracoelenteric zooplankton feeding pro-
vides up to 0.09 ± 0.03 µmol P cm-2 d-1, 
which was however obtained with a rela-
tively high prey density (4100 nauplii L-1). 
This POP is then digested into dissolved 
inorganic and organic forms of phosphorus 
(respectively termed DIP and DOP) by the 
host. From these first calculations, DOP 
appears to be a significant source of phos-
phorus for corals, even at low environmen-
tal concentrations in seawater. DOP may 
have an even more significant contribution 
if sources like phosphodiesters, polyphos-
phates and phosphonates are taken into 
consideration. Coral species can profit 
from these sources using other phosphatas-
es and phosphonatases. A more compre-
hensive budget should also take into ac-
count other sources of POP, such as 
intracoelenteric zooplankton feeding, bac-
terial digestion, waste released by fish 
schooling over coral colonies, and particu-
late suspended matter. For example, POP 
released from haemulid fish schooling over 
coral colonies was estimated to contribute 
0.02 µmol P cm-2 d-l to Porites furcata 
colonies, and 0.06 µmol P cm-2 d-l to 
Acropora palmata colonies (Meyer et al. 
1983). Unfortunately, the different sources 
listed above have not been more examined 
to date in terms of contribution to the 
phosphorus demand of corals. 

In conclusion, this study showed that host 
and symbionts alkaline phosphatase activi-
ties are dependent upon various environ-
mental factors (light, heterotrophy, DOP 
concentrations), and upon the metabolic 
activity of the host and the symbionts 

(clade effect). We showed that DOP may 
represent a significant source of phospho-
rus for corals in oligotrophic reefs, since 
this source may bring as much phosphorus 
as DIP (0.16 µmol P cm-2 d-1), at similarly 
low environmental concentrations (less 
than 0.5 µmol L-1). As DIP uptake has 
been estimated to contribute 0.2 to 1.1 
mmol P m-2 d-1 for reef benthos (Steven 
and Atkinson 2003; Cuet and Atkinson 
2011), DOP may thus contribute a similar 
amount of phosphorus for reef benthos, 
although it has also been estimated that 
DOP recycling by APA may bring higher 
concentrations of phosphorus, up to 10–
100 mmol P m-2 d-1 (Atkinson 1987a). 
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Chapter 4 
 

 
31P-NMR study               

of the phosphorus   
composition of             
the symbiosis 

 
 
Abstract 

 
 
Nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy is an analytical chemistry tech-
nique that allows, notably, for the determination of the chemical composition of bio-
logical samples. This technique relies on the magnetic properties of some chemical 
elements, such as phosphorus, which possess an odd number of protons and/or of 
neutrons, giving rise to nonzero nuclear spin. This spin allows them to become ori-
ented in the presence of external magnetic fields. Fourier transform NMR creates a 
signal by combining a magnetic field with radiofrequency electromagnetic pulses. 
This allows for the differentiation of observed nuclei according to their electronic envi-
ronment, and thus for the identification of chemical functions inside studied mole-
cules. In the present study, 31P-NMR was used to characterize classes of phosphorus 
compounds in coral host tissues and cultured zooxanthellae. Phosphorus compounds 
observed in the host were mainly phosphate, a high abundance and diversity of 
phosphonates, as well as phosphate mono- and diesters in lesser quantities. In cul-
tured zooxanthellae on the contrary, the importance of phosphonates was negligible, 
and the observed compounds mostly consisted in phosphate, phosphate mono- and 
diesters, as well as some polyphosphates. DIP and DOP enrichments were per-
formed for cultured zooxanthellae, and POP enrichment (nutrition) was tested in the 
host, to assess the impact of environmental phosphorus availability on the phospho-
rus composition of corals. DIP and POP enrichments led to an increase in intracellu-
lar phosphate content, while DOP enrichment led to a decrease of phosphorus con-
tent. Finally, bleaching did not modify the phosphorus composition of the host. 
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Chapitre 4 
 

 
Étude par RMN du 31P de 

la composition en        
phosphore de                  

la symbiose 

 
 
Résumé 

 
La spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN) est une technique de 
chimie analytique qui permet, notamment, de spécifier la composition chimique des 
échantillons biologiques. Cette technique repose sur les propriétés magnétiques de 
certains éléments chimiques, comme le phosphore, qui possèdent un nombre impair 
de protons et/ou de neutrons, ce qui leur confère un spin nucléaire non nul leur per-
mettant de s'orienter sous l'effet d'un champ magnétique externe. La RMN par trans-
formée de Fourier crée un signal en combinant l’application d’un champ magnétique 
à des impulsions électromagnétiques de type radiofréquence. Cela permet de diffé-
rencier les noyaux observés en fonction de leur environnement électronique, et ainsi 
d’identifier les fonctions chimiques présentes au sein des molécules étudiées. Dans 
cette étude, la RMN du 31P a été utilisée pour caractériser les classes de molécules 
phosphorées dans les tissus du corail hôte ainsi que dans les zooxanthelles en cul-
ture. Les composés phosphorés observés chez l'hôte sont principalement du phos-
phate, et une forte quantité et diversité de phosphonates, ainsi que des mono- et 
diesters de phosphate en quantités moindres. Chez les zooxanthelles au contraire, 
l'importance des phosphonates est négligeable, et on observe surtout du phosphate, 
des mono- et des diesters de phosphate, ainsi que parfois des polyphosphates. Des 
ajouts de PID et de POD ont été réalisés sur les zooxanthelles, et des ajouts de POP 
(nutrition) sur l'hôte, afin d'évaluer l'effet de la disponibilité en phosphore dans le mi-
lieu sur le contenu en phosphore intracellulaire des coraux. L'ajout de PID et le POP 
a entraîné un enrichissement en phosphate intracellulaire, tandis que l'ajout de POD 
s'est traduit par une diminution du contenu en phosphore. Enfin, le blanchissement 
n'a pas entraîné de modification dans la composition en phosphore de l'hôte. 
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Figure 22 | Les coraux et la RMN du 31P 
 

La photographie de gauche représente un spectromètre RMN, et celle de droite des polypes du corail 
S. pistillata. Les molécules figurées sur cette photographie sont (de gauche à droite et de haut en 
bas)  le glucose-6-phosphate, le phosphate, l'acide (aminoéthyl)phosphonique (AEP), et l'adénosine 
triphosphate (ATP), que l'on s'attend à trouver dans les tissus coralliens. Les atomes représentés sont le 
carbone (gris), l'oxygène (rouge), le phosphore (bleu) et l'azote (jaune). Photographies : Bruker et É. 
Tambutté. 
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1 La spectroscopie RMN du 31P 
chez les coraux 

 

La spectroscopie de résonance magnétique 
nucléaire (RMN) est une technique de 
chimie analytique assez récente au regard 
des spectroscopies classiques. Elle a été 
mise au point dans les années 1940 à 1950, 
par les physiciens américains et suisse Isi-
dor Isaac Rabi, Félix Bloch, et Edward 
Mills Purcell, auxquels elle valut le prix 
Nobel de physique en 1944 (Rabi) et 1952 
(Bloch et Purcell). La RMN37 étant surtout 
un outil expérimental (figure 22) et non 
l'objet propre de cette thèse, sa théorie, fort 
complexe, ne sera que relativement peu 
abordée ici. Le paragraphe qui suit ex-
plique, de manière aussi abordable que 
possible, son principe général, sans rentrer 
dans le détail des nombreuses équations de 
physique quantique et statistique qui y sont 
associées. Toutefois, la compréhension de 
ce paragraphe, moins "biologique" et "co-
rallien" que le reste de cette thèse, n'est pas 
indispensable à la lecture du chapitre...  

Principe de la spectroscopie RMN 

Une technique basée sur l'existence d'un 
moment magnétique des noyaux... 
La RMN repose sur les propriétés magné-
tiques de certains éléments chimiques 
ayant un nombre impair de particules dans 
leur noyau atomique (correspondant à la 
somme proton(s) + neutron(s)) tels que 1H, 
                                                           
37 Le terme exact est "spectroscopie de résonance 
magnétique nucléaire", ou "spectroscopie RMN", 
ou "spectrométrie RMN", mais le terme RMN seul 
est également employé pour désigner cette tech-
nique dans la littérature. Ce raccourci linguistique a 
été conservé dans cette thèse. 

13C, 19F, et 31P. Les noyaux de ces éléments 
possèdent une propriété, dénommée le 
spin38 S, qui peut être assimilée à la capaci-
té du noyau à tourner sur lui-même. 

Un noyau chargé en rotation engendre un 
champ magnétique, il en résulte un mo-
ment magnétique 39  nucléaire, noté µ, 
orienté selon l'axe de rotation et propor-
tionnel à la quantité de mouvement angu-
laire. Ce moment magnétique nucléaire 
peut entrer en interaction avec un champ 
magnétique externe. Ce phénomène d'inte-
raction est à la base de l'analyse par RMN. 

... et sur son interaction avec les champs 
magnétiques externes 
En l'absence de champ magnétique ex-
terne, tous les µ sont orientés de manière 
aléatoire et les noyaux ont le même niveau 
d'énergie. En présence d'un champ magné-
tique (noté B0), le µ des noyaux aimantés 
s'oriente peu à peu dans la direction de B0, 
dans le même sens ou dans le sens opposé. 
Selon que leur µ est orienté dans un sens 
ou dans l'autre, les noyaux acquièrent un 
niveau d'énergie différent : un niveau dit

                                                           
38  En physique quantique, le spin S est défini 
comme le moment cinétique intrinsèque d'une par-
ticule. Il s'agit d'une notion complexe, que l'on peut, 
de manière simplifiée, assimiler à la capacité d'une 
particule à tourner sur elle-même, comme dans le 
cas d'une planète ou d'une balle de tennis. Le spin 
désigne l'amplitude de cette rotation. Il ne peut 
prendre que des valeurs entières ou demi-entières 
(0, 1/2, 1, 3/2...). Seuls les éléments chimiques 
ayant un nombre impair de protons et/ou de neu-
trons, tournent sur eux-mêmes, et sont observables 
en RMN. De manière générale, la RMN s'attache 
surtout à l'observation de ceux ayant un spin de 1/2. 
39  Le moment magnétique est une grandeur qui 
permet de caractériser l'intensité d'une source ma-
gnétique (un aimant par exemple, ou bien une bo-
bine de courant). 
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de basse énergie (état stable), et un niveau 
dit de haute énergie (état énergétiquement 
moins favorable). Ce phénomène est 
nommé la levée de dégénérescence du ni-
veau d'énergie40, et est représenté sur la fi-
gure 23. 

                                                           
40  On parle de dégénérescence lorsque tous les 
noyaux ont le même niveau d'énergie. La levée de 
dégénérescence correspond à une séparation en 
plusieurs niveaux d'énergie. La différence d'énergie 
entre les deux niveaux d'énergie est généralement 

Une technique qui repose sur l'entrée en 
résonance des différents noyaux 
Le but de la RMN est d'observer la transi-
tion entre les niveaux d'énergie qui se pro-
duit en présence d'un champ magnétique 
externe B0 permettant de lever la dégéné-
rescence. À partir d'une situation où tous 
                                                                                    
très faible. Comme elle est proportionnelle au 
champ magnétique appliqué et inversement propor-
tionnelle à la température, la RMN repose sur l'uti-
lisation de champs magnétiques très élevés (de 
l'ordre de la centaine de mégahertz) et de tempéra-
tures basses pour obtenir de bonnes observations. 

Figure 23 | Principe de la résonance magnétique nucléaire  
 

En haut : représentation de 5 noyaux (spin ½) en l'absence de champ magnétique (0), puis soumis à un 
champ magnétique B0 (1), et enfin soumis à un champ magnétique supplémentaire B1, perpendiculaire 
à B0 (2) | En bas : représentation des niveaux d'énergie correspondants. L'intensité de la couleur des 
noyaux correspond à leur niveau d'énergie. La direction des champs magnétiques appliqués est repré-
sentée en gris.  
(0) En l'absence de champ magnétique externe, il existe une multitude de possibilités pour l'orientation 
du moment magnétique nucléaire intrinsèque des noyaux, µ. Noter que la représentation du niveau 
d'énergie de ces noyaux est incorrecte, mais imagée pour aider à la compréhension. (1) Lorsqu'un 
champ magnétique B0 est appliqué, il n'existe alors plus que deux possibilités d'orientation de µ : dans 
le sens du champ, et dans le sens contraire. (2) Si l'intensité du champ magnétique B1 est égale à la dif-
férence d'énergie entre les deux états (ΔE), alors les noyaux entrent en résonance, un phénomène qui 
correspond à un retournement du spin nucléaire de l'état de basse énergie (état stable) vers l'état de 
haute énergie. 
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les noyaux sont orientés sous l'effet de B0, 
on applique un autre champ magnétique 
oscillatoire extérieur, noté B1, perpendicu-
laire à B0. B1 est ajusté afin d'apporter 
exactement l'énergie (Δ  E) nécessaire pour 
induire la transition de tous les noyaux vers 
le niveau d'énergie le plus élevé. Cette 
transition est nommée résonance41 magné-
tique nucléaire (figure 23). 

Toutefois, au sein des molécules, la per-
ception par les noyaux du champ magné-
tique appliqué est perturbée par le mouve-
ment des électrons autours des noyaux. Ces 
électrons génèrent des champs magné-
                                                           
41 Le champ magnétique B1 appliqué correspond à 
une onde électromagnétique de fréquence bien pré-
cise, nommée la fréquence de Larmor, qui permet 
aux noyaux d'entrer en résonance, c'est à dire de 
tous se retrouver dans le niveau de haute énergie. 

tiques faibles, qui font écran aux champs 
magnétiques externes. Ce phénomène 
d'écran, nommé blindage en RMN, modifie 
légèrement la fréquence de résonance d'un 
noyau selon son environnement électro-
nique. Il existe alors plusieurs fréquences 
de résonance, que l'on caractérise par con-
vention par une grandeur empirique, le dé-
placement chimique42, noté δ. Il exprime la 
différence relative entre la fréquence de ré-
sonance de chaque atome étudié et celle 
d'un noyau étalon, et est caractéristique de 
l'ensemble constitué par le noyau et son 
                                                           
42 Le déplacement chimique est un moyen de repé-
rer les fréquences de résonance d'un échantillon par 
rapport à la fréquence de résonance d'une substance 
de référence, l'acide phosphorique H3PO4 dans le 
cas du phosphore. C'est une grandeur sans unité, 
que l'on exprime généralement en parties par mil-
lion (ppm). 

Figure 24 | Étapes de la résonance magnétique nucléaire 
 

Le moment magnétique µ d'un noyau (en bleu pâle) est représenté au cours des différentes étapes de la 
RMN, dans un repère (x, y, z). Les étapes 1 et 2 correspondent aux mêmes étapes que sur la figure 
précédente. (1) µ est aligné avec le champ magnétique B0. (2) En plus de B0, un champ magnétique B1 
oscillant est appliqué dans le plan (x, O, y) durant un bref instant (quelques microsecondes générale-
ment). Lors de l'entrée en résonance, µ s'incline vers le plan (x, O, y). (3) Lorsque l'impulsion B1 cesse, 
µ retourne peu à peu vers sa position initiale en oscillant. C'est la relaxation, qui est observée par le 
spectromètre RMN. La différence avec la figure 23 est que le champ B1 est oscillatoire et appliqué 
sous forme de brèves impulsions, et non de manière continue. L'alignement des µ n'est donc que par-
tiellement réalisé selon l'axe de B1. 
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environnement électronique. Ainsi, loin 
d'être un inconvénient, la présence de mul-
tiples fréquences de résonance est même 
un outil qui permet à la RMN de détecter 
simultanément les différents groupes fonc-
tionnels présents dans les molécules consti-
tutives de l'échantillon analysé. 

Étapes de la spectroscopie RMN par 
transformée de Fourier 
Dans la pratique, le champ magnétique sta-
tique (ou fixe) B0 est généré par de puis-
sants cryo-aimants au sein du spectromètre 
RMN, et B1 est généré par un émetteur 
d'ondes électromagnétiques qui entoure 
l'échantillon. B1 est appliqué sous forme 
d'impulsions oscillatoires (B1 tourne) très 
brèves qui balayent une large gamme de 
radiofréquences (pour permettre à tous les 
noyaux étudiés d'entrer en résonance). 
L'interaction des moments magnétiques µ 
des noyaux avec l'onde B1 à la fréquence 
de résonance se traduit par une forte ab-
sorption d'énergie durant l'impulsion, et 
une déviation des µ depuis leur position 
initiale (alignée sur B0) vers le plan conte-
nant B1 (l'alignement n'est que partiel si le 
champ B1 est appliqué de manière brève). 
Lorsque l'impulsion cesse, l'aimantation µ 
se met à osciller pour retourner vers sa po-
sition initiale, alignée sur B0 (figure 24). 
Ce phénomène, nommé relaxation en 
RMN, est mesuré par une bobine détectrice 
au sein de l'appareil de RMN. L'oscillation 
de l'aimantation entraîne une induction 43 
dans la bobine, et c'est la décroissance libre 
de cette induction au fur et à mesure de la 
relaxation qui est observée en RMN. La 
décroissance libre de l'induction dans la 
                                                           
43  L'induction électromagnétique est un phéno-
mène physique qui se manifeste par la production 
d'un courant électrique au sein d'un conducteur, tel 
qu'une bobine. 

bobine est nommée FID (pour Free Induc-
tion Decay en anglais). 

Du fait du blindage au sein des différentes 
molécules chimiques de l'échantillon, la 
bobine reçoit en fait en même temps autant 
de signaux FID de fréquences différentes 
qu’il y a de noyaux présentant un environ-
nement différent. Ces signaux superposés 
sont décomposés mathématiquement grâce 
à la transformée de Fourier44, qui permet 
d'obtenir des spectres RMN sous formes de 
pics (figure 25), alignés sur l'axe des x en 
fonction de leur déplacement chimique δ, 
et dont l'aire dépend globalement de la 
concentration molaire du noyau concerné. 

De la RMN du phosphore aux coraux... 

Avantages de la spectroscopie RMN du 
phosphore 
Le phosphore fait partie des éléments ai-
sément détectables par spectroscopie RMN 
car il possède un spin S = 1/2. C'est d'ail-
leurs un élément de choix pour cette tech-
nique, car il ne possède qu'un seul isotope 
naturel 45 . La RMN du 31P permet donc 
d'identifier les groupes fonctionnels phos-
phorés présents dans les molécules consti-
tutives de l'échantillon analysé. Ces 
groupes fonctionnels phosphorés, présentés 
dans le tableau 4 du chapitre 1 (phos-

                                                           
44 L'analyse de Fourier est la branche des mathé-
matiques qui étudie la représentation des signaux 
comme des superposition d'ondes de base. 
45 Dans la majorité des cas, parmi les isotopes natu-
rels d'un élément, seuls certains sont observables en 
RMN. La qualité des résultats obtenus dépend alors 
de l'abondance de l'isotope ad-hoc. Dans le cas du 
carbone par exemple, seul le 13C peut être détecté, 
et sa faible abondance naturelle, proche de 1,1%, 
limite fortement les mesures. Dans le cas du phos-
phore, la présence d'un seul isotope, le phosphore 
31P (abondance naturelle de 100%), facilite les ana-
lyses. 
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phates, polyphosphates, phosphonates, et 
divers esters de phosphates), sont répartis 
sur une large gamme de déplacements 
chimiques, ce qui facilite leur caractérisa-
tion (figure 25). 

La RMN du 31P peut être utilisée sur des 
extraits cellulaires, des cellules entières 
fixées (c.à.d. mortes) en solution, ou bien 
sur des cellules ou petits organismes vi-
vants (on parle dans ce cas de RMN in vi-
vo). Cependant, la majorité des observa-
tions en RMN du 31P se fait sur les deux 
premiers types d'échantillons, la RMN in 
vivo restant destinée à des applications 
bien spécifiques. 

Inconvénients de la spectroscopie RMN 
du phosphore 
Avant de présenter la méthodologie utilisée 
pour observer la composition en phosphore 
des coraux en RMN du 31P, il reste à pré-
senter quelques unes des difficultés liées à 
la technique de RMN. Tout d'abord, seules 
les molécules de phosphore relativement 
mobiles et solubles sont observables en 
RMN, tandis que celles qui sont immobili-
sées au sein de structures complexes ou in-
solubles, telles que les membranes phos-
pholipidiques ou l'ADN, sont relativement 
indétectables. En second lieu, l'aire des 
pics observés dépend de la quantité de ma-
tière disponible pour la résonance, la con-

Figure 25 | Exemple de spectre de RMN du 31P 
 

Ce spectre présente les plages de déplacement chimique (δ) des pics typiquement observées en RMN-
31P pour des échantillons biologiques. Le nom et la structure des molécules sont indiqués en bleu pour 
chaque plage ou pic. Toutes ces molécules ne sont pas forcément observées dans tous les échantillons. 
L'axe horizontal sépare les molécules selon leur déplacement chimique δ, et l'axe vertical est en unités 
arbitraires. En première approximation, la hauteur d'un pic est proportionnelle à la concentration de la 
molécule concernée dans l'échantillon (en seconde approximation, il faut considérer l'aire sous le pic). 
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centration molaire. Plus l'échantillon est 
petit ou dilué, plus le signal est faible, d'où 
l'importance de travailler sur de grandes 
quantités de matériel (pour obtenir des 
concentrations de l'ordre de la millimole 
par litre pour les composés d'intérêt, avec 
des quantités de matériel de l'ordre de 108  
cellules par millilitre, ce qui n'est d'ailleurs 
pas toujours compatible avec l'observation 
d'échantillons biologiques...). Ensuite, le 
déplacement chimique de la plupart des 
pics observés en RMN du 31P dépend plus 
ou moins fortement du pH. Une calibration 
fine de la technique et un contrôle du pH 
de l'échantillon sont donc nécessaires pour 
des observations reproductibles et des 
identifications fiables. Enfin, la présence 
de certains sels dans les échantillons, sur-
tout les échantillons marins, est probléma-
tique, (sels de calcium et de magnésium 
notamment46) (Boyd et al., 1987; Kugel et 
al., 1987; Pick et Weiss, 1991). C'est d'ail-
leurs l'une des raisons pour laquelle la 
RMN in vivo n'est que peu utilisée pour les 
organismes marins, car la suppression des 
sels de calcium et de magnésium n'est pas 
compatible avec le maintien des orga-
nismes ou des cellules en vie. 

Cependant, des avancées technologiques et 
méthodologiques récentes ont permis de 
surmonter la plupart de ces difficultés 
techniques, et font de la RMN du 31P un 

                                                           
46 Le calcium Ca2+ et le magnésium Mg2+, comme 
la plupart des ions divalents (ion2+), sont des ions 
dits paramagnétiques. Ils ont tendance à s'associer 
avec les résidus phosphate, chargés négativement, 
et à élargir les pics de certains composés phospho-
rés (ce qui brouille les spectres en diminuant la hau-
teur des pics et en entraînant des chevauchements 
de pics), voire à les rendre invisibles en RMN. Ces 
ions paramagnétiques peuvent être chélatés par 
ajout d'EDTA, qui possède une forte affinité pour 
les ions métalliques en solution, les empêchant ainsi 
de se lier aux ions phosphates.  

excellent outil pour étudier le métabolisme 
du phosphore chez les organismes marins 
(Feuillade et al., 1995; Quin et Quin, 2001; 
Viant et al., 2002; Tjeerdema, 2008). 

Utilisations antérieures de la RMN sur 
des organismes comparables aux co-
raux 
Deux études ont utilisé la spectroscopie 
RMN du phosphore chez des Cnidaires 
symbiotiques (Henderson et al., 1972; 
Steen, 1986). La première s'est penchée sur 
le contenu en phosphate et en phospho-
nates d'extraits de l'anémone de mer Buna-
dosoma sp. (Henderson et al., 1972), dans 
le but d'améliorer les techniques d'extrac-
tion de phosphonates plutôt que d'observer 
le métabolisme du phosphore de l'ané-
mone. La seconde s'est ensuite penchée sur 
l'observation in vivo du métabolisme du 
phosphore chez l'anémone de mer Aiptasia 
pulchella (Steen, 1986), et plus précisé-
ment sur la quantification de l'ATP et de 
l'ADP dans les cellules hôtes, la quantifica-
tion de ces molécules chez des zooxan-
thelles fraîchement isolées n'ayant pas 
abouti. 

Ainsi, malgré les avantages que pourrait 
présenter la RMN du 31P pour l'étude du 
métabolisme du phosphore dans la sym-
biose entre coraux et zooxanthelles, très 
peu d'études se sont donc penchées sur le 
sujet. 

 

2 Problématiques scientifiques 
et objectifs de l'étude 

 

Dans ce contexte, l'objectif de ce chapitre a 
été de mettre au point une méthode d'isola-
tion et d'extraction de tissus biologiques 
permettant d'utiliser l'outil de spectroscopie 
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RMN du phosphore sur les coraux, afin 
d'identifier les composés phosphorés pré-
sents dans la symbiose, voire de quantifier 
certains d'entre eux. Une fois la méthode 
mise au point, l'effet de divers paramètres 
environnementaux a été testé, afin de voir 
dans quelle mesure le métabolisme du 
phosphore est observable grâce à la RMN 
du 31P dans la symbiose. Des zooxanthelles 
en culture, des zooxanthelles fraîchement 
isolées, et des tissus hôtes, ont été exami-
nés séparément. Les paramètres suivants 
ont été testés : effet de l'âge des cultures de 
zooxanthelles, effet de la source de phos-
phore dans leur milieu de culture, effet de 
la présence ou de l'absence de nourriture 
pour l'hôte et les zooxanthelles fraîchement 
isolées, et effet du blanchissement sur la 
composition en phosphore de l'hôte. 

Ces travaux se fondent sur les hypothèses 
suivantes. 1) Les récentes avancées techno-
logiques en RMN du 31P devraient per-
mettre d'utiliser cette technique sur les co-
raux, au minimum pour la quantification 
des molécules hautement solubles comme 
le phosphate. Pour les zooxanthelles en 
culture, on s'attend à ce que leur composi-
tion en phosphore soit modifiée avec 2) 
l'âge, conformément au fait que, chez cer-
taines algues marines, chaque stade de 
croissance présente une variation dans la 
composition en phosphate et en polyphos-
phates intracellulaires (Sianoudis et al., 
1984) ; et avec 3) un enrichissement en 
phosphore du milieu de culture, étant don-
né que les zooxanthelles présentent de forts 
taux d'absorption de PID et de POD 
(comme démontré dans les chapitres 2 et 
3). Pour l'hôte, on s'attend à ce que sa 
composition en phosphore soit modifiée 
par 4) la nutrition, qui constitue un apport 
de POP et possède déjà un impact sur l'ab-

sorption de PID et de POD ; et par 5) la 
perte des symbiotes lors du blanchisse-
ment, qui modifie également les apports de 
PID et de POD pour l'hôte. 

Les paragraphes qui suivent expliquent 
dans un premier temps la méthodologie 
employée pour la mise en œuvre de la 
RMN du 31P chez les coraux, puis résu-
ment les principaux résultats obtenus grâce 
à cette technique. Ces résultats ont fait 
l'objet d'un article soumis pour publication 
à une revue à comité de lecture internatio-
nal (article 5), au sein duquel ils sont dis-
cutés en détail. 

 

3 Mise au point du protocole 
de RMN du 31P  

Protocole mis au point  

Isolation des cellules 
Les tissus coralliens de grosses colonies de 
S. pistillata (environ 100 g de corail par 
expérience) ont dans un premier temps été 
séparés du squelette à l'aide d'une tech-
nique abrasive : avec une brosse à dents, 
un jet d'eau sous pression, ou l'agitation de 
fragments de corail dans un récipient her-
métique. 

Ensuite, afin d'examiner indépendamment 
la composition en phosphore des cellules 
animales et des zooxanthelles fraîchement 
isolées, il a été nécessaire d'isoler les sym-
biotes des tissus de l'hôte. Une technique 
classique par centrifugations47 successives 
                                                           
47 La centrifugation a également été utilisée pour 
les expériences des autres chapitres ayant nécessité 
des zooxanthelles fraîchement isolées, pour les 
normalisations par comptage de zooxanthelles... 
Lorsque l'on centrifuge un échantillon de tissus co-
ralliens broyés dans de l'eau de mer, les zooxan-
thelles sédimentent et forment un culot au fond du 
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a été choisie. Afin de ne pas modifier la 
composition chimique en phosphore des 
tissus lors de l'isolation, les tissus n'ont pas 
été isolés dans de l'eau de mer mais dans 
une solution tampon particulière, nommée 
solution d'isolation, développée d'après une 
préparation utilisée au CSM pour observer 
les cellules coralliennes en microscopie 
confocale (Venn et al., 2009). Elle est 
composée, notamment, des trois ions ma-
jeurs des cellules hôte aux concentrations 
cytosoliques (60 mmol L-1 de sodium, 
200 mmol L-1 de potassium et 190 mmol L-

1 d'ions chlorure), et elle possède un pH de 
7,45 (25 mmol L-1 de PIPES) et une osmo-
larité48 de 1100 mosm L-1 (ajustée avec du 
mannitol) (Herrera et al., 1989; Goiran et 
al., 1997; Hagedorn et al., 2009). Des in-
hibiteurs de phosphatases y ont été ajoutés 
pour éviter l'hydrolyse enzymatique des 
composés phosphorés (50 mmol L-1 de 
fluorure de sodium et 1 mmol L-1 d'ortho-
vanadate de sodium). Cette solution tam-
pon, fraîchement préparée avant chaque 
expérience de RMN, a permis l'isolation 
des zooxanthelles et des cellules animales, 
et leur rinçage lors des diverses étapes de 
centrifugation successives. Les zooxan-
thelles en culture ont également été récupé-
rées de leur milieu de culture par centrifu-
gation et rincées dans cette solution d'isola-
tion. 

 
                                                                                    
tube car elles sont plus denses que l'eau de mer, 
tandis que les tissus de l'hôte, plus légers ou de 
même densité que l'eau de mer, restent dans le sur-
nageant. La répétition des centrifugations (au moins 
trois fois) permet de bien nettoyer le culot de 
zooxanthelles. Les surnageants sont rassemblés à la 
fin : ils contiennent les tissus animaux. 
48 L'osmolarité est la concentration de molécules 
osmotiquement actives (molécules ou ions) dans 
une solution, c.à.d. la concentration des solutés qui 
sont capables d'attirer l'eau. 

Extraction des cellules 
Après l'isolation et le rinçage dans la solu-
tion d'isolation, les cellules animales ont 
été lysées tandis que les zooxanthelles, 
plus solides, sont restées intactes. La solu-
tion de tissus animaux contenue dans le 
tampon a donc pu être observée directe-
ment en RMN. Pour les zooxanthelles, en 
culture ou fraîchement isolées, une étape 
supplémentaire d'extraction de leurs com-
posés phosphorés solubles a été nécessaire. 
Les zooxanthelles ont été plongées dans 
une solution d'EDTA bouillante contenant 
du fluorure de sodium (7 minutes à 100°C ; 
Belda et al., 1993). Le surnageant, conte-
nant la fraction soluble, a ensuite été ob-
servé en RMN. 

Observation en spectroscopie RMN 
Après ces étapes, les extraits des cellules 
animales, ou de zooxanthelles, ont été lyo-
philisés afin de pouvoir les conserver avant 
la mesure en spectroscopie RMN. La lyo-
philisation a, de plus, permis de resolubili-
ser les extraits dans une solution tampon, 
nommée tampon de RMN, de pH fixé 
(pH = 7,45 ± 0,05 fixé grâce à 50 mmol L-1 
de TES) et adaptée à la RMN (contenant 
10% d'oxyde de deutérium49). Cette der-
nière étape a, à chaque fois, été réalisée le 
jour même de la mesure en RMN. Les pa-
ramètres de mesure sont donnés dans l'ar-
ticle 5, et tous les déplacements chimiques 

                                                           
49 L'oxyde de deutérium, D2O, aussi appelé eau 
lourde, est chimiquement identique à l'eau normale 
(H2O) à ceci près que les atomes d'hydrogène dont 
il est composé sont des isotopes lourds, du deuté-
rium. Leur noyau contient un neutron en plus du 
proton présent dans chaque atome d'hydrogène. Le 
nom d'eau lourde vient de la densité plus importante 
de D2O que celle de l'eau normale. En RMN, la pré-
sence d'eau lourde sert à améliorer la qualité des 
spectres obtenus et à calibrer le spectromètre. 
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sont exprimés en référence à l'acide phos-
phorique (voir note 42). 

Dans chaque échantillon, un standard in-
terne de calibration a été ajouté en quantité 
connue (0,5 ou 5,0 µmoles) afin de faciliter 
l'analyse des spectres. Le standard choisi 
est l'acide phénylphosphonique (APP, ou 
PPA en anglais, pour phenylphosphonic 
acid), qui présente l'avantage d'avoir un 
déplacement chimique δ bien isolé de ceux 
des constituants cellulaires, et donc facile-
ment identifiable (c'est le pic le plus à 
droite des phosphonates sur la figure 25, 
avec un δ de 13 ppm environ). L'intégra-
tion de ce pic, correspondant à une quantité 
connue de phosphore (0,5 ou 5,0 µmoles), 
permet d'obtenir la quantité de phosphore 
correspondant aux autres pics d'un spectre 
(par un produit en croix)50. 

Tests de l'efficacité du protocole 

Paramétrage des analyses 
Afin de vérifier que le protocole choisi 
permettait de réaliser des mesures en RMN 
du 31P dans des conditions optimales, deux 
tests préliminaires ont été réalisés. 

Le premier test a visé à déterminer le δ de 
divers composés phosphorés purs dans les 
conditions d'analyse des tissus coralliens. 
Six composés purs ont été dissous dans la 
solution tampon d'isolation, lyophilisés 
puis redissous dans le tampon de RMN 
(tout comme n'importe quel échantillon de 
corail) avant mesure par RMN. Le résultat 
est présenté sur la figure 2 de l'article 5. 
                                                           
50 En toute rigueur, l'intégration d'un pic ne per-
met de calculer la quantité de phosphore à laquelle 
ce pic correspond que sous certaines conditions ex-
périmentales (il faut que la relaxation soit maximale 
entre deux impulsions du spectromètre pour éviter 
un phénomène de saturation des pics). L'approxi-
mation a ici été faite en connaissance de cause. 

Les δ obtenus correspondent bien à ceux 
de la littérature (figure 25), et il a par la 
suite été considéré que les solutions tam-
pons choisies sont compatibles avec la me-
sure en spectroscopie RMN. 

Le second test a visé à déterminer l'in-
fluence du pH sur les mesures. En effet, 
lors de la préparation des échantillons de 
tissus coralliens, il a été constaté que le pH 
des extraits était variable d'une expérience 
à l'autre (entre pH = 6,5 et pH = 8), 
quoique généralement proche de 7,45 (le 
pH fixé par les solutions tampon). Bien 
qu'un grand soin ait été apporté au contrôle 
du pH dans les échantillons à la suite des 
ces observations, il a été jugé préférable de 
quantifier l'influence du pH sur le dépla-
cement chimique du phosphate (le compo-
sé dont le déplacement chimique est le plus 
susceptible de varier avec le pH, et le com-
posé auquel on s'est le plus intéressé durant 
cette thèse). Ainsi, les δ du phosphate et de 
l'APP ont été déterminés pour des solutions 
de pH compris entre 4,25 et 8,0. Les résul-
tats sont présentés sur la figure 3 de l'ar-
ticle 5. Ces résultats ont permis de déter-
miner une équation empirique reliant le δ 
observé pour l'APP sur un échantillon 
quelconque au δ théoriquement attendu 
pour le phosphate (article 5, équation 1). 
Par la suite, l'identification exacte du pic 
du phosphate, qui présentait parfois 
quelque ambigüité, a été aisément possible 
sur tous les spectres de tissus coralliens, 
simplement en calculant le δ du phosphate 
et en examinant la zone correspondante du 
spectre. Cette précaution a permis de s'af-
franchir des problèmes liés au contrôle fin 
du pH dans les extraits.  
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Test de la qualité de l'isolation : une tech-
nique non optimale... 

La qualité de la technique d'isolation des 
zooxanthelles et des cellules animales a été 
vérifiée à l'aide d'une expérience dite de 
contamination croisée, selon le principe 
présenté sur la figure 26. 

Les résultats obtenus sont présentés sur la 
figure 5 de l'article 5. Globalement, ils ont 
démontré que la technique par centrifuga-
tion entraîne une forte contamination des 
zooxanthelles (+ 39% de phosphate et + 
590% de phosphonates !), tandis que la 
contamination des tissus de l'hôte reste 
quant à elle négligeable (+4% et +9%). La 
contamination des zooxanthelles vient sans 
doute d'une sédimentation de certains 
composés denses de l'hôte lors des centri-
fugations, tels que des membranes ou des 
organites.  

Cette constatation a mené à la conclusion 
que seuls les tissus animaux et les zooxan-
thelles en culture sont à ce jour observables 
en RMN, et qu'un nouveau protocole reste 
à mettre au point pour les zooxanthelles 
fraîchement isolées51. Parmi les pistes en-
visageables pour améliorer l'isolation de 
ces zooxanthelles, peu sont néanmoins va-
lables. En effet, la centrifugation sur gra-
dient de Percoll, l'un des outils qui permet-
trait une meilleure séparation par densité, 
entraîne des pertes importantes de matériel 
dans le gradient, ce qui n'est pas compa-
tible avec la forte quantité de cellules né-
                                                           
51  Si l'isolation par centrifugation n'est ainsi pas 
adaptée à la RMN, pour autant, cela ne remet pas en 
question cette technique dans le cadre du reste de 
cette thèse. En effet, c'est la grande biomasse et la 
très forte sensibilité nécessaires à l'analyse par 
RMN qui mettent ici à mal cette technique. Pour 
des comptages de zooxanthelles et des expériences 
d'absorption de nutriments, l'effet de la contamina-
tion reste sans doute bel et bien négligeable. 

Figure 26 | Principe de l'expérience de con-
tamination croisée 
 

Le protocole figuré sur ce schéma a été utilisé 
pour tester la qualité de l'isolation des tissus 
hôtes et des symbiotes par centrifugations suc-
cessives pour les observations en RMN. Pour 
ce test, des tissus de corail blanchi (donc natu-
rellement exempt de symbiotes) ont été mélan-
gés à des zooxanthelles en culture (naturelle-
ment exemptes de contaminants animaux), 
puis centrifugés ensembles plusieurs fois afin 
de re-séparer ces deux fractions. Les flèches 
bleues représentent les échantillons dont les 
spectres ont été comparés deux à deux.  
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cessaires à la RMN. Une technique de fil-
tration serait peut-être plus adaptée, mais 
n'a pas pu être testée durant cette thèse, 
faute de temps. 

Tests de la qualité de l'extraction : du 
triomphe de la simplicité 
Pour l'étape d'extraction des molécules 
phosphorées des zooxanthelles en culture, 
divers protocoles de la littérature ont été 
testés : extraction à l'EDTA bouillant, à 
l'acide perchlorique 30% à froid avec ou 
sans EDTA, et à l'acide sulfurique 
(Watanabe et al., 1987; Belda et al., 1993; 
Kimura et al., 1999). En définitive, les 
spectres les plus propres ont été obtenus 
pour l'extraction à l'EDTA bouillant, et 
c'est donc cette technique, la plus simple, 
qui a été conservée. 

Mesure de la composition en phos-
phore 

Pour chaque échantillon de zooxanthelles 
en culture et de tissus hôtes, le contenu en 
phosphate a été déterminé à l'aide de l'inté-
gration du pic d'APP (note 50). 

Pour les zooxanthelles, dont le dénombre-
ment est possible, cette quantité a été en-
suite normalisée par le nombre de cellules 
et par leur volume.  

Pour les tissus animaux, dont les cellules 
ne sont pas dénombrables, le contenu en 
phosphate a été normalisé selon une procé-
dure permettant de s'affranchir de la quan-
tité de tissus utilisée pour la mesure. Il a 
été constaté, sur tous les spectres de l'hôte, 
qu'un pic permanent existe dans la zone 
des phosphonates (pic de δ = 21,2 ± 
0,01 ppm). L'étude de Steen (1986) sur 
l'anémone de mer a considéré que ce pic de 
phosphonate était constant, c.à.d. que la 

quantité de ce phosphonate particulier est 
indépendante des conditions environne-
mentales 52 . Cette observation a servi de 
postulat pour calculer le pourcentage de 
phosphate par rapport à ce phosphonate à 
21,2 ppm (en utilisant la technique décrite 
dans la note 50). Cette technique, bien que 
critiquable, présente, par rapport à la nor-
malisation par l'APP, l'intérêt de quantifier 
le phosphate par rapport à une molécule in-
terne aux tissus hôtes (phosphonate) et non 
par rapport à un standard de calibration ra-
jouté dans l'échantillon (APP). 

 

4 Composition en phosphore 
de la symbiose  

 

Une fois les conditions d'analyse en spec-
troscopie RMN adaptées au modèle coral-
lien, l'effet de divers paramètres environ-
nementaux a été testé sur les deux types 
d'échantillons observables : les zooxan-
thelles en culture et les tissus de l'hôte. 

Composition des tissus hôtes et des 
zooxanthelles en culture 

De fortes différences ont été observées 
entre la composition en phosphore des tis-
sus hôtes et des zooxanthelles en culture. 
En particulier, les zooxanthelles en culture 
présentent des polyphosphates alors que les 
tissus de l'hôte n'en contiennent pas. De 
plus, l'hôte est très riche en phosphonates, 
tant en terme de diversité que d'abondance 
(article 5, figure 7), tandis que les zooxan-

                                                           
52  L'argumentation développée dans l'article de 
Steen invoque la persistance d'un pic important 
pour ce phosphonate chez les anémones, même 
après 4 années dans le noir ! ou 10 jours sans nour-
riture (Steen, 1986). 



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

 

178 

 

thelles en culture n'en contiennent que très 
peu. 

Parmi les phosphonates de l'hôte, l'hypo-
thèse de la présence d'un composé particu-
lier, l'acide (aminoéthyl)phosphonique 
(AEP), a été testée. En effet, de précé-
dentes études ont rapporté son abondance 
dans les tissus d'autres cnidaires (Kittredge 
et al., 1962; Quin, 1964; Henderson et al., 
1972; Steen, 1986). Les résultats obtenus 
avec les tissus de S. pistillata ont, par 
contre, montré que l'AEP ne fait pas partie 
des phosphonates de ce corail (article 5, fi-
gure 8).  

Effets de facteurs environnementaux... 

... sur la composition des zooxanthelles 
en culture 
Les résultats obtenus durant cette thèse ont 
montré que le contenu en phosphate des 
zooxanthelles en culture est multiplié par 
2,6 entre une culture âgée de 15 jours et 
une culture âgée de 38 jours, et que le con-
tenu en phosphore total a également aug-
menté (article 5, tableau 1 et figure 4), si-
milairement à ce qui a été observé chez 
l'algue verte Chlorella fusca à divers stades 
de différenciation (Sianoudis et al., 1984). 

Un enrichissement du milieu de culture 
d'algues âgées de 22 jours avec du PID a 
entraîné une augmentation par 3,1 de leur 
contenu en phosphate. A l'inverse, un enri-
chissement avec du POD a entraîné une 
diminution par 2,5 de ce contenu (article 5, 
tableau 1 et figure 4). Ce dernier résultat 
suggère que l'APA des zooxanthelles en 
culture était faible, ainsi que cela a été ob-
servé auparavant (Annis et Cook, 2002). 

 

... sur la composition de l'hôte corallien 
Afin de déterminer l'influence du régime 
nutritif du corail (apports de POP) sur la 
composition en phosphore de l'hôte, des 
coraux fortement nourris, "normalement" 
nourris (selon le régime habituel au CSM, 
page 64), ou non nourris, ont été comparés. 
Les résultats ont montré que, par rapport à 
des coraux nourris "normalement", une 
forte nutrition de l'hôte augmente son con-
tenu en phosphate (exprimé comme la pro-
portion de phosphate par rapport au pic de 
phosphonate de δ = 21,2 ppm), tandis que 
la privation de nourriture entraîne une di-
minution de ce contenu (article 5, tableau 2 
et figure 7). Ces résultats sont cohérents 
avec le fait que la nutrition fournit du POP, 
ensuite transformé en POD et en PID par le 
métabolisme de l'hôte (Wijgerde et al., 
2011). 

Afin de déterminer l'importance de la pré-
sence des zooxanthelles pour la composi-
tion en phosphore de l'hôte, des coraux 
blanchis ont été utilisés. Les résultats obte-
nus ont montré que leur contenu en phos-
phate n'était pas influencé par la perte des 
symbiotes (49,3% de phosphate pour les 
coraux blanchis, contre 48,7% pour des co-
raux symbiotiques ; article 5, figure 7). 
 

5 Schéma bilan 
 

La figure 27 présente un bilan des résultats 
obtenus dans ce chapitre. 
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  Figure 27 | Bilan de la composition en phosphore de la symbiose 
Les résultats acquis dans le chapitre 4 sont résumés en couleur, sur la base de la Figure 13 (passée en 
tons de gris pour plus de lisibilité). Vert : paramètre n'ayant pas d'effet. Rouge : paramètre ayant un ef-
fet positif. Bleu : paramètre ayant un effet négatif. Bleu-gris : stocks de phosphore observés, et dont la 
composition est donnée dans les encadrés en bas de la figure. 
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Résumé 

 
Malgré l'importance du phosphore pour les coraux symbiotiques, le métabolisme de 
ce nutriment est encore relativement peu connu. À notre connaissance, cette étude 
est la première à observer, grâce à la résonance magnétique nucléaire (RMN) du 
phosphore 31P, la composition du corail scléractiniaire Stylophora pistillata et de ses 
zooxanthelles fraîchement isolées ou en culture. Nous avons testé à la fois la faisabi-
lité de cet outil spectroscopique chez les coraux, et son utilité pour déterminer l'effet 
de facteurs environnementaux sur la composition en phosphore des coraux. Des ex-
périences préliminaires ont montré que la technique conventionnelle de centrifuga-
tion utilisée pour séparer les tissus de l'hôte corallien des zooxanthelles symbio-
tiques entraîne une contamination importante des zooxanthelles, ce qui rend les 
symbiotes fraîchement isolés impropres aux études en RMN. Les résultats ont mon-
tré que les composés phosphorés observés dans les zooxanthelles en culture sont 
surtout du phosphate, des mono- et des diesters de phosphate, et, en quantité moins 
importante, des phosphonates et des polyphosphates. Un ajout de phosphore inor-
ganique (KH2PO4) dans le milieu de culture a entraîné un enrichissement des 
zooxanthelles en phosphate, en monoesters de phosphate et en polyphosphates, 
avec une augmentation par 3,1 de la concentration en phosphate intracellulaire.  Un 
ajout de phosphore organique (beta-glycérophosphate) a entraîné une diminution de 
la concentration en composés phosphorés dans les zooxanthelles, avec une réduc-
tion par 2,5 de la concentration en phosphate intracellulaire. Les composés phospho-
rés observés dans les tissus de l'hôte sont principalement du phosphate, et une forte 
quantité et diversité de phosphonates, ainsi que des mono- et diesters de phosphate 
en quantités moindres. La nutrition de l'hôte a augmenté le contenu en phosphate, 
avec 20,2% de phosphate intracellulaire pour des coraux non nourris depuis 2 mois 
contre 48,7% pour des coraux bien nourris. Le blanchissement n'a pas entraîné de 
modification du contenu en phosphate (49,3%). Cette étude met en évidence l'impor-
tance des phosphonates dans la composition en phosphore de l'hôte corallien, et il-
lustre l'effet de la disponibilité du phosphore dans le milieu sur la composition en 
phosphore de l'hôte et des zooxanthelles en culture, au travers de la nutrition et d'un 
enrichissement en nutriments dissous dans l'eau. 
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Abstract 
 

Despite the importance of phosphorus for symbiotic corals, the metabolism of this 
nutrient is still poorly known. To our knowledge, this is the first study based on 31P-
nuclear magnetic resonance (NMR) investigating the phosphorus composition of the 
scleractinian coral Stylophora pistillata and its associated zooxanthellae freshly iso-
lated (FIZ) or cultured (CZ). We tested both the feasibility of this spectroscopic tool 
on corals and its usefulness for determining the impact of environmental factors on 
corals phosphorus composition. Preliminary experiments showed that conventional 
centrifugation techniques used to separate coral host tissues from symbiotic 
zooxanthellae led to high contamination of FIZ, which makes FIZ unsuitable for this 
study. Results showed that phosphorus compounds observed in CZ were mainly 
phosphate, phosphate mono- and diesters, and to a much lesser extent, 
phosphonates and polyphosphates. Adding dissolved inorganic phosphorus 
(KH2PO4) to the culture medium led to enrichment in phosphate, phosphate monoes-
ters and polyphosphates in CZ, with a 3.1 fold intracellular phosphate increase. Add-
ing dissolved organic phosphorus (beta-glycerophosphate) led to a reduction of the 
concentration of phosphorus compounds, including a 2.5 fold intracellular phosphate 
decrease. The phosphorus compounds observed in host tissues were mainly phos-
phate and a large quantity and diversity of phosphonates, and to a lesser extent 
phosphate mono- and diesters. Host feeding increased the phosphate content, with 
20.2% of phosphate in 2-months starved corals compared to 48.7% in well fed cor-
als. Bleaching did not modify the phosphate content (49.3%). This study highlights 
the importance of phosphonates in the composition of coral host tissues, and illus-
trates the impact of phosphorus availability on the phosphorus composition of host 
tissues and CZ, both through feeding of the host and inorganic phosphorus enrich-
ment of the CZ.  
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4 Plateforme technologique de Chimie, University of Nice Sophia Antipolis, Faculté des Sciences, 
Parc Valrose, 06000 Nice, France 
5 University of Nice-Sophia Antipolis, Nice Institute of Chemistry UMR 7272 CNRS – PCRE, Faculté 
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 Introduction 

 

Scleractinian corals form reefs in shallow, 
oligotrophic waters, where nutrient, and 
especially phosphorus levels, are among 
the lowest in the world (Bythell 1990; 
Furnas 1991; Szmant 2002). Phosphorus 
has however a central role in life process-
es, because this element enters into the 
composition of many biological molecules. 
Indeed, phosphorus occurs in deoxyribo-
nucleic and ribonucleic acids (DNA and 
RNA), it is involved in membranes and fat 
metabolism through phospholipids, and it 
enters into the composition of many enzy-
matic cofactors. Phosphorus also plays a 
major role in the conservation and transfer 
of energy via adenosine triphosphate 
(ATP), and it is involved in many phos-
phorylation and transphosphorylation reac-
tions of sugars, proteins and other biomol-
ecules. Hence, for most reef corals, the low 
availability of phosphorus may limit their 
calcification and photosynthesis (D'Elia 
1977; Jackson and Yellowlees 1990; Annis 
and Cook 2002). Corals have therefore de-
veloped efficient pathways to metabolize 
environmental phosphorus nutrients at 
relatively fast rates. They indeed take up 
dissolved inorganic phosphorus com-
pounds, i.e. phosphate (D'Elia 1977; 
Sorokin 1992; Godinot et al. 2009), 
through a sodium/phosphate symporter 
(Godinot et al. 2011a). They also make use 
of particulate phosphorus sources when 
feeding on zooplankton (Johannes et al. 
1970; Wijgerde et al. 2011), and take ad-
vantage of dissolved organic phosphorus 
via their alkaline phosphatase activity 

(Jackson et al. 1989; Annis and Cook 
2002; Godinot et al. submitted). Once tak-
en up, phosphorus compounds are effi-
ciently retained by corals owing to their as-
sociation with symbiotic dinoflagellates, 
called zooxanthellae, which are harbored 
in coral endodermal cells. Zooxanthellae 
concentrate nutrients, including phospho-
rus compounds, and integrate them into or-
ganic molecules via their photosynthetic 
activity (Muscatine and D'Elia 1978; 
D'Elia et al. 1983; Domotor and D'Elia 
1984; D'Elia and Cook 1988; Bythell 1990; 
Badgley et al. 2006; Godinot et al. 2009), 
and then partly transfer those molecules 
back to the coral host for its metabolism 
(Muscatine and Porter 1977). This particu-
lar nutrient recycling within the symbiosis 
is one of the reasons why corals can flour-
ish in nutrient-poor waters. 

Despite the central role of the phosphorus 
element for corals, its metabolism and its 
distribution into the diverse phosphorus 
compounds within the coral-zooxanthellae 
symbiosis are poorly understood to date. 
Conventional studies have examined phos-
phorus metabolism in corals using enrich-
ment (Stambler et al. 1991; Snidvongs and 
Kinzie 1994; Steven and Broadbent 1997; 
Ferrier-Pagès et al. 2000; Koop et al. 2001; 
Godinot et al. 2011b) and limitation exper-
iments (Muscatine et al. 1989; Falkowski 
et al. 1993; Godinot et al. 2011a), meas-
urements of ratios of phosphorus to carbon 
and nitrogen (Stambler et al. 1991; 
Snidvongs and Kinzie 1994; Godinot et al. 
2011b), or measurements of phosphorus 
incorporated into the skeleton (Montagna 
et al. 2007; Godinot et al. 2011b; Mallela 
et al. 2011; Mason et al. 2011). Other stud-
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ies have examined the cellular content of 
specific phosphorus-containing molecules 
such as ATP, phospholipids, and 
phosphonates in other cnidarians 
(Kittredge et al. 1962; Patton et al. 1977; 
Steen 1986b; Fang et al. 1987; Fang et al. 
1991; Rands et al. 1992) and in symbiotic 
clams (Belda et al. 1993). 

The simultaneous detection of various 
types of phosphorus-containing molecules 
can be achieved by the use of nuclear 
magnetic resonance (NMR) spectroscopy. 
This analytical technique is based on the 
magnetic properties of atom nuclei that 
possess a nuclear spin and it has already 
been described as an appropriate for the 
study of the phosphorus metabolism in ma-
rine organisms (Feuillade et al. 1995; Quin 
and Quin 2001; Viant et al. 2002; 
Tjeerdema 2008). The chemical shift of a 
phosphorus atom is strongly dependent on 
the nature of the bounded atoms. The re-
sulting spectra will then allow the identifi-

cation of compounds classes or functional 
groups of the phosphorus-containing mole-
cules present in the coral extracts. Phos-
phorus compounds typically distinguished 
by NMR spectroscopy include phosphates, 
polyphosphates, phosphonates, and various 
phosphates esters (Fig. 1). 

Despite the key information that can be 
gained by using 31P-NMR spectroscopy on 
coral samples, there are only few previous 
studies in the literature that reported the 
use of this technique on cnidarians 
(Henderson et al. 1972; Steen 1986b; 
Rands et al. 1992). Two of them used in 
vivo 31P-NMR on live polyps of the sea 
anemones Aiptasia pulchella and 
Anemonia viridis to investigate phosphorus 
metabolism (Steen 1986b; Rands et al. 
1992). These two studies reported on the 
host adenylate ratio (ATP/(ADP+ATP)), 
but failed to observe any phosphorus signal 
when trying to examine freshly isolated 
zooxanthellae (FIZ). Henderson et al. 
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Figure 1 | Chemical shifts (δ) of biological phosphorus compound classes expected to occur in coral 
cells at physiological pH. Chemical shifts are a synthesis of published values from the literature and 
from values obtained during this study. 
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(1972) examined the phosphate and 
phosphonates composition of extracts from 
the sea anemone Bunadosoma sp., but 
more with the aim of refining existing hy-
drolytic procedures of phosphonates in ma-
rine samples than with the aim of examin-
ing the phosphorus metabolism of this spe-
cies. 

Therefore, the aim of the present study was 
to use 31P-NMR spectroscopy for the de-
termination of the chemical species in 
which phosphorus is present in the two 
partners of the coral symbiosis, in order to 
give a better knowledge on the phosphorus 
metabolism in corals. For this purpose, the 
31P-NMR spectroscopy tool was first ex-
amined in the host and freshly isolated 
zooxanthellae (FIZ) of the scleractinian 
coral Stylophora pistillata; maintained un-
der controlled conditions. The usefulness 
of this tool was then examined during a se-
ries of experiments, which aimed at deter-
mining the impact of several environmen-
tal conditions on the phosphorus composi-
tion of cultured (CZ) and freshly isolated 
zooxanthellae, as well as on coral host tis-
sues. For CZ, we assessed the impact of 
phosphorus enrichment and culture age, 
considering that different growth stages are 
known to affect the phosphorus composi-
tion in other algae (Sianoudis et al. 1984). 
For host tissues and FIZ, we wanted to ex-
amine the impact of nutritional status. In-
deed, host feeding constitutes an organic 
phosphorus source, which is known to af-
fect coral uptake of phosphorus (Muller-
Parker et al. 1990; Annis and Cook 2002; 
Godinot et al. 2009; Godinot et al. 
submitted), and may therefore modify the 
content of different phosphorus species 
within the symbiosis. Finally, we assessed 
the impact of bleaching on the phosphorus 
composition of host tissues, as symbiont 

loss may affect the phosphorus provisions 
of the host (Godinot et al. submitted). This 
study thus broadens the array of tools ena-
bling the assessment of coral nutrient me-
tabolism, with the potential to finely de-
termine the impact of various environmen-
tal stressors on the phosphorus metabolism 
of corals. 

In reef waters, DOP is present as 
phosphomonoesters, phosphodiesters, pol-
yphosphates, and phosphonates (molecules 
that contain a C-P bond). In this first study, 
we concentrated on the use of 
phosphomonoesters. The recycling of 
phosphorus from phosphomonoesters in-
volves enzymes called phosphatases, 
which belong to a large class of enzymes 
that catalyze the hydrolysis of 
monophosphorylated organic molecules in-
to a phosphate ion molecule (DIP) and an 
alcohol. These metalloenzymes are classi-
fied as acid and alkaline depending on their 
pH optimum; and each type has different 
substrate specificities, catalytic mecha-
nisms, and inhibition pathways (Neumann 
1968; Fernley 1971; Hollander 1971). Cor-
al hosts and their symbionts (commonly 
called zooxanthellae), either freshly isolat-
ed (FIZ) or cultured (CZ), exhibit phospha-
tase activity. Only two studies have inves-
tigated phosphatases in FIZ and CZ, show-
ing both acid and alkaline phosphatases ac-
tivities (AcPA and APA respectively) with 
intracellular (Jackson et al. 1989) and ex-
tracellular (Annis and Cook 2002) activi-
ties reported. Some other studies men-
tioned the presence of intracellular (Goreau 
1956) and extracellular (Hayes and Goreau 
1977; Domart-Coulon et al. 2001) phos-
phatase activity in coral hosts, but none of 
these studies extensively examined it. 

This study first aimed at examining the uti-
lization of DOP by the scleractinian coral 
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Stylophora pistillata under different envi-
ronmental conditions. We tested the effect 
of DOP concentrations, and the effect of 
light, feeding and symbiotic status at one 
DOP concentration. We hypothesized that 
APA would vary depending on the availa-
bility or lack of other phosphorus sources. 
Hence, we hypothesized that APA would 
increase following an increase in irradiance 
(at least for the zooxanthellae, whose pho-
tosynthetic activity uses phosphorus), or a 
loss of symbionts, which leads to a de-
creased DIP uptake, and a release of DIP 
(D'Elia 1977; Muller-Parker et al. 1990), 
and that APA would also decrease follow-
ing feeding of the host, which corresponds 
to a supply of POP. The second and third 
aims of this study were to compare the uti-
lization of DOP by isolated symbionts and 
coral hosts, and by coral species in symbi-
osis with different symbiont clades. Final-
ly, we estimated the contribution of DOP 
to the total demand of phosphorus by a 
scleractinian coral, by comparing the recy-
cling of DOP to the uptakes of POP and 
DIP. All these questions have never been 
addressed in corals, but are essential and 
timely because nutrient availability is one 
of the key factors which determines reefs 
expansion and maintenance (Wood 1993; 
Lapointe 1997; Szmant 2002). 

 

 Materials and methods 

31P-NMR measurements 
31P-NMR has the unique advantage of rely-
ing on only one naturally occurring isotope 
of phosphorus (31P has a 100% natural 
abundance), associated to a wide range of 
chemical shifts and to relatively simple 
spectra. All soluble phosphorus species 

within a sample can potentially be detected 
by NMR spectroscopy, while phosphorus 
nuclei involved in insoluble or immobi-
lized compounds are usually invisible by 
NMR, as is the case for membrane phos-
pholipids for example. To observe most of 
the phosphorus compounds present in cor-
als, NMR experiments were performed as 
follows. 

Preparation of the samples for NMR meas-
urements differed between CZ, FIZ and 
host samples, and is explained in the corre-
sponding paragraphs. All samples were 
freeze-dried immediately after preparation, 
and, just before analysis by NMR, the 
freeze-dried samples were re-dissolved in 4 
mL buffer. This buffer (thereafter referred 
to as the “NMR buffer") contained 50 mM 
TES, 10% D2O in DIW, and had a pH of 
7.4. (Gupta et al. 1983; Watanabe et al. 
1987). For all measurements, PPA 
(phenylphosphonic acid) was chosen as the 
internal quantification standard, and 0.5 to 
5.0 µmol were added to each sample be-
fore freeze-drying. 

All 1D NMR spectra were recorded at 298 
± 0.1°K (temperature control BCU 6.0, 
BVT 3000), on a BRUKER AVANCE 
DRX 500 spectrometer (500.13 MHz pro-
ton frequency and 202.45 MHz phosphorus 
frequency) equipped with a direct probe 
head (10 mm PH BBO H-D). D2O was 
used for internal lock purposes. H3PO4 was 
used as an external reference for spectrum 
calibration to express the chemical shift (δ, 
expressed in parts per million, ppm) of 
phosphorus compounds. All NMR experi-
ments were carried out using pulse se-
quences supplied by the spectrometer 
manufacturer (BRUKER – TOPSPIN 2.1). 
Each 31P-NMR spectrum was acquired us-
ing 20.3 kHz Spectral Width (SW), 64 K 
complex data point, an acquisition time 
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(aq) of 1.6 s, a relaxation delay (D1) of 
1.2 s, a number of scan (ns) between 19000 
and 200000, a number of dummy scan (ds) 
of 32, and a 45° flip angle pulse width. 
Prior to Fourier transformation, FIDs were 
multiplied by an exponential line broaden-
ing function of 10 Hz. The resulting spec-
tra were manually phased and baseline cor-
rected. 

31P-NMR calibration 
Preliminary tests were performed to ensure 
that NMR experiments were run under op-
timal conditions with coral samples. 

We first measured the chemical shift of 
two solutions containing in total six identi-
fied phosphorus-containing molecules. 
These molecules were chosen because they 
cover the range of chemical shifts for mol-
ecules expected to occur in coral samples. 
The molecules and their chemical shifts are 
presented on Fig. 1. The first solution was 
made of 5.0 µmol of both PPA and 
aminoethylphosphonic acid (AEP) in the 
“NMR buffer". The second solution was 
made of 5.0 µmol of PPA, of KH2PO4, of 
beta-glycerophosphate, of adenosine tri-
phosphate (ATP), and of polyphosphates in 
the “NMR buffer". Polyphosphates were 
used in the form of sodium hexameta-
phosphate 70 FG (thermPhos, Germany), 
which has a specified average chain length 
of 30. Observed resonances were com-
pared to published values from the litera-
ture.  

We then determined the influence of pH on 
the NMR observations, since it was ob-
served that pH may slightly vary between 
experiences despite the use of the "NMR 
buffer". The second preliminary test there-
fore consisted in the determination of the 
chemical shift of both P atoms from phos-

phate ions (δ PO4) and P atom from PPA (δ 
PPA) as a function of pH using various 
buffers containing 5 mM KH2PO4 and 5 
mM PPA in 50 mM TES, 10% D2O, with 
pH values of 4.25, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 
7.5, and 8.0. Chemical shifts were refer-
enced to 85% phosphoric acid. In order to 
be able to calculate the δ PO4 from the ob-
served δ PPA at any pH comprised in the 
4.5 - 8.0 range, we empirically calculated 
the mathematical equation of the titration 
curves of phosphate and PPA. This greatly 
helped to identify the phosphate peak in 
the generally dense region of the spectra. 
The phosphate peak was further confirmed 
in some cases by spiking the samples with 
5.0 µmol of KH2PO4 after the first spectra 
acquisition. Spiking of one of the host 
samples with 5.0 µmol of AEP was also 
performed to confirm the putative identifi-
cation of this compound in coral spectra, as 
AEP has been reported to be often abun-
dantly present in other cnidarians (Kit-
tredge et al. 1962; Quin 1964; Henderson 
et al. 1972; Steen 1986b). 

Experiments with cultured zooxan-
thellae 

 Zooxanthellae from the species 
Symbiodinium microadriaticum, initially 
isolated from the scleractinian coral 
Stylophora pistillata, were maintained in 
100 ml batch cultures contained in 125 ml 
Erlenmeyer flasks. The clonal cultures 
were maintained in autoclaved ASP-8A 
medium at pH 8.2 (modified after Blank 
1987) in an incubator (Sanyo, UK). The 
ASP-8A medium contained 0.02 µM of 
phosphate, ammonium, and nitrate. Growth 
temperature was 25.0 ± 0.5°C, and light 
was provided by daylight fluorescent tubes 
(15000K) at 80 µmol photons m-2 s-1 on a 
14h:10h light:dark cycle. 
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In a first experiment, the impact of a dis-
solved phosphorus enrichment was tested 
on the CZ phosphorus composition. Loga-
rithmically growing CZ (aged 19 days; 
Steen 1987) were enriched with either: i) 1 
mL of ASP-8A medium (control), ii) 1 mL 
of a stock solution of KH2PO4 (for a final 
concentration of 5 mM phosphate), iii) 1 
mL of a stock solution of beta-
glycerophosphate (for a final concentration 
of 5 mM organic phosphorus). The CZ 
from the 3 treatments were collected 3 
days after the enrichments for 31P-NMR 
measurements, and were thus 22-days old 
at the time of NMR measurements.  

In a second experiment, we tested if the 
phosphorus composition changed with the 
growth phase. Logarithmically growing CZ 
(aged 15 days; Steen 1987) were therefore 
compared to stationary-phase CZ (aged 38 
days; Steen 1987). 

All CZ used for the NMR measurements 
were collected at the same day time (be-
tween 9 and 10 am), and were washed 3 
times (centrifugation at 2000 g, for 5 min, 
at 4 °C) in a buffer (called the “cytoplas-
mic buffer") designed after Venn et al. 
(2009). This buffer contained approximate 
cytosolic concentrations of major ions in 
cnidarian cells (Herrera et al. 1989; Goiran 
et al. 1997). Phosphatase inhibitors were 
added to prevent the hydrolysis of organic 
phosphorus compounds (50 mM NaF, 1 
mM Na3VO4). Mannitol was added to ad-
just osmolarity to 1100 mOsm l-1 

(Hagedorn et al. 2009). pH of the “cyto-
plasmic buffer" was adjusted to 7.4 with 
1M HCl and with 25 mM Pipes. For each 
NMR measurement, a 1 mL aliquot of the 
collected zooxanthellae solution was taken 
for cells counts (a yield of 2.2-5.2 108 
zooxanthellae was typically harvested). Af-
ter a final centrifugation (2000 g, for 5 

min, at 4 °C), 6mL of boiling 50 mM 
EDTA was added to the CZ pellet and the 
homogenate was boiled for 7 min at 100°C 
(Belda et al. 1993). The mixture was then 
centrifuged at 12000 g for 10 min, and the 
pellet discarded. 5.0 µmol of PPA were 
subsequently added to the supernatant, 
which was then freeze-dried. 

Experiments with cultured corals 
 Colonies of the scleractinian coral 
S. pistillata were maintained in aquaria 
supplied with natural seawater (exchange 
rate 2% h-1) containing low phosphate (< 
0.05 µmol L-1), nitrate (< 0.4 µmol L-1) and 
ammonium (< 0.5 µmol L-1) concentra-
tions. Seawater salinity was 38.2, pH was 
8.1 ± 0.1, temperature was maintained at 
25.0 ± 0.5 °C, and irradiance was 150 
µmol photons m-2 s-1. 

As a preliminary test, we determined the 
possible contamination of host cells by 
FIZ, and vice versa, by testing the efficien-
cy of the centrifugation technique (method 
described below) used to separate the two 
components. We therefore performed a 
cross-contamination experiment, using 
host tissues and CZ. For this purpose, 
zooxanthellae-depleted host tissues were 
prepared using bleached S. pistillata corals. 
Bleached corals were prepared by culturing 
colonies for 6 weeks in the dark. Micros-
copy observations confirmed that symbiont 
density was 3 orders of magnitude lower in 
bleached (6.7 103 zoox cm-2) than in nor-
mal colonies (2.5 106 zoox cm-2). For the 
cross-contamination experiment, we used 
two identical aliquots of host tissues from 
bleached S. pistillata, and two identical al-
iquots of CZ. We mixed one aliquot of 
each, and then separated them again 
through centrifugation. The two cross-
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contaminated samples were each compared 
to the second non-contaminated (control) 
aliquot. Percentage of phosphorus enrich-
ment/loss in the cross-contaminated sam-
ples was calculated for two of the main re-
gions of interest presented on Fig. 1, phos-
phate and total phosphonates. This cross-
contamination experiment demonstrated 
that the centrifugation technique used is 
not suitable for the observation of 
zooxanthellae freshly isolated from coral 
tissues by 31P-NMR (see Results). There-
fore, only host tissues were subsequently 
examined. 

In the first experiment with corals, we test-
ed the impact of feeding on the phosphorus 
composition of coral hosts. Corals were 
therefore submitted to three different feed-
ing regimes during two months: i) “highly 
fed” corals, fed 5 times per week with both 
frozen krill and live Artemia salina nauplii, 
ii) “control” corals, fed 2 times per week 
with the same food, and iii) “starved” cor-
als, which were not fed for 2 months be-
fore the NMR measurements. 

In the following experiment, we tested the 
impact of bleaching (symbiont loss) on the 
phosphorus composition of the coral host, 
by comparing symbiotic and highly 
bleached (aposymbiotic) S. pistillata hosts. 
Bleached colonies were prepared as de-
scribed above, and fed a regime similar to 
the control corals from the previous exper-
iment. 

All corals used for the NMR measurements 
were collected at the same time of day (be-
tween 9 and 10 am). The isolation of coral 
tissues from the skeleton and the subse-
quent separation of host tissues from FIZ 
were performed in the "cytoplasmic buff-
er" described above. For each NMR meas-
urement, 20 branch tips (5.0 ± 1.0 cm long, 

1.0 ± 0.2 cm wide) of S. pistillata colonies 
were sampled using surgical bone cutters, 
and crushed with a hammer. The skeletal 
fragments were covered with the "cyto-
plasmic buffer", and the tissues were re-
moved by agitation in a flask (Muscatine 
and Cernichiari 1969). The crude suspen-
sion was then filtered by gravity through a 
40 µm mesh net to break cell aggregates, 
homogenized in a Dounce homogenizer, 
and sonicated for 10 minutes to break the 
animal cells and separate them from the 
zooxanthellae. Separation was completed 
by 3 successive centrifugations at 2000 g, 
for 5 min, at 4 °C. The animal supernatants 
were pooled, and 5 µmol of PPA were 
added to act as an internal calibration 
standard during NMR measurements. 
Samples were then lyophilized during 48 h. 

Data analysis 
For the determination of the δ PO4 and δ 
PPA as a function of pH, mathematical fit-
ting of the curves was performed with the 
GraphPad Prism software (version 5.0; San 
Diego, CA, USA). 

Phosphate content was quantified for each 
CZ and host sample using the ratio of 
phosphate to PPA peaks integration (values 
are expressed as µmol of P). For CZ, re-
sults were normalized both to cell concen-
tration and cell volume (expressed in fmol 
of phosphate per zooxanthellae, as well as 
in mmol phosphate L-1). This latter param-
eter was calculated using a mean diameter 
of 8 µm for CZ, which gives a total volume 
of 2.7 10-13 L zoox-1, considering 
zooxanthellae as spherical. The so-called 
phosphorus concentration obtained by this 
calculation gives the order of magnitude of 
the phosphorus concentration in the cyto-
plasm of the CZ, but one should note that 
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the subdivision of zooxanthellae cells by 
organites was not taken into account in this 
rough calculation. For animal host tissues 
on the contrary, normalization by cell 
numbers was not possible (no counting 
possible), and phosphate content was quan-
tified using the same method as described 
by Steen (1986b). According to this meth-
od, the highly deshielded signal assigned to 
one of the phosphonates (21.2 ± 0.01 ppm) 
was assumed constant (i.e. concentration 
independent of environmental conditions), 
and the phosphate content was calculated 
relative to that phosphonate peak (values 
are expressed as percentages). 

 

 Results 

Preliminary tests 
The chemical shifts of the six authenticated 
compounds used for the first preliminary 
test are presented in Fig. 2. This prelimi-
nary test confirmed that no overlapping 
occurs using PPA as a standard. Spectra 
obtained with coral cells and CZ also con-
firmed that PPA was a good internal cali-
bration standard for 31P-NMR experiments 
involving corals. 

Results from the second preliminary test 
are presented on Fig. 3. The following 

Figure 2 | NMR spectra of 6 known compounds in two solutions, either containing c.a. 5 µmol of 
aminoethylphosphonic acid (AEP) and phenylphosphonic acid (PPA), or c.a. 5 µmol of PPA, KH2PO4, 
beta-glycerophosphate, adenosine triphosphate (ATP), and polyphosphates. The major peaks were 
identified from published values and from spectra of each compound alone. The inset on the left 
shows the AEP peak that was obtained separately, aligned with the rest of the spectra. 1 is the AEP 
peak, 2 is the PPA peak, 3 is the beta-glycerophosphate peak, 4 is the phosphate peak, 5, 9, and 11 are 
the polyphosphate peaks, 6 and 7 are the γ-ATP peaks, 8 is the β-ATP peak, and 10 is the α-ATP peak. 
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equation (Eqn. 1) was obtained to calculate 
the phosphate shift (δ PO4) relative to the 
PPA shift (δ PPA). 

 

       𝛿 𝑃𝑂4 = 𝑎 +  𝑏+𝑐 × 𝛿 𝑃𝑃𝐴
𝑑+𝑒 × 𝛿 𝑃𝑃𝐴

         (Eqn. 1)   

 

with a = 2.83, b = 2.97 108, c = - 2.56 107, 
d = 8.24 107, and e = - 4.59 106. 

 

Cultured zooxanthellae 
The phosphorus compounds observed in 
CZ were mainly phosphate, phosphate 
mono- and diesters, and to a much lesser 
extent, phosphonates and polyphosphates 
(Fig. 4). Overall, dissolved inorganic 
phosphorus (DIP) enrichment led to an in-
crease in the concentrations of phosphate, 
phosphate monoesters and polyphosphates. 
On the contrary, dissolved organic phos-
phorus (DOP) enrichment led to a reduc-
tion in the content of all the phosphorus 
compounds observed on the spectra. For 
example, a 3.1 fold increase in phosphate 
content was observed in the presence of 
DIP, while a 2.5 fold decrease was ob-
tained with DOP enrichment (Table 1). 

Ageing of CZ cultures impacted the phos-
phate content of CZ, which increased by 
2.6 fold between day 15 and 38 (Table 1). 
All other peaks increased as well, but the 
number of compounds present was not 
modified (data not shown). 

Figure 3 | Variation of δ PPA and δ PO4 with 
pH. 
 

 
 

Table 1 | Variation of CZ phosphate content at various growth stages and with various sources of 
phosphorus in the culture medium. 15 and 22-days old CZ are logarithmically growing, while 38 days 
old-CZ are in stationary phase (Steen 1987). The culture medium was enriched with either ASP-8A 
medium (22-days old CZ, control), 5 mM of KH2PO4 (22-days old CZ + DIP), or 5 mM of beta-
glycerophosphate (2-days old CZ + DOP). 
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Figure 4 | (Legend on the following page) 
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Figure 4 | (legend of the figure on the previous page) Impact of the phosphorus enrichment in the 
culture medium on the phosphorus composition of CZ. a: control CZ enriched with ASP-8A medium. 
b: CZ enriched with 5mM phosphate (DIP). c: CZ enriched with 5mM of beta-glycerophosphate 
(DOP). The three spectra were vertically scaled to the scale given in the upper-right corner. Values on 
the spectra represent the integration (relative to a PPA integration of 1.00 for 5 µmol of PPA). The un-
derlined value and the arrow indicate the phosphate peak. 

Figure 5 | Impact of the centrifugation technique used for the separation of the two components of 
coral tissues (a: host cells, b: FIZ) on the 31P-NMR spectra seen via a cross contamination experiment. 
Extracted aposymbiotic (bleached) S. pistillata host tissues were mixed with cultured zooxanthellae 
(CZ), and then separated through centrifugation. The two cross-contaminated host and CZ samples (in 
grey) are each compared to equal quantities of control bleached host tissues and CZ that have not been 
cross-contaminated (in black). Arrows 1-3: PPA peak (5,0 µmol for CZ, 0,5 µmol for host tissues), ar-
rows 4-6: phosphate peak. The insert on the left-hand side of panel b is a close-up of the phosphonate 
zone of the CZ spectra. 
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Host tissues 
Results from the cross-contamination ex-
periment showed that, during centrifuga-
tion, zooxanthellae contamination by the 
host tissue was high, while the host tissues 
were only slightly contaminated by the 
zooxanthellae (Fig. 5). Indeed, the two 
spectra (control and cross-contaminated) 
were very similar for the host (Fig. 5A), 
and phosphate and phosphonate contents 
only increased by 9 and 4%, respectively, 
due to the cross-contamination. On the 
contrary, the two spectra of the CZ greatly 
differed (Fig. 5B), the peaks were shifted, 
due to a shift in pH (visible on peaks 2 and 

3 of PPA on Fig. 5B), and the phosphate 
content decreased by 39% (from peak 5 to 
peak 6 on Fig. 5B) while phosphonate con-
tent increased by 590%, from 0.07 µmol to 
0.48 µmol (insert on Fig. 5B). Also, the 
peak at -10 ppm, observed for the control 
CZ, disappeared after cross-contamination 
(peak 7 on Fig. 5B). We therefore conclud-
ed that the separation technique by centrif-
ugation was not suitable for FIZ observa-
tions by 31P-NMR, and we then decided to 
discard the subsequent FIZ spectra. Further 
confirmation came from the high degree of 
similarity between the spectra obtained for 
cross-contaminated CZ and FIZ (Fig. 6). 

  

Figure 6 | Comparison between NMR spectra of cross-contaminated CZ (in grey) and FIZ (in black). 
Arrow 1 indicates the PPA standard (5.0 µmol), arrow 2 the phosphate peak, and arrow 3 the 21.2 ppm 
phosphonate peak. 
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Figure 7 | Impact of host feeding (a, b, c) and symbiotic status (b, d) on the phosphorus composition 
of host tissues. a: highly fed corals. b: control corals. c: starved corals. d: bleached corals. Arrow 1 in-
dicates the PPA standard (0.5 µmol), arrow 2 the phosphate peak, arrow 3 the 21.2 ppm phosphonate 
peak, and arrow 4 the peak tentatively identified as AEP. Percentages indicate the proportion of phos-
phate relative to the 21.2 phosphonate peak. 
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The phosphorus compounds observed in 
host tissues were mainly phosphate, a large 
diversity of phosphonates (Fig. 4), and to a 
lesser extent, phosphate mono- and diesters 
(Fig. 7).  

Host feeding increased the ratio of phos-
phate relative to the phosphonate peak at 
21.2 ppm, while host starvation induced a 
decrease of this ratio (Table 2 and Fig. 7). 
Indeed, control corals had 48.7 ± 0.3% 
phosphate, a percentage which increased to 
61.2 ± 1.2% with a high feeding regime, 
and which decreased to 20.2% with a 2-
months starvation. Symbiont loss 
(i.e. bleaching) did not modify the phos-
phate content (49.3%). No other major var-

iations occurred in the rest of the NMR 
spectra (Fig. 7). 

Spiking the bleached host sample with 5.0 
µmol of AEP (Fig. 8) showed that peak 4 
on Fig. 7 is not AEP, since the shift of that 
peak (16.55 ppm, peak 2 on Fig. 8) did not 
match the shift of the AEP peak (17.1 ppm, 
peak 1 on Fig. 8). 

 

 Discussion 

 

This study presents the use of 31P-NMR 
spectroscopy for the assessment of the 
phosphorus distribution among coral host 

Figure 8 | Spiking of the bleached host sample with 5.0 µmol of AEP (a) and comparison with the 
pure bleached host sample (b). Arrow 1: AEP peak, arrow 2: phosphonate peak closest to the AEP 
peak, and arrow 3: 0,5 µmol PPA. 
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tissues and cultured zooxanthellae, under 
various environmental conditions. 

Development of the NMR protocol 
In this study, we developed a 31P-NMR 
protocol suitable for coral host tissues and 
cultured zooxanthellae. Duplicated exper-
iments showed that measures were highly 
repeatable, and the calibration curve per-
formed between pH and the δ PO4 was use-
ful to examine the phosphate content of all 
samples. 

The protocol developed was not applicable 
to FIZ. A previous study on the anemone 
A. pulchella also failed to develop a proto-
col for FIZ examination (Steen 1986b). 
However, in that latter study, failure may 
have been due to a lack of material. In-
deed, according to Steen (1986a), analyses 
were made with a c.a. 2.3 106 FIZ sample-1 
(that latter study indeed reports a 
zooxanthellae content of 0.9 106 FIZ mg 
animal prot-1, and a protein content of 1.0 
mg animal prot anemone-1). As NMR suf-
fers from a lack of sensibility especially for 

31P with a low gyromagnetic ratio, this 
probably explains the poor results reported 
for FIZ (Steen 1986b). In the present study 
on the contrary, FIZ concentrations were 
one or two orders of magnitude higher 
(0.5-3.0 108 FIZ sample-1), and lack of ap-
plicability of the 31P-NMR protocol was 
likely not due to a low compound concen-
tration, but rather to contamination by host 
tissues from the supernatant, and to losses 
of soluble phosphate from the 
zooxanthellae pellet, during separation by 
centrifugation.  

Conversely, contamination by the 
symbionts was negligible for the host tis-
sues. Centrifugation has been used in 
countless of physiological studies to sepa-
rate zooxanthellae from host tissues, but its 
efficiency has been less frequently exam-
ined. Muscatine and Cernichiari evaluated 
that contamination of FIZ by host tissues 
was of c.a. 6.0%, and that host tissue con-
tamination is of c.a. 1.3%, therefore esti-
mating that the separation of algae and an-
imal tissue by centrifugation is about 95% 
efficient and that mutual contamination of 
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fractions does not constitute a significant 
error (Muscatine and Cernichiari 1969). 
Latter studies estimated similar separation 
efficiencies of c.a. 90% (Cook 1972; 
McAuley 1987), but highlighted that con-
tamination by the remaining 10% may be 
very high for some applications (McAuley 
1987). Alternative separation techniques 
such as centrifugation through a Percoll 
gradient or filtration have been successive-
ly used to reduce contamination of FIZ by 
host tissues (Tytler and Spencer Davies 
1983; Santos et al. 2001; Treignier et al. 
2008), but their rather low yield due to ma-
terial losses (Grover, pers. comm.) may 
hamper their applicability to NMR. Addi-
tional studies are required to achieve con-
tamination-free isolation of FIZ from host 
tissues before 31P-NMR can be successful-
ly applied to symbiotic zooxanthellae. 

Coral phosphorus composition 
Host tissues and cultured zooxanthellae 
presented different phosphorus composi-
tion, with abundant and diverse 
phosphonates in the host (four peaks) ver-
sus scarce phosphonates in CZ (one peak), 
and polyphosphates only observed in CZ. 
Additionally, the P-ester regions covered a 
wider spectral range in host tissues than in 
CZ, and are therefore presumably repre-
sentative of differences in the P-esters 
chemical diversity of coral hosts and CZ. 
A previous 31P-NMR study on A. pallida 
revealed 8 major signals for the anemone 
host tissues: two phosphonate peaks (an 
unidentified one and aminoethyl 
phosphonate), one peak for sugar mono-
phosphates, one peak for phosphate, and 
four peaks in the polyphosphate region for 
ATP, ADP, adenylate and reductants 
(Steen 1986b). Similar peaks were ob-
served in Anemonia viridis (Rands et al. 

1992). Polyphosphates were absent for 
host tissues in the present study, and only 
one peak was observed in the polyphos-
phate region for CZ. This result is not sur-
prising, at least for the CZ, as previous 
studies reported that the presence of NMR-
visible polyphosphates is not systematic in 
algae (Lundberg et al. 1989). For the host 
tissues, the absence of polyphosphates 
concurs with results reported for the giant 
clam Tridacna gigas (Belda et al. 1993). 
Various polyphosphates may have been 
present in the host and CZ, but at concen-
trations too low to afford observable NMR 
signals. 

The relative absence of phosphonates in 
CZ departs from previous reports that 
phosphonates can occur in a large variety 
of marine protozoans, including 
dinoflagellates (Kittredge and Roberts 
1969; Kittredge et al. 1969). Conversely, 
the diversity and abundance of 
phosphonates in host tissues are in agree-
ment with previous reports which showed 
that marine metazoans biosynthesize mole-
cules containing C-P bonds (Henderson et 
al. 1972; Steen 1986b; Nakhel et al. 1988; 
Matsubara et al. 1990; Quin and Quin 
2001). These organophosphorus com-
pounds may represent as much as 30-50% 
of the total phosphorus content (Kittredge 
et al. 1962; Quin 1964; Henderson et al. 
1972; Steen 1986b). In various sea anemo-
nes, it was reported that aminoethyl 
phosphonate (AEP) is often abundantly 
present (Kittredge et al. 1962; Quin 1964; 
Henderson et al. 1972; Steen 1986b). 
However, in the present study, AEP was 
not found in the host. The peak observed in 
the vicinity of the AEP peak (peak 1 on 
Fig. 8) may have been one of its common 
derivatives, methylaminoethyl phospho-
nate, or amino phosphonopropanoate, that 
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were also frequently observed in anemones 
(Quin 1964; Quin and Quin 2001). 
Phosphonates are seldom observed in free 
form, and are mostly bound to lipid struc-
tures (Kittredge et al. 1962) and in com-
plex proteinaceous or glycoprotein struc-
tures (Quin 1964). Though their synthesis 
and degradation have been well studied 
(Kononova and Nesmeyanova 2002; Quinn 
et al. 2007), their metabolic importance 
remains unclear (Hori et al. 1984; Quin 
and Quin 2001). The presence of resistant 
C-P bonds in lipids has been suggested to 
provide increased strength and protection 
to organisms that lack protective outer 
coatings of chitin or cellulose (Rosenberg 
1973). In A. pallida, it was hypothesized 
that phosphonates were membranar 
phosphonolipids, because of the typical 
asymmetric shape of the corresponding 
peaks on the NMR spectra, which is indic-
ative of membranar compounds in NMR. 
The same conclusion may also be given in 
the present study for the phosphonates evi-
denced in the deshielded part of the host 
spectra (Fig. 7).  

In CZ, the phosphate content measured in 
the present study (between 1.3 and 10.3 
fmol P zoox-1; Table 1), and the calculated 
phosphate concentration (between 5.0 and 
38.3 mmol P L-1; Table 1) are, to the best 
of our knowledge, the first report of phos-
phate concentrations in zooxanthellae cells. 
The order of magnitude of phosphate 
content is coherent with reports of the one 
order of magnitude higher total phosphorus 
content of zooxanthellae from S. pistillata 
(between 40 and 50 fmol P zoox-1) 
(Godinot et al. 2009; Godinot et al. 2011b). 
The millimolar concentration calculated in 
the present study is coherent with concen-
trations found in other algal cells (between 
1 and 15 mmol P L-1) (Eppley 1958; 

Atkinson et al. 1972; Raven 1974; Reed et 
al. 1981). 

Impact of environmental conditions 
The 31P-NMR protocol presented here al-
lowed for the examination of the impact of 
environmental conditions on the phospho-
rus composition of CZ and host tissues. 

The intracellular phosphorus enrichment of 
CZ with ageing, and especially their phos-
phate enrichment, is coherent with previ-
ous reports that intracellular phosphate 
pools increase with the state of differentia-
tion of algal cultures (Sianoudis et al. 
1984).  

DIP enrichment of the CZ cultures led to 
an intracellular phosphorus enrichment, 
with a 3.1 fold increase in phosphate con-
tent and phosphate concentration, from 
12.4 to 38.3 mmol P L-1. Previous NMR 
studies had similarly shown that phosphate 
enrichment, and phosphate depletion, of 
algal cultures, respectively lead to an in-
crease, and a decrease, of the intracellular 
phosphate content (Elgavish et al. 1980; 
Watanabe et al. 1987; Feuillade et al. 
1995). Conversely, DOP enrichment led to 
a 2.5 fold decrease of the phosphate con-
tent and concentration of CZ. One hypoth-
esis to explain such poor use of DOP by 
CZ in the DOP-enriched cultures is that 
they had a low alkaline phosphatase activi-
ty (APA), and therefore could not optimal-
ly use DOP. Indeed, very low levels of 
APA were also observed in CZ in some 
cultures (Annis and Cook 2002). 

In the host, intracellular phosphate increas-
es with feeding, which is in agreement 
with a recent report that zooplankton feed-
ing provides DIP and DOP to corals (c.a. 3 
µg cm-2 d-1 for DIP + DOP) (Wijgerde et 
al. 2011). The lack of impact of bleaching 
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on the phosphate content was probably 
linked to that strong impact of feeding, as 
bleached corals were fed the same nutritive 
regime as control corals. Furthermore, as 
zooxanthellae photosynthates transferred to 
the host mostly consist in carbon- and ni-
trogen-rich compounds such as glycerol 
and maltose, but not in phosphorus-rich 
compounds (Muscatine 1967; Battey and 
Patton 1987; Gattuso and Jaubert 1990; 
Venn et al. 2008), no major impact of 
symbiont loss on host phosphorus compo-
sition is expected. 

By addressing the phosphorus composition 
of corals, this study brings new infor-
mation on the nutrient metabolism of cor-
als. The importance of phosphonates in the 
composition of host compounds was high-
lighted for the first time, and the response 
of coral and CZ phosphorus composition to 
ambient phosphorus pools was established. 
Therefore, it seems important to follow this 
study by attempts at 1) identifying the 
phosphonates present in the host in order to 
elucidate their biological role, and at 2) 
improving the isolation of FIZ for 31P-
NMR measurements, in order to examine 
the phosphorus composition of the 
symbionts as well. 
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Chapter 5 
 

 
Fate of phosphorus  

within the symbiosis 

 
 
Abstract 

 
If the majority of atolls and barrier reefs are thriving in nutrient poor waters (oligo-
trophic reefs), more and more fringing and barrier reefs, situated in densely populated 
coastal areas, are confronted to increasing nutrient concentrations (eutrophic reefs). 
Phosphate concentrations as high as 0.5 µmol L-1 were observed in such reefs. Even 
if phosphorus is often considered as limiting for coral growth, eutrophication does not 
necessarily have a positive impact on corals at the reef scale. Indeed, pollution gen-
erally affects community equilibrium in reefs, usually to the detriment of corals. Yet, at 
the physiological scale of individual corals, the consequences of phosphorus eutroph-
ication are still debated and rather poorly understood. Therefore, an experiment of 
long-term phosphate enrichment was performed in this work to complement data on 
the impacts of phosphorus on coral physiology and stoichiometry, to determine the 
accumulation sites of phosphorus within the symbiosis, and to assess a possible limi-
tation by phosphorus of coral growth and/or metabolism. Results obtained in the pre-
sent study showed that DIP enrichment mainly impacted the symbionts. Their C:P 
and N:P ratios decreased, as well as their chlorophyll content, while their carbon, ni-
trogen, and particularly phosphorus content increased, as well as their specific 
growth rate and photosynthetic efficiency. The skeleton was impacted by DIP too, as 
its specific growth rate and phosphorus content both increased. Conversely, few 
changes were observed in the animal host. Overall, these results showed that 
zooxanthellae and the skeleton are the two sites were phosphorus may accumulate 
within the symbiosis. Additionally, these results suggest that the energetic metabo-
lism of zooxanthellae is phosphorus-limited, while their growth is co-limited by phos-
phorus and nitrogen. 
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Chapitre 5 
 

 
Devenir du phosphore 
absorbé au sein de la 

symbiose 

 
 
Résumé 

 
Si la majorité des atolls et récifs barrières se développent dans des eaux pauvres en 
nutriments (récifs oligotrophes), certains récifs frangeants et barrières situés dans 
des zones côtières fortement urbanisées se trouvent quant à eux de plus en plus 
confrontés à une eutrophisation (fortes concentrations en nutriments dans l'eau, pou-
vant aller jusqu'à 0,5 µmol L-1 pour le PID). Bien que le phosphore soit généralement 
considéré comme limitant pour la croissance des coraux, l'eutrophisation a quant à 
elle souvent des conséquences négatives pour les récifs. En effet, la pollution désta-
bilise généralement l'équilibre entre les diverses communautés du récif, au détriment 
des coraux. Néanmoins, à l'échelle de la physiologie du seul corail, les consé-
quences d'une eutrophisation au phosphore sont bien moins connues et plus contro-
versées. Une expérience d'enrichissement en PID sur le long terme a donc été me-
née afin de compléter les données existantes à propos des effets du phosphore sur 
la physiologie et la stœchiométrie de la symbiose, de déterminer les sites d'accumu-
lation du PID absorbé dans la symbiose, et d'évaluer la limitation par le phosphore du 
métabolisme et de la croissance des coraux. Les résultats obtenus ont montré que 
l'enrichissement en PID a surtout affecté les symbiotes, en entraînant d'une part une 
diminution de leurs rapports C:P et N:P et de leur contenu en chlorophylles, et d'autre 
part une augmentation de leur taux de croissance spécifique, de leur efficacité photo-
synthétique, et de leur contenu en carbone, en azote, et surtout en phosphore. Le 
squelette a également été affecté par le PID, avec une augmentation du taux de 
croissance squelettique spécifique et du contenu en phosphore. À l'inverse, peu de 
changements ont été observés dans les tissus de l'hôte. Ces résultats montrent que 
les symbiotes et le squelette sont les deux sites où le phosphore peut s'accumuler 
dans la symbiose. Ils indiquent également que le métabolisme énergétique des 
zooxanthelles est limité par le phosphore, tandis que leur croissance est limitée à la 
fois par le phosphore et l'azote. 
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Figure 28 | Dispositif expérimental d'enrichissement en phosphate 
 

La photographie représente le dispositif expérimental utilisé pour enrichir des boutures du corail 
S. pistillata durant 4 à 15 semaines avec 0, 0,5 ou 2,5 µmol L-1 de phosphate.  Six aquariums de 30 L 
sont visibles, avec des boutures de S. pistillata suspendues sur fil. Les pompes grises visibles au pre-
mier plan dans les aquariums permettent un léger brassage de l'eau, et les boitiers verts pendus au mur 
permettent de réguler la température de l'eau. Les tuyaux noirs ou jaunes, descendant du plafond ou 
longeant le haut des aquariums, permettent une alimentation continue en eau de mer (avec ou sans 
enrichissement en PID). Ils sont reliés à deux pompes péristaltiques (situés à droite de la photographie, 
mais hors champ). Le grillage gris visible en haut de la photographie, situé sous les lampes HQI, per-
met d'ajuster l'intensité lumineuse, ici à 150 µmol m-2 s-1. Enfin, comme l'indique le panonceau, les 
coraux n'ont pas été nourris durant la durée de l'expérience, afin de maîtriser l'enrichissement en phos-
phore réalisé.  
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1 L'eutrophisation des récifs 

 

Après avoir examiné l'absorption du PID et 
du POD par les coraux, ainsi que la nature 
des molécules phosphorées constitutives de 
la symbiose, ce chapitre aborde la problé-
matique de l'influence des concentrations 
élevées de phosphore sur la physiologie de 
la symbiose, un aspect encore relativement 
méconnu du métabolisme des nutriments 
chez les coraux. L'hypothèse de la limita-
tion par le phosphore ayant constitué le fil 
conducteur de l'ensemble des expériences 
de cette thèse, enrichir des coraux avec des 
concentrations élevées de phosphore a 
constitué un moyen privilégié de la valider. 
De plus, les expériences menées dans ce 
chapitre ont été une nouvelle occasion 
d'aborder la problématique du changement 
global dû aux activités anthropiques sur les 
coraux, sous l'angle de la pollution des 
récifs. 

Point trop n'en faut 
En effet, si la majorité des atolls et des 
récifs barrière (page 33) se développent 
dans des eaux relativement pauvres en 
éléments nutritifs (dites oligotrophes), ce 
n'est pas le cas de tout les récifs. Certains 
récifs frangeants et barrières, situés dans 
des zones côtières fortement urbanisées, se 
trouvent quant à eux de plus en plus con-
frontés à des concentrations élevées de 
nutriments (on parle dans ces cas là de 
récifs eutrophes). Une forte augmentation 
des concentrations en sels nutritifs a, par 
exemple, été observée sur certains récifs 
australiens, avec des concentrations de 
phosphate supérieures à 0,5 µmol L-1 et 

d'azote inorganique supérieures à 
2 µmol L-1 (Johannes et al., 1979; 
Crossland et Barnes, 1983; Maragos et al., 
1985; Tomascik et Sander, 1985)53. 

Si un nutriment tel que le phosphore est 
parfois considéré comme limitant pour les 
coraux (D'Elia, 1977; Jackson et al., 1989; 
Jackson et Yellowlees, 1990; Annis et 
Cook, 2002), on pourrait alors s'attendre à 
ce qu'une augmentation des niveaux de 
PID leur soit favorable ? Pourtant, sur le 
terrain, une telle eutrophisation d'un récif 
se traduit généralement par une modifica-
tion profonde de l'équilibre entre les di-
verses communautés habitant le récif, bien 
souvent au détriment des coraux eux-
mêmes (Tomascik et Sander, 1985; Bell et 
Tomascik, 1993; McCook, 1999). La rai-
son de ce paradoxe tient au fait que les 
coraux ne sont pas les seuls organismes à 
pouvoir potentiellement profiter de l'aug-
mentation du PID dans les récifs, et que, 
bien souvent, ils se révèlent ne pas être les 
plus compétitifs pour son absorption et son 
utilisation à de fortes concentrations. Ainsi, 
plusieurs récifs, dominés par les coraux à 
des niveaux de nutriments faibles, sont 
passés à une prépondérance des algues 
benthiques sous l’effet de l’eutrophisation 
(McCook, 1999; Smith et al., 2001; 
Bellwood et al., 2004). 

Des effets physiologiques méconnus 
Malgré cela, l'étude expérimentale de l'im-
pact du phosphore sur la physiologie des 
coraux seuls, en l'absence d'algues ben-
                                                           
53  On rappelle que les concentrations sur un récif 
oligotrophe sont typiquement bien inférieures à 
0,50 µmol L-1 pour le PID et le nitrate, et à 
0,20 µmol L-1 pour l'ammonium. 
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thiques ou d'autres organismes du récif, 
n'est pour autant pas dénuée d'intérêt. Elle 
permet en effet d'en apprendre plus sur 
l'impact direct de ce nutriment sur les co-
raux, ainsi que sur le devenir du PID ab-
sorbé dans la symbiose. D'après le contexte 
exposé dans les paragraphes précédents, on 
peut s'attendre à ce qu'un enrichissement 
en phosphore, qui ne semble pas favoriser 
la croissance des coraux, en tout cas par 
rapport à celle des algues benthiques, ait 
carrément un effet négatif sur la physiolo-
gie des coraux. Mais qu'en est-il vraiment ? 

Comme présenté dans le chapitre 1 
(page 62), il apparaît que la plupart des 
études sur les effets d'une eutrophisation en 
milieu contrôlé (uniquement en présence 
de coraux) se sont concentrées sur l'azote, 
seul ou combiné au phosphore. Le PID a 
ainsi rarement été étudié seul, peu de pa-
ramètres physiologiques (calcification, 
photosynthèse, biomasse, respiration,...) 
ont généralement été examinés, et les 
études existantes rapportent des résultats 
contradictoires pour certains de ces para-
mètres, selon la concentration de PID utili-
sée, l'espèce de corail étudiée, et les tech-
niques utilisées (article 6, tableau 1). Les 
données de la littérature ne permettent 
donc pas de conclure quant à la question 
des bénéfices ou des effets délétères sur la 
biologie des coraux d'un point de vue pu-
rement physiologique, c.à.d. indépendam-
ment des effets sur les autres organismes. 

Dispositif expérimental choisi 
Une expérience d'enrichissement en PID 
sur le long terme (4 à 15 semaines) a donc 
été mise en place en utilisant une seule et 
même espèce de corail, cultivée dans des 
conditions contrôlées, et pour laquelle de 
nombreux paramètres physiologiques ont 

été mesurés au cours du temps. Des bou-
tures du corail S. pistillata ont ainsi été 
enrichies de manière continue avec du 
KH2PO4 (PID à 0,5 et 2,5 µmol L-1). Un 
traitement contrôle sans enrichissement a 
également été mis en place. Les aquariums 
ont été alimentés en continu par de l’eau de 
mer pauvre en nutriments (phosphate 
< 0,05 µmol l-1, ammonium < 0,5 µmol l-1, 
et nitrate < 0,4 µmol l-1) ainsi que par du 
KH2PO4 en solution, à l’aide de deux 
pompes péristaltiques puisant dans des 
cuves tampons maintenues à l’obscurité 
(concentration en PID de 0, 2 et 
10 µmol L-1 respectivement ; figure 28). 
Afin de bien maîtriser l’enrichissement en 
phosphate réalisé, les coraux n’étaient pas 
nourris durant toute la durée de 
l’expérience. Le reste des conditions (tem-
pérature, salinité, éclairement,... est tel que 
décrit dans le chapitre 1 (page 64) et l'ar-
ticle 6. 

L’enrichissement à 0,5 µmol L-1 a été choi-
si pour s’intéresser aux effets d’une eutro-
phisation plausible en milieu récifal, tandis 
que l’enrichissement à 2,5 µmol L-1 a per-
mis d’étudier les effets potentiels du PID 
sur la physiologie des coraux, en dehors de 
tout contexte environnemental. Les para-
mètres suivis au cours du temps sont dé-
taillés dans le tableau 5. 

 

2 Problématiques scientifiques 
et objectifs de l'étude 

 

Les objectifs de cette étude ont été d'éva-
luer la limitation par le phosphore de la 
croissance, de la productivité primaire et 
du métabolisme des coraux ; d'enrichir les 
données existantes concernant les effets du 
phosphore sur la physiologie de la sym-
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biose, notamment au niveau de la photo-
synthèse, de la calcification et de la com-
position élémentaire ; et enfin de détermi-
ner les sites d'accumulation du PID absor-
bé, parmi les différents compartiments de 
la symbiose (tissus animaux, zooxanthelles 
et squelette), et d'établir un bilan chiffré du 
devenir  du  phosphore  dans  la  symbiose. 

Cette expérience a ainsi permis de complé-
ter les données des précédents chapitres 
quant aux outils utiles pour l'étude de la 
limitation en phosphore ou en azote. 

Ces travaux se basent sur les hypothèses 
suivantes. 1) Un enrichissement en PID ne 
devrait pas avoir d'effet positif sur la  bio-
masse et le taux de croissance des zooxan-
thelles, si elles ne sont pas limitées54 par le 
phosphore pour leur croissance. 2) Comme 
l'on s'attend à ce que le phosphore soit plu-
tôt limitant pour le métabolisme énergé-
tique, un enrichissement en PID devrait 
augmenter la photosynthèse des zooxan-
thelles. 3) Si un effet bénéfique substantiel 
est effectivement observé sur la photosyn-
thèse, cela devrait se traduire par une aug-
mentation de la calcification, en vertu du 
lien étroit entre calcification et photosyn-
thèse chez les coraux (Goreau, 1959; 
Barnes et Chalker, 1990; Mass et al., 
2007). Cependant, il a également été dé-
montré que le PID peut agir comme un 
poison lors de la cristallisation de l'arago-
nite, en remplaçant certaines molécules de 
carbonate. Ce phénomène déforme le ré-
seau de carbonate de calcium et empêche 
toute cristallisation ultérieure (Simkiss, 
1964; Berner et al., 1978; De Kanel et 
Morse, 1978; Walter, 1986; Burton et 
Walter, 1990). Bien que l'occurrence de cet 
empoissonnement au niveau du site de 
calcification des coraux reste encore sup-
posée et non formellement démontrée à ce 
jour (Simkiss, 1964; Montagna et al., 
2006; Mallela et al., 2011; Dunn et al., 
2012), il est possible qu'un tel mécanisme 

                                                           
54 On rappelle là aussi que la répartition de l'azote et 
du phosphore au sein des biomolécules semble en 
faveur d'une limitation de la croissance et de la 
synthèse protéique par l'azote, et d'une limitation du 
métabolisme énergétique, par le phosphore. 

Paramètres Suivi temporel 
Paramètres physiologiques 

Chlorophylles 
Protéines 
Respiration 
Photosynthèse  

4 et 7 semaines 

Efficacité photosynthétique 
Taux de croissance spéci-

fique des symbiotes 
7 semaines 

Surface du squelette 0, 4 et 7 se-
maines 

Taux de croissance squelet-
tique spécifique 

0, 1, 2, 4, 6 et 
8 semaines 

Stœchiométrie 

Contenu en carbone, azote, 
phosphore de l'hôte et des 
symbiotes 

Rapport C:N:P 
11 semaines 

Contenu en 26Mg, 31P, 43Ca et 
84Sr du squelette 

Rapports Mg:Ca, P:Ca et 
Sr:Ca 

11 semaines 

Bioérosion 
Distribution des endolithes 
Abondance des endolithes 15 semaines 

Tableau 5 | Suivi des paramètres au cours 
du temps lors de l'enrichissement en PID 
 

Les techniques employées pour les mesures 
physiologiques sont référencées et brièvement 
décrites dans le chapitre 1 et dans l'article 6. 
Pour les mesures stœchiométriques, les tech-
niques sont décrites en détail dans l'article 6. 
Enfin, les mesures de bioérosion effectuées 
après 15 semaines sont entièrement décrites 
dans l'annexe B et dans l'article 7. Les termes 
bioérosion et endolithes y sont définis. 
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entraîne plutôt une diminution de la calci-
fication. 4) Enfin, sur la base d'études pré-
cédentes sur la stœchiométrie des zooxan-
thelles (Belda et al., 1993) et du squelette 
(Montagna et al., 2006; Mallela et al., 
2011; Dunn et al., 2012), une augmenta-
tion du contenu en phosphore dans ces 
compartiments devrait être observée avec 
l'enrichissement en PID. Concernant les 
tissus de l'hôte, aucune étude n'a, à ce jour, 
indiqué comment la stœchiométrie du co-
rail varie avec le PID ambiant. 

Les paragraphes qui suivent résument les 
principaux résultats obtenus lors de cette 
thèse et découlant des objectifs et hypo-
thèses exposés dans les paragraphes précé-
dents. Ces résultats ont été publiés dans 
deux revues à comité de lecture internatio-
nal (article 6, et article 7 de l'annexe B), où 
ils sont discutés de manière approfondie. 

 

3 Effets sur la physiologie       
de la symbiose 

 

Les résultats obtenus durant cette thèse ont 
montré que l'enrichissement en PID n'a pas 
modifié la densité des zooxanthelles et le 
contenu en protéines de S. pistillata, 
comme précédemment observé chez ce 
corail et chez P. damicornis (Muscatine et 
al., 1989; Stambler et al., 1991). Le conte-
nu en chlorophylles a quant à lui diminué 
avec le PID (article 6, figure 1). À l'in-
verse, le taux de croissance squelettique 
spécifique55 et la surface du squelette des 
coraux ont augmenté en 7 à 8 semaines 

                                                           
55 Le taux de croissance squelettique spécifique 
est défini comme la pente décrivant l'évolution au 
cours du temps du logarithme népérien du poids du 
squelette. Il s'exprime en j-1 (lorsque le temps est 
exprimé en jours). 

d'enrichissement. Le taux de croissance 
spécifique des zooxanthelles56 a quant à lui 
suivi l'augmentation des taux de croissance 
du squelette (article 6, figure 2), mais cette 
croissance des zooxanthelles s'est faite à 
densité de symbiotes constante, comme le 
démontre l'absence d'évolution du contenu 
en zooxanthelles des coraux (article 6, fi-
gure 1). 

Étant donné que l'enrichissement en PID a 
entraîné une diminution du contenu en 
chlorophylles par zooxanthelle, une aug-
mentation des taux de respiration et de 
photosynthèse normalisés par chloro-
phylles a été constatée (article 6, figure 1). 
Bien que cet effet n'ait pas été observé 
avec les autres normalisations (par pro-
téines et par surface), l'efficacité photosyn-
thétique du PSII a cependant augmenté 
(article 6, figure 1). Ces résultats suggèrent 
que le phosphore est effectivement un fac-
teur limitant pour le métabolisme énergé-
tique (photosynthèse) des symbiotes. Ils 
pourraient également permettre d'expliquer 
la diminution du contenu en chlorophylles 
des zooxanthelles, une diminution n'ayant 
pas été observée lors de précédentes études 
sur les coraux (article 6, tableau 1; 
Muscatine et al., 1989; Stambler et al., 
1991; Snidvongs et Kinzie, 1994; Steven et 
Broadbent, 1997; Koop et al., 2001). 

 

 

 

                                                           
56 Le taux de croissance spécifique des zooxan-
thelles (noté µ) décrit l'évolution du nombre de 
zooxanthelles (noté Z) au cours du temps (noté t). Il 
est défini comme : 𝜇 =  1

𝑍
𝑑𝑍
𝑑𝑡

. Il s'exprime égale-
ment en j-1 (avec le temps exprimé en jours). 
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4 Effets sur la stœchiométrie 
de la symbiose 

 

Concernant la stœchiométrie de la sym-
biose, les résultats obtenus durant cette 
thèse ont montré que l'enrichissement en 
PID ne modifie ni le contenu en carbone, 
en azote et en phosphore de l'hôte ni son 
rapport C:N:P après 11 semaines (article 6, 
tableaux 2 et 4). Par contre, l'enrichisse-
ment a entraîné une augmentation du con-
tenu en carbone, en azote et en phosphore 
des zooxanthelles, ainsi qu'une diminution 
de leurs rapports C:P et N:P (article 6, fi-
gure 3 et tableaux 2 et 4). Dans chacun des 
traitements, des rapports C:P (> 400) et 
N:P (> 50) bien supérieurs aux rapports de 
Redfield (106 et 16) ont été mesurés. Ce 
résultat, semblable a ce qui a été observé 
chez le bénitier géant (Belda et al., 1993), 
suggère lui aussi une limitation par le 
phosphore des zooxanthelles. 

Dans le squelette, l'enrichissement en PID 
a entraîné une accumulation de phosphore,  
une augmentation du rapport P:Ca et du 
rapport Mg:Ca, ainsi qu'une diminution du 
rapport Sr:Ca (article 6, figure 2). Ces ré-
sultats confirment que le phosphore peut 
s'accumuler dans le squelette de coraux 
tropicaux selon sa concentration dans l'eau 
de mer (Montagna et al., 2006; LaVigne et 
al., 2008; Mallela et al., 2011; Dunn et al., 
2012). L'augmentation concomitante du 
taux de croissance squelettique spécifique 
suggère que, aux concentrations utilisées, 
le PID n'a pas agi en tant que poison pour 
la calcification chez S. pistillata. 

L'ensemble des résultats de stœchiométrie 
obtenus durant cette étude ont été utilisés 
pour construire un bilan chiffré des sites 
d'accumulation du PID absorbé dans la 

symbiose. La composition élémentaire des 
cellules animales n'a pas été modifiée, tan-
dis que les zooxanthelles et le squelette se 
sont enrichis en phosphore, respectivement 
de 82% et de 50% (entre le contrôle et le 
traitement à 2,5 µmol L-1 ; article 6, fi-
gure 4). Ces deux compartiments représen-
tent donc les sites d'accumulation de phos-
phore dans la symbiose. 
 

5 Schéma bilan 
 

La figure 29 présente un bilan des résultats 
obtenus dans ce chapitre et dans l'an-
nexe B. 
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Figure 29 | Bilan de l'effet d'un enrichissement en PID sur la symbiose 
Les résultats acquis dans le chapitre 5 sont résumés en couleur, sur la base de la Figure 13 (passée en 
tons de gris pour plus de lisibilité). Vert : paramètre sur lequel l'enrichissement en PID n'a pas eu d'ef-
fet. Rouge : paramètre sur lequel l'enrichissement en PID a eu un effet positif. Bleu : paramètre sur 
lequel l'enrichissement en PID a eu un effet négatif. Noir : voies métaboliques considérées. 
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6 

Article 6 
Tissue and skeletal changes in the scleractinian coral 

Stylophora pistillata Esper 1797 under phosphate enrichment 
 

Journal of Experimental Marine Biology and Ecology | 2011 

 
Résumé 

 
Des enrichissements en phosphate à long terme (0, 0,5 et 2,5 µmol L-1 ; 4 à 11 se-
maines) ont permis d'évaluer la limitation en phosphore supposée des zooxanthelles, 
ainsi que d'accroître les données sur les effets d'un enrichissement en phosphate sur 
la calcification et la composition élémentaire des tissus du corail scléractiniaire Sty-
lophora pistillata. L'ajout de phosphate a principalement affecté les zooxanthelles. En 
effet, dans l'enrichissement à 2,5 µmol L-1 de phosphate, l'efficacité photosynthé-
tique des zooxanthelles a augmenté, leur contenu en carbone et en azote ont aug-
menté de 70%, leur contenu en phosphore de 190%, et leur taux de croissance spé-
cifique de 18%. Des rapports C:P et N:P largement supérieurs aux rapports de Red-
field − rapports supposés comme représentatifs de niveaux optimaux de nutri-
ments − ont été mesurés pour les zooxanthelles, et ont diminué avec l'enrichisse-
ment en phosphate. L'ensemble de ces résultats suggère que le phosphore est limi-
tant pour la croissance des zooxanthelles in hospite. Cependant, l'augmentation du 
taux de croissance spécifique des zooxanthelles n'a pas entraîné d'augmentation si-
gnificative de leur densité, étant donné que la croissance des zooxanthelles a uni-
quement suivi l'augmentation du taux de croissance squelettique de l'hôte pour les 
coraux enrichis en phosphate. Les bénéfices obtenus par la présence de phosphate 
dans le milieu n'ont donc pas suffi pour augmenter la densité des symbiotes et pour 
permettre leur croissance optimale (i.e. équilibrée en nutriments). Cela suggère que 
la croissance des zooxanthelles s'est probablement trouvée limitée par un nutriment 
supplémentaire, probablement l'azote. Concernant les effets du phosphate sur l'hôte, 
aucune modification de la composition élémentaire ou de la concentration en pro-
téines n'a été observée. Cependant, le taux de croissance squelettique de l'hôte a 
augmenté de 31% pour les coraux enrichis avec 2,5 µmol L-1 de phosphate par rap-
port aux coraux non enrichis. Les coraux enrichis en phosphate ont également incor-
poré 1,7 fois plus de phosphore dans leur squelette que les coraux non enrichis. Ces 
résultats ont mis en évidence le fait que les zooxanthelles et le squelette sont les 
deux sites d'accumulation du phosphore inorganique dans la symbiose. 
 

Erratum : l'autorité taxonomique ayant décrit l'espèce S. pistillata devrait se trouver entre parenthèses dans 
le titre de l'article. 
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Article 6 
Tissue and skeletal changes in the scleractinian coral 

Stylophora pistillata Esper 1797 under phosphate enrichment 
 

C. Godinot1,2, C. Ferrier-Pagès1, P. Montagna3,4,5, and R. Grover1 
 

Journal of Experimental Marine Biology and Ecology | 2011 
 
Abstract 

 
Long-term phosphate enrichments (0, 0.5, and 2.5 μmol L-1; 4 to 11 weeks) were 
used to assess a possible limitation in phosphorus of zooxanthellae and to comple-
ment data on the effect of phosphate enrichment on calcification and elemental com-
position of the tissue in the scleractinian coral Stylophora pistillata. Phosphate addi-
tion mainly affected the coral symbionts. Indeed, at 2.5 μmol L-1 P-enriched, 
zooxanthellae had a greater photosynthetic efficiency, their intracellular carbon and 
nitrogen contents increased by 70% and their phosphorus content by 190%, while 
their specific growth rate increased by 18%. C:P and N:P ratios in zooxanthellae 
were much higher than the Redfield ratios advocated for nutrient-repleted phyto-
plankton, and decreased with phosphate enrichment. Collectively, these results sug-
gest a phosphorus limitation of the zooxanthellae growth in hospite. However, the in-
crease in zooxanthellae specific growth rate did not lead to the building of a higher 
symbiont density, as zooxanthellae growth just matched the tissue and skeletal 
growth of the enriched corals. Benefits of phosphate supplementation were thus not 
substantial enough to lead to the building of higher zooxanthellae density and to their 
balanced growth, which suggests that symbiont growth was likely limited by another 
nutrient as well, probably nitrogen. At the host level, there were no changes in the el-
emental composition or in the protein levels, while skeletal growth rate increased by 
31% between unenriched and 2.5 μmol L-1 P-enriched corals. Phosphate-enriched 
corals also incorporated 1.7 times more phosphorus into their skeleton than did un-
enriched corals. These results evidenced that zooxanthellae and the skeleton are the 
two accumulation sites of inorganic phosphorus within the symbiotic association. 
 
 
1 Centre Scientifique de Monaco, CSM, Avenue Saint-Martin, 98000 Monaco, Principality of Monaco 
2 Corresponding author: C. Godinot, Centre Scientifique de Monaco, CSM, Avenue Saint-Martin, 
98000 Monaco, MONACO, Tel. 377 921 679 82, cgodinot@centrescientifique.mc 
3 Lamont-Doherty Earth Observatory, 237 Comer, 61 Route 9W – PO Box 1000, Palisades, NY, 
United States 
4 Laboratoire des Sciences du Climat et de l'Environnement, Av. de la Terrasse, 91198, Gif-sur-
Yvette, France 
5 Istituto di Scienze Marine (ISMAR), CNR, Via Gobetti 101, 40129 Bologna, Italy 
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 Introduction 

 

Coral reefs generally develop in clear, oli-
gotrophic waters, where nutrient, and espe-
cially phosphorus levels are among the 
lowest in the world (Furnas, 1991; Szmant, 
2002). Phosphorus is however an essential 
nutrient because it enters into the composi-
tion of many biological molecules (deoxy-
ribonucleic and ribonucleic acids, phos-
pholipids), including adenosine triphos-
phate (ATP), which has a major role as 
energy supplier. Hence, around most atolls 
and barrier reefs, its low availability may 
limit coral calcification and photosynthesis 
(Annis and Cook, 2002; D'Elia, 1977; 
Jackson and Yellowlees, 1990), and phos-
phorus is therefore taken up by corals at a 
relatively fast rate (D'Elia, 1977; Godinot 
et al., 2009; Sorokin, 1992). Conversely, 
many coastal reefs are subject to increased 
phosphorus levels, due to continuous nutri-
ent release from sewage discharges, rain-
fall, rivers and ground waters. Seawater 
eutrophication was shown to strongly af-
fect the community equilibrium, usually to 
the detriment of corals (Bell and Tomascik, 
1993; McCook, 1999; Tomascik and Sand-
er, 1985), which are often replaced by ben-
thic algae (Bellwood et al., 2004; McCook, 
1999; Smith et al., 2001). 

Due to the important role of phosphorus in 
reef ecosystems, both under oligotrophic 
and eutrophic conditions, it is essential to 
understand the effect of phosphate enrich-
ment on the coral-zooxanthellae symbiosis, 
as well as the fate of phosphorus in this 
association. Previous work on the subject 
has mainly focused on the effect of nitro-

gen enrichment, alone or in combination 
with phosphorus, on coral physiology 
(more than twenty studies, from Kinsey 
and Davies, 1979; Koop et al., 2001; 
Kumarsingh et al., 1998; LaVigne et al., 
2008, 2010; Mason et al., 2007; McCook, 
1999; Miller and Yellowlees, 1989; Mur-
phy and Riley, 1962; Muscatine et al., 
1989; Rasmussen, 1988; Rasmussen and 
Cuff, 1990; Redfield, 1934; Rees, 1991; 
Renegar and Riegl, 2005; Reynaud et al., 
2007; Rodolfo-Metalpa et al., 2010; Smith 
et al., 2001; Snidvongs and Kinzie, 1994; 
Sorokin, 1992; Stambler et al., 1991; Ste-
ven and Broadbent, 1997; Stimson and 
Kinzie, 1991; Szmant, 2002; Tambutté et 
al., 1995; Tanaka et al., 

2007). However, the effect of phosphorus 
enrichment alone on coral physiology has 
not been extensively investigated (Ta-
ble 1), mainly because physiological pa-
rameters studied are scattered among dif-
ferent works, coral species and conditions. 
Moreover, studies have reported conflict-
ing results, difficult to interpret because 
each parameter has been considered sepa-
rately from the others. Concerning calcifi-
cation for example, phosphate enrichment 
was found to decrease it (Ferrier-Pagès et 
al., 2000; Koop et al., 2001; Rasmussen 
and Cuff, 1990; Renegar and Riegl, 2005), 
increase it (Koop et al., 2001; Rasmussen 
and Cuff, 1990; Steven and Broadbent, 
1997), or have no effect (Koop et al., 2001; 
Stambler et al., 1991) depending on the 
enrichment, the species, and the technique 
used for calcification measurement. The 
same is true for the C:P ratios of the tissue, 
although results come from only three 
studies (Table 2): while Belda et al. (1993) 
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Table 1 | Summary of coral responses to phosphate in the literature. “+” indicates a positive effect, 
“−” a negative effect, and “0” an absence of effect. 
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Table 2 | Elemental ratios of C, N, and P in the coral Stylophora pistillata exposed to 0, 0.5, and 2.5 
μmol L-1 phosphate-enriched seawater for 11 weeks; and summary of data in the literature on C:P and 
N:P ratios from unenriched and phosphate-enriched corals and clams. Results from the present study 
are expressed as the mean ± SE of 6 nubbins randomly pooled by groups of two (3 groups per treat-
ment). 
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reported a decrease in C:P ratios for the 
giant clam Tridacna gigas after a 3-month 
phosphate enrichment of 2 - 10 μmol L-1, 
two other studies (Snidvongs and Kinzie, 
1994; Stambler et al., 1991) found an in-
crease in C:P ratios in the coral 
Pocillopora damicornis with phosphate 
enrichments of 0.5 - 2 μmol L-1. 

Consequently, the scleractinian coral 
Stylophora pistillata was maintained 4 to 
11 weeks under phosphate enrichment to i) 
assess a possible limitation in phosphorus 
of zooxanthellae growth and/or coral pri-
mary productivity, ii) complement data on 
the effect of phosphate enrichment on cal-
cification and elemental composition of the 
tissue; and to iii) determine the accumula-
tion sites of phosphorus within the symbio-
sis, among animal tissue, zooxanthellae, 
and skeleton. To our knowledge, the extent 
of phosphorus accumulation in the skeleton 
versus external phosphorus enrichment has 
not yet been experimentally assessed for 
tropical corals, although they have been 
reported to concentrate phosphorus relative 
to calcium in phosphate-rich environments 
(Dodge et al., 1984; Kumarsingh et al., 
1998; LaVigne et al., 2008, 2010). From 
all the above data, we calculated the per-
centage of phosphorus accumulation with-
in each compartment (animal, 
zooxanthellae, skeleton) of phosphate-
enriched corals relative to unenriched cor-
als. 

 

 Materials and methods 

Organisms and culture conditions 
Colonies of the zooxanthellate coral 
S. pistillata were obtained from the Red 
Sea, and maintained in natural seawater 

under controlled conditions (26°C, salinity 
of 38) and under an irradiance (photosyn-
thetic active radiation, PAR) of 150 μmol 
m-2 s-1,with a 12 h:12 h dark:light cycle. 
Light was supplied by 400W Hydrargyrum 
Quartz Iodide lights (HQI), and measured 
using a spherical quantum sensor (LiCor 
LI-193). 1.5 months before the experiment, 
120 nubbins (i.e. branch tips) were pre-
pared by cutting 12 branches (2.5 ± 1.0 cm 
long and 0.6 ± 0.3 cm in diameter) of ten 
parent colonies with pliers (Tambutté et 
al., 1995). Nubbins were attached to nylon 
filaments and suspended in aquaria until 
tissues fully covered the skeleton. They 
were then randomly assigned to six 30-L 
aquaria, and allowed to acclimate for a 
week. Temperature was regulated in each 
aquarium at 26.0 ± 0.1°C. After the first 
week of acclimation, two aquaria were 
randomly assigned to each of the 3 follow-
ing treatments: 0 (unenriched control), 0.5, 
and 2.5 μmol L-1 phosphate enriched, con-
sidering that P concentration in the natural 
seawater was almost undetectable during 
the whole experiment (< 0.05 μmol L-1). 
The 0.5 μmol L-1

 enrichment represented a 
phosphate concentration which has been 
reported on some reefs under eutrophica-
tion (Kinsey and Davies, 1979), whereas 
the 2.5 μmol L-1

 enrichment was used to 
highlight the effect of phosphate on coral 
physiology. Concentrated stock solutions 
of phosphate (as KH2PO4, 2.0 and 10.0 
μmol L-1

 respectively) were maintained in 
2 separate 50-L tanks kept in the dark and 
were continuously pumped with a peristal-
tic pump to the enriched tanks. Pre-heated 
(24 ± 0.2 °C) natural seawater with trace 
phosphate (< 0.05 μmol L-1), nitrate (< 0.4 
μmol L-1), and ammonium (< 0.5 μmol L-1) 
concentrations was also continuously 
pumped into the aquaria, in order to obtain 
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final phosphate concentrations of ca. 0, 
0.5, or 2.5 μmol L-1. The seawater flow 
rate was ca. 1.2 L h-1. Phosphate concen-
trations were regularly checked in the ex-
perimental tanks according to Murphy and 
Riley 

(1962) and did not vary by more 
than ± 0.05 μmol L-1

 throughout the exper-
iment. The pHT was also checked and did 
not change by more than 0.01. Corals were 
not fed during the 11 weeks enrichment, in 
order to control phosphorus levels. 

Physiological measurements 
Skeletal growth rate was assessed using the 
buoyant weight technique (Jokiel et al., 
1978) on 10 nubbins per treatment (5 nub-
bins per aquarium) one week prior to the 
beginning of the experiment, the first day 
of incubation and after one, two, four, six 
and eight weeks of incubation. Since nub-
bins were entirely covered with tissue, no 
algal growth was possible on the skeleton. 
Moreover, due to the small tissue thickness 
and incubation length, increase in tissue 
weight per cm2 was negligible, as demon-
strated by Davies (1989), so that only skel-
etal weight was monitored. Specific 
growth rate (G) was expressed as the slope 
of the regression line relating the natural 
logarithm of coral nubbin weight (mg) 
versus the experimental time (days). 

Net photosynthesis (Pn) and respiration (R) 
were measured after 4 and 7 weeks (T4 and 
T7), on 5 randomly selected nubbins per 
treatment (modified after Ferrier-Pagès et 
al., 2000) under dark or light conditions 
(PAR of 0 and 150 μmol m-2 s-1). Data 
were normalized either to the total chloro-
phyll content (according to Godinot et al., 
2009) or to the surface area of the nubbins 
(using the wax technique described in 

Stimson and Kinzie, 1991). Protein content 
was also determined on the 5 nubbins used 
for photosynthesis measurements, after 
extraction in 1 mol L-1 NaOH for 30 min at 
90 °C (measured using the commercially 
available BC Assay Interchim kit, accord-
ing to Hoogenboom et al., 2010). 
Zooxanthella density was assessed at T4 
and T7 on 4 additional nubbins for each 
incubation time and condition as in 
Godinot et al. (2009). The mean areal 
zooxanthella density was used to calculate 
mean photosynthetic and respiration rates 
per zooxanthella, as well as mean chloro-
phyll content per zooxanthella. Change in 
the total number of zooxanthellae between 
T4 and T7 was used to determine the 
zooxanthellae specific growth rate (μ) in 
the three P-conditions, using the equation: 

 

𝜇 =  
1
𝑍

 
𝑑𝑍
𝑑𝑡

 

 

where Z is the number of zooxanthellae 
cells and t the incubation length 
(Falkowski et al., 1984, 1993). 

In order to examine the photosynthetic 
efficiency of PSII, the maximum quantum 
yield of photosystem II (dark Fv/Fm of 
PSII) was measured at T7 on 5 randomly 
selected nubbins per treatment using pulse-
amplitude-modulated chlorophyll fluoro-
metry (diving PAM, Waltz; method de-
scribed in Rodolfo-Metalpa et al., 2010). 

Changes in tissue and zooxanthellae 
C:N:P 

The total carbon:nitrogen:phosphorus 
(C:N:P) ratios were also measured, after 11 
weeks, in the animal tissue and 
zooxanthellae of 6 nubbins per treatment. 
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Coral tissue was separated from the skele-
ton in 10 mL 2 μm-filtered seawater, using 
an Air-Pik. Tissues from two coral nubbins 
were pooled together to improve measure-
ment precision. Therefore, three replicates 
were obtained by using six nubbins. Tis-
sues were homogenized using a tissue 
grinder. A 500-μL sample was taken for 
zooxanthellae counts, and bare skeletons 
were used for surface area measurements. 
For each sample, zooxanthellae and animal 
tissues were separated using three succes-
sive centrifugations (1300 g, 25°C, 5 min). 
The success of the separation was visually 
checked using an optical microscope. An-
imal and zooxanthellae samples were each 
equally divided into two aliquots for the 
determination of total carbon and nitrogen 
content on one side and total phosphorus 
content on the other side. Carbon and ni-
trogen contents were measured on freeze-
dried samples using a CHN elemental ana-
lyzer (Flash EA Thermoquest). 4 tubes 
containing freeze-dried filtered seawater 
(FSW) served as controls. Aliquots used 
for phosphorus assays were ashed (2 h, 
500°C) in Pyrex containers and subse-
quently acidified (with hot HCl 0.2 mol 
L−1; modified after Snidvongs and Kinzie, 
1994). Phosphorus was then measured fol-
lowing the technique of Murphy and Riley 
(1962). Three control bottles containing 
FSW were also run as a control for sea-
water phosphorus concentration. Previous 
testing of this technique yielded a 99.3% 
recovery rate for both inorganic (KH2PO4) 
and organic (methylumbelliferyl P) phos-
phorus.  

Multiple element/calcium ratios in the 
skeleton 

Analyses of 26Mg, 31P, 43Ca and 84Sr were 
determined by inductively coupled plasma 

mass spectrometry (ICP-MS) using the 
multicollector Axiom in single collection 
mode at Lamont-Doherty Earth Observato-
ry, following the standard addition method 
(Vandecasteele and Block, 1997) to correct 
for matrix effects. Approximately 50 mg of 
coral powder was carefully scraped off the 
outermost portion (2 to 5 mm-thick portion 
at the tip of apexes) of the coral skeletons 
from the three 11-week treatments. Three 
skeletons from each phosphate treatment 
were pooled together to get one measura-
ble sample. The aragonite powder was 
soaked in H2O2 (30%, ~8.9 mol L-1) for 
two days, then placed at 80°C for 30 min, 
in order to remove any residual organic 
matter. The samples were subsequently 
dried in an oven at 50°C for 6 h and dis-
solved overnight with double distilled 1 
mol L-1  

HNO3. Working solutions were further 
diluted in 0.45 mol L-1 HNO3 (~2%) result-
ing in a final calcium concentration of ~80 
μg mL-1. Procedural blank solutions were 
made with the same vials and acid used for 
the treatment of the samples. A multi-
elemental stock standard mixture was pre-
pared gravimetrically with 0.45 mol L-1 
HNO3 and High-Purity Standards (Charles-
ton, SC), mixed in appropriate concentra-
tions to match the typical composition of 
coral skeletons. A four point standard 
curve was prepared by adding increasing 
volumes of the stock solution to three pre-
cleaned vials containing a constant volume 
of the unknown solution (sample “con-
trol”) and 0.45 mol L-1 HNO3. A drift cor-
rection was performed by analysing an 
indium-spiked mixed solution every five 
samples and using a linear interpolation for 
all the elements. Also all the working solu-
tions were spiked with indium as an inter-
nal standard to further correct for the in-
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strumental drift. Analytical reproducibility 
based on the RSD (1σ) of six analyses of 
the Porites coral standard JCp-1 (Geologi-
cal Survey of Japan) (run as an unknown) 
are 0.7% for Mg/Ca, 5% for P/Ca and 
0.3% for Sr/Ca ratios, and 6% for P con-
centration. 

Statistical analyses 
Differences among replicated tanks were 
tested using t tests on skeletal growth rate 
measurements. No significant differences 
were found at any of the sampling dates (t 
tests, all p > 0.05), thus corals were pooled 
together for other statistical analyses. 

Using the software GraphPad Prism (ver-
sion 5.0), we compared the slopes of the 
regression lines calculated for growth, in 
order to look for possible statistically sig-
nificant differences between the three 
phosphate enrichments. The global effect 
of time and treatment on photosynthesis, 
chlorophyll, protein, and zooxanthellae 
content was examined using repeated 
measures ANOVAs (StatView version 
5.0). For significant effects, one-way 
ANOVAs and protected least significant 
difference (PLSD) Fisher post hoc tests 
were performed at each sampling time. 
Equality of variances and normality of 
residuals were tested using Levene and 
Shapiro-Wilk tests (Statgraphics Centurion 
version 15). Dark Fv/Fm at T7 were com-
pared using a one-way ANOVA followed 
by PLSD Fisher post hoc tests. As the 
normality assumption was not met for car-
bon, nitrogen, and phosphorus contents of 
coral tissues, these data were compared 
using non parametric Kruskal–Wallis tests, 
followed by Man-Whitney post hoc tests. 
All results are presented as mean val-
ues ± standard error except for elemental 

ratios of the skeleton, for which error bars 
represent the analytical reproducibility (1 
σ, RSD). 

 

 Results 

 

Repeated measures ANOVAs showed that 
there was no effect of time or treatment (P 
enrichment) on the zooxanthellae density 
(F = 3.02, p = 0.12 for time; and F = 0.42, 
p=0.96 for treatment) and protein content 
(F = 0.93, p = 0.79 for time; and F = 1.15, 
p = 0.35 for treatment). Mean concentra-
tions were 3.7 ± 0.1 × 106 zooxanthellae 
cm-2 and 1.5 ± 0.1 mg protein cm-2 in all 
samples. Conversely, there was an effect of 
phosphate enrichment on the chlorophyll 
content, with a 44% and 58% decrease in 
the 0.5 and 2.5 μmol L-1 P-enriched corals 
as compared to the unenriched corals after 
7 weeks (one-way ANOVA, PLSD Fisher 
tests, both p < 0.001; Fig. 1A). Chlorophyll 
content per zooxanthellae therefore de-
creased from 4.3 ± 0.7 pg Chl zoox-1 in 
unenriched corals to 2.3 ± 0.4 and 1.8 ± 0.2 
pg Chl zoox-1 in 0.5 and 2.5 μmol L-1 P-
enriched corals. As a consequence of this 
decrease, rates of respiration (R) and gross 
photosynthesis (Pg) normalized to chloro-
phyll content significantly increased for 
enriched corals (Fig. 1B; PLSD Fisher 
tests, p = 0.002 and 0.007 for differences 
between unenriched and 2.5 μmol L-1 P-
enriched corals respectively for the respira-
tion or gross photosynthesis rates at T7). 
These rates however didn't significantly 
change with other normalizations (all 
p > 0.05). After 7 weeks, they were equal 
to a mean value of 1.1 and -1.0 μmol O2 
cm-2 h-1 or 2.9 and -2.7 μmol O2 zoox-1 h-1 
for  Pn  and  R  respectively. The photosyn- 
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Figure 1 | Zooxanthellae parameters of Stylophora pistillata nubbins enriched with 0 (unenriched), 
0.5, and 2.5 μmol L-1 phosphate. (A) Areal chlorophyll content measured after 4 and 7 weeks of en-
richment. (B) Respiration (R, below the x-axis) and net photosynthesis (Pn, above the x-axis) after 4 
and 7 weeks of enrichment. Data are normalized per chlorophyll content. (C) Maximum quantum 
yield of photosystem II (dark Fv/Fm of PSII) measured after 7 weeks of enrichment. (D) Calculated 
specific growth rate of the zooxanthellae population. Data are presented as the mean ± SE of 5 nubbins 
per treatment. Data significantly different from the unenriched treatment are indicated by an asterisk 
for each parameter and sampling date. 
 

Table 3 | Evolution of the average surface area in the coral Stylophora pistillata exposed to 0, 0.5, 
and 2.5 μmol L-1 phosphate-enriched seawater for 7 weeks, and concomitant growth of zooxanthellae 
over the last three weeks of the enrichment. All data are presented as the mean ± SE of 4 - 10 nubbins 
per treatment. 
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Figure 2 | Skeletal parameters of Stylophora pistillata nubbins enriched with 0 (unenriched), 0.5, and 
2.5 μmol phosphate L-1. (A) Evolution of dry mass over 8 weeks of enrichment under laboratory con-
ditions. Each point represents the mean ± SE of 10 nubbins. (B) P/Ca, Mg/Ca and Sr/Ca ratios of nub-
bins enriched for 11 weeks. Data represent the ratios measured on three skeletons pooled together for 
each phosphate treatment. Error bars represent the analytical reproducibility based on the RSD (1σ) of 
six analyses of the Porites coral standard JCp-1 (Geological Survey of Japan). Note that the y-scale is 
inverted for Sr/Ca ratios. 
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thetic efficiency of PSII was higher for 2.5 
μmol L-1 P-enriched corals than for unen-
riched corals (PLSD Fisher test, p=0.001; 
Fig. 1C). Specific growth rate, calculated 
as the slope of the regression line between 
the natural logarithm of the skeletal weight 
and the time (Fig. 2A), was 31% higher in 
the 2.5 μmol L-1 P-enriched corals 
(1.27 ± 0.04% d-1) than in the unenriched 
ones (0.97 ± 0.11% d-1; F = 7.77, 
p = 0.006). Specific growth rate was 
1.11 ± 0.09% d-1 in the 0.5 μmol L-1 P-
enriched corals, and was not significantly 
different than in the unenriched corals 
(F = 0.35, p = 0.14). 

Surface area of the coral nubbins increased 
over the course of the experiment, from 
2.8 ± 0.3 cm2 on average at the beginning 
of the experiment, to 4.8 ± 0.4 and 
6.5 ± 0.8 cm2 on average after 4 and 7 
weeks of phosphate enrichment respective-
ly (Table 3). As nubbins grew, the animal 
tissue and symbiotic cells also grew. Be-
tween weeks 4 and 7 of the enrichment, 
8.5, 9.2, and 10.0 × 106 zooxanthellae were 
formed in unenriched, 0.5, and 2.5 μmol  
L-1 P-enriched corals respectively, with 
specific the growth rate of the 
zooxanthellae population significantly in-
creasing from 0.034 ± 0.001 to 
0.040 ± 0.001 d-1 between unenriched and 
2.5 μmol L-1 P-enriched corals (PLSD 
Fisher test, p = 0.007; Fig. 1D). 

In the animal compartment, there was no 
change in total areal carbon (65.3 ± 1.8 
μmol C cm-2), nitrogen (9.9 ± 0.3 μmol N 
cm-2), and phosphorus (0.16 ± 0.01 μmol P 
cm-2) contents, as well as in C:N:P ratios 
(427:65:1 ± 28:4:1) after 11 weeks of in-
cubation in the different treatments (Ta-
bles 2 and 4; Kruskal–Wallis tests, all 
p > 0.3). In zooxanthellae, C, N, and P 
content increased in phosphate-enriched 

Figure 3 | Total carbon (A), nitrogen (B), and 
phosphorus (C) content of the zooxanthellae 
compartment of nubbins after 11 weeks of 
continuous phosphate enrichments of 0 (unen-
riched), 0.5, and 2.5 μmol L-1.Each bar repre-
sents the mean ± SE of 6 nubbins. Data signifi-
cantly different from the unenriched treatment 
are indicated by an asterisk for each element. 
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corals as compared to unenriched corals, 
both when normalized to the surface area 
(Mann-Whitney post hoc tests, all 
p < 0.05; Table 4) and to zooxanthella 
(Mann-Whitney post hoc tests, all 
p < 0.05; Fig. 3). The increase in P was the 
highest (increase of 190% when normal-
ized per zooxanthellae, Fig. 3). As a con-
sequence, molar N:P ratios were signifi-
cantly lower in the 2.5 μmol L-1 P-enriched 
zooxanthellae (Mann-Whitney post hoc 
test, p = 0.49; Table 2). 

In the skeletal compartment, total phospho-
rus content was 0.90, 1.45 and 1.55 μmol P 
g-1 for unenriched, 0.5, and 2.5 μmol L-1 P-
enriched corals respectively, i.e. 0.10, 0.17 
and 0.21 μmol P cm-2 respectively. P/Ca 
ratios were 62% and 71% higher (± 9%) 
and Mg/Ca ratios were 8% and 10% higher 
(± 1.6%) in the 0.5 and 2.5 μmol L-1 P-

enriched corals, respectively. Sr/Ca ratios 
were 0.90% lower (± 0.28%) in the 2.5 
μmol L-1 P-enriched corals than in the oth-
er corals (Fig. 2B). 

The percentage of phosphorus accumula-
tion in each compartment of P-enriched 
corals relative to unenriched corals after 11 
weeks of incubation is presented in Fig. 4. 
An increase in ambient phosphate concen-
tration resulted in a linear accumulation of 
phosphorus in the zooxanthellae, while a 
tendency towards saturation was observed 
in the skeleton, and no change occurred in 
the tissue. 

 

 Discussion 

 

Overall, results obtained in this study have 
shown that phosphate enrichment mainly 
affected the coral symbionts, by decreasing 
their C:P and N:P ratios, while increasing 
their carbon, nitrogen, and phosphorus 
contents, as well as their specific growth 
rate, maximal photosynthetic efficiency of 
the PSII, and rate of photosynthesis nor-
malized to chlorophyll content. Phosphate 
enrichment also affected the skeletal com-
partment, by increasing the skeletal growth 
and the P/Ca ratio. Conversely, few chang-
es were observed in the animal host tissue. 

Concerning the elemental composition of 
the symbionts, the C:P and N:P ratios 
were > 400:1 and 50:1 respectively (Ta-
ble 2), and were thus much higher than the 
Redfield ratios advocated for nutrient-
repleted phytoplankton of 106:1 and 16:1 
(Redfield, 1934), suggesting a nutrient 
limitation. The decrease in C:P and N:P 
with P-enrichment, together with the in-
crease in the cellular phosphorus content, 

Figure 4 | Percentage of phosphorus accumu-
lation relative to unenriched corals in each 
compartment (animal, zooxanthellae, skeleton) 
of 0.5, and 2.5 μmol L-1 phosphate-enriched 
corals after 11 weeks of continuous enrich-
ment. Error bars represent the standard error of 
6 nubbins for the animal and zooxanthellae 
compartment, and the analytical reproducibility 
for the skeleton. 
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and in the specific growth rate of the 
symbiont population, suggest that there 
was a phosphorus-limitation of zooxanth-
ellae growth in hospite, in agreement with 
the hypothesis of Belda et al. (1993), who 
reported a similar decrease in C:P ratios 
after phosphate enrichment in the giant 
clam T. gigas (Table 2). This limitation 
was partially alleviated by phosphate sup-
plementation. Phosphorus-limitation of 
zooxanthellae growth was also hypothe-
sized by Miller and Yellowlees (1989) 
based on physiological evidence related to 
cytoplasmic pH, as well as inorganic and 
organic phosphorus uptake activity of cor-
als and their symbionts. The increase in the 
rates of photosynthesis per chlorophyll 
content and in the PSII photosynthetic effi-
ciency after P-enrichment suggest that, in 
addition to the growth of the symbiont 
population, phosphorus might also have 
been a limiting factor for the many steps of 
the light-dark phases of zooxanthellae pho-
tosynthesis. Phosphorus is indeed needed 
in photophosphorylation as a component of 
ATP during the conversion of light energy 
to chemical energy (Goodman et al., 1953; 
Hall and Rao, 1987), and is involved, dur-
ing the dark phase, in many components of 
the Calvin cycle, such as ribulose 1,5-

bisphosphate, 3-phosphoglycerate, 1,3-
bisphosphoglycerate, glyceraldehydes-3-
phosphate and ribulose-5-phosphate 
(Goodman et al., 1953; Hall and Rao, 
1987). Increased photosynthetic efficiency 
of the zooxanthellae may explain the de-
crease in chlorophyll content per surface 
area (Fig. 2C) or per cell. A decrease in 
chlorophyll content was similarly observed 
in the giant clam T. gigas (Belda et al., 
1993) with higher phosphate enrichments 
(2, 5, and 10 μmol P L-1), but was attribut-
ed to an increase in the zooxanthellae den-
sity and a possible iron limitation. Under-
lying mechanisms for this observed de-
crease in chlorophyll content remain to be 
further investigated, especially because 
phosphate enrichment had also no effect on 
the chlorophyll content of the corals 
P. damicornis (Snidvongs and Kinzie, 
1994; Stambler et al., 1991), Acropora 
palifera (Steven and Broadbent, 1997), and 
S. pistillata (Koop et al., 2001; Muscatine 
et al., 1989), with both similar and higher 
phosphate enrichments (Table 1). 

As a consequence of a higher photosyn-
thetic efficiency in phosphate-enriched 
zooxanthellae, and a limited enhancement 
of their growth rates, the cellular carbon 

Table 4 | Total carbon (C), nitrogen (N), and phosphorus (P) content in the coral Stylophora pistillata 
exposed to 0, 0.5, and 2.5 μmol L-1 phosphate-enriched seawater for 11 weeks. Elemental contents are 
expressed in μmol cm-2 for carbon and nitrogen, and in nmol cm-2 for phosphorus. They are all pre-
sented as the mean ± SE of 6 nubbins randomly pooled in groups of two (3 groups per treatment). 
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and nitrogen contents of these 
zooxanthellae were enhanced by 70%. 
Carbon supply is not limited in symbiotic 
corals, and nitrogen was certainly obtained 
and concentrated from the host excretion 
and the efficient uptake of the low concen-
trations in seawater. Indeed, a total of 
10×106 zooxanthellae were produced be-
tween weeks 4 and 7 in the 2.5 μmol L-1 P-
enriched corals (Table 3), with a mean N 
content of 4.2 10-12 mol N zoox-1 (Fig. 3). 
A total of ca. 42 μmol N were therefore 
needed during this period to afford the 
zooxanthellae production. If we consider a 
daily flux of nitrogen from the host to the 
zooxanthellae of 0.26 μmol N cm-2 d-1 
(Falkowski et al., 1993), ca. 32 μmol N (= 
0.26 μmol N cm-2 d-1 × 21 d × 5.9 cm2 on 
average) were available to the corals from 
host excretion. An additional total amount 
of 20 μmol N was provided via the uptake 
of dissolved ammonium in seawater (con-
sidering a mean uptake rate of 2.7 μmol N 
mg Chl-1 h-1 at an ambient concentration of 
< 0.5 μmol NH4

+, 12 h light, and 3×10-9 
mg Chl zoox-1; Godinot et al., 2011). The-
se two nitrogen sources were therefore 
sufficient to cover the needs of the 
zooxanthellae production in P-enriched 
corals. 

The increase in zooxanthellae specific 
growth rate with phosphate supplementa-
tion however did not lead to the building of 
a higher zooxanthellae density, which re-
mained unchanged in P-enriched corals 
compared to control corals (i.e. 
zooxanthellae growth just matched the 
tissue and skeletal growth of the enriched 
corals). The specific growth rate calculated 
at T7 (0.034 - 0.040 ± 0.01 d-1) was also 
ca.10 times lower than the theoretical max-
imal exponential growth rate of 0.3 d-1 for 
cultured zooxanthellae (Chang et al., 

1983). Benefits of phosphate to the 
zooxanthellae growth were therefore not 
substantial enough to reach balanced 
growth, suggesting that another nutrient 
was limiting, likely nitrogen. Indeed, the 
lack of change in zooxanthellae density 
tends to support the view that nitrogen was 
also largely limiting zooxanthellae growth, 
as addition of this nutrient is generally fol-
lowed by a zooxanthellae burst in the coral 
tissue (Falkowski et al., 1993; Muscatine et 
al., 1989; Rees, 1991). Such a nitrogen-
phosphorus co-limitation may also explain 
why phosphate addition alone did not lead 
to the negative impact on the coral calcifi-
cation generally observed when phosphate 
and nitrogen are provided together (Ferri-
er- Pagès et al., 2000; Kinsey and Davies, 
1979; Renegar and Riegl, 2005), in which 
case the overgrowth of zooxanthellae in-
duces the disruption of the symbiotic asso-
ciation. 

At the host level, there was no change in 
the elemental composition of the cells or in 
the protein content. This fact was already 
observed in the scleractinian coral 
S. pistillata and in the clam T. gigas, and it 
was hypothesized that protein synthesis 
was rather limited by the supply of amino 
acids and nitrogen (Belda et al., 1993; 
Muscatine et al., 1989). Nonetheless, the 
skeletal growth increased with phosphate 
enrichment, as was observed in some other 
studies (Table 1), maybe due to the possi-
bility of adding sufficient zooxanthellae 
biomass in the newly formed tissue and 
skeleton. The discrepancy observed with 
other studies that reported a decrease in 
skeletal growth (Table 1) might be due to 
different ways in measuring calcification, 
i.e. total skeletal weight with the buoyant 
weight technique, versus linear extension 
rate. 
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Measurements of the amount of phospho-
rus and of the P/Ca ratio in the skeleton 
confirmed an enrichment of this compart-
ment after addition of phosphate, and 
shows that phosphorus is not a toxic ele-
ment for calcification, at least at these con-
centrations. However, the small difference 
in P/Ca ratio between the two phosphate-
enriched treatments clearly demonstrated 
that there was a maximum limit in the 
amount of skeletal phosphorus accumula-
tion. The mechanism of this incorporation 
is still unknown, and two pathways are 
possible: i) phosphorus can be deposited 
from the host cytoplasm, or ii) it can di-
rectly be acquired from seawater, without 
entering through the animal compartment 
(Braun and Erez, 2004; Erez and Braun, 
2007). LaVigne et al. (2008, 2010) sug-
gested the existence of two pools of skele-
tal phosphorus, an organic pool represent-
ing the background level, and a skeletal 
inorganic pool that increases with the in-
creasing seawater phosphorus concentra-
tion. In the present study, phosphorus was 
measured in this latter inorganic pool, 
since the organic matrix was suppressed by 
the sample treatment. P/Ca values meas-
ured in enriched nubbins were remarkably 
similar to the first values reported by 
LaVigne et al. (2008) for Pavona gigantea 
(ca. 118 μmol mol-1) from the Gulf of Pan-
amá, characterized by a seasonal surface 
water phosphate increase between ca. 0.1 
to ca. 0.6 μmol L-1. Concerning the other 
trace elements analyzed, Mg/Ca and Sr/Ca 
ratios were respectively positively and 
negatively correlated with the skeletal 
growth rate, as previously reported (de 
Villiers et al., 1994; Gaetani and Cohen, 
2006; Inoue et al., 2007; Mason et al., 
2007; Rasmussen, 1988; Rasmussen and 
Cuff, 1990; Reynaud et al., 2007). The 

exact mechanisms responsible for this cal-
cification-rate related kinetic effect are not 
entirely understood, although several hy-
potheses have been proposed, including a 
Rayleigh fractionation process and cation 
partitioning during aragonite crystal for-
mation (Gaetani and Cohen, 2006; Inoue et 
al., 2007). However, the present study does 
not attempt to examine in detail the reasons 
behind the correlation between the growth 
rate and Mg/Ca and Sr/Ca ratios. 

Under enrichment conditions, phosphorus 
concentrations did not change in the ani-
mal compartment when compared to unen-
riched conditions (Fig. 4), confirming that 
animal cells do not represent an accumula-
tion site of inorganic phosphorus within 
the symbiosis. Conversely, the importance 
of phosphorus inside the skeleton and 
zooxanthellae increased (Fig. 4), confirm-
ing that these compartments are the two 
accumulation sites of inorganic phosphorus 
within the symbiotic association. In the 
zooxanthellar compartment, phosphorus 
accumulation was directly proportional to 
the ambient phosphate concentration (Fig. 
4). Conversely, the skeletal phosphorus 
accumulation seemed saturable as phos-
phorus concentration was the same, within 
analytical error, for skeletons from the 0.5 
and 2.5 μmol L-1 phosphate enrichments. 

By addressing issues of nutrient supply to 
corals, this study provides a better under-
standing of the phosphorus metabolism of 
corals. The present results suggest that a 
0.5 μmol L-1 P enrichment, which is usual-
ly the level encountered in eutrophicated 
areas, did not significantly change the 
physiology of the S. pistillata host, as 
measured through protein content and 
skeletal growth. However, the physiology 
of the symbionts was affected: although 
the zooxanthellae density remained 
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constant, the photosynthetic efficiency 
increased, and phosphorus accumulated in 
the zooxanthellae, changing their elemental 
composition (after 11 weeks of enrich-
ment). Phosphorus also accumulated in the 
skeleton of those corals.  
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Chapter 6 
 

 
Field-work: 

nutrient limitation in a 
mesotrophic reef 

 
Abstract 

The techniques developed in the laboratory at CSM on S. pistillata to study the nutri-
ent limitation of corals were tested in the field, in a mesotrophic reef from the volcanic 
island of Moorea, French Polynesia. The studied site, named " la Pépinière" (17° 29' 
23,2''S 149° 53' 34,3"W), is characterized by high phosphorus (0.70 ± 0.03 µmol L-1 
for DIP, and ?? ± ?? µmol L-1 for DOP) and nitrate (0.83 ± 0.07 µmol L-1) concentra-
tions, and a very low ammonium concentration (0.07 ± 0.02 µmol L-1). Nubbins of P. 
damicornis were sampled on the Pépinière reef in June 2011, in order to assess their 
ammonium or phosphate limitation. Michaelis-Menten constants K measured for DIP 
(K = 2.47 ± 0.85 µmol L-1) and DOP (Km = 74.8 ± 36.5 µmol L-1) were relatively high, 
and reflected the elevated dissolved phosphorus concentrations of the Pépinière reef. 
Measures performed with the double enrichment technique showed that DIP uptake 
increased in the presence of ammonium. Also, the C:P ratio of zooxanthellae was 
lower than for P. damicornis corals from an oligotrophic reef. Finally, the intracellular 
phosphate content observed with NMR in the host tissues was higher than that 
measured for highly fed corals at CSM. Collectively, these results suggest that P. 
damicornis was more limited by nitrogen than by phosphorus in the mesotrophic 
Pépinière reef. The field validation of techniques developed at CSM suggests that the 
double enrichment technique and NMR are two promising indicators of coral nutrient 
limitation for field-based studies. 
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Chapitre 6 
 

 
Application sur le        

terrain : 
limitation sur un récif 

mésotrophe 

 
Résumé 

Les techniques permettant l'étude de la limitation en nutriments, mises au point en 
laboratoire sur S. pistillata, ont été testées sur un récif mésotrophe de l'île volcanique 
de Moorea, en Polynésie Française. Le site choisi, nommé "site de la Pépinière" (17° 
29' 23,2''S 149° 53' 34,3"O), est caractérisé par des concentrations élevées en phos-
phore (0,70 ± 0,03 µmol L-1 pour le PID, et ?? ± ?? µmol L-1 pour le POD) et en ni-
trate (0,83 ± 0,07 µmol L-1), et très faibles en ammonium (0,07 ± 0,02 µmol L-1). Des 
boutures du corail P. damicornis ont été prélevées sur ce site en juin 2011, afin 
d'évaluer une éventuelle limitation par l'ammonium ou le phosphore. Les constantes 
de Michaelis-Menten K relativement élevées mesurées pour l'absorption du PID (K = 
2,47 ± 0,85 µmol L-1) et du POD (Km = 74,8 ± 36,5 µmol L-1) reflètent les forts ni-
veaux de phosphore dissous à la Pépinière. Des mesures réalisées avec la tech-
nique de double enrichissement ont montré que l'absorption de PID augmente en 
présence d'ammonium. De plus, le rapport C:P mesuré pour les zooxanthelles est 
faible comparé à celui de P. damicornis provenant d'un site oligotrophe, et la concen-
tration de phosphate intracellulaire observée en RMN dans les tissus de l'hôte est 
plus élevée que celle des coraux fortement nourris du CSM. Tous ces résultats sug-
gèrent que P. damicornis est plus limité par l'azote que par le phosphore sur le site 
mésotrophe de la Pépinière. La validation sur le terrain des techniques mises au 
point au CSM suggère que la technique de double enrichissement et la RMN sont 
deux indicateurs prometteurs pour étudier la limitation en nutriments des coraux sur 
le terrain. 
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Figure 30 | Site de la Pépinière dans le lagon de Moorea 
 

La photographie du haut présente le site d'étude (nommé site de la Pépinière) dans le lagon de Moorea. 
Les deux cages, dans lesquelles les boutures du corail Pocillopora damicornis ont été cultivées, sont 
visibles par transparence. La ligne de bouées visible à gauche délimite en surface la partie du lagon 
appartenant à l'hôtel Intercontinental, qui abrite ce site expérimental du Centre de Recherche Insulaire 
et Observatoire de l'Environnement (CRIOBE). Le laboratoire du CRIOBE se situe à quelques kilo-
mètres de là, dans la vallée visible à droite de la photographie, à l'arrière plan | La photographie en 
bas à gauche présente les boutures dans la cage ouverte | La photographie en bas à droite présente le 
suivi visuel, effectué tous les jours en apnée, pour vérifier l'état de santé des boutures dans les cages.  
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1 Site d'étude, problématiques 
scientifiques et objectifs 

 

Après avoir examiné différentes techniques 
permettant d'évaluer la limitation en phos-
phore ou en azote des coraux en labora-
toire, une mission en Polynésie Française, 
réalisée en juin 2011, a permis d'aller les 
tester directement sur le terrain. Un récif 
de l'île haute volcanique de Moorea, située 
dans l'archipel de la Société en Polynésie 
Française, a été choisi pour cette étude 
(figure 30). 

Site d'étude de la Pépinière 
Le récif étudié se situe dans le lagon nord 
de l'île de Moorea, en face de la passe de 
Taotai (figure 31). Il s'agit d'un site expé-
rimental mis en place par le CRIOBE, 
nommé site de la Pépinière. Il est maintenu 
dans une partie du lagon appartenant à 
l'hôtel Intercontinental. Sur le petit récif 
expérimental du site de la Pépinière, les 
coraux sont maintenus au sein de cages 

métalliques finement grillagées qui les 
protègent des gros brouteurs (poissons, 
bivalves) et des apnéistes nageant dans le 
lagon (figure 30). Ces cages sont situées à 
2 mètres de profondeur. 

La Pépinière est caractérisée par une salini-
té de 38 et une température moyenne de 
27,5 ± 0,5°C durant la journée. L'éclaire-
ment à une profondeur de 2 mètres est de 
1700 ± 200 µmol m-2 s-1 (mesuré à midi). 
Les concentrations en nutriments de ce site 
(tableau 6) sont relativement élevées pour 
le phosphore et le nitrate, et plutôt faibles 
pour l'ammonium57 : le site est donc méso-
trophe (i.e. intermédiaire entre oligotrophe 
et eutrophe). 

Ce site représente une occasion d'élargir le 
champ d'application des techniques mises 
en place au laboratoire pour étudier la limi-
tation des coraux, ce qui fait tout son inté-
rêt. Il est également facile d'accès, ce qui a 
facilité les échantillonnages sur le terrain, 
et bien protégé, ce qui a permis de minimi-
ser la mortalité des boutures sur place58. 

Techniques testées sur le terrain 
Les objectifs de cette étude ont été d'éva-
luer l'éventuelle limitation en ammonium 
ou en phosphore de coraux cultivés sur le 
site de la Pépinière, en appliquant les tech-

                                                           
57  On rappelle que les concentrations sur un récif 
oligotrophe sont typiquement inférieures à 
0,50 µmol L-1 pour le PID et le nitrate, et à 
0,20 µmol L-1 pour l'ammonium. Sur un récif eu-
trophe, les concentrations peuvent atteindre 
1 µmol L-1 de phosphate et 2 µmol L-1 d'ammo-
nium. 
58 Si les coraux maintenus en aquarium au CSM 
sont relativement résistants, ceux prélevés en mi-
lieu naturel sont plus fragiles, et leur bouturage 
reste une étape délicate 

Nutriment Concentration  
(µmoles L-1) 

Phosphore 

PID  0,70 ± 0,03 

POD ?? ± ?? 

POP ?? ± ?? 

Azote 

Ammonium 0,07 ± 0,02 

Nitrate 0,83 ± 0,07 

Nitrite 0,04 ± 0,003 

Autres 
Silicate 2,61 ± 0,05 

Tableau 6 | Concentrations en nutriments 
du site de la Pépinière 
 

 

Tableau 6 | Concentrations en nutriments 
du site de la Pépinière 
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niques de laboratoire mises au point au 
CSM. Dans ce contexte, la cinétique d'ab-
sorption du PID et du POD (chapitres 2 et 
3), puis l'absorption de PID en présence 
d'ammonium (chapitre 2), ont été mesurées 
pour des coraux entiers. Le rapport C:N:P 
des coraux et de leurs zooxanthelles a éga-
lement été mesuré (chapitre 5), et le conte-
nu en phosphore de l'hôte a été déterminé 
en RMN (chapitre 4). 

Ces travaux se basent sur l’hypothèse gé-
nérale que les coraux du site ne sont pas 
limités en phosphore (vu les fortes concen-
trations dans le milieu environnant), mais 
plus limités en ammonium. Les sous-
hypothèses sont donc les suivantes. 1) La 
constante de Michaelis-Menten, K, pour le 
PID devrait être élevée, étant donné que la 
concentration en PID est importante sur le 
site de la Pépinière. 2) De même, au vu des 
concentrations de POD sur le récif, on s'at-
tend à ce que le K soit également élevé 
pour le POD. 3) L'absorption de PID de-
vrait augmenter en présence d'ammonium, 
compte tenu des très faibles concentrations 
d'ammonium sur le récif. On s'attend ainsi 
à ce que l'ammonium soit plus limitant que 
le phosphore à la Pépinière. 4) Il est de 
plus attendu que les zooxanthelles présen-
tent des rapports C:P et N:P relativement 
élevés, et un rapport C:N relativement 
faible. En effet, dans l'expérience d'enri-
chissement en PID du chapitre 5, il a été 
constaté que les rapports C:P et N:P des 
zooxanthelles ont augmenté avec l'enri-

chissement en PID, tandis que le rapport 
C:N a diminué. Pour l'hôte, on ne s'attend 
pas à constater un fort impact des concen-
trations externes de nutriments sur les rap-
ports C:N:P, ainsi que cela a été observé 
dans le chapitre 5. 5) Enfin, les tissus de 
l'hôte devraient présenter une forte concen-
tration de phosphate en RMN, au vu des 
fortes concentrations de POP dans le mi-
lieu et d'après les observations du cha-
pitre 4. 

Les paragraphes qui suivent exposent l'en-
semble des résultats obtenus lors de la mis-
sion à Moorea. Ces résultats feront l'objet 
d'un article soumis pour publication à une 
revue à comité de lecture international. 

 

2 Matériel et méthodes 

Préparation des boutures de corail 
L'espèce de corail étudiée sur ce site est 
Pocillopora damicornis, un proche parent 
de Stylophora pistillata (qui n'est pas pré-
sent à Moorea). Un mois avant les expé-
riences sur le terrain, de grosses colonies 
de P. damicornis ont été transplantées sur 
le site de la Pépinière depuis un autre em-
placement du lagon. Début juin 2011, les 
colonies ont été fragmentées en boutures, 
et réimplantées sur le site pour une à deux 
semaines de récupération. 

Figure 31 | Position géographique du site de la Pépinière (figure en page suivante) 
 

Les trois cartes du monde, de la Polynésie Française et de Moorea présentent la situation géographique 
du site d'étude (17° 29' 23,2"S, 149° 53' 34,3''O). Les trois photographies présentent une vue aérienne 
de Moorea, une vue du site de la Pépinière depuis le large, et une vue satellitaire de la côte nord-ouest 
de Moorea (rectangle orange sur la carte de Moorea). Le site de la Pépinière est représenté par un dia-
mant jaune, et le laboratoire du CRIOBE par un diamant bleu. Photographies : S. Teva (vue aérienne), 
C. Godinot (vue du large) et Google Earth (vue satellitaire). 
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Figure 31 | Position géographique du site de la Pépinière (légende en page précédente) 
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Pour chaque expérience, les boutures ont 
été prélevées le matin à la Pépinière, et 
transportées dans les plus brefs délais au 
CRIOBE, dans des glacières remplies d'eau 
de mer prélevée à la Pépinière. La tempé-
rature a été maintenue constante durant le 
transport (variations inférieures à 0,4°C), 
et les boutures ont été utilisées au plus tard 
1h30 après leur prélèvement. À l'arrivée au 
CRIOBE, soit les boutures ont été directe-
ment utilisées (mesure des rapports C:N:P 
et RMN), soit elles ont été transférées im-
médiatement dans des aquariums de 12 
litres, remplis d'eau de mer filtrée 
(0,45 µm), récoltée la veille à la Pépinière, 
et chauffée à 27,5 ± 0,2°C. Les boutures 
ont été laissées 1 heure dans ces aquariums 
pour s'y acclimater, avant que les expé-
riences d'absorption de PID et de POD ne 
commencent. 

Mesure de l'absorption de phosphore 
Le dispositif utilisé pour mesurer l'absorp-
tion de PID et de POD est le même que 
celui décrit dans le chapitre 1 (pages 65-
66). L'éclairement a été fixé à 220 ± 20 
µmol m-2 s-1, et la température a été régu-
lée à 27,5 ± 0,2°C. Cinq boutures ont été 
utilisées pour chaque mesure, chacune pla-
cée dans un bécher différent, et un bécher 
sans corail a été utilisé comme contrôle. 
Des prélèvements ont été effectués dans 
chaque bécher toutes les 30 minutes durant 
120 minutes. 

Absorption de PID seul 
Le protocole suivi pour mesurer l'absorp-
tion de PID est le même que celui décrit 
dans les articles 1, 2 et 3. Le taux d'absorp-
tion de PID a été mesuré en présence de six 
enrichissements en PID différents : + 0,0 ; 
+ 0,5 ; + 1,0 ; + 2,0 ; + 3,0 et + 4,0 µmol  
L-1 (avec du KH2PO4). Il faut rajouter à ces 

enrichissements la concentration de PID 
déjà présente dans l'eau de mer filtrée utili-
sée (0,70 ± 0,03 µmol L-1, tableau 6). Les 
résultats ont été normalisés par le contenu 
en zooxanthelles, en chlorophylles et en 
protéines des coraux, puis modélisés selon 
l'équation de Michaelis-Menten (équa-
tion 1, page 74). 

Absorption de PID en présence d'ammo-
nium 
De la même façon, le taux d'absorption de 
PID a également été mesuré en présence 
d'enrichissements en ammonium : + 0,0 ; 
+ 1,0 et + 4,0 µmol L-1 (avec du NH4Cl). 
Ces taux d'absorption ont été mesurés avec 
un enrichissement en PID de + 3,0      
µmol L-1. Il faut rajouter à ces enrichisse-
ments les concentrations de PID et d'am-
monium déjà présentes dans l'eau de mer 
filtrée utilisée (0,70 ± 0,03 µmol L-1 pour 
le PID, et 0,07 ± 0,02 µmol L-1 pour l'am-
monium, tableau 6). Les résultats, égale-
ment normalisés par le contenu en zooxan-
thelles, en chlorophylles et en protéines des 
coraux, ont été traités par application d'un 
modèle de régression linéaire. 

Absorption de POD 
L'APA a été mesurée selon le protocole 
décrit dans l'article 4 et le chapitre 3, avec 
des concentrations en pNPP de 0,5 ; 50 ; 
250 ; 500 et 1000 µmol L-1. 

Mesure du contenu en phosphore 

Rapport C:N:P 
Le rapport C:N:P a été mesuré sur cinq 
grosses boutures, selon le protocole décrit 
dans l'article 6. 

Composition en phosphore en RMN 
La composition en phosphore de deux 
grosses boutures a été observée par RMN, 
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selon le protocole décrit dans l'article 5 et 
le chapitre 4. Seuls les tissus de l'hôte ont 
été observés. 

 

3 Résultats 

Absorption de phosphore 

Absorption de PID seul 
Comme dans les expériences du chapitre 2, 
les résultats ont montré que l'absorption du 
PID est dépendante de la concentration du 
PID dans l'eau (figure 32), avec un modèle 
mathématique de type cinétique de Monod 
(page 74). Le K obtenu est de 1,77 ± 0,85 
µmol L-1, auquel il faut rajouter le niveau 
de base de PID présent dans l'eau de mer à 
la Pépinière (0,70 ± 0,03 µmol L-1). Le K 
corrigé est donc de 2,47 ± 0,85 µmol L-1. 

Absorption de PID en présence d'ammo-
nium 
Les résultats obtenus ont montré que l'ab-
sorption de PID est plus rapide en présence 
d'un enrichissement en ammonium dans 
l'eau (figure 33). 

Absorption de POD 
De même que dans les expériences du cha-
pitre 3, le recyclage du POD par l'activité 
phosphatase alcaline de l'hôte a varié avec 
la concentration de pNPP introduite (figure 
34), selon l'équation de Michaelis-Menten. 
Le Km obtenu est de 74,8 ± 36,5 µmol L-1. 

Contenu en phosphore 

Rapports C:N:P 
Les rapports C:N:P mesurés pour les co-
raux de la Pépinière sont présentés dans le 
tableau 7, où ils sont comparés à ceux de la 
littérature. 

Composition en phosphore en RMN 
Les résultats obtenus en RMN du 31P pour 
la composition en phosphore des tissus de 
l'hôte P. damicornis sont présentés sur la 
figure 35. Le contenu en phosphate mesu-
ré59 est de 75,3 ± 3,1 %, et le spectre est 
comparé à celui de l'hôte S. pistillata for-
tement nourri (59,2% de phosphate) sur la 
figure 35. On observe une forte similitude 
avec les spectres obtenus pour S. pistillata 
au CSM, avec notamment l'absence de 
polyphosphates (zone sans pics non repré-
sentée à droite des spectres de la fi-
gure 35). Cependant, une moins grande 
diversité de phosphonates a été observée 
chez P. damicornis.  

                                                           
59 On rappelle que, comme expliqué dans le cha-
pitre 4, le contenu en phosphate des tissus de 
l'hôte est exprimé en pourcentage (de phosphate) 
par rapport au pic de phosphonate à 21,2 ppm, qui a 
lui aussi été retrouvé dans les P. damicornis exami-
nés à la Pépinière. 

Figure 32 | Absorption de PID seul 
 

Effet de l'enrichissement en PID sur son ab-
sorption par P. damicornis. Le K doit être cor-
rigé avec la concentration initiale de PID pré-
sente dans l'eau de mer filtrée (0,70 ± 0,03 
µmol L-1). Les pointillés représentent l'inter-
valle de confiance à 95%. 
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Figure 35 | Composition en phosphore (figure en page suivante) 
 

Observation en RMN du 31P de la composition en phosphore de l'hôte P. damicornis du site de la Pé-
pinière (en bas, bleu foncé) comparé à un hôte de S. pistillata fortement nourri (en haut, bleu ciel). La 
flèche 1 représente le standard APP (0,5 µmoles), la flèche 2 le phosphate, et la flèche 3 le pic de 
phosphonate à 21,2 ppm. Le pourcentage de phosphate par rapport à ce dernier pic est indiqué à droite 
du pic de phosphate. Le spectre du haut provient de l'article 5, figure 7A. 

 

   

 
 

 

  

 

 

 

 

 

Tableau 7 | Rapports C:N:P (tableau en page suivante) 
 

Rapports C:N:P  de l'hôte et des zooxanthelles des colonies de P. damicornis de la Pépinière (ligne 1) 
comparés aux valeurs de la littérature pour le même corail (ligne 2, Muller-Parker et al., 1994), ou 
pour des S. pistillata (lignes 4 et 5, Godinot et al., 2011). Les P. damicornis de l'étude de Muller-
Parker et al. (1994) proviennent d'un récif Hawaiien présentant des concentrations de nutriments dé-
crites comme inférieures à 1 µmol L-1 (site caractérisé d'oligotrophe, sans plus de précisions sur les 
concentrations de chaque nutriment). Les S. pistillata sont ceux présentés dans l'article 6, avec un enri-
chissement en PID de 0,5 µmol L-1 (ligne 4) et le traitement non enrichi (ligne 5). Les lignes 3 et 6 
comparent pour chaque espèce les coraux contrôle (lignes 2 et 5) et les coraux des lignes 1 et 4, en 
prenant les coraux contrôle pour référence de la tendance donnée | ● : pas de différences | ▼ : dimi-
nution | ▲ : augmentation. 

Figure 33 | Absorption de PID en présence 
d'ammonium 
 

Absorption de PID (enrichissement initial de 
3,0 µmol L-1) par P. damicornis en présence 
d'ammonium. Les pointillés représentent l'in-
tervalle de confiance à 95%. 
 

Figure 34 | Absorption de POD 
 

Effet de la concentration en pNPP sur son 
hydrolyse par l'APA de P. damicornis. Les 
pointillés représentent l'intervalle de con-
fiance à 95%. 
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 Hôte Zooxanthelles 
P. damicornis C:P N:P C:N C:P N:P C:N 

1 Cette étude  
Site de la Pépinière 136 ± 8 24,0 ± 1,0 5,7 ± 0,1 255 ± 41 27,6 ± 2,8 9,2 ± 1,3 

2 Muller-Parker et al. (1994) 
Contrôle 172 ± 35 26,6 ± 4,4 6,4 ± 0,4 365 ± 49 21,4 ± 3,1 19,7 ± 4,0 

3 Tendance la Pépinière ● ● ▼ ▼ ▲ ▼ 

S. pistillata C:P N:P C:N C:P N:P C:N 

4 Godinot et al. (2011) 
Enrichis en PID 389 ± 73 58 ± 10 6,8 ± 0,1 411 ± 55 56 ± 7 7,3 ± 1,2 

5 Godinot et al. (2011) 
Contrôle 433 ± 47 66 ± 6 6,6 ± 0,2 551 ± 58 87 ± 8 6,3 ± 1,3 

6 Tendance enrichis en PID ● ● ● ▼ ▼ ● 

Figure 35 | Composition en phosphore (légende en page précédente) 

Tableau 7 | Rapports C:N:P (légende en page précédente) 
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4 Discussion 

Limitation par les nutriments 
Les résultats obtenus confirment les hypo-
thèses émises au début de ce chapitre, ainsi 
que l'exposent les paragraphes qui suivent. 

Pas ou peu de limitation par le phos-
phore... 
Les K relativement élevés mesurés pour le 
PID (K = 2,47 ± 0,85 µmol L-1) et le POD 
(Km = 74,8 ± 36,5 µmol L-1), ainsi que le 
contenu élevé en phosphate intracellulaire 
observé en RMN (75,3 ± 3,1 %, i.e. plus 
que dans des coraux fortement nourris au 
CSM), sont cohérents avec les concentra-
tions relativement élevées de DIP (0,70 ± 
0,03 µmol L-1) et de DOP (?? ± ?? µmol   
L-1) mesurées sur le récif. Ces résultats 
suggèrent que les coraux de la Pépinière 
sont relativement peu limités par le phos-
phore. 

De plus, le rapport C:P mesuré pour les 
zooxanthelles est relativement faible par 
rapport à celui rapporté auparavant pour 
P. damicornis (Muller-Parker et al., 1994). 
Or, dans le chapitre 5, il a été montré qu'un 
enrichissement en PID de S. pistillata en-
traîne une diminution du rapport C:P des 
zooxanthelles. Cette comparaison suggère 
donc également que les coraux ne man-
quent pas de phosphore à la Pépinière. En 
outre, le rapport C:N:P des zooxanthelles 
de La Pépinière est plus proche du rapport 
106:16:1 de Redfield que la rapport C:N:P 
des zooxanthelles de S. pistillata du CSM, 
renforçant l'hypothèse que les coraux de la 
Pépinière sont plutôt proches de l'équilibre 
nutritif sur ce site mésotrophe.   

 

... mais une limitation par l'azote... 
Le fait que l'absorption de PID ait augmen-
té en présence d'ammonium indique que 
les coraux de la Pépinière manquaient pro-
bablement d'ammonium pour utiliser au 
maximum le PID présent dans l'eau. Ce 
résultat est cohérent avec la très faible con-
centration d'ammonium dans l'eau à la Pé-
pinière (0,07 ± 0,02 µmol L-1), et suggère 
que les coraux de la Pépinière sont plus 
limités par l'azote que par le phosphore. 

... malgré une forte concentration de ni-
trate 
La présence d'une forte concentration de 
nitrate dans l'eau (0,83 ± 0,07 µmol L-1) ne 
semble pas avoir évité la limitation par 
l'azote des coraux. Cela suggère que les 
P. damicornis de la Pépinière n'ont pas une 
forte activité de l'enzyme permettant d'uti-
liser le nitrate, la nitrate réductase, voire 
que cette enzyme est inhibée dans leurs 
zooxanthelles (annexe A). Cela est cohé-
rent avec le fait que le nitrate est considéré 
comme une source d'azote peu importante  
pour les coraux (D'Elia et al., 1983; 
Domotor et D'Elia, 1984; Wilkerson et 
Trench, 1986; Grover et al., 2003). 

Néanmoins, il a également été rapporté que 
la nitrate réductase est surtout inhibée par 
des concentrations fortes d'ammonium 
(Grover et al., 2003), ce qui n'est pourtant 
pas le cas au site de la Pépinière. Ainsi, 
l'hypothèse que le nitrate ne représente pas 
une source d'azote significative, ou suffi-
sante, pour les coraux de la Pépinière, reste 
à confirmer expérimentalement par des 
mesures d'absorption de ce nutriment. 
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Techniques testées sur le terrain 
Le but de la mission à Moorea a également 
été de tester directement sur le terrain cinq 
des techniques présentées dans les cha-
pitres précédents, et qui permettent d'éva-
luer la limitation des coraux par le phos-
phore ou l'azote : la mesure du taux d'ab-
sorption de PID, seul et en présence d'am-
monium, la mesure du taux d'absorption de 
POD, la mesure du rapport C:N:P de l'hôte 
et des zooxanthelles, et l'observation en 
RMN du 31P. Les résultats présentés dans 
ce chapitre suggèrent que les techniques 
d'étude les plus indicatives d'une limitation 
par les nutriments sont : la mesure des taux 
d'absorption d'un nutriment en présence 
d'un autre nutriment (technique de double 
enrichissement), et l'analyse par RMN. Ces 
deux techniques sont réalisables sur le ter-
rain, mais présentent des avantages et des 
inconvénients. 

La technique de double enrichissement 
nécessite d'évaluer au préalable les para-
mètres cinétiques d'absorption du nutri-
ment étudié, afin de pouvoir ensuite se 
placer à une concentration saturante de ce 
nutriment lors des mesures en présence 
d'un autre nutriment. Ces mesures sont 
donc relativement longues à effectuer. Ces 
mesures nécessitent de plus du matériel 
qu'il n'est pas forcément facile de trouver 
sur le terrain (agitateurs magnétiques mul-
tipostes, système de pompes et de régula-
tion de la température, centrifugeuse, spec-
trophotomètre et spectrofluorimètre). Ce-
pendant, la technique de double enrichis-
sement a donné lieu à des résultats facile-
ment interprétables lors de cette thèse, et 

elle ne nécessite pas de calibration60 préa-
lable, ce qui fait tout son avantage. 

La préparation d’échantillons à des fins 
d’analyse par RMN ne nécessite, quant à 
elle, que peu de matériel sur le terrain 
(plaque chauffante, centrifugeuse, lyophili-
sateur) et est relativement rapide à mettre 
en place (une journée), mais nécessite 
d'avoir accès à une plateforme de spectro-
métrie de retour de mission... Elle néces-
site, de plus, de pouvoir au préalable cali-
brer la réponse de l'espèce de corail étudiée 
à un enrichissement en PID. 

Malgré leurs inconvénients, ces deux tech-
niques ont pu être mises en place sur le 
terrain, et ont donné des résultats cohérents 
avec le caractère mésotrophe du site choisi 
pour l'étude. Ces deux techniques consti-
tuent donc des indicateurs prometteurs 
pour étudier la limitation en nutriments, et 
surtout en phosphore, en milieu récifal. 

Toutefois, pour évaluer de manière plus 
exhaustive la limitation par les nutriments 
sur le terrain, il aurait été intéressant de 
pouvoir également mesurer les taux d'ab-
sorption d'ammonium et de nitrate, seuls et 
en présence de PID. Ces mesures de taux 
d'absorption étant très chronophages, il n'a 
pas été possible de toutes les réaliser du-
rant les trois semaines de la mission.  

 

                                                           
60 On entend par calibration la nécessité d'obtenir 
au préalable des résultats dans diverses des condi-
tions expérimentales, afin de pouvoir ensuite inter-
préter les résultats obtenus. C'est par exemple le cas 
pour les mesures des rapports C:N:P (qui ne veulent 
pas dire grand chose sans point de comparaison) et 
pour la RMN (il a fallu établir la variabilité du pic 
intracellulaire de phosphate et le relier aux condi-
tions environnementales pour pouvoir interpréter 
les résultats obtenus à Moorea. 
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Comparaison avec les résultats obte-
nus au CSM 

Avant toute chose, il convient de noter que, 
bien qu'il s'agisse d'espèces apparentées, 
les coraux utilisés à Moorea sont différents 
de ceux du CSM, ce qui peut constituer un 
biais dans les analyses et rend délicate, 
voire impossible, une stricte comparaison 
des résultats obtenus à Moorea et au CSM 
dans des conditions similaires. Toutefois, 
une comparaison globale de l'ensemble des 
résultats obtenus reste possible, en tenant 
compte des différences entre les disponibi-
lités en nutriments dissous du CSM et de la 
Pépinière. 

Ainsi, au CSM, où la concentration en PID 
est 10 fois plus faible que la concentration 
en ammonium (0,05 et 0,50 µmol L-1 res-
pectivement), les coraux sont plutôt limités 
par le phosphore pour leur métabolisme. 
En particulier, l'absorption d'ammonium 
est limitée par la disponibilité du PID, tan-
dis que l'absorption de PID est indépen-
dante de la concentration en ammonium. 
Au contraire, à Moorea, où le rapport entre 
concentration en PID et en ammonium est 
inversé (0,70 et 0,07 µmol L-1 respective-
ment), les résultats sont eux aussi inver-
sés : les coraux semblent plutôt limités par 
l'ammonium, et l'absorption de PID est 
dépendante de la concentration d'ammo-
nium. 
 

5 Schéma bilan 
 

La figure 36 présente un bilan des résultats 
obtenus dans ce chapitre. 
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Figure 36 | Bilan de l'absorption et de la composition en phosphore à la Pépinière 
Les résultats acquis dans le chapitre 6 sont résumés en couleur, sur la base de la Figure 13 (passée en 
tons de gris pour plus de lisibilité). Vert : paramètre non affecté par les conditions mésotrophes. 
Rouge : paramètre positivement affecté par les conditions mésotrophes. Bleu : paramètre négativement 
affecté par les conditions mésotrophes. Noir : voies métaboliques considérées. Bleu-gris : stocks de 
phosphore observés, et dont la composition est donnée dans les encadrés en bas de la figure. 
 



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

 

250 

 

  



  CHAPITRE 5  |  Devenir du phosphore absorbé au sein de la symbiose  

 

251 

 

Chapter 7 
 

 
General discussion and 

perspectives:  
 phosphorus metabolism 

and limitation            
within the symbiosis 

 
Abstract 
The main aim of this work was to assess the metabolic phosphorus demand of 
scleractinian corals, and the use of the various dissolved forms of phosphorus. If 
most previous studies have focused on nitrogen limitation, the results obtained in this 
work suggest that the symbiotic association can also be limited by phosphorus. In-
deed, under oligotrophic conditions, the high uptake rates of DIP and DOP, the adap-
tation of DIP transporters and of APA to micromolar phosphorus concentrations, as 
well as the increase in photosynthesis and skeletal growth rate observed with a DIP 
enrichment, are in favor of a possible phosphorus limitation of the energetic metabo-
lism of corals. Indirect results were also obtained on nitrogen during this work, which 
suggest that both nutrients are probably co-limiting the symbiosis, with nitrogen most-
ly limiting biomass and growth, while phosphorus mostly limits metabolism. Results 
also demonstrated that DIP and DOP uptake are highly regulated processes, influ-
enced by the availability of the various phosphorus sources, in and out of the symbio-
sis, and by environmental parameters (light, pH, temperature, presence/absence of 
nitrogen). Finally, this work highlighted the fate of phosphorus within the symbiotic 
association, by determining the compounds in which phosphorus occurs in host tis-
sues and zooxanthellae cells, and by assessing the physiological parameters impact-
ed by DIP enrichment. Additionally, two innovative indicators were developed during 
this work to assess the nutrient limitation of corals in the field: double nutrient enrich-
ments and 31P-NMR. To summarize the results obtained, a balance of the contribu-
tion of DIP, DOP, and POP, to the uptake of phosphorus of the symbiosis, was calcu-
lated. It showed that these three sources each contribute c.a. 100 nmol of P cm-2 d-1, 
but that POP is likely the predominant form of phosphorus used among the three. It 
also highlights the variability of this budget with environmental conditions, and the 
main perspective of this work is to complete this phosphorus budget in the context of 
global change. 
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Chapitre 7 
 

 
Discussion générale     

et perspectives :    
métabolisme du             

phosphore et limitation 
de la symbiose 

 
Résumé 

L'enjeu principal de cette thèse a été d'évaluer les besoins métaboliques en phos-
phore des coraux scléractiniaires, et l'utilisation des différentes formes dissoutes du 
phosphore. Si la plupart des études se sont auparavant focalisées sur la limitation en 
azote, les résultats obtenus durant cette thèse suggèrent qu'il existe également une 
limitation des coraux par le phosphore. En effet, en conditions oligotrophes, les taux 
d'absorption de PID et de POD élevés, l'adaptation des transporteurs de PID et de 
l'APA à des concentrations micromolaires de phosphore, ainsi que l'augmentation de 
la photosynthèse et de la croissance squelettique des coraux en présence d'un enri-
chissement en PID, sont des indices en faveur d'une possible limitation par le phos-
phore du métabolisme énergétique de la symbiose. Des résultats indirects ont éga-
lement été obtenus sur l'azote, et suggèrent que les deux nutriments limitent conjoin-
tement la symbiose, avec surtout une limitation de la biomasse et de la croissance 
par l'azote, et une limitation du métabolisme par le phosphore. Les résultats obtenus 
ont également démontré que l'absorption du PID et du POD sont des processus ex-
trêmement régulés, aussi bien par la disponibilité des diverses sources de phosphore 
au sein et hors de la symbiose, que par les paramètres environnementaux (lumière, 
pH, température, présence/absence d'azote). Enfin, cette thèse a mis en évidence le 
devenir du phosphore absorbé dans la symbiose, en déterminant les molécules au 
sein desquelles se trouve le phosphore dans la symbiose, et en évaluant les para-
mètres physiologiques modifiés par un enrichissement en PID. De plus, deux indica-
teurs innovants ont été mis en place durant cette thèse pour évaluer la limitation des 
coraux par les nutriments sur le terrain : la technique de double enrichissement et la 
RMN du 31P. A l'issue de ces travaux, il a été possible de réaliser un bilan de la con-
tribution du PID, du POD et du POP, à l'absorption de phosphore par la symbiose. Ce 
bilan montre que ces trois sources apportent chacune environ une centaine de nmol 
de P cm-2 j-1, mais que la contribution du POP est sans doute majoritaire par rapport 
à celles du POD et du PID. Ce bilan met aussi en évidence la variabilité des contribu-
tions en fonction des conditions environnementales, et la perspective majeure de 
cette thèse est de le compléter dans le contexte du changement global. 



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

 

254 

 

  

Figure 37 | Coucher de soleil concluant la mission de terrain en Polynésie Française 
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1 Rappel des enjeux et           
objectifs de cette thèse 

 

L'enjeu principal de cette thèse a été 
d’évaluer les besoins en phosphore des 
coraux scléractiniaires, et l’utilisation des 
différentes formes dissoutes du phosphore. 
Les trois objectifs développés tout au long 
des chapitres de cette thèse ont été les sui-
vants :  

- 1. examiner l'absorption de phosphore 
dissous par les coraux sous diverses 
conditions environnementales (ap-
proche 1, physiologique et biochi-
mique | chapitres 2, 3 et 6) ; 

- 2. déterminer la composition en phos-
phore des symbiotes et de l'hôte (ap-
proche 2, stœchiométrique | chapitres 4, 
5 et 6) ; 

- 3. évaluer les paramètres physiolo-
giques intervenant dans le devenir du 
phosphore absorbé par la symbiose (ap-
proche 3, expérimentale | chapitres 4 et 
5). 

De plus, un examen critique des outils 
permettant de déterminer les processus 
métaboliques limités par le phosphore a été 
réalisé. 

Les résultats de ce travail de thèse ont 
permis d'apporter de nouvelles informa-
tions sur i) la limitation en phosphore des 
coraux, ii) la régulation de l'absorption du 
phosphore dissous par les conditions envi-
ronnementales (résumées sur la figure 38), 
et iii) le devenir du phosphore absorbé 
dans la symbiose. Ces trois aspects sont 
discutés dans les paragraphes qui suivent. 
Ce chapitre se termine par un bilan chiffré 
de l'importance relative des diverses 
sources de phosphore (PID, POD et POP) 

pour les coraux (approche 4, mathéma-
tique). 

 

2 Limitation par le                 
phosphore dans la symbiose 

 

Alors que la plupart des études sur la limi-
tation des coraux par les nutriments se sont 
concentrées sur l'azote et ont conclu à une 
limitation par ce nutriment (Muscatine et 
al., 1989; Rees, 1991; Falkowski et al., 
1993), cette thèse s'est au contraire atta-
chée à évaluer la possible limitation en 
phosphore des coraux. Les résultats obte-
nus démontrent que la symbiose coral-
lienne peut effectivement être limitée par 
le phosphore. 

Limitation en phosphore 
Les taux d'absorption de PID et de POD 
relativement élevés, et l'adaptation des 
transporteurs de PID et des phosphatases 
alcalines à des concentrations micromo-
laires de phosphore (chapitres 2 et 3), sont 
des indices en faveur de forts besoins mé-
taboliques en phosphore, et d'une limita-
tion possible de la symbiose par ce nutri-
ment. C'est particulièrement le cas pour les 
symbiotes, qui présentent de faibles K à la 
fois pour le PID (K = 0,57 ± 0,18 µmol L-1) 
et le POD (K = 7,6 ± 1,6 µmol L-1). Con-
cernant le POD, le fait que l'expression des 
phosphatases alcalines de l'hôte soit indé-
pendante de la présence des symbiotes est 
un indice supplémentaire de limitation en 
phosphore. 

Enfin, l'augmentation de la photosynthèse 
et de l'efficacité photosynthétique avec le 
PID (chapitre 5), démontrent que le phos-
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phore est un élément limitant pour le méta-
bolisme énergétique des symbiotes, en 
accord avec l'abondance de cet élément 
dans des molécules telles que l'ATP et 
l'ARN. De plus, la diminution des rapports 
C:P et N:P des zooxanthelles avec l'enri-
chissement, ainsi que l'augmentation du 
contenu en phosphore et du taux de crois-
sance spécifique des zooxanthelles, suggè-
rent que les symbiotes sont également limi-
tés par le phosphore pour leur croissance. 
Cette limitation a été partiellement atté-
nuée par l'enrichissement en PID. 

La conclusion d'une limitation du métabo-
lisme énergétique des coraux par le phos-
phore est en accord avec les conclusions 
d'études précédentes (Miller et Yellowlees, 
1989; Belda et al., 1993), et cohérente avec 
la distribution du phosphore au sein des 
molécules du vivant (ATP, ARN). 

Limitation conjointe en phosphore et 
en azote 

Les résultats obtenus au cours de cette 
thèse permettent également d'obtenir des 
informations, directes et indirectes, sur une 
éventuelle limitation en azote de la sym-
biose, qu'elle soit concomitante ou alterna-
tive à la limitation en phosphore. 

Ainsi, dans le chapitre 2 et l'annexe A, 
l'absence d'augmentation de l'absorption de 
PID en présence d'azote, et l'augmentation 
de l'absorption d'azote en présence de PID, 
sont des indices directs en faveur d'une 
plus forte limitation par le phosphore que 
par l'azote, en accord avec les hypothèses 
de Jackson et al. (1989) et de Miller et 
Yellowlees (1989). Pour autant, ces résul-
tats n'excluent pas une limitation possible 
de certaines voies métaboliques par l'azote, 
dont les taux d'absorption sont également 

relativement élevés, notamment sous forme 
d'ammonium (annexe A). 

Un autre indice, indirect, sur la limitation 
en azote, provient des résultats de l'expé-
rience d'enrichissement en PID du cha-
pitre 5. Les résultats obtenus ont montré 
que l'augmentation du taux de croissance 
spécifique des zooxanthelles n'a pas été 
suffisante pour entraîner une augmentation 
de leur densité dans les tissus de l'hôte. En 
effet, la croissance des zooxanthelles a 
simplement suivi la croissance squelettique 
de l'hôte, sans la dépasser. De plus, le taux 
de croissance spécifique des zooxanthelles 
est resté compris entre  0,03 et 0,04 j-1 
malgré l'enrichissement en PID, soit envi-
ron 10 fois plus faible que le taux de crois-
sance spécifique maximal obtenu en cul-
ture, qui est de 0,30 j-1 (Chang et al., 
1983). Les nutriments disponibles n'ont 
donc pas suffi pour permettre une crois-
sance équilibrée et optimale des zooxan-
thelles. Ces résultats indiquent donc que le 
phosphore n'a pas été le seul élément limi-
tant pour la croissance des zooxanthelles. 
On peut alors supposer que l'azote a éga-
lement manqué, d'autant plus qu'un enri-
chissement en ammonium entraîne généra-
lement une augmentation de la densité des 
zooxanthelles dans les tissus de l'hôte 
(Muscatine et al., 1989; Rees, 1991; 
Falkowski et al., 1993).  

Les résultats de cette thèse vont donc dans 
le sens d'une limitation conjointe par le 
phosphore et l'azote de la croissance des 
coraux et de leurs zooxanthelles, avec sur-
tout une limitation de la biomasse et de la 
croissance par l'azote, et une limitation du 
métabolisme énergétique par le phosphore. 
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Variabilité de la limitation en phos-
phore 

Cette limitation du métabolisme par le 
phosphore semble, par contre, dépendante 
de la disponibilité des sources de phos-
phore dans le milieu : ainsi, au CSM, où la 
concentration en PID est 10 fois plus faible 
que la concentration en ammonium, les 
coraux sont plutôt limités par le phosphore 
pour leur métabolisme. Au contraire, à 
Moorea, où le rapport entre concentration 
en PID et en ammonium est inversé, les 
résultats ont montré que l'ensemble des 
paramètres mesurés reflète la forte teneur 
en phosphore du site de la Pépinière, et 
suggère une plus forte limitation par l'azote 
que par le phosphore sur ce récif méso-
trophe. Ces résultats s'opposent donc à 
l'hypothèse de Belda selon laquelle la limi-
tation en phosphore est constitutive et rela-
tivement indépendante de la présence de 
phosphate dans l'eau, tandis que seule la 
limitation en azote est fonction de sa dis-
ponibilité dans le milieu (Belda et al., 
1993). 

Techniques d'étude de la limitation 
Cette thèse a également permis de déve-
lopper les outils permettant d'évaluer les 
déficiences en nutriments de la symbiose. 
Ainsi, la limitation a été étudiée par la me-
sure des taux d'absorption de nutriments, 
seuls ou lors d'un double enrichissement, 
par la mesure de la composition élémen-
taire (C:N:P), par l'observation de la répar-
tition du phosphore dans les molécules de 
la symbiose en RMN du 31P, et par la me-
sure de divers paramètres physiologiques 
en présence et en l'absence de phosphore. 

Deux indicateurs efficaces 
Il ressort des expériences effectuées sur le 
terrain à Moorea que la mesure des taux 

d'absorption de nutriments avec la tech-
nique de double enrichissement (mesure du 
taux d'absorption d'un nutriments en pré-
sence/absence d'un autre nutriment) est un 
indicateur prometteur, relativement facile à 
mettre en place, quoique chronophage, 
pour étudier la limitation en nutriments en 
milieu récifal. 

La mesure du contenu en phosphate des 
tissus hôtes par RMN du 31P représente un 
indicateur supplémentaire, rapide, mais 
demandant plus d'investissement tech-
nique, pour évaluer la disponibilité du 
phosphore pour les coraux (même si ce 
n'est pas là le seul avantage de cet outil 
spectroscopique de pointe, comme rappelé 
par la suite en pages 261-262). Les résul-
tats du chapitre 4 ont en effet montré que le 
contenu en phosphore de la symbiose, et 
notamment en phosphate intracellulaire, est 
dépendent des conditions environnemen-
tales, en particulier de la disponibilité en 
phosphore, que ce soit sous forme de PID, 
de POD ou de POP. Ce résultat, confirmé 
lors de la mission à Moorea du chapitre 6, 
fait de l'observation en RMN du 31P de la 
concentration de phosphate intracellulaire 
un indicateur de choix pour évaluer les 
déficiences en nutriments de la symbiose. 
Mais ce n'est pas là  

Un indicateur remis en question 
Au contraire, la mesure de l'APA, aupara-
vant présentée comme un bon indicateur de 
limitation en phosphore (Annis et Cook, 
2002), apparaît à l'issue de cette thèse 
comme un indicateur peu fiable. En effet, 
s'il est généralement admis que l'APA 
augmente en cas de limitation en phos-
phore, le contraire a été observé durant 
cette thèse. Ainsi, pour une même espèce 
de corail, P. damicornis, l'APA mesurée en 
conditions oligotrophes au CSM (57,6 ± 
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7,0 10-9 mol P mg prot-1 h-1 à une concen-
tration de pNPP de 250 µmol L-1) est envi-
ron 5,5 fois plus faible que celle mesurée 
sur le récif mésotrophe de la Pépinière 
(318 ± 34 10-9 mol P mg prot-1 h-1 à la 
même concentration de pNPP).  

Les résultats de cette thèse apportent ainsi 
un éclairage nouveau sur la limitation par 
les nutriments dans la symbiose coral-
lienne. Les deux indicateurs innovants, mis 
en place pour évaluer la limitation des co-
raux par les nutriments, devraient per-
mettre de mieux déterminer l'état nutritif 
des récifs sur le terrain.  

 

3 Régulation de l'absorption de 
phosphore 

 

Contrairement aux précédentes études qui 
s'étaient surtout concentrées sur les sym-
biotes, l'absorption de phosphore, au cours 
des travaux réalisés durant cette thèse, a 
été envisagée aussi bien sous l'angle des 
symbiotes que de l'hôte corallien, en dé-
montrant notamment la présence d'un 
symporteur sodium/phosphate candidat 
pour le transport de PID chez l'hôte. L'effet 
de divers facteurs environnementaux a 
également été précisé, renforçant ainsi les 
connaissances scientifiques sur la capacité 
d'adaptation des coraux aux changements 
ambiants. Enfin, l'absorption a été caracté-
risée aux faibles concentrations environ-
nementales, ce qui va permettre d'établir 
un bilan détaillé des apports de PID et de 
POD dans la symbiose (à la fin de ce cha-
pitre). 

Les résultats obtenus ont démontré que 
l'absorption du PID et du POD sont des 
processus extrêmement régulés (figure 38), 
aussi bien par la disponibilité des diverses 

sources de phosphore à l'extérieur et à l'in-
térieur de la symbiose, que par les para-
mètres environnementaux (lumière, pH, 
température...). 

Cette régulation fine est cohérente avec le 
fait que le phosphore soit limitant pour le 
métabolisme énergétique de la symbiose : 
l'absorption de phosphore dissous est donc 
sans doute proportionnée aux besoins en 
phosphore de la symbiose et à l'état de ré-
plétion des stocks internes de phosphore, 
eux même dépendants des performances 
métaboliques et physiologiques des coraux 
dans des conditions environnementales 
données. 

Régulation par la disponibilité des 
diverses sources de phosphore 

Régulation de l'absorption de PID et de 
POD par la présence de PID 
Tout d'abord, pour le PID, son taux d'ab-
sorption diminue avec la présence de fortes 
concentrations de PID dans le milieu. En 
effet, dans le chapitre 2, 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 µmol L-1 de PID durant 8 
semaines. En outre, dans le chapitre 6, le K 
mesuré pour les coraux du récif méso-
trophe de la Pépinière (K = 2,47 ± 0,85 
µmol L-1) est environ 2,5 fois plus élevé 
que le K mesuré en conditions oligotrophes 
au CSM (K = 1,0 ± 0,37 µmol L-1), ce qui 
indique que l'affinité des coraux pour le 
PID est plus faible en présence d'une forte 
concentration de phosphore. 

Concernant le POD, des indices sur le lien 
entre absorption de PID et de POD ont été 
obtenus par l'utilisation de coraux blanchis. 
En effet, une APA 6,4 fois plus forte a été 
mesurée pour des S. pistillata blanchis que
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Figure 38 | Bilan des apports de phosphore en conditions oligotrophes et mésotrophes 
Les secteurs sur les disques représentent la proportion de phosphore apportée par chacune des trois 
sources de phosphore, en conditions oligotrophes (haut) et mésotrophes (bas). Les apports de PID, de 
POD et de POP proviennent du tableau 8. Les facteurs inscrits autour du cercle des apports représen-
tent les paramètres environnementaux testés durant la thèse. Vert : paramètre n'ayant pas d'effet. 
Rouge : paramètre ayant un effet positif. Bleu : paramètre ayant un effet négatif. 
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pour des S. pistillata symbiotiques. L'hy-
pothèse émise est que les apports continus 
de PID, dus à la présence des zooxan-
thelles, ont réduit l'APA chez les coraux 
symbiotiques, tandis que les carences en 
PID provoquées par la perte des symbiotes, 
a été compensée, au moins en partie, par 
une augmentation de l'utilisation du POD 
par l'APA. Ceci peut paraître contradictoire 
avec les résultats discutés en pages 257 -
258. Cependant, l'APA plus forte mesurée 
à la Pépinière en conditions mésotrophes 
par rapport aux conditions oligotrophes du 
CSM représente probablement une adapta-
tion à des concentrations élevées de phos-
phore sur le long terme au site de la Pépi-
nière, tandis que l'augmentation de l'APA 
dans les coraux blanchis pourrait être liée à 
une réponse transitoire des coraux à la 
perte des symbiotes et à des carences in-
ternes en phosphore. Quoiqu'il en soit, la 
relation entre utilisation du POD et con-
centrations environnementales de POD et 
de PID reste à approfondir. 

Régulation de l'absorption de PID et de 
POD par la présence de POP 
Dans le chapitre 2, l'utilisation de coraux 
non nourris durant 1, 3 ou 21 jours a per-
mis de démontrer que le taux d'absorption 
du PID diminue avec la proximité dans le 
temps des repas de l'hôte. Pour le POD 
étudié dans le chapitre 3, la même ten-
dance a été observée, avec une diminution 
de l'APA chez les coraux nourris par rap-
port à des coraux non nourris. Il est pro-
bable que l'enrichissement régulier en POP 
apporté par la nutrition soit directement à 
l'origine de la diminution de l'absorption 
du PID et du POD chez les coraux nourris. 
Il a de plus été constaté que, pour le PID, 
cet effet de la nutrition s'atténue dès 3 jours 
sans nourriture, ce qui implique que la vi-
dange des stocks de phosphore apportés 

par la nutrition hétérotrophe se produit 
relativement rapidement. 

Régulation par les autres conditions 
environnementales 

Effet de la lumière 
Les résultats obtenus dans les chapitres 2 et 
3 ont montré que l'absorption de PID et de 
POD se font à la fois à l'obscurité et à la 
lumière, avec un effet positif de l'éclaire-
ment, autant pour les zooxanthelles que 
pour l'hôte. Ces résultats ont permis de 
mettre en avant un lien probable avec la 
photosynthèse des symbiotes, qui est un 
processus consommant du phosphate pour 
générer de l'ATP (Goodman et al., 1953; 
Hall et Rao, 1987). 

Effet du changement global 
Les résultats du chapitre 2 ont démontré 
que le taux d'absorption du PID n'est pas 
affecté par un changement du pH seul. À 
l'inverse, une augmentation de température 
seule (33°C) a entraîné un accroissement 
de l'absorption de PID. La combinaison 
d'une température élevée (33°C) et d'un pH 
faible (7,5) a entraîné une diminution si-
gnificative de l'absorption de PID en com-
paraison avec les taux mesurés dans les 
conditions contrôle (26°C, pH = 8,1).  

Ces résultats permettent d'améliorer la 
compréhension du devenir des récifs coral-
liens dans le contexte du changement glo-
bal, et indiquent que les effets cumulatifs 
du réchauffement des océans et de leur 
acidification pourraient avoir des consé-
quences négatives pour le métabolisme du 
phosphore inorganique chez les coraux. 
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4 
Devenir du phosphore        
absorbé au sein de la      

symbiose 

Effets physiologiques d'un enrichis-
sement en PID et sites d'accumulation 
de phosphore dans la symbiose 

Les résultats obtenus lors de l'expérience 
d'enrichissement en PID sur le long terme 
du chapitre 5 ont permis de compléter les 
données existantes à propos des effets du 
phosphore sur la physiologie et la stœ-
chiométrie de la symbiose, de déterminer 
les sites d'accumulation du PID absorbé 
dans la symbiose, et d'évaluer les effets du 
PID sur la croissance, la productivité pri-
maire et le métabolisme des coraux (fi-
gure 29). 

L'enrichissement en PID a surtout affecté 
les symbiotes, en entraînant une diminu-
tion de leurs rapports C:P et N:P, et de leur 
contenu en chlorophylles, ainsi qu'une 
augmentation de leur contenu en carbone, 
en azote, et surtout en phosphore, de leur 
taux de croissance spécifique, et de leur 
efficacité photosynthétique. Le squelette a 
également été affecté par la présence de 
concentrations élevées de PID, avec une 
augmentation du taux de croissance sque-
lettique spécifique et du contenu en phos-
phore. À l'inverse, peu de changements ont 
été observés dans les tissus de l'hôte. 

Les résultats ont démontré que les zooxan-
thelles et le squelette sont les deux sites 
d'accumulation du phosphore inorganique 
dissous dans la symbiose, avec un enrichis-
sement relativement linéaire dans les sym-
biotes en fonction de la concentration en 
PID, tandis que l'incorporation de phos-
phore dans le squelette semble déjà saturée 
à une concentration de 0,5 µmol L-1 de PID 
(article 6, figure 4). 

Enfin, si la plupart des résultats discutés 
précédemment ont été bien visibles pour 
l'enrichissement à 2,5 µmol L-1 de PID, 
cela n'a pas été toujours le cas pour l'enri-
chissement à 0,5 µmol L-1 de PID, initia-
lement choisi pour s’intéresser aux effets 
d’une eutrophisation plausible en milieu 
récifal (comme c'est le cas à Moorea par 
exemple). Les résultats ont montré qu'une 
telle eutrophisation n'a pas d'impact signi-
ficatif sur la physiologie de l'hôte (contenu 
en protéines, stœchiométrie, croissance 
squelettique). Par contre, un effet se mani-
feste sur certains aspects du métabolisme 
des symbiotes (efficacité photosynthétique, 
stœchiométrie), ainsi que sur la composi-
tion élémentaire du squelette (contenu en 
phosphore). Les résultats obtenus en condi-
tions naturelles à Moorea ont de plus mon-
tré qu'une forte concentration de phosphore 
entraîne une adaptation des taux d'absorp-
tion de nutriments et de la composition en 
phosphore de la symbiose, conformément à 
ce qui a été observé au CSM dans le cha-
pitre 2. 

Répartition du phosphore dans les 
biomolécules 

Si les résultats du chapitre 5 ont permis 
d'évaluer les sites d'accumulation du phos-
phore en cas d'enrichissement en PID et le 
contenu global en phosphore de la sym-
biose, les résultats obtenus par RMN du 
31P dans le chapitre 4 ont, quant à eux, 
permis de déterminer, dans diverses condi-
tions expérimentales, les détails de la com-
position en phosphore de la symbiose (fi-
gure 27). Il a ainsi été possible de quanti-
fier certains des composés phosphorés des 
tissus hôtes et des zooxanthelles en culture, 
notamment le phosphate, et de mettre en 
évidence l'abondance et la diversité des 
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phosphonates dans les tissus de l'hôte co-
rallien. 

Pour les zooxanthelles en culture, l'enri-
chissement général en phosphore avec 
l'âge, auparavant observé chez d'autres 
algues marines (Sianoudis et al., 1984), a 
été confirmé, avec notamment une forte 
augmentation du contenu en phosphate 
intracellulaire. L'enrichissement en PID du 
milieu de culture a également entraîné une 
augmentation du contenu en phosphore, et 
notamment en phosphate et en polyphos-
phates. Ce résultat est cohérent avec les 
forts taux d'absorption de PID des zooxan-
thelles (chapitre 1). Par contre, l'enrichis-
sement en POD a entraîné une diminution 
du contenu en phosphore, mais est proba-
blement lié au fait que, contrairement aux 
zooxanthelles en symbiose, les zooxan-
thelles en culture présentent une faible 
APA (Annis et Cook, 2002). 

Pour les tissus hôtes, les apports de POP 
dus à la nutrition ont entraîné une augmen-
tation du contenu en phosphore, et notam-
ment en phosphate intracellulaire. Ce ré-
sultat est cohérent avec le fort effet de la 
nutrition sur l'absorption de PID et de POD 
observé dans les chapitres 2 et 3. Par 
contre, la perte des apports autotrophes de 
PID et de POD, nécessairement entraînée 
par la perte des symbiotes chez des coraux 
blanchis, n'a pas donné lieu à une réduction 
du contenu en phosphore intracellulaire. 
Les coraux blanchis étant nourris dans 
l'expérience réalisée, ce résultat traduit la 
compensation possible entre les apports de 
POP, de POD et de PID. De plus, comme 
indiqué dans le chapitre 1, les photosynthé-
tats transférés à l'hôte par les zooxanthelles 
sont surtout riches en carbone et en azote, 
et pauvres en phosphore. Il n'est donc pas 
surprenant de n'avoir observé qu'un très 
faible impact de la perte des symbiotes sur 

la composition en phosphore des tissus de 
l'hôte. 

 

5 
Conclusion générale :          

sources de phosphore et    
limitation par les nutriments 

 

Les taux d'absorption de PID et de POD 
obtenus aux concentrations environnemen-
tales (chapitres 2, 3 et 6), permettent de 
calculer et de comparer la quantité de 
phosphore obtenue à partir de ces deux 
sources dans des conditions oligotrophes et 
mésotrophes. Les apports de phosphore 
dus à l'absorption de POP seront quand à 
eux estimés à partir de la littérature. 

Contributions du PID et du POD aux 
besoins en phosphore 

En conditions oligotrophes 
Le fait que l'APA de l'hôte soit fortement 
diminuée lorsque les apports en PID et en 
POP sont importants (chapitre 3) pourrait 
indiquer que le POD n'est pas la source 
privilégiée de phosphore dans la symbiose. 
Cette hypothèse est cohérente avec le fait 
que l'absorption de POD, qui implique sa 
conversion enzymatique en PID, est néces-
sairement plus coûteuse que l'absorption 
directe de PID. Pour tester formellement 
cette hypothèse, il aurait fallu réaliser des 
expériences d'absorption simultanée de 
PID et de POD en présence d'un double 
enrichissement en PID et en POD, selon la 
technique développée dans le chapitre 2. 
Le bilan établi ci-dessous montre cepen-
dant que, en conditions oligotrophes, le 
PID et le POD semblent contribuer à parts 
égales aux besoins en phosphore de la 
symbiose. 
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En effet, dans les conditions oligotrophes 
du CSM, le taux d'absorption de PID me-
suré à une concentration de 0,50 µmol L-1 
est de 0,6 10-6 mol P mg Chl-1 h-1 à la lu-
mière, et est 2 fois inférieur à l'obscurité, 
soit 0,3 10-6 mol P mg Chl-1 h-1 à l'obscuri-
té. Ceci permet de calculer une contribu-
tion totale journalière de 0,16 ± 0,01 µmol 
P cm-2 j-1 pour le PID61. 

Le taux d'absorption de POD mesuré au 
CSM à une concentration de 0,50 µmol L-1 
est de 4,1 ± 0,4 10-9 mol P mg prot-1 h-1 à la 
lumière, et est 2,2 fois inférieur à l'obscuri-
té, soit 1,9 10-9 mol P mg prot-1 h-1 à l'obs-
curité. Ceci permet de calculer une contri-
bution totale journalière de 0,16 ± 
0,02 µmol P cm-2 j-1 pour le POD. 

En conditions mésotrophes 
Dans les conditions mésotrophes de la Pé-
pinière à Moorea, le taux d'absorption de 
PID mesuré à une concentration de 0,70 
µmol L-1 est de 0,50 ± 0,11 10-15 mol P 
zoox-1 h-1, soit une contribution totale jour-
nalière de 0,03 ± 0,01 µmol P cm-2 j-1 pour 
le PID62.  

De la même façon pour le POD, le taux 
d'absorption de POD mesuré à une concen-
tration de 0,50 µmol L-1 est de 10 ± 1,4    

                                                           
61  La valeur de 0,16 µmol P cm-2 j-1 pour le PID 
est obtenue en multipliant le taux d'absorption me-
suré par la quantité de zooxanthelles par cm2. La 
valeur de 0,16 µmol P cm-2 j-1 pour le POD est 
obtenue en multipliant le taux d'absorption mesuré 
par la quantité de protéines par cm2. On multiplie 
ensuite les deux chiffres par 12 heures de jour, et 12 
heures de nuit. 
62 De même, la valeur de 0,03 µmol P cm-2 j-1 pour 
le PID et de 0,08 µmol P cm-2 j-1 pour le POD 
sont obtenues en multipliant le taux d'absorption 
mesuré par la quantité de zooxanthelles par cm2 ou 
par la quantité de protéines par cm2. On multiplie 
ensuite par 12 heures de jour, et 12 heures de nuit 
(en considérant que, comme dans les chapitres 2 et 
3, le taux d'absorption du phosphore dissous est 
réduit de moitié durant la nuit). 

10-9 mol P mg prot-1 h-1, soit une contribu-
tion totale journalière de 0,08 ± 0,01 µmol 
P cm-2 j-1 pour le POD. 

Contribution du POP aux besoins en 
phosphore 

Si aucun bilan complet des apports de 
phosphore dus à la nutrition n'existe à ce 
jour, quelques études de la littérature per-
mettent d'estimer en partie la contribution 
des apports de POP. Une étude récente 
réalisée sur le corail Galaxea fascicularis 
(Wijgerde et al., 2011) a estimé que la di-
gestion extracœlentérique du zooplancton 
par l'hôte, en présence d'une une forte con-
centration de proies (4100 proies L-1), ap-
porte une contribution totale journalière de 
0,09 ± 0,03 µmol P cm-2 j-1 pour le POP. 
Une autre étude a estimé que le POP relar-
gué par les bancs de poissons de la famille 
des Hæmulidae apporte une contribution 
totale journalière supplémentaire en POP 
de 0,02 µmol P cm-2 j-1 pour le corail Po-
rites furcata, et de 0,06 µmol P cm-2 j-1 
pour le corail Acropora palmata (Meyer et 
al., 1983). 

Bilan de la contribution des diverses 
sources de phosphore 

Les valeurs citées dans les paragraphes 
précédents sont résumées dans le tableau 8 
et la figure 38. Les valeurs exactes de ce 
bilan n'ont que peu de sens dans l'absolu, 
car elles ne sont probablement valables que 
dans des conditions données et pour une 
espèce de corail donnée, mais elles don-
nent un ordre de grandeur des besoins to-
taux en phosphore de la symbiose en con-
ditions oligotrophes et mésotrophes.  

Ainsi, il est intéressant de constater sur le 
bilan actuel (tableau 8) que les apports des 
trois  sources de  phosphore  sont  globale- 
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Tableau 8 | Bilan des apports de phosphore pour la symbiose 
Les apports de PID et de POD ont été calculés avec les résultats acquis dans les chapitres 2, 3 et 6. Les 
apports de POP ne sont listés que pour les deux sources dont la contribution a été rapportée dans la 
littérature.   

ment du même ordre de grandeur (de 
l'ordre de 0,1 µmol P cm-2 j-1 chacune). On 
constate néanmoins que le POP semble 
être la source majoritaire de phosphore 
pour la symbiose (0,11 à 0,15 µmol P cm-2 
j-1 estimés dans le tableau 8, mais cette 
valeur est sans doute sous-estimée). Pour le 
PID et le POD, leurs importances respec-
tives semblent varier en fonction des con-
ditions environnementales. Ainsi, le POD 
semble être une source de phosphore plus 
importante que le PID sur le récif méso-
trophe riche en phosphore de la Pépinière, 
tandis que dans les conditions oligotrophes 
du CSM, les contributions du PID et du 
POD sont égales. 

6 Perspectives 

Le bilan des apports de phosphore 
dans la symbiose reste à compléter... 

... dans le contexte du changement glo-
bal... 
Une des perspectives majeures de cette 
thèse est de compléter le bilan des sources 
de phosphore de la symbiose dans le con-
texte du changement global (augmentation 
de la température, de la pCO2 et des con-
centrations de nutriments), l'un des enjeux 
cruciaux pour le devenir des coraux à l'is-
sue du 21ème siècle. Ainsi, il reste à carac-
tériser l'effet des facteurs environnemen-

Source de phosphore Apports 
(µmol P cm-2 j-1) Référence 

PID Total : 0,03 à 0,16  

CSM (conditions oligotrophes)  0,16 ± 0,01 Article 1 | Godinot et al. (2009) 

Pépinière (conditions mésotrophes) 0,03 ± 0,01 Chapitre 6 

POD Total : 0,08 à 0,16  

CSM (conditions oligotrophes)  0,16 ± 0,02 Article 4  

Pépinière (conditions mésotrophes) 0,08 ± 0,01 Chapitre 6 

POP Total : 0,11 à 0,15  

Digestion extracœlentérique 0,09 ± 0,03 Wijgerde et al. (2011) 

Excrétion des poissons 0,02 à 0,06 Meyer et al. (1983) 
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taux sur l'absorption de POP. De plus, pour 
le PID et le POD, si le bilan établi en fi-
gure 38 est relativement complet en condi-
tions oligotrophes, il faut le compléter en 
conditions mésotrophes, voire eutrophes, 
car l'élévation des concentrations de nutri-
ments est un problème auquel de plus en 
plus de récifs frangeants ont, et auront, à 
faire face. Trois directions principales se-
raient ensuite à envisager, afin de détermi-
ner si des différences dans la capacité à 
acquérir des sels nutritifs peuvent expli-
quer les performances inégales des coraux 
face au changement global. 

Il serait dans un premier temps intéressant 
d'établir le bilan des sources de phosphore 
pour plusieurs espèces de coraux tropicaux 
emblématiques. En effet, il a été démontré 
que toutes les espèces de corail ne réagis-
sent pas de la même façon aux stress envi-
ronnementaux. Par exemple, les coraux 
branchus semblent globalement plus sus-
ceptibles au blanchissement que les coraux 
massifs (Loya et al., 2001). Il est ainsi pos-
sible que les performances de ces coraux 
soient différentes en terme d'acquisition 
des nutriments, ce qui pourrait être l'une 
des raisons de la meilleure résistance de 
certaines espèces. Or cet aspect n'a, à ce 
jour, jamais été étudié. L'une des perspec-
tives de ce travail sur la limitation en 
phosphore des coraux est donc d'estimer 
les besoins en nutriments de coraux dits 
"résistants" et de coraux dits "susceptibles" 
au changement global. 

Au sein d'une même espèce de corail, il 
existe également des individus plus résis-
tants que d'autres aux perturbations envi-
ronnementales. Ainsi, l'espèce de corail 
massif cosmopolite Porites lobata présente 
des capacités de résistance tout à fait sin-
gulières sur certains récifs. Dans le Golfe 
Persique, où les températures journalières 

peuvent fluctuer jusqu'à 9°C et où les tem-
pératures peuvent varier de plus de 25°C 
sur l'année (avec des minima hivernaux de 
11°C et des maxima estivaux de 36°C; 
Coles, 1997), les P. lobata sont adaptés à 
un environnement thermique hautement 
variable, semblable à celui qui pourrait 
prévaloir d'ici la fin du siècle sur la majori-
té des récifs mondiaux. À l'inverse, sur des 
récifs où l'amplitude thermique journalière 
et annuelle est plus faible, comme aux îles 
Fidji par exemple, il est probable que les 
P. lobata ne survivent pas à des variations 
semblables à celles ayant lieu à l'heure 
actuelle dans le Golfe Persique. Ainsi, les 
coraux de ces deux régions constitueraient 
des modèles tout à fait adaptés pour pour-
suivre les travaux entrepris dans cette 
thèse. 

La résistance aux fluctuations thermiques 
au sein d'une même espèce de corail étant 
généralement attribuée à la possession de 
clades de zooxanthelles dits "résistants", 
cet angle reste également à aborder pour 
compléter ce travail. En effet, il a été mon-
tré que la présence de symbiotes du clade 
D, considéré comme le clade le plus ther-
morésistant, permet au corail Acropora 
millepora de gagner 1,5°C de thermorésis-
tance en plus par rapport à des colonies 
abritant le clade C (Berkelmans et van 
Oppen, 2006). Dans le cadre du travail 
ébauché dans cette thèse sur l'importance 
du clade de zooxanthelles pour l'absorption 
de POD, les performances du clade D pour 
l'acquisition de phosphore restent donc à 
mesurer, afin de déterminer si une absorp-
tion de nutriments plus efficaces est l'une 
des bases de la meilleure thermorésistance 
des coraux abritant le clade D. Le nombre 
de clades testés, et de représentants de 
chaque clade, reste lui aussi à augmenter, 
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pour obtenir un bilan exhaustif des perfor-
mances des différents clades. 

... et en tenant compte d'autres sources 
de phosphore 
Une autre des perspectives majeures de 
cette thèse est d'obtenir un bilan chiffré 
plus exhaustif dans le tableau 8. Il faudra 
pour ce faire tenir compte des apports issus 
de sources supplémentaires de POD et de 
POP, dans diverses conditions environne-
mentales, et notamment en fonction de la 
concentration en phosphore total dans le 
milieu. 

Pour le POD, il est en effet probable qu'il 
soit également utilisé sous forme de phos-
phodiesters, de polyphosphates et de phos-
phonates, grâce à d'autres phosphatases 
que celles étudiées dans le chapitre 3 et 
grâce à des phosphonatases. Ces phospha-
tases et phosphonatases pourront être étu-
diées en reprenant la technique utilisée 
dans le chapitre 3, mais en utilisant d'autres 
types de substrats que le pNPP.  

Pour le POP, il faudra également tenir 
compte de la digestion intracœlentérique 
du zooplancton, de la digestion des bacté-
ries contenues dans le mucus et de l'ab-
sorption de matière particulaire en suspen-
sion. Ces sources pourront être étudiées par 
des marquages au 33P radioactif de proies 
et de bactéries. 

Les indicateurs et la répartition du 
phosphore dans les biomolécules du 
corail 

Outre la perspective majeure de l'acquisi-
tion de nutriments dans le contexte du 
changement global, d'autres perspectives 
se dégagent de cette thèse pour compléter 
les travaux entrepris sur les indicateurs de 

limitation et sur la composition en phos-
phore de la symbiose. 

Des indicateurs à améliorer 
Premièrement, comme discuté en pages 
257 et 260, des mesures supplémentaires 
d'APA doivent être réalisées pour évaluer 
l'utilité de cet indicateur sur le terrain, en 
mesurant l'APA de coraux soumis à des 
concentrations différentes de phosphore. Il 
serait par exemple intéressant de compléter 
les mesures effectuées à la Pépinière par 
des mesures sur d'autres sites plus ou 
moins riches en phosphore et en azote de 
Moorea. 

Deuxièmement, la technique de RMN du 
31P reste à améliorer pour pouvoir observer 
non seulement les tissus hôtes, mais aussi 
les symbiotes fraîchement isolés. Comme 
discuté en page 176, la technique de filtra-
tion, voire de centrifugation sur gradient de 
Percoll, doivent être testées. 

Une catégorie de molécules à examiner 
de plus près 
Il reste enfin à étudier de plus près le rôle 
des phosphonates dans les tissus hôtes. En 
effet, les phosphonates forment une caté-
gorie très particulière de biomolécules, et 
leur diversité et leur abondance dans les 
tissus de l'hôte suggèrent un rôle particulier 
pour la biologie du corail. Les phospho-
nates sont généralement conjugués à des 
protéines et des lipides (Rosenberg, 1973; 
Hilderbrand, 1983), et ils pourraient avoir 
notamment un rôle dans la régulation des 
propriétés des membranes biologiques 
(Deslauriers et al., 1982). 

Si l'étude de leurs rôles dans les coraux est 
difficilement réalisable sans connaître les 
gènes et les étapes impliquées dans leur 
synthèse, il serait dans un premier temps 
possible de déterminer précisément la 
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composition chimique des phosphonates 
qui ont été observés dans le chapitre 4. 
Ainsi, si l'AEP n'a pas été retrouvé dans les 
tissus hôtes de S. pistillata, la présence de 
ses dérivés (méthylaminoéthyl phospho-
nate, et amino phosphonopropanoate) a été 
supposée, et reste à vérifier par un ajout 
dosé de ces composés dans les échantillons 
de RMN. Des extractions lipidiques pour-
raient également compléter ces expériences 
pour vérifier la localisation membranaire 
de tout ou partie des phosphonates de 
l'hôte. 
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Annex   A 
 

 
The uptake of dissolved 

inorganic nitrogen 

 
 
Abstract 

 
Dissolved inorganic nitrogen is available in two main forms in coral reefs, ammonium 
and nitrate, which are typically present at levels below 0.20 and 0.50 µmol L-1, re-
spectively. Their uptake is mainly an active process, and their assimilation involves 
enzymes expressed in both the host and symbionts (GDH and GS for ammonium), or 
only in the zooxanthellae (GOGAT for ammonium, NAR, and NIR for nitrate). The ob-
jectives of the work presented in this annex were to examine the eventual limitation of 
nitrogen uptake by the presence of phosphate, and to examine the impacts of global 
change on this uptake. Results obtained showed that ammonium uptake is enhanced 
in the presence of DIP in S. pistillata, while nitrate uptake was not modified. These 
results suggest a greater limitation by phosphorus than by nitrogen in the symbiosis. 
It was also evidenced that the cumulative effects of ocean warming and acidification 
had no impact on ammonium uptake, while they led to nitrate excretion. Together 
with the negative impact on phosphate uptake measured in chapter 2, these results 
highlight the fact that nutrient metabolism within the symbiosis will likely suffer from 
global change. 
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Annexe  A 
 

 
L'absorption d'azote      
inorganique dissous 

 
 
Résumé 

 
L'azote inorganique dissous est disponible sous deux formes principales au sein des 
récifs coralliens, l'ammonium et le nitrate, qui présentent respectivement des concen-
trations typiquement inférieures à 0,20 et 0,50 µmol L-1. Leur absorption est un pro-
cessus actif, et leur assimilation fait intervenir des enzymes présentes chez l'hôte et 
les symbiotes (GDH et GS pour l'ammonium), ou chez les symbiotes seulement 
(GOGAT pour l'ammonium, NAR et NIR pour le nitrate). L'objectif des travaux pré-
sentés dans cette annexe a été d'examiner la limitation éventuelle de l'absorption 
d'azote par le phosphore, et d'examiner les effets du changement global sur cette 
absorption. Les résultats obtenus ont montré que l'absorption d'ammonium augmente 
en présence de PID chez S. pistillata, tandis que l'absorption de nitrate n'est globa-
lement pas modifiée. Ce résultat est en faveur d'une plus forte limitation de la sym-
biose par le phosphore que par l'azote. Il a également été mis en évidence que les 
impacts cumulés du réchauffement et de l'acidification des océans n'ont eu aucun ef-
fet sur l'absorption d'ammonium, tandis qu'une excrétion de nitrate a été observée 
dans ces conditions. En parallèle avec l'effet négatif mesuré pour l'absorption de 
phosphate dans le chapitre 2, ces résultats impliquent que le métabolisme des nutri-
ments au sein de la symbiose risque certainement d'être remis en question par le 
changement global. 
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Figure 39 | Colonie de Pocillopora meandrina abritant des poissons domino 
 

Colonie de Pocillopora meandrina située dans le lagon de Shark Island, au sein de la réserve de Papa-
hanaumokuakea Marine National Monument, Hawaii. Cette colonie abrite des dizaines de poissons 
domino, Dascyllus albisella, qui excrètent des quantités importantes d'azote et de phosphore, qui peu-
vent être métabolisés par les bactéries (conversion de l'ammonium NH4

+ en nitrate NO3
-) et absorbés 

par les coraux. Photographie : L. Kramer. 
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1 L'azote inorganique dissous 
en milieu récifal 

 

Présentation de l'azote en milieu récifal 
L'azote a pour symbole chimique N. Son 
nom latin nitrogenium provient du grec 
nitron gennan et signifie "formateur de 
salpêtre"63. C'est le 34ème élément le plus 
abondant de la croûte terrestre, et le 7ème 
élément de la classification périodique. 
Tout comme le phosphore, il s'agit de l'un 
des blocs de construction indispensable des 
molécules du vivant. Par contre, contrai-
rement à celui du phosphore, le cycle de 
l'azote présente une composante atmosphé-
rique importante, notamment avec le dia-
zote, N2, qui représente 78% des gaz at-
mosphériques en volume. Ce diazote at-
mosphérique peut être fixé par certains 
organismes, dits diazotrophes, qui le con-
vertissent en matière organique. Il s'agit 
principalement de Cyanobactéries. De 
plus, contrairement au cycle du phosphore 
qui est sous l'influence de sa composante 
abiotique à l'échelle globale et de sa com-
posante biotique à l'échelle des récifs, le 
cycle de l'azote est principalement déter-
miné par sa composante biotique (figure 
39), tant à l'échelle des récifs coralliens 
qu'à l'échelle globale (Webb, 1981). 

                                                           
63 Le salpêtre, ou nitrate de potassium, de formule 
chimique KNO3, se présente sous forme de fibres 
blanches. C'est l'un des résidus du développement 
des bactéries dans les endroits humides tels que les 
caves ou les grottes. Dès le 13ème siècle, il a été 
utilisé pour fabriquer la poudre à canon. Il fut en-
suite utilisé comme remède de la pharmacopée 
maritime occidentale au 18ème siècle, puis dans les 
munitions et les engrais par la suite. 

Les coraux trouvent l'azote dans les récifs 
coralliens sous forme dissoute et particu-
laire, organique et inorganique. Durant 
cette thèse, seule les formes inorganiques 
dissoutes ont été abordées, en lien avec les 
travaux réalisés sur le PID. L'azote inorga-
nique dissous se présente principalement 
sous forme d'ammonium 64 , NH4

+, et de 
nitrate, NO3

-, avec des concentrations typi-
quement inférieures à 0,20 µmol L-1 pour 
le NH4

+, et inférieures à 0,50 µmol L-1 
pour le NO3

- (Furnas et al., 1988). Néan-
moins, sur certains récifs, les concentra-
tions de NO3

- peuvent être bien plus éle-
vées, atteignant par exemple 4 µmol L-1 à 
Canton Island (Smith et Jokiel, 1978), et 
8 µmol L-1 à Guam (Marsh, 1977), deux 
îles de l'océan Pacifique. 

 

Voies d'absorption et d'assimilation 

L'absorption est active 
Ammonium et nitrate sont absorbés par des 
voies actives, et retenus dans la symbiose 
du fait de la présence des zooxanthelles 
chez les coraux symbiotiques (Wilkerson 
et Trench, 1986; Miller et Yellowlees, 
1989; Falkowski et al., 1993; Marubini et 
Davies, 1996; Grover et al., 2002; Grover 
et al., 2003). Toutefois, pour l'ammonium, 
l'absorption peut également se faire par 
diffusion simple, sous la forme d'ammo-
niac, NH3, dissous dans l'eau de mer 
(Miller et Yellowlees, 1989). 

  

                                                           
64 En réalité, le taux d'ammonium dépend du pH. 
Au pH actuel de l'eau de mer de 8,1, on trouve 95% 
d'ammonium NH4

+ et 5% d'ammoniac NH3, la base 
faible conjuguée de l'ammonium. 
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Figure 40 | Voies d'assimilation de l'azote inorganique dissous 
Les enzymes intervenant dans l'assimilation de l'ammonium et du nitrate sont indiquées en bleu clair. 
L'enzyme GOGAT est mentionnée pour son importance indirecte dans l'assimilation de l'ammonium : 
c'est elle qui permet la régénération du glutamate utilisé par la GS, à partir de glutamine et d'α-
cétoglutarate (également nommé oxoglutarate). Les deux enzymes sont d'ailleurs couplées (on parle 
souvent de GS-GOGAT). De même que les nitrate (NAR) et nitrite (NIR) réductases, la GOGAT n'est 
présente que chez les zooxanthelles (Falkowski, 1983). Les enzymes présentes à la fois chez l'hôte et 
les symbiotes, la GS et la GDH, sont marquées d'une  blanche sur le schéma. Pour plus de lisibilité, 
les cofacteurs ne sont pas mentionnés, et les réactions ne sont pas équilibrées. Les liens au reste du 
métabolisme sont mentionnés en gris. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L'assimilation d'ammonium dépend à la 
fois de l'hôte et des symbiotes 
Une fois absorbé, l'ammonium est assimilé 
sous forme  d'acides aminés selon deux 
voies : celle de la glutamate déshydrogé-
nase (GDH), et celle de la glutamine syn-
thétase (GS), présentées sur la figure 40. 
Les deux voies sont présentes à la fois chez 

l'hôte et chez les zooxanthelles, mais sem-
blent néanmoins plus actives chez l'hôte 
(Catmull et al., 1987; Miller et Yellowlees, 
1989; Yellowlees et al., 1994). 

L'assimilation de nitrate reste un phé-
nomène controversé 
Le nitrate absorbé est converti en nitrite 
puis en ammonium avant d'être assimilé 
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par les voies présentées ci-dessus 
(figure 40). Cette conversion ne se fait a 
priori que dans les zooxanthelles, et fait 
intervenir des nitrate et nitrite réductases 
(Crossland et Barnes, 1977; Miller et 
Yellowlees, 1989). Néanmoins, l'absorp-
tion et l'assimilation de nitrate par les co-
raux reste controversée (Muscatine et al., 
1984; Grover et al., 2003). En effet, malgré 
des concentrations généralement plus 
fortes que l'ammonium dans les récifs 
(D'Elia et al., 1981; Lapointe et Clark, 
1992), le nitrate est considéré comme une 
source moins importante d'azote pour les 
coraux (D'Elia et al., 1983; Domotor et 
D'Elia, 1984; Wilkerson et Trench, 1986; 
Grover et al., 2003). Il semblerait en fait 
que les enzymes de l'assimilation du nitrate 
soient inhibées par de fortes concentrations 
d'ammonium (Grover et al., 2003), ce qui 
rend l'absorption du nitrate dépendante des 
niveaux d'azote dans l'eau. 

 

2 Problématiques scientifiques 
et objectifs de l'étude 

 

Dans le contexte de la limitation de la 
symbiose par l'un ou l'autre des nutriments, 
entre le phosphore et l'azote, l'objectif des 
travaux présentés dans cette annexe a été 
d'examiner la limitation éventuelle de l'ab-
sorption d'azote par le phosphore, et 
d'examiner les effets du changement global 
sur cette absorption. 

Ces travaux se basent sur les hypothèses 
suivantes. 1) L'absorption d'ammonium 
peut être augmentée en présence de PID, si 
le métabolisme des coraux est effective-
ment limité par le phosphore. 2) L'absorp-
tion de nitrate, a priori fortement dépen-
dante de concentrations en ammonium, est 

peut-être également limitée par la présence 
de phosphore, ce qui pourrait expliquer que 
certains coraux ne semblent pas capables 
d'absorber le nitrate. On s'attend de plus à 
ce que 3) le stress associé à une augmenta-
tion de la température et de la pCO2 ait un 
effet relativement négatif sur l'absorption 
d'ammonium et de nitrate, comme pour les 
autres paramètres métaboliques majeurs. 

Les paragraphes qui suivent résument les 
principaux résultats obtenus lors de cette 
thèse et découlant de ces objectifs et hypo-
thèses. Ces résultats sont inclus dans les 
articles 2 et 3, au sein desquels ils sont 
discutés en détail. 

 

3 
Effets du phosphate et du          

changement global sur     
l'absorption d'azote 

Effet de la concentration en phosphate 
Cette expérience a visé à aborder de ma-
nière directe la question de la limitation par 
le phosphore ou l'azote dans la symbiose, 
en complétant les résultats obtenus sur 
l'absorption de phosphate en présence 
d'azote. Pour ce faire, l'absorption d'am-
monium et de nitrate a été mesurée en pré-
sence de phosphate. On rappelle que l'ab-
sorption de phosphate n'a pas été modifiée 
par la présence d'ammonium ou de nitrate 
(article 2). 

Les résultats obtenus ont montré que l'ab-
sorption d'ammonium est augmentée en 
présence de 3,0 µmol L-1 de PID, tandis 
que l'absorption de nitrate n'est globale-
ment pas augmentée dans les mêmes con-
ditions (article 2, figure 5). Ce résultat 
permet d'affirmer que, dans les conditions 
de culture testées, la présence de phosphate 
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permet d'améliorer l'utilisation de l'ammo-
nium dans le milieu, mais a priori unique-
ment sous forme d'ammonium. Ainsi, le 
phosphore semble plus limitant que l'azote 
pour la symbiose. 

Concernant l'absorption de nitrate, les taux 
d'absorption relativement forts qui ont été 
mesurés dans cette étude (article 2, fi-
gure 1) permettent de confirmer que le 
corail S. pistillata semble capable d'utiliser 
cette forme d'azote inorganique dissous, 
ainsi que l'a montré une précédente étude 
sur cette espèce (Grover et al., 2003). Ces 
résultats contredisent donc les conclusions 
d'une étude antérieure (Muscatine et al., 
1984). Outre des niveaux d'ammonium 
différents entre ces trois études, des diffé-
rences de disponibilité en PID pourraient 
également expliquer ces résultats. En effet, 
les résultats de la présente thèse ont montré 
que l'absorption de nitrate augmente en 
présence de faibles niveaux de PID (0,5 
µmol L-1, article 2, figure 5). 

Effet des changements globaux 
Si la chimie du nitrate et de l'ammonium 
n'est pas (pour NO3

-), ou très peu (pour 
NH4

+) affectée par des variations du pH de 
l'eau de mer, ni par des variations de la 
température, les voies d'assimilation de 
l'azote sont par contre a priori dépendantes 
de ces deux phénomènes. Même si très peu 
d'études ont a ce jour été réalisées sur les 
coraux, il a été montré que l'activité de la 
GDH de S. pistillata est plus élevée à pH 
7,3 qu'à pH 8,1 (Rahav et al., 1989). De 
même, l'activité de la GS, de la GOGAT et 
de la GDH sont dépendantes du pH chez 
certaines bactéries marines (Martinez-
Bilbao et al., 1988; Ertan, 1992). Pour ce 
qui est des effets de la température, outre le 
fait que la plupart des voies enzymatiques 

des cellules sont fortement dépendantes de 
la température en général, il a été montré 
que la GS et la GOGAT présentent une 
activité moindre en cas de stress de tempé-
rature chez les végétaux supérieurs (Cui et 
al., 2006).  

Dans ce contexte, afin de tester les effets 
du changement global sur l'absorption 
d'azote inorganique dissous par la sym-
biose corallienne, des boutures ont été cul-
tivées durant 10 jours sous les neuf condi-
tions présentées dans le chapitre 2, puis 
leurs taux d'absorption d'ammonium et de 
nitrate ont été mesurés. 

Les résultats obtenus ont révélé que les 
taux d'absorption d'ammonium et de nitrate 
ne sont pas affectés par un changement du 
pH seul (article 3, figure 4). À l'inverse, 
une forte augmentation de température 
(33°C) a entraîné une diminution impor-
tante de l'absorption d'ammonium et de 
nitrate, allant même jusqu'à une excrétion 
nette de ces deux nutriments. La combinai-
son d'une température élevée (33°C) et 
d'un pH faible (7,5) n'a entraîné aucun effet 
pour l'ammonium, tandis qu'une excrétion 
de nitrate a été observée dans ces condi-
tions,  en comparaison avec les taux mesu-
rés dans les conditions contrôle (26°C, pH 
= 8,1). 

L'absence d'effet du pH seul sur l'absorp-
tion d'ammonium est en accord avec l'ab-
sence de variation de cette absorption chez 
les zooxanthelles du bénitier symbiotique 
Tridacna crocea pour une gamme de pH 
diminuant de 8,8 à 7,8 (D'Elia et al., 1983). 
Concernant l'effet négatif de la température 
sur l'absorption d'ammonium, ce résultat 
peut être relié à la diminution concomi-
tante de l'activité photosynthétique des 
coraux lors du stress de température (ar-
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ticle 3, figures 2 et 3). En effet, il a été 
démontré qu'en présence d'un inhibiteur de 
la chaîne photosynthétique, le DCMU, 
l'ammonium est excrété et non absorbé par 
les coraux (Rahav et al., 1989). La diminu-
tion de l'activité photosynthétique à 33°C 
pourrait donc expliquer l'excrétion d'am-
monium observée à cette température. En-
fin, en présence d'un pH faible et d'une 
température élevée (pH = 7,5 et 33°C), le 
retour à un taux d'absorption similaire à 
celui du contrôle (pH = 8,1 et 26°C) sug-
gère que les effets de l'acidification pour-
raient compenser les effets négatifs de la 
température pour l'absorption d'ammo-
nium. Les mécanismes rentrant en jeu sont 
discutés dans l'article 3. 

Bien que les effets cumulés de l'acidifica-
tion et du réchauffement des océans n'aient 
pas révélé d'effet négatif sur l'absorption 
d'ammonium, et aient révélé un effet néga-
tif uniquement sur l'absorption de nitrate − 
qui reste toutefois une forme d'azote relati-
vement moins importante que l'ammonium 
pour les coraux −, l'effet négatif mesuré en 
parallèle sur l'absorption de phosphate 
dans le chapitre 2 implique que le métabo-
lisme des nutriments au sein de la sym-
biose risque certainement d'être remis en 
question par le changement global. 
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Annex   B 
 

 
Impact of phosphorus 

on bioerosion 

 
 
Abstract 

 
Coral reefs are fragile ecosystems. Their persistence depends upon the delicate bal-
ance between two antinomic forces: constructive forces on the one hand (with coral 
growth as the main driver), and destructive forces on the other hand (erosion). A sig-
nificant part of reef erosion is due to the biological activity of bioeroders. Among 
those organisms, the smallest (< 20 µm) are named microbioeroders, or endoliths. 
They are made of green algae, cyanobacteria, and fungi, which bore vast networks of 
tunnels within the skeletons of dead and live corals. The impact of various environ-
mental factors, especially eutrophication, on endolith activity in live corals remains 
particularly unknown. Using the DIP enrichment experiment presented in chapter 5, 
the aim of the present study was to assess the impact of DIP on the abundance and 
distribution of endoliths in the skeleton of live S. pistillata nubbins. Results showed 
that only two types of endoliths colonized the nubbins: the green chlorophyte 
Ostreobium sp. and fungi. Those endoliths mainly bored the central part of the nub-
bins, and were less abundant in the apexes. Unlike previous studies from the litera-
ture, DIP enrichment led to a 1.7 fold reduction in endoliths abundance in the apexes, 
suggesting that the enhanced skeletal growth of enriched nubbins was too fast for 
endoliths to keep up: they became diluted in the newly calcified apexes of DIP-
enriched corals. Two conclusions arise from this work. On the one hand, the 
endoliths decrease may be considered as favorable because it reduces erosion and 
thus fragility of coral skeletons. On the other hand, since endoliths can partly com-
pensate for the loss of zooxanthellae from the host tissue in case of bleaching by 
providing nutrients to the coral host, their reduction thus also represents the loss of a 
potential compensating source of nutrient in case of environmental disturbances.  
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Annexe  B 
 

 
Influence du phosphore 

sur la bioérosion 

 
 
Résumé 

 
Les récifs coralliens sont des écosystèmes fragiles, dont le maintien résulte du déli-
cat équilibre entre deux forces antinomiques : les forces constructrices d'une part 
(dont la croissance des coraux est le principal moteur) et les forces destructrices 
d'autre part (l'érosion). Une partie importante de l'érosion des récifs est due à l'activi-
té biologique de divers organismes dits bioérodeurs. Parmi eux, les plus petits 
(< 20 µm) sont nommés microbioérodeurs, ou endolithes. Ce sont des algues vertes, 
des cyanobactéries et des champignons, qui creusent de véritables réseaux de gale-
ries à l'intérieur des squelettes de coraux morts et vivants. L'effet de divers facteurs 
environnementaux sur l'activité des endolithes dans les coraux vivants reste peu 
connue à ce jour, notamment en ce qui concerne l'effet de l'eutrophisation. Sur la 
base de l'enrichissement en phosphate du chapitre 5, cette étude a eu pour objectif 
d'évaluer l'effet du PID sur l'abondance et la distribution des endolithes dans le sque-
lette du corail S. pistillata vivant. Les résultats obtenus ont montré que seuls deux 
types d'endolithes ont colonisé le squelette de S. pistillata : l'algue verte Ostreobium 
sp. et des champignons. Ces endolithes se sont surtout développés au cœur des 
boutures de corail, avec une distribution peu abondante à leurs extrémités. Contrai-
rement à ce qui était attendu sur la base d'études de la littérature, l'enrichissement en 
PID a entraîné une diminution par 1,7 de l'abondance des endolithes dans les extré-
mités des squelettes. Ce résultat permet de supposer que la croissance squelettique 
plus importante en présence de PID a été trop rapide pour que les endolithes sui-
vent : ils se sont retrouvés dilués dans le squelette nouvellement formé. Deux con-
clusions découlent de ces résultats. Certes, la diminution des endolithes peut être 
considérée comme favorable aux coraux, puisque cela réduit l'érosion, et donc la fra-
gilité, de leur squelette. Cependant, étant donné que les endolithes peuvent en partie 
compenser la perte des zooxanthelles des tissus de l'hôte lors d'épisodes de blan-
chissement, en fournissant à l'hôte des nutriments dissous, la diminution des endo-
lithes représente donc également la disparition d'une source de nourriture en cas de 
perturbations environnementales. 
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Figure 41 | Destruction des récifs coralliens par les organismes bioérodeurs 
 

Le schéma présente les divers types d'organismes responsables de la bioérosion des récifs coralliens. 
L'amincissement de la base de cette tête de Diploria strigosa, qui lui donne cette forme en champi-
gnon, résulte de l'activité érosive de ces divers organismes. Photographie : F. et J. Burek. 
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1 La bioérosion récifale 

 

Comme évoqué dans le tableau 5 du cha-
pitre 5, l'expérience d'enrichissement en 
PID réalisée durant cette thèse a également 
été l'occasion d'examiner l'influence de 
l'eutrophisation sur la bioérosion des co-
raux. Les premiers paragraphes de cette 
annexe expliquent ce qu'est la bioérosion et 
quels en sont les agents principaux 
(figure 41). L'annexe se poursuit par une 
présentation des résultats obtenus. 

La bioérosion, une force majeure de 
destruction des récifs coralliens 

Le maintien des écosystèmes coralliens est 
fragile et résulte du délicat équilibre entre 
deux types de forces : les forces construc-
trices d'une part, nommés accrétion, prin-
cipalement issues de la calcification des 
coraux, et les forces destructrices d'autre 
part, nommées érosion (figure 42). L'éro-
sion des récifs coralliens est due à deux 
catégories de facteurs. Il y a d'une part les 
facteurs extérieurs au récif (ceux présentés 
dans le chapitre 1 : anthropisation, acidifi-
cation des océans, accroissement de la fré-
quence des tsunamis, variations de la com-
position chimique de l’eau, ...), qui entraî-
nent une érosion physique (destruction 
mécanique) ou chimique (dissolution) des 
coraux; et d'autre part une érosion biolo-
gique65 des récifs par des agents internes 
aux coraux, nommés bioérodeurs. 

 

                                                           
65  Le terme érosion biologique, ou bioérosion, 
vient du fait que ce type d'érosion est du à l'activité 
d'organismes vivants. 

 

La bioérosion est le processus majeur de la 
destruction des récifs coralliens (Scoffin et 
al., 1980; Tribollet et Golubic, 2011). En 
effet, il a été montré que lorsque la bioéro-
sion dépasse la capacité d'accrétion des 
coraux, les récifs se trouvent dégradés, 
voire disparaissent (Reaka-Kudla et al., 
1996; Glynn, 1997). La bioérosion 
(figure 43) résulte de l'activité biologique 
d'organismes bioérodeurs plus ou moins 

Figure 42| Le délicat équilibre entre crois-
sance et destruction des récifs coralliens 
 

Les principaux processus à l'origine de la 
croissance et de la destruction des récifs coral-
liens sont indiqués de part et d'autre du sché-
ma. Toute perturbation de l'écosystème, tel que 
le changement climatique ou l'anthropisation, 
peut faire pencher la balance d'un côté ou de 
l'autre... même si c'est malheureusement plus 
souvent du côté de l'érosion. 
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gros (figure 41), tels que des champignons, 
bactéries, algues, éponges, oursins, et pois-
sons, sur les substrats carbonatés récifaux 
vivants et morts, dont les coraux (Tribollet 
et Golubic, 2011). Ces organismes détrui-
sent les substrats calcaires des récifs coral-
liens par une action mécanique, telle que le 
broutage des poissons ou des oursins, et 
par une action chimique comme la dissolu-
tion des minéraux calcaires effectuée par 
les bactéries, les champignons, les algues 
et les éponges. 

Importance des microbioérodeurs 
Bien que les traces laissées par les plus 
gros organismes (de taille supérieure à 20 
µm) soient les plus facilement observables 
(figure 43), les plus petits organismes bioé-
rodeurs (de taille inférieure à 20 µm), 
nommés microbioérodeurs (ou également 
micro-organismes bioérodeurs, microflores 
perforantes, ou endolithes66), ne sont ce-
pendant pas en reste en terme de contribu-
tion à la bioérosion des récifs coralliens. Ils 
creusent en effet de véritables labyrinthes 
de galeries micrométriques à l'intérieur des 
substrats carbonatés (figure 44), et l'on 
peut par exemple trouver jusqu'à 250 000 
galeries d'endolithes par cm² dans certains 
squelettes de corail mort (Schneider et Le 
Campion-Alsumard, 1999). 
                                                           
66 Le terme endolithe vient des termes grecs endon 
et lithos, et signifie "qui se développe dans la 
pierre". Les endolithes sont subdivisés en trois 
catégories selon leur site de développement au sein 
des substrats carbonatés : les chasmo- et crypto-
endolithes se développent dans les fissures et les 
cavités des substrats abimés ou poreux, tandis que 
les euendolithes se développent au sein même des 
substrats en les dissolvant activement. Ce sont ces 
derniers organismes, les euendolithes, qui ont été 
étudiés durant cette thèse. Le terme endolithes a été 
conservé pour plus de simplicité, mais ne fait réfé-
rence qu'aux seuls euendolithes dans le reste de 
cette annexe. 

 

Figure 43 | Traces de bioérosion 
 

Les photographies représentent de haut en bas : 
traces de broutage de poisson perroquet sur le 
corail massif Porites, traces de broutage d'our-
sin sur du calcaire récifal, et traces de bioéro-
sion dues à l'éponge perforante Cliona sp. sur 
une coquille de bivalve (il s'agit ici d'une co-
quille de bivalve tempéré, la coquille Saint 
Jacques, mais le même type de traces se re-
trouve sur les coquilles de bivalves tropicaux). 
Photographies : A. Tribollet. 
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Figure 44 | Squelette perforé par 
des endolithes ◄ 
 

Les photographies présentent trois 
vues au microscope électronique à 
balayage (MEB) d'un squelette de 
corail (Porites lobata) perforé par des 
endolithes. De haut en bas : Vue d'en-
semble sur laquelle les gros trous 
représentent les pores du squelette | 
Détail d'une crête située entre trois 
pores et portant de nombreuses traces 
de bioérosion | Détails de filaments 
traversant un pore et perforant les 
crêtes environnantes. Les flèches 
rouges indiquent divers filaments 
d'endolithes ou traces qu'ils ont lais-
sées dans le squelette. Le même type 
de traces peut être observé chez Stylo-
phora pistillata, même si la structure 
du squelette n'est pas la même. 
 

Figure 45 | Exemple d'endolithes 
 

La photographie présente une vue de 
l'un des agents majeurs de la micro-
bioérosion,  l'algue verte Ostreobium 
sp. (diamètre moyen de 5 µm). Cette 
espèce forme des filaments avec des 
organes reproducteurs (sacs bleus) au 
sein de squelettes coralliens. Certains 
des très fins filaments sont formés par 
des champignons. L'observation est 
faite en microscopie optique sur des 
lames minces, après coloration au 
bleu de Toluidine. Photographie : A. 
Tribollet. 
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Ces endolithes regroupent des cyanobacté-
ries, des microalgues et des champignons 
(figure 45), qui colonisent de manière in-
tensive touts types de substrats carbonatés 
récifaux (squelettes des coraux, coquilles 
de bivalves, calcaires récifaux, etc ; 
Tribollet, 2008a; Garcia-Pichel et al., 
2010). La contribution majeure des micro-
bioérodeurs à la dissolution récifale est due 
à leur activité métabolique très intense 
(respiration et photosynthèse notamment) 
malgré leur petite taille (Tribollet et al., 
2006; Tribollet et al., 2009). 

Si leur activité est plus importante dans les 
substrats morts (qui sont donc exempts de 
tissus et généralement nus), ils colonisent 
également activement les substrats vivants 
tels que les squelettes de coraux vivants. 
Dans les coraux morts, qui n'ont plus de 
tissus, ils pénètrent depuis l'extérieur et se 
fraient un chemin jusqu'au cœur du sque-
lette (Tribollet, 2008b) Dans les coraux 
vivants, dont le squelette est protégé par 
une couche de tissus vivants qui empêche 
la colonisation par les endolithes, le mode 
de pénétration des endolithes diffère : ils se 
développent depuis un point d'infection 
initial (zone lésée sans tissus, base du co-
rail en contact avec un substrat rocheux...) 
et poussent vers l'extérieur en accompa-
gnant la croissance du corail. 

Dans les squelettes de coraux vivants, 
outre leur rôle en tant que perforateurs du 
squelette, les endolithes remplissent éga-
lement d'autres fonctions. Les champi-
gnons peuvent ainsi léser les tissus de 
l'hôte (Bentis et al., 2000; Alker et al., 
2001; Domart-Coulon et al., 2004), tandis 
que les cyanobactéries et les algues vertes 
pourraient quant à elles avoir un rôle béné-
fique pour l'hôte en relarguant des nutri-
ments et des composés organiques, no-

tamment en cas de blanchissement (Odum 
et Odum, 1955; Ferrer et Szmant, 1988; 
Schlichter et al., 1995; Fine et Loya, 
2002). 

Effets de l'eutrophisation 
Malgré leur importance, la contribution, 
positive ou négative, des endolithes au 
devenir des récifs coralliens reste cepen-
dant largement sous-estimée à l'heure ac-
tuelle, et la balance entre leurs rôles des-
tructeur et bénéfique reste relativement peu 
connue. Cette balance est probablement 
dépendante des conditions environnemen-
tales, comme l'apport en éléments nutritifs 
par exemple. Or, si cet aspect a déjà été 
plusieurs fois étudié pour les squelettes de 
coraux morts (Zubia et Peyrot-Clausade, 
2001; Chazottes et al., 2002; Carreiro-
Silva et al., 2005, 2009; Carreiro-Silva et 
al., 2012), l'impact de l'eutrophisation sur 
la bioérosion et le métabolisme des endo-
lithes dans les squelettes de coraux vivants 
n'a jamais été examiné.  

 

2 Problématiques scientifiques 
et objectifs de l'étude 

 

Dans ce contexte, l'objectif de cette étude, 
réalisée sur la base de l'expérience d'enri-
chissement en PID présentée dans le cha-
pitre 5, a été d'évaluer l'effet d'une concen-
tration élevée de PID dans l'eau sur l'abon-
dance et la distribution des endolithes dans 
le squelette du corail S. pistillata vivant.  

Cette étude se base sur les deux hypothèses 
suivantes. 1) Étant donné qu'une eutrophi-
sation au PID favorise l'activité et le déve-
loppement des endolithes dans les coraux 
morts (Zubia et Peyrot-Clausade, 2001; 
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Chazottes et al., 2002; Carreiro-Silva et 
al., 2005, 2009; Carreiro-Silva et al., 
2012), il est attendu que l'enrichissement 
en PID stimule également le développe-
ment des endolithes dans les coraux vi-
vants. Cette hypothèse est renforcée par les 
résultats d'une étude précédente, qui a 
montré que le PID entraîne une diminution 
de la densité du squelette dans les coraux 
vivants (Dunn et al., 2012). On s'attend 
donc bien à ce que les endolithes coloni-
sent plus facilement le squelette plus fra-
gile des coraux vivants enrichis en PID67. 
Cependant, dans les coraux vivants, qui 
sont recouverts de tissus, cette hypothèse 
n'est valable que si l'hypothèse suivante est 
vérifiée : 2) le PID a pu atteindre le sque-
lette de ces coraux au travers des tissus 
vivants. Étant donné que l'enrichissement 
en PID a entraîné une augmentation du 
contenu en phosphore du squelette dans 
l'expérience du chapitre 5 après 11 se-
maines, le PID a donc bien atteint le sque-
lette. L'hypothèse 2 étant ainsi d'ores et 
déjà vérifiée, l'hypothèse 1 a été testée lors 
de cette étude. 

Cette étude a aussi été l'occasion d'exami-
ner la limitation en nutriments des coraux 
sous un nouvel angle. Si le PID favorise 
bien la bioérosion par les endolithes, alors 
il est probable que ces endolithes soient 
eux aussi limités par le phosphore au sein 
du squelette des coraux vivants. Si la bioé-
rosion vient à augmenter en présence de ce 
nutriment limitant, alors les effets majori-
tairement bénéfiques rapportés pour la 
physiologie et le métabolisme corallien 
dans le chapitre 5 pourraient se trouver 

                                                           
67  On considère que plus un matériau est dense, 
plus les endolithes le colonisent lentement. 

contrebalancés sur le long terme par une 
fragilisation du squelette.  

Les paragraphes qui suivent résument les 
principaux résultats obtenus lors de cette 
étude sur la bioérosion et découlant des 
objectifs et hypothèses exposés dans les 
paragraphes précédents. Ces résultats ont 
fait l'objet d'un article dans une revue à 
comité de lecture international (article 7), 
au sein duquel ils sont discutés en détail. 
Les techniques utilisées pour cette étude y 
sont également décrites. 

 

3 Effets du PID sur la           
bioérosion par les endolithes 

 

Les résultats obtenus durant cette étude ont 
tout d'abord montré que seuls deux types 
d'endolithes ont colonisé le squelette de 
S. pistillata : l'algue verte Ostreobium sp. 
et des champignons. Ce résultat est con-
forme à ce qui a été observé dans d'autres 
coraux vivants (Le Campion-Alsumard et 
al., 1995), et confirme que peu d'espèces 
d'endolithes sont capables de pénétrer les 
squelettes des coraux vivants. 

L'observation de lames minces de corail a 
montré que les endolithes se sont surtout 
développés au cœur des boutures, avec une 
distribution moins abondante aux extrémi-
tés (nommées apex) (article 7, figure 2).  

De manière plutôt inattendue, l'enrichisse-
ment en PID a entraîné une diminution de 
l'abondance des endolithes dans ces extré-
mités (article 7, figure 2). La quantification 
des endolithes sur des lames minces de 
squelette, observées au microscope élec-
tronique à balayage et au microscope op-
tique, a confirmé ce résultat et révélé une 
diminution par 1,7 de la surface bioérodée 
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avec l'enrichissement en PID (article 7, 
figure 3). Cette diminution infirme les hy-
pothèses émises précédemment. S'il reste 
possible que la densité des squelettes ait 
diminué avec le PID, comme dans l'étude 
de Dunn et al. sur le corail A. muricata 
(Dunn et al., 2012), cette diminution éven-
tuelle de la densité dans les zones fraîche-
ment calcifiées des apex n'a pour autant 
pas permis une colonisation plus rapide par 
les endolithes.  

Une relation inversement proportionnelle 
(article 7, figure 4) a été trouvée entre la 
surface bioérodée et le taux de croissance 
squelettique rapporté précédemment (ar-
ticle 6). La nouvelle hypothèse formulée au 
vu de ce résultat est que la croissance sque-
lettique plus importante en présence de 
PID a été trop rapide pour que les endo-
lithes suivent. Les endolithes se sont ainsi 
retrouvés dilués dans le squelette nouvel-
lement formé des boutures enrichies en 
PID. 

Les résultats de cette étude tendent à indi-
quer que le squelette du corail S. pistillata 
ne se trouvera pas fragilisé davantage par 
les endolithes lors d'épisodes d'eutrophisa-
tion au PID. Cependant, dans le contexte 
du changement global, si un stress entraî-
nant le blanchissement des coraux venait 
s'ajouter à l'eutrophisation, les endolithes, 
plus dilués dans le squelette du fait de l'eu-
trophisation, pourraient alors ne plus être à 
même de relarguer efficacement les nutri-
ments et les composés organiques d'habi-
tude en partie disponibles pour l'hôte coral-
lien (Odum et Odum, 1955; Ferrer et 
Szmant, 1988; Schlichter et al., 1995; Fine 
et Loya, 2002). L'hôte pourrait ainsi pâtir 
de la diminution des endolithes en cas de 
double stress environnemental (eutrophisa-
tion plus blanchissement). La délicate ba-

lance entre avantages et inconvénients liés 
à la bioérosion, évoquée au début de cette 
annexe, reste donc bien réelle dans le cas 
d'une eutrophisation au PID. 

De plus, le PID n'est généralement pas le 
seul nutriment dont la concentration aug-
mente en cas d'eutrophisation. L'effet de 
l'azote, seul et combiné au phosphore, doit 
également être déterminé avant de conclure 
sur les effets de l'eutrophisation sur la 
bioérosion des coraux vivants. 
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phosphate-enriched skeletons of living corals 
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Résumé 

Si le rôle des organismes microbioérodeurs, ou euendolithes, est relativement bien 
connu dans les squelettes de coraux morts, leurs fonctions dans les coraux vivants 
restent à ce jour peu comprises. Il a été suggéré que les euendolithes puissent avoir 
un effet sur la santé de leur hôte corallien en se comportant soit comme des ecto-
symbiotes soit comme des parasites. Cependant, la composition spécifique des 
communautés de microbioérodeurs, leur abondance et leur dynamique dans les co-
raux vivants, reste peu étudiée, notamment sous diverses conditions environnemen-
tales. Dans cette étude, l'effet d'un enrichissement en phosphate sur les microorga-
nismes perforants a été testé pour la première fois. Des boutures du corail 
S. pistillata ont été soumises à 3 enrichissements en phosphate différents durant 15 
semaines (0, 0,5 et 2,5 µmol L-1). Après 15 semaines d'enrichissement, des lames 
minces pétrographiques des squelettes de ces coraux ont été observées en micros-
copie optique et en microscopie à balayage électronique (MEB). Ce sont principale-
ment des filaments de l'espèce phototrophe Ostreobium sp. qui ont colonisé les co-
raux. Quelques filaments de champignons ont également été observés. Tous les fi-
laments se sont surtout développés dans la partie centrale des boutures, avec une 
abondance moindre au niveau des apex. De façon inattendue, une réduction de 
l'abondance des filaments a été observée dans les apex récemment calcifiés des 
boutures enrichies en phosphate. L'abondance globale des filaments d'euendolithes 
a significativement diminué dans les coraux enrichis en phosphate, passant de 9,12 
± 1,09% de la surface des squelettes bioérodée dans les coraux non enrichis à 5,81 
± 0,77% et 5,27 ± 0,34% dans les coraux enrichis à 0,5 et 2,5 µmol L-1 de phos-
phate, respectivement. Les observations au MEB ont confirmé cette diminution. Des 
études récentes ont montré qu'un enrichissement en phosphate augmente la crois-
sance squelettique des coraux et leur métabolisme, tout en réduisant la densité de 
leur squelette et leur résistance face aux contraintes mécaniques. L'hypothèse émise 
à la suite de la présente étude est donc que l'augmentation de la croissance squelet-
tique en présence d'un enrichissement au phosphate a été trop rapide pour que les 
euendolithes s'accroissent. Les euendolithes se sont retrouvés dilués dans les apex 
durant la croissance des coraux en présence de phosphate. Les résultats indiquent 
que le squelette de S. pistillata pourrait ne pas être fragilisé d'avantage par les endo-
lithes en cas d'eutrophisation au phosphate. 
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phosphate-enriched skeletons of living corals 
 

C. Godinot1,2, A. Tribollet3, R. Grover1, and C. Ferrier-Pagès1  
 

Submitted to Biogeosciences | In press 
 
Abstract 
 

While the role of microboring organisms, or euendoliths, is relatively well known in 
dead coral skeletons, their function in live corals remains poorly understood. They 
are suggested to behave like ectosymbionts or parasites, impacting their host health. 
However, the species composition of microboring communities, their abundance and 
dynamic in live corals under various environmental conditions have never been ex-
plored. Here, the effect of phosphate enrichment on boring microorganisms in live 
corals was tested for the first time. Stylophora pistillata nubbins were exposed to 3 
different treatments (phosphate concentrations of 0, 0.5 and 2.5 µmol L-1) during 15 
weeks. After 15 weeks of phosphate enrichment, petrographic thin sections were 
prepared for observation with light microscopy, and additional samples were exam-
ined with scanning electron microscopy (SEM). Euendoliths comprised mainly photo-
trophic Ostreobium sp. filaments.  Rare filaments of heterotrophic fungi were also 
observed. Filaments were densely distributed in the central part of nubbins, and less 
abundant towards the apex. Unexpectedly, there was a visible reduction of filaments 
abundance in the most recently-calcified apical part of phosphate-enriched nubbins. 
The overall abundance of euendoliths significantly decreased, from 9.12 ± 1.09 % of 
the skeletal surface area in unenriched corals, to 5.81 ± 0.77 % and 5.27 ± 0.34 % in 
0.5 and 2.5 µmol L-1-phosphate enriched corals respectively. SEM observations con-
firmed this decrease. Recent studies have shown that phosphate enrichment in-
creases coral skeletal growth and metabolic rates, while it decreases skeletal density 
and resilience to mechanical stress. We thus hypothesize that increased skeletal 
growth in the presence of phosphate enrichment occurred too fast for an effective 
expansion of euendolith growth. They could not keep up with coral growth, so they 
became diluted in the apex areas as nubbins grew with phosphate enrichment. Re-
sults from the present study suggest that coral skeletons of S. pistillata will not be fur-
ther weakened by euendoliths under phosphate enrichment. 
 
Running head | Phosphate-enriched skeletons of living corals 
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 Introduction 

 

Euendoliths are boring phototrophic and 
organotrophic microorganisms that include 
cyanobacteria, chlorophytes, rhodophytes, 
and fungi (Tribollet, 2008a). They develop 
in a large variety of carbonate substrates, 
including crustose coralline algal thalli and 
coral skeletons (Tribollet and Payri, 2001; 
Tribollet and Golubic, 2005), in which 
they actively penetrate through active pro-
cesses of dissolution (Golubic et al., 1981; 
Garcia-Pichel et al., 2010). They colonize 
live and dead substrates, although coloni-
zation has been shown to be more intense 
in dead ones (Le Campion-Alsumard et al., 
1995a; Tribollet and Payri, 2001). In live 
coral skeletons, euendoliths grow from the 
inside of the skeleton towards the surface, 
trying to keep up with coral growth (Le 
Campion-Alsumard et al., 1995a). In dead 
skeletons on the contrary, they penetrate 
from the outside and bore towards the in-
side of the substratum (Tribollet, 2008b). 

In dead corals, euendoliths have been 
shown to be important primary producers, 
and major agents of reef bioerosion and 
sediment production (Schneider and 
Torunski, 1983; Chazottes et al., 1995; 
Perry, 2000; Tribollet et al., 2002; Tribollet 
and Golubic, 2005; Tribollet et al., 2006). 
Various environmental factors have been 
reported to affect rates of dissolution by 
euendoliths in dead substrates. Zubia et al. 
(2001), Chazottes et al. (2002), and Carrei-
ro-Silva et al. (2005, 2009; 2012) reported 
enhanced rates of dissolution under 
eutrophied conditions, while Tribollet and 
Golubic (2005) and Tribollet (Tribollet, 

2008b) showed that terrigenous inputs can 
mitigate the effects of eutrophication by 
limiting settlement and penetration of 
euendoliths. Moreover, it was shown re-
cently that rates of bioerosion by 
euendolithic communities are positively 
affected by elevated pCO2 (Tribollet et al., 
2009). 

In live corals, besides their role as skeleton 
bioeroders, euendoliths are known to have 
different activities. Boring heterotrophic 
fungi appear to inflict damages to their live 
hosts (Bentis et al., 2000; Alker et al., 
2001; Domart-Coulon et al., 2004) while 
autotrophic euendoliths may provide bene-
fits, especially in cases of bleaching 
events, through the release of nutrients and 
organic compounds (Odum and Odum, 
1955; Ferrer and Szmant, 1988; Schlichter 
et al., 1995; Fine and Loya, 2002). The 
metabolism of euendoliths and the balance 
between damages and benefits in live cor-
als remain however poorly known (Ferrer 
and Szmant, 1988; Tribollet, 2008a). In 
particular, the role of environmental fac-
tors on bioerosion of live coral skeletons 
has been seldom addressed. It was shown 
that elevated light leads to a 
photoacclimation of phototrophic 
euendoliths when increased progressively, 
and makes them more susceptible to ther-
mal photoinihibition and photodamages 
when increased rapidly, while concomitant 
increases in light and temperature lead to a 
decrease of their photosynthetic efficiency 
(Fine and Loya, 2002; Fine et al., 2004; 
Fine et al., 2005). But the roles of other 
factors such as nutrient concentrations 
have never been formally examined. Since 
corals are becoming increasingly impacted 
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by eutrophication due to continuous nutri-
ent release from sewage discharges, rain-
fall, rivers and ground waters (Tomascik 
and Sander, 1985; Bell and Tomascik, 
1993; McCook, 1999), the impact of nutri-
ents on boring euendolithic communities of 
live corals deserves more attention. 

The aim of the present study was to test the 
impact of enrichment by a single nutrient, 
phosphate, under controlled conditions in 
aquaria, using the tropical coral S. 
pistillata. Phosphate was chosen because it 
has been reported to affect the skeletal 
composition and structure of live corals, 
and to decrease skeletal density (Godinot 
et al., 2011a; Dunn et al., 2012).. Moreo-
ver, a recent study on dead shells showed 
that phosphate stimulates microbioerosion, 
in particular by boring cyanobacteria 
(Carreiro-Silva et al., 2012). Since it was 
shown that live corals are colonized by 
chlorophytes, cyanobacteria, and fungi (Le 
Campion-Alsumard et al., 1995a; Priess et 
al., 2000), we therefore hypothesize that 
phosphate enrichment can stimulate 
euendoliths growth in live colonies of 
S. pistillata, and thus, rates of carbonate 
dissolution. S. pistillata was selected for 
the present study because in this species, 
phosphate was already shown to increase 
tissue and skeletal growth, phosphate in-
corporation into the mineral fraction of the 
skeleton, as well as zooxanthellae specific 
growth rate, photosynthetic efficiency and 
phosphorus content (Godinot et al., 2011a). 
The study of the impact of phosphorus on 
euendoliths in live S. pistillata will thus 
improve the understanding of the effects of 
nutrients on live corals. 

 

 Methods 

Experimental design 
The experimental setup used in this study 
has already been described in a previous 
paper (Godinot et al., 2011a). Briefly, live 
nubbins (initial size of 1.3 ± 0.4 cm long 
and 0.6 ± 0.3 cm in diameter) of 
S. pistillata were cultured in duplicated 
aquaria under three continuous phosphate 
enrichments (0, 0.5 and 2.5 µmol L-1). The 
0.5 µmol L-1 enrichment represented a 
phosphate concentration which has been 
reported on some eutrophic reefs (Kinsey 
and Davies, 1979), whereas the 2.5 µmol 
L-1 enrichment was used to highlight the 
effect of phosphate on coral physiology. 
Corals were kept unfed to control for 
phosphorus enrichment, and light, tem-
perature, salinity, algal development and 
nutrient concentrations were controlled in 
each aquarium (Godinot et al., 2011a). 
Three nubbins per treatment (9 nubbins in 
total) were sampled for euendolith obser-
vations after 15 weeks of phosphate en-
richment, and were immediately fixed in a 
4% solution of formaldehyde in buffered 
seawater. 

Sample treatment 
Nubbins were cut transversally in two 
halves for observation of euendoliths with 
light microscopy and scanning electron 
microscopy (SEM) respectively.  

The first halves were used to prepare longi-
tudinal petrographic thin sections for light 
microscopy observations. The samples 
were dehydrated in a series of ethanol and 
acetone baths, then embedded in araldite as 
described by Tribollet (2008b). Several 
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millimeter thin slabs of skeleton were cut 
using a diamond circular saw, and were 
then mounted on microscope slides, 
ground to the quality of petrographic thin 
sections, briefly etched with 5% HCl, 
rinsed carefully, and stained with 5% tolu-
idine blue to reveal the euendolithic fila-
ments. Nine to twelve slides were prepared 
out of the 3 nubbins studied per treatment. 
We selected 5 good quality slides out of 
the 9 or 12 slides for measurements of the 
different biological variables related to 
boring microflora, after checking that they 
were representative of all slides per treat-
ment. Sections were observed with a Nikon 
Eclipse LV100 microscope, on which a 
Nikon DS-RI1 camera was mounted. 

The second halves of samples were used to 
prepare SEM sections. Samples were 
bleached with sodium hypochlorite prior 
embedding, then cut longitudinally, shortly 
etched with 5% HCl, rinsed and dried care-
fully, and then platinum-coated. Three 
samples per treatment were observed with 
a ZEISS Evo.LS.15 environmental SEM. 

Analyses 

Petrographic slides 
Two semi-quantitative methods were se-
lected to determine if phosphate had an 
effect on the overall distribution of 
microboring filaments in the skeletons, and 
to quantify the abundance of filaments in 
each treatment. In this latter technique, 
only non-porous areas of the skeleton (i.e. 
microscopic fields fully covered by skele-
ton) were selected for repeatability and 
accuracy of the abundance quantifications. 
This choice was made because of the high-
ly porous structure of S. pistillata skele-
tons, which was of c.a. 50 ± 8 % (estimat-

ed on pictures of the petrographic slides 
with the software ImageJ). 

The first semi-quantitative method consist-
ed in selecting one representative slide out 
of the five per phosphate treatment to map 
in detail the spatial distribution of fila-
ments across the entire sections of skele-
ton, i.e. porous and non porous areas. For 
this new approach of euendoliths distribu-
tion, pictures of the entire selected thin 
sections were taken and assembled using 
the software NIS-Elements D (Nikon). 
These pictures were converted to binary 
black and white pictures with ImageJ. The 
outlines of the skeletons were recovered 
with the software Adobe Illustrator, and 
colored distribution maps were drawn 
within those outlines. Maps were based on 
estimations of the abundance of 
euendolithic filaments, visually ranked 
from 1 to 5 by the same observer (respec-
tively lowest and highest filament abun-
dances encountered across all the samples). 
Abundances were estimated on 0.14 mm² 
optical fields, at c.a. 500 µm intervals 
across the whole thin sections (i.e. ca. 150 
± 25 measures per sample). 

The second semi-quantitative method con-
sisted in ranking the abundance of fila-
ments on 30 randomly selected non-porous 
microscopic fields of 0.14 mm² per slide (5 
slides, thus 150 measurements per phos-
phate treatment), in order to quantify and 
to compare the abundance of filaments 
among phosphate treatments. We thus ob-
served a total surface area of 0.041 cm² per 
slide out of 0.85 cm² on average, with a 
porosity of 50 ± 8 %. Thus, quantifications 
were performed on c.a. 10% of the total 
surface area of the samples. The same 
scale as described above (ranks from 1 to 
5) was used. To statistically compare the 
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abundance of filaments between phosphate 
treatments, ranks were matched to percent-
ages of surface area covered by 
euendoliths. These percentages were de-
termined for each rank of abundance as a 
preliminary step, using 5 representative 
photographs per rank which were analyzed 
with the software ImageJ. The minimum 
and maximum values found for each rank 
gave the range of percentages of bioeroded 
surface area attributed to that rank (pre-
sented in Table 1). The 30 abundance ob-
servations performed per slide were thus 
used to calculate the range of surface area 
covered by euendoliths on each slide. Me-
dians of these ranges were compared 
among the three treatments using non-
parametric Kruskal-Wallis tests, followed 
by U Mann-Whitney post-hoc paired tests, 
performed with the software StatView. 
Non-parametric tests were selected since 
the normality assumption was not respect-
ed.  

SEM sections 
SEM sections were observed to confirm 
the specific diversity of euendoliths ob-
served on petrographic slides, and the 
semi-quantitative analyses performed. For 

that latter part, ten pictures were randomly 
taken per section (30 pictures per phos-
phate treatment) to quantitatively measure 
the surface area bioeroded by euendoliths 
using the software ImageJ (expressed in 
percent of the total surface area of the pic-
ture). The effect of phosphate enrichment 
was tested using a Kruskal-Wallis test fol-
lowed by U Mann-Whitney post-hoc 
paired tests, performed with the software 
StatView. 

 

 Results 

 

Nubbins measured on average c.a. 
0.8 ± 0.3 cm in diameter at the end of the 
experiment, with a length of 3.3, 3.5, and 
3.7 ± 1.0 cm long (respectively for the 0, 
0.5 and 2.5 µmol L-1 treatments). 

Euendolithic communities observed in the 
skeletons of live S. pistillata were mainly 
composed of Ostreobium sp. filaments 
(Fig. 1), with possibly fungi filaments as 
well. No other species were observed. 

Those filaments were rather densely dis-
tributed in the middle part of the nubbins 
(yellow to red colors on Fig. 2), while they 
were less abundant at the apex of the corals 
(blue to yellow colors on Fig. 2). Differ-
ences were observed between the unen-
riched and the two phosphate-enriched 
corals (Fig. 2A): in the latter, filaments 
were even less abundant towards the most 
recently-calcified apical part of the nubbins 
(large blue and green areas on the right of 
Fig. 2B and C). 

The abundance of euendoliths significantly 
decreased with phosphate enrichment on 
the petrographic thin sections, from 9.12 ± 

Table 1 | Range of percentages of bioeroded 
surface area attributed to each abundance rank 
for light microscopy measurements. Data are 
presented as the minimum and maximum value 
measured out of 5 measurements per rank. 
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1.09 % of the non-porous surface area 
bioeroded in unenriched corals to 5.81 ± 
0.77 % and 5.27 ± 0.34 % in 0.5 and 2.5 
µmol L-1-phosphate enriched corals respec-
tively (Fig. 3; Kruskal-Wallis test, df = 2, 
H = 7.58, p = 0.02,). Differences between 
the two phosphate-enriched treatments 
were not significant (Mann-Whitney test, 
U = 10, p = 0.60). Bioeroded surface area 
estimated with SEM confirmed the de-
crease of abundance with phosphate en-
richment (Kruskal-Wallis test, df = 2, H = 
6.25, p = 0.04). Mann-Whitney post-hoc 
tests showed that, with the SEM technique, 
only the highest phosphate enrichment was 
significantly different from the other two 
phosphate treatments (U = 280, p = 0.018). 

 

 Discussion 

 

This study is, to the best of our knowledge, 
the first to report on the distribution and 

abundance of euendoliths colonizing skele-
tons of live corals in a controlled experi-
ment testing phosphate inputs. Species 
composition of euendolithic communities 
observed in S. pistillata is in agreement 
with the previous few observations made 
in skeletons of other live corals (Porites; 
Le Campion-Alsumard et al., 1995a), in 
which the ubiquitous chlorophyte 
Ostreobium quekettii dominated assem-
blages, with occasional filaments of fungi 
and of the cyanobacterium Plectonema 
terebrans. In S. pistillata however, fila-
ments of the cyanobacterium P. terebrans 
were not observed, but may have been 
overlooked or confounded with fungi hy-
phae. The low diversity of euendoliths in S. 
pistillata confirms that only a few species 
can penetrate into skeletons of live corals. 
Euendoliths in S. pistillata were however 
distributed differently than in Porites colo-
nies. They were localized across the skele-
tons of S. pistillata (unenriched treatment) 
while they were condensed in a green band 
beneath the surface of Porites colonies.  

Figure 1 | Filaments of Ostreobium sp. boring inside the skeleton of the coral S. pistillata. A: photo-
graph of filaments sheet and boring traces taken with an environmental scanning electron microscope. 
B: photograph of live filaments taken with light microscopy. 
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Figure 2 | Effect of long-term phosphate enrichment (15 weeks) on the spatial distribution of 
euendolithic filaments along the skeleton of S. pistillata nubbins: unenriched (A), 0.5 µmol L-1 P (B), 
and 2.5 µmol L-1 P (C). Observations were performed with light microscopy on longitudinal petro-
graphic thin section of the nubbins. Maps are based on estimations of the abundance of filaments, vis-
ually ranked from 1 (blue, low abundance) to 5 (red, high abundance). Dashed lines mark the nubbin 
tips at the beginning of the experiment. 
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The above variations in distribution may 
result from differences in structure, porosi-
ty, and growth rates among coral species. 
This strongly suggests that all coral species 
are not colonized the same way by 
euendoliths, as is also the case for dead 
carbonate substrates (Perry, 1998; 
Tribollet, 2008a).  

If skeletal microdensity decreased in 
S. pistillata corals due to the continuous 15 
weeks phosphate enrichment, similarly to 
A. muricata corals enriched for 16 weeks 
with phosphate (Dunn et al., 2012), this 
decrease did not lead to a faster coloniza-
tion of the skeleton by euendoliths. On the 
contrary, euendoliths abundance decreased 
in phosphate-enriched corals, especially in 
the apexes (Fig. 2). This result may be 
linked to the increase in skeletal growth 
rates observed with phosphate enrichment 

in S. pistillata (Godinot et al., 2011a). An 
inverse relationship was found between the 
abundance of euendoliths (expressed as 
percentages of surface area bioeroded) 
reported in the present study and the skele-
tal growth rates reported by Godinot et al. 
(2011a) (Fig. 4). We thus hypothesize that 
the increased skeletal growth in the pres-
ence of added phosphate was too fast for 
the euendoliths to actively follow coral 
growth, and that euendoliths became dilut-
ed. 

The decrease of euendolithic filament 
abundance, and thus microbioerosion, re-
ported here was somewhat unexpected. It 
was in contradiction with the assumption 
of Dunn et al. (2012), who suggested that 
colonization by internal bioeroders in-
creases with phosphate eutrophication. 
However, these authors based their 

Figure 3 | Abundance of euendoliths estimat-
ed through the percentages of surface area 
bioeroded in each phosphate treatment. Data 
are presented as Tukey boxes calculated on n = 
150 measurements per treatment. The star indi-
cates treatments significantly different from the 
others. 

Figure 4 | Relationship between coral skeletal 
growth rates and the abundance of euendoliths. 
Skeletal growth rates are from Godinot et al. 
(2011) and were measured over 8 weeks of 
phosphate enrichment. Abundance of 
euendoliths was estimated based on the per-
centages of surface area bioeroded in each 
phosphate treatment after 15 weeks of expo-
sure to phosphate treatments. Data are present-
ed as the means ± SE, with n = 5 samples per 
phosphate treatment for the abundance, and n = 
10 for growth rates. 
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hypothesis on earlier observations of dead 
portions of live colonies of the branching 
coral Acropora muricata colonized by 
macroborers made by Sammarco and Risk 
(1990) and Risk et al. (1995). These latter 
studies did not report the impact of phos-
phate on microborers in live parts of the 
branching coral. The absence of impact of 
phosphate in the present study is, however, 
in agreement with the results reported by 
Carreiro-Silva et al.(2012) in dead sub-
strates, who showed that only cyanobacte-
ria are enhanced by phosphate enrichment. 
In the present study, the chlorophyte 
Ostreobium dominated communities.  

Eutrophication in general has been report-
ed to increase bioerosion by euendoliths in 
dead substrates (Zubia and Peyrot-
Clausade, 2001; Chazottes et al., 2002; 
Carreiro-Silva et al., 2005, 2009). 
Chazottes et al. (2002) and Carreiro-Silva 
et al. (2005) highlighted the confounding 
roles of grazing and organic matter release 
in this positive response, which led to 
changes in euendolithic communities. The-
se authors hypothesized that increased nu-
trient concentrations can initiate a feedback 
loop, where bioerosion by euendoliths and 
by grazers reinforce one another, leading to 
accelerated bioerosion of the reef frame-
work. The latter confounding roles of graz-
ing and organic matter release were absent 
in the present controlled study. Further-
more, the processes of bioerosion in dead 
substrates and live corals are likely to be 
very different (Le Campion-Alsumard et 
al., 1995a). Indeed, in dead substrates, 
euendoliths are in contact with the ambient 
seawater, where they can possibly benefit 
from high nutrient concentrations. In live 
corals, polyps and their symbiotic 
zooxanthellae form a protective barrier and 

actively take up the nutrients (D'Elia, 
1977; D'Elia et al., 1983; Bythell, 1990; 
Godinot et al., 2009; Godinot et al., 2011a; 
Godinot et al., 2011b). Even though phos-
phate did reach the skeleton in the present 
study, as evidenced by the higher P:Ca 
ratio and phosphorus content of the miner-
al fraction of the skeleton of phosphate-
enriched nubbins (Godinot et al., 2011a), it 
is not granted that this phosphate was 
available to euendoliths. In fact, phosphate 
was incorporated as calcium phosphate in 
the crystal lattice of the skeleton, and was 
probably not accessible by euendoliths. 
Another source of phosphate for 
euendoliths might have been localized 
within the pores of the skeleton. Indeed, 
skeletal pore water has been reported to be 
nutrient rich in some massive corals (Risk 
and Müller, 1983; Ferrer and Szmant, 
1988), with phosphate concentrations ele-
vated by 0.39 µmol L-1 above those en-
countered in ambient seawater. However, 
the main source of inorganic nutrients in-
side skeletal pore water was suggested to 
be regeneration by microbial euendoliths 
themselves rather than the overlying water 
column (Risk and Müller, 1983; Ferrer and 
Szmant, 1988). The very poorly connected 
pore structure of S. pistillata may have 
prevented circulation of nutrient-enriched 
skeletal water. Euendoliths in massive cor-
als such as Porites colonies may however, 
respond completely differently as those 
corals have a slow growth rates (Pätzold, 
1984) and a structure allowing a better 
circulation of seawater inside skeleton 
(Knackstedt et al., 2006).  

By addressing issues of bioerosion by 
euendoliths in the context of nutrient en-
richment in live corals, this study adds to 
the growing body of evidence on the 
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impacts of phosphorus on live corals, and 
adds to the understanding of euendolith 
dynamics in this type of substrate. Results 
from the present study indicate that coral 
skeletons of S. pistillata will not be further 
weakened by euendoliths when facing 
phosphate enrichment. A decrease of 
microbioerosion rates in phosphate-
polluted areas could therefore be positive 
for living corals facing eutrophication, as it 
would represent one less stressor to cope 
with. Indeed, it was shown that when the 
corals Porites lobata, Pocillopora eydouxi, 
Acropora cytherea, Acropora humulis, and 
Montipora studeri are attacked by fungi 
filaments, they actively resist fungal pene-
tration by depositing conical structures of 
dense repair aragonite in growing calices 
(Le Campion-Alsumard et al., 1995b; 
Bentis et al., 2000). This process is ener-
getically costly, but will likely be reduced 
if euendoliths become diluted in skeletons 
of fast growing corals under phosphate 
enrichment. On the other hand, dilution of 
phototrophic euendoliths in live coral skel-
etons may have a negative impact on corals 
during bleaching events as euendoliths 
partially replace zooxanthellae, by provid-
ing food to their host, and thus a better 
resistance to thermal stress (Schlichter et 
al., 1995; Fine and Loya, 2002). Yet, to 
better understand the role of euendoliths in 
coral health, and as eutrophic reefs are 
generally impacted by terrestrial run-off 
rich in nitrates, ammonium, and organic 
matter in addition to phosphate, the present 
study needs to be followed by attempts at 
determining the separate and combined 
effects of the different nutrient sources on 
euendoliths colonizing various coral spe-
cies and over longer periods of time. 
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Résumé  | Absorption et devenir du phosphore au sein de la symbiose corallienne 

Les Scléractiniaires symbiotiques (coraux) qui se développent dans des eaux oligo-
trophes survivent grâce à une utilisation optimale des nutriments tels que le phosphore 
et l'azote. Alors que l’utilisation de l’azote par les coraux a été bien étudiée, ce n’est pas 
le cas du phosphore. L'enjeu principal de cette thèse a été d'évaluer l'utilisation du 
phosphore inorganique et organique dissous (PID, POD) par les coraux dans diverses 
conditions environnementales, ainsi que leurs besoins métaboliques en phosphore. Les 
résultats obtenus ont montré que l’absorption de PID, mesurée par déplétion dans le 
milieu, et de POD, mesurée via l’activité de l’alcaline phosphatase, dépendent de 
l’éclairement, de la présence de Dinoflagellés symbiotiques dans les tissus coralliens, 
de la présence d'azote inorganique, et du statut nutritionnel de l’hôte (réplétion en 
phosphore organique particulaire, POP, ingéré sous forme de plancton). Lors d'un 
stress de température, seul ou combiné à une acidification du milieu, l’absorption de 
PID a été affectée. Sous l’effet d’un enrichissement du milieu en PID, la photosynthèse 
et la calcification corallienne ont été augmentées, suggérant qu'en conditions oligo-
trophes, la symbiose est limitée par le phosphore. Enfin, des analyses en résonance 
magnétique nucléaire ont montré que le phosphore se trouve principalement sous 
forme de phosphate dans la symbiose, mais aussi de phosphonates chez l’hôte, et de 
polyphosphates et esters de phosphate chez les symbiotes. Un premier bilan de l'im-
portance relative du PID, POD et POP a été établi à l'issue de ce travail, et un examen 
critique des outils permettant d'évaluer la limitation par le phosphore a été réalisé. 

Mots clés | Oligotrophie | Scléractiniaires | Symbiose | Phosphore dissous | Phos-
phate | Limitation 
 

Abstract  | Uptake and fate of dissolved phosphorus within the coral symbiosis 

Symbiotic Scleractinian corals survive in oligotrophic reef waters owing to their efficient 
uptake of nutrients such as phosphorus and nitrogen. Although the use of nitrogen by 
corals has often been studied, this is not the case for phosphorus. The main aim of this 
work was to examine the use of dissolved inorganic and organic phosphorus (DIP, 
DOP) by corals under various environmental conditions, and to assess their metabolic 
demand for phosphorus. Results showed that DIP and DOP uptake, measured respec-
tively with depletion experiments and with alkaline phosphatase activity assays, are 
dependent upon light, the presence of symbiotic Dinoflagellates within coral tissues, the 
availability of inorganic nitrogen, and the nutritional status of the host (repletion in par-
ticulate organic phosphorus, POP, ingested as plankton). During a temperature stress, 
alone or combined with a pH decrease, DIP uptake was affected. Upon DIP enrichment, 
coral calcification and photosynthesis increased, thus suggesting that, under oligo-
trophic conditions, phosphorus limits the symbiosis. Finally, nuclear magnetic reso-
nance analyzes showed that phosphorus occurs as phosphate within the symbiosis, but 
also as phosphonates in the host, and as polyphosphates and phosphate esters in the 
symbionts. A first budget of the relative importance of DIP, DOP and POP was estab-
lished at the end of this work, as well as a critical evaluation of the tools used to assess 
phosphorus limitation of the symbiosis. 

Key words | Oligotrophy | Scleractinian corals | Symbiosis | Dissolved phosphorus | 
Phosphate | Limitation 
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