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Résumé

L’acidification des océans (AO) est un phénomene induit par 1’augmentation de la
pression partielle en CO, (pCO;) atmosphérique d’origine anthropique qui se caractérise par
une diminution du pH de I’eau de mer et une modification des parameétres de la chimie des
carbonates. L’AO est susceptible d’impacter toutes les especes marines mais les organismes
calcifiants y seraient les plus sensibles. Dans le cadre de cette thése, les réponses
physiologiques des algues Corallinacées (algues rouges calcaires) et de la crépidule
(mollusque gastéropode) ont été étudi¢es sous des conditions de pCO, actuelles et prévues
pour la fin du siecle. Les réponses des Corallinacées a I’AO en termes de production primaire
et de calcification ont varié suivant les espéces, d’'une absence de réponse chez Corallina
elongata a une diminution de 80% de la calcification nette journaliere chez le maérl
Lithothamnion corallioides. La crépidule est en revanche une espéce trés tolérante a
I’augmentation de la pCO,. Aucune dépression métabolique n’a été observée chez les adultes
malgré une diminution de la calcification nette induite par I’augmentation de la dissolution de
la coquille externe. La taille des jeunes stades de son cycle de vie (embryons et larves
véligeres) a été réduite sous conditions de pCO, élevées mais aucune diminution de la
respiration ou mortalité importante n’a été observée. Ces espéces calcifiantes ont une
importance écologique majeure au sein des écosystémes cotiers de Manche et Atlantique
nord-est. Les changements physiologiques induits par ’AO sur ces espéces clé sont
susceptibles de modifier les flux de matiére et d’énergie au sein des écosystémes dans
lesquels elles sont des especes ingénieures.

Mots clés : acidification des océans, calcification, crépidule, écosystemes cotiers, maérl,
métabolisme
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Introduction

1. Role des océans dans le cycle du carbone

L’océan, réservoir majeur de carbone sur Terre, joue un rdle essentiel dans la
régulation du cycle global du carbone avec une absorption journaliére estimée a 22 millions
de tonnes de dioxyde de carbone (CO,) (Feely et al. 2008). Ainsi, la surface des océans
absorbe chaque année environ un quart du CO, émis dans I’atmosphére par les activités
d’origine anthropique (Sabine et al. 2004). A [Dinterface air-mer, la diffusion du CO,
atmosphérique dans 1’océan est facilitée par la différence de la pression partielle en CO,
(pCO,) entre 1’océan et I’atmosphére. La solubilité et la distribution du CO, dans les océans
dépend de nombreux facteurs physico-chimiques comme la température, la salinit¢ ou le
régime de turbulence mais aussi de facteurs biologiques (activité photosynthétique, processus
biogénique de calcification). Une fois le CO; dissous dans les eaux de surface, il est ensuite
transporté horizontalement et verticalement a travers les couches de I’océan par des processus
biologiques et chimiques comme (i) la pompe de solubilité, (ii) la pompe de carbone
organique et (iii) la contre-pompe des carbonates, ces deux dernieres étant souvent associées

sous le nom de pompe biologique (Denman et al. 2007) (Figure 0-1).

(1) La pompe de solubilité est un mécanisme contrélant 1’absorption ou le dégagement
de CO; gazeux en fonction de la température. La solubilité est d’autant plus grande que 1’eau
est froide. Ainsi, les zones d’eau de surface froide de 1’océan (ex : Atlantique Nord-Est) sont
des zones importantes d’absorption du CO, atmosphérique gazeux par 1’océan. Ces eaux de
hautes latitudes, denses et froides, chargées en CO,, coulent ensuite vers I’océan profond ou
elles transportent une forte concentration de carbone inorganique dissous (CID) et sont a

I’origine de la circulation thermohaline a grande échelle (Denman et al. 2007).

(i1)) La pompe biologique est gouvernée par les processus de photosynthése du
phytoplancton marin qui convertit le CID en matiére organique. Ce processus est limité par la
disponibilité de la lumiére et des nutriments et n’a donc lieu que dans la couche photique des
océans. Le CO, atmosphérique dissous dans les océans et capté par la photosyntheése alimente
le flux de carbone organique particulaire (COP) vers l’océan profond a la mort du

phytoplancton ou par intégration dans le réseau trophique. Ce cycle maintient le gradient
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vertical de concentration en CID avec des valeurs plus élevées en profondeur et moins élevées
a la surface (Hofmann & Schellnhuber 2009). Alors que la majorité du carbone organique
produit dans la couche de surface est recyclée sous forme de CO, aprés broutage par le
zooplancton, 30 % s’enfonce dans les eaux plus profondes avant d’étre reconverti en CO, par
les bactéries marines. Sur la totalité de la matiére organique formée en zone photique,
seulement 0,1 % de carbone organique environ atteint le fond des océans ou il est stocké dans

les sédiments (Feely et al. 2001).

(i11)) La contre-pompe des carbonates est, contrairement aux deux autres pompes,
source de CO,. Le processus de calcification biogénique généré par les especes calcifiantes du
plancton — principalement coccolithophores et ptéropodes — émet du CO; lors de la formation
de la coquille calcaire dans I’océan de surface (voir “2 Systéme des carbonates” pour la
formule). A I’inverse de la pompe biologique qui séquestre du CO, dans les océans, la contre-
pompe des carbonates consomme du CID mais libére du CO,. A la mort des organismes, les
tests calcaires coulent dans la colonne d’eau et s’agrégent sur les fonds marins. La
redissolution du CaCOs; est alors un puits de CO,, qui peut étre ramené vers la surface par les

processus de remontées d’eaux profondes appelés upwelling (Denman et al. 2007).

'F’ompes biologiques

Air Pompe de Pompe de carbone Contre-pompe CaCOy
solution organigue
CO, CO, Co, CO,
Océan de
Froid Chaud o~ Production de
surface Eau douce Eau haline EDGRIE TS T E | coquilles calcaires
i U
Grande  Faible Consommation Py ol Consommation
Solubilité de.carbone 1L w : alcaline
i L ]
Eau Fiux de COP | : ,L i | :
2 P N | § Flux de CaCO;
intermédiaire v 1 ¢ Ny §
Reminéralisation °y :
Emission de Redissolution du
carbone carbonate de calcium
Océan Emission
profond alcaline
Sédiments

Figure 0-1: Régulation des fluctuations naturelles de CO, atmosphérique par les pompes de solubilité et

biologiques. D’aprés Denman et al. 2007
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2. Systeme des carbonates

Dans ’eau de mer, le carbone inorganique dissous (CID) se retrouve sous différentes
formes : la forme indissociée (CO; .4), I’acide carbonique (H,COs3), les ions bicarbonates
(HCO5) et les ions carbonates (COs>). La proportion de chacune des espéces de carbone dans
I’eau de mer dépend des constantes de dissociations qui varient en fonction du pH (Figure 0-
2). Dans les conditions actuelles de pH (8,1 en moyenne sur I’océan global), les ions HCO;5
sont la forme majoritaire du CID total (91 %) tandis que les ions COs> ne représentent que 8

% du CID et le CO; 44 (et ’'H2CO3), 1 % (TheRoyalSociety 2005).

2000

1800
1600
1400
1200
1000
200
600
400

200

Concentration molaire (umol kg')

Figure 0-2: Répartition des différentes especes de CID en fonction du pH marin. pHt: pH mesuré sur
I’échelle totale. Issu de Solomon et al. 2007

Les échanges de CO, entre I’atmosphere et 1’océan sont définis via le coefficient de
solubilit¢ du CO, dans I’eau de mer (Zeebe 2011) permettant un transfert thermodynamique
du CO; depuis I’atmosphere vers I’océan a travers la surface de la mer (Sabine et al. 2004).
Une fois dissous dans 1’eau de mer de surface, le CO, réagit avec I’eau pour former le H,CO:s.
Cet acide faible se dissocie immédiatement en HCO; et ions hydrogénes (H'). Les ions

HCO5™ peuvent a leur tour se dissocier en ions COs> et en ions H' (Figure 0-4 A).
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Le cycle du carbone en milieu marin est li¢ au cycle des carbonates. La formation et la

dissolution du carbonate de calcium (CaCOs) utilisent des ions CO32' ou HCOy5 selon les

formules suivantes :

calcification calcification

CaCO; (ii) Ca** + 2 HCOy

dissolution dissolution

(i) Ca®" + COs> CaCO; + H,O + CO;

Ces processus de calcification et de dissolution peuvent étre d’origine chimique ou
biologique. IIs régissent la contre-pompe des carbonates et impactent a la fois les quantités de
CID mais aussi I’alcalinité totale (At) de I’eau de mer définie comme la capacité de 1’eau de
mer a neutraliser les acides (Dickson et al. 2003). Pour chaque mole de CaCOs précipitée, At
augmente de 2 équivalents (Smith & Key 1975). La quantit¢ de CID est quant a elle

principalement influencée par les processus de photosynthése et de respiration (Figure 0-3).

Total alkalinity (mmol kg™)

1.95 200 2,05 2.10 T 215
Total dissolved inorganic carbon (mmol kg™')

Figure 0-3: Effets de différents processus sur les paramétres CID (total dissolved inorganic carbon) , At
(total alkalinity), et [CO,] de la chimie des carbonates. Sous conditions fixes, température: 15°C ; salinité : 35
et pression : 1 atm. Issu de Zeebe 2011.

L’état de saturation de 1I’eau de mer en CaCOs () qui contrdle thermodynamiquement
les processus de précipitation et dissolution du CaCOs est défini par la formule suivante :

Q =[Ca’] x [COs™] /K,



\ 2+ . . . 2- . .
ou [Ca”'] est la concentration en ions calcium, [CO37] est la concentration en ions carbonate
et K, est une constante steechiométrique relative a la forme de CaCO; variant avec la

température, la salinité et la pression.

Une sursaturation de I’eau de mer en CaCOs (€ > 1) favorise sa précipitation alors
qu’une sous saturation de I’eau de mer (Q2 < 1) la rend “corrosive” et favorise le processus de
dissolution. La solubilit¢ du CaCOs; étant en partie régie par la température et la pression, une
frontiere naturelle nommée “horizon de saturation” a laquelle Q est inférieur a 1 se crée en
profondeur dans les océans, entre 200 et 3 500 métres suivant les zones de 1’océan (Feely et

al. 2004).

3. Qu’est-ce que ’acidification des océans ?

Depuis le milieu du 18™ siécle et I’avénement de 1’ére industrielle, la concentration
en CO, atmosphérique n’a cessé d’augmenter passant de 280 patm dans les années 1850 a

397 patm fin 2013 (http://co2now.org/). Cette augmentation est principalement causée par le

développement important des activités humaines comme la combustion d’énergies fossiles,
I’industrialisation et la déforestation (Sabine et al. 2004). L’augmentation de la concentration
en CO; est I'une des causes d’un phénomene bien connu, le réchauffement climatique qui
entraine une augmentation globale de la température terrestre et des océans par augmentation
de I’effet de serre. Un deuxiéme phénomeéne moins connu est causé par cette augmentation du
CO, atmosphérique : D’acidification des océans (AO). Il résulte d’un changement dans

I’équilibre chimique des océans engendré par I’augmentation de la pCO, atmosphérique.

D’aprés la loi de Henry', une augmentation de la concentration en CO, atmosphérique
entraine une augmentation correspondante de pCO, a la surface des océans. Cette absorption
accrue de CO, augmente a la fois la concentration des ions HCOs et H' (Figure 0-4 B). La
concentration en ions H' régit directement le pH marin et une augmentation de leur
concentration entraine une diminution du pH via la relation pH = - log [H']. Cette diminution
de pH engendrée par 1’augmentation de la pCO, atmosphérique est le phénomeéne appelé
“acidification des océans”. L’acidification pourrait étre plus drastique sans le pouvoir tampon

. . + o1 s s . . 2- ,
des carbonates. Une partie des ions H' libérés se combine en effet aux ions CO3;”" présents

" Loi de Henry : “A température constante, la quantité de gaz dissous dans un liquide est directement
proportionnelle a la pression partielle qu’exerce ce gaz sur le liquide”
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dans I’eau de mer pour se transformer en ions HCOj3', tamponnant ainsi la diminution du pH
(Figure 0-4 B). Ce pouvoir tampon induit directement une diminution de la disponibilité des
ions CO32'. La diminution de la concentration en ions carbonates entraine une diminution du
parametre  influant sur les processus de calcification et fait remonter I’horizon de saturation

des carbonates en direction de la surface.

Le pH actuel de ’océan de surface, d’environ 8,1 (pHTz), a déja diminué de 0,1 unité
depuis la fin de la période préindustrielle (Solomon et al. 2007; Gattuso & Lavigne 2009) et
I’acidité de 1’océan de surface a augmenté de 30 % (Dupont & Portner 2013). Sur cette méme
période, I’état de saturation des carbonates a diminué de 20 % et ’horizon de saturation est

remonté d’environ 80 a 200 métres dans les océans (Feely et al. 2004).

Atmosphére A Atmosphére B
CO, Co,
atmosphérique atmosphérique

[com + HO ]: Rl [com + H0 ]:
blcaboas hyc:?:;éne [Hcoa- ;I H*] [l’ pH]

lens 2. + 2. +
carbonate Co,> + H COF 1 H
Océan Océan

Figure 0-4: Systéme du carbone et des carbonates. A : avant ’augmentation massive de la pCO,. B : dans un
contexte d’acidification des océans. Les fleches rouges montrent le déplacement de 1’équilibre et la diminution
de pH induite par ’augmentation des ions H'.

4. Evénements passés d’acidification des océans

Actuellement, la concentration en CO, atmosphérique est la plus élevée que la planéte
ait connu depuis 800 000 ans, fluctuant jusqu’en 1850 entre 180 et 300 patm (Liithi et al.
2008). Cependant, des phénomeénes d’AO se sont déja produits au cours des temps

géologiques, a des périodes critiques de I’histoire de la Terre.

? pHy : pH mesuré sur I’échelle totale



Sur les 300 derniers millions d’années, 7 périodes majeures durant lesquelles des
phénomenes d’AO sont suspectés, ont été recensées (Honisch et al. 2012) avec a chaque fois
des impacts sur les especes marines (Tableau 0-1). L’exemple géologique se rapprochant le
plus des concentrations actuelles en CO, atmosphérique est le Maximum Thermique
Paléocéne Eocéne (PETM dans le tableau) il y a 55 millions d’années. Cet événement est
caractéris¢ par des rejets important de CO, dans I’atmospheére, une diminution conjointe du
pH et de Q, une remontée de 2 km de I’horizon de 1’état de saturation des carbonates (Zachos
et al. 2005) et une augmentation rapide de la température de la surface des océans de 5 a 9°C
sur une période de 1000 a 2000 ans (Speijer et al. 2012). Les archives sédimentaires et des
changements majeurs dans les fossiles indiquent que les modifications des conditions
physico-chimiques des océans a cette période ont engendré d’importants changements dans
les communautés planctoniques marines et ont particuliérement touché les foraminiféres

benthiques (Speijer et al. 2012)

Bien que des similarités existent entre ces différentes périodes d’AO, aucun
évenement passé ne correspond aux futures projections en termes de déséquilibres de la
chimie des carbonates. En effet, la diminution critique de € prédite pour les années a venir
résulte de la rapidité de ’augmentation des émissions de CO; sur les derniéres années et dans
le futur. Dans les éveénements passés, des quantités importantes de CO, ont été libérées dans
I’atmospheére mais sur un pas de temps beaucoup plus long, a une vitesse beaucoup plus lente.
De ce fait, le déséquilibre de la balance des carbonates engendré par 1’augmentation de la
pCO, a été régulé par une augmentation des ions CO3” provenant de la dissolution du CaCOs
stocké dans les fonds océaniques et de 1’érosion des sols continentaux, influant sur
I’alcalinisation des eaux océaniques. Dans ces conditions de lente augmentation de la pCO5, la
diminution du pH et la saturation en CaCO; des eaux océaniques sont des processus
découplés (Honisch et al. 2012), ce qui n’est pas le cas dans le contexte actuel d’AO engendré
par une augmentation tres rapide de la pCO,, 30 a 100 fois plus rapide que dans les précédents

évenements géologiques (Bijma et al. 2013).
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Ere Période

Tableau 0-1: Evénements d'acidification des océans au cours des éres géologiques

Epoque Ma

QUATERNAIRE

HOLOCENE

Période
géologique

Fin du Pleistocéne

Oligocéne -
Pliocéne

Paléocéne -
Eocéne (PETM)

Crétacé -
Paléogéne

Triassique -
Jurassique

Permien-
Triassique

Augmentation des
émissions de CO,

130%
(1894 265 patm)

330- 400 patm
réchauffement

1 lente pCO,

t 7004 2000 patm

émissions annuelles

de CO»:0.1a1PgC

Variations de pH

. de 0,15 0,05 unités pH

L de 0,064 0,11 unités pH
Pas de changement de Q

Impacts sur les organismes marins

Masse des coccolithophores: | 25 %
Masse des foraminiféres: | 404 50 %

Migrations des espéces tropicales de
foraminiféres vers les poles
Pas de réponse de calcification

Extinction massive des foraminiféres
Diminution des algues calcaires et coraux
Changement des communautés planctoniques

Extinction majeures des espéces planctoniques
calcifiantes
Pas d’extinction chez les coraux

Crise des espéces trés calcifiantes
Extinctions chez les coraux sclératiniaires

Observations de dissolutions de carbonates
Survie des espéces résistantes a I'hypercapnie
et réduction de I'état de saturation des
carbonates




5. Prédictions pour le futur

Suivant les scénarios d’augmentation des émissions de CO; dans I’atmosphere prédite
dans le Special Report on Emission Scenario (SRES) (Nakicenovic et al. 2000) et rapportés
par I'Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC) dans son 4™ rapport, la pCO,
atmosphérique pourrait atteindre 730 a 1020 patm d’ici 2100. Selon les prévisions, le pH
océanique en 2050 sera plus bas qu’il ne 1’a été depuis environ 20 millions d’années. En effet,
I’augmentation de la pCO; aurait pour conséquence une diminution de pH de 0,11 a 0,35
unités pH pour 2100 (Solomon et al. 2007) qui pourrait atteindre 0,77 unité d’ici 2300
(Caldeira & Wickett 2003). En parall¢le, une diminution de la concentration en ions COs> de
30 %, et par conséquent une diminution de Q (Orr et al. 2005), ferait remonter 1’horizon de
saturation de 1’aragonite (une des formes de CaCOs) a une vitesse de 4 métres par an (Bijma
et al. 2013), I’amenant jusqu’a la surface sous les hautes latitudes Sud de 1’océan Austral d’ici

a 2100 (Figure 0-5) .
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Figure 0-5: Changements de la pCO, atmosphérique, du pH moyen a la surface des océans et de I’état de
saturation de I’aragonite de I’océan Austral, en fonction des 6 scénarios définis par le SRES (de A1B a
B2). Séries temporelles pour a) la pCO, atmosphérique ; b) le pH moyen de 1’océan de surface : c) I’état de
saturation en aragonite moyen dans 1’océan Austral (Plattner et al. 2001). IS92a : scenario antérieur au SRES.
D’aprés Solomon et al. 2007.
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Alors que la synthése du 5™ rapport de I'TPCC donnant les derniéres tendances du
changement global doit étre soumise a ’ONU fin 2014, les émissions de CO, ont tendance a
s’accélérer (Fiissel 2009). Les concentrations en CO, atmosphérique enregistrées pour la
période 2000-2004 étaient plus élevées que dans le pire scénario prédit par I'IPCC (Raupach
et al. 2007). En couplant I’AO au réchauffement climatique, Plattner e al. (2001) prévoient
une augmentation de 4 % de la concentration atmosphérique en CO; par rapport aux scénarios
donnés par I’IPCC pour 2100 en raison de la diminution de la capacité de stockage de carbone

de I’océan sous température plus élevée.

Le 28 septembre dernier, le groupe de travail 1 (WP1) de I'IPCC évaluant les aspects
scientifiques physiques du changement climatique a rendu son rapport final contribuant au
5™ rapport de I'IPCC. Leurs derniéres prédictions basées sur des scénarios RCP
(Representative Concentration Pathways), relatifs a 1'évolution de la concentration en gaz a
effet de serre au cours du 21°™ siécle, prédisent une diminution du pH marin moyen de 0,06 a

0,032 unités pH pour la fin du si¢cle couplée a une augmentation de température des eaux de

surface de 1,0 a 3,7 °C (IPCC 2013).

6. Impacts de ’acidification des océans sur les organismes marins

L’acidification future des océans et le changement d’équilibre de la chimie des
carbonates vont sans aucun doute induire des changements majeurs dans les écosystémes
marins. Cependant, la connaissance des mécanismes sous-jacents a ces changements, des
différentes sensibilités spécifiques et des conséquences évolutives en sont encore a leur début
(Dupont & Portner 2013). De trés nombreuses especes marines semblent étre menacées par
I’AO (Andersson et al. 2011; Kroeker et al. 2013c¢) car I’augmentation de la concentration de
CO,, la diminution du pH et les changements d’état de saturation en carbonates sont
susceptibles d’impacter de nombreuses fonctions biochimiques, physiologiques et

métaboliques chez tous les organismes marins.

Les processus physiologiques peuvent étre sensibles a différents paramétres de la
chimie des carbone-carbonates. Chez les autotrophes (microalgues, macroalgues,
phanérogames marines), la photosynthése qui utilise différentes sources de carbone (CO,,
HCO5) est susceptible d’étre particulicrement affectée par I’augmentation de la concentration

en CO; (Raven & Beardall 2003). Ce changement de concentration pourrait moduler les
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réponses photosynthétiques de certaines especes algales voire méme bénéficier a certaines
macrophytes (Raven 2011; Koch et al. 2013) et potentiellement impacter la consommation de
CID par les communautés phytoplanctoniques (Riebesell et al. 2007). Chez les hétérotrophes
en revanche, la diminution de pH induite par I’AO serait source d’une régulation coliteuse en
énergie afin de maintenir le pH interne a des valeurs plus élevées que le pH externe de 1’eau
de mer pour un déroulement optimal des processus biochimiques internes. Cette régulation du
milieu interne dépend de 1’efficacité des mécanismes de régulation ainsi que des capacités de
tolérances spécifiques a chaque espece (Melzner et al. 2009) et pourrait se faire au détriment
d’autres fonctions physiologique induisant une dépression générale du métabolisme (Pdrtner

et al. 2005).

De nombreux organismes marins, des algues microscopiques aux coraux batisseurs de
récifs, précipitent du CaCOj; pour former leur thalle, squelette, coquille protectrices ou picces
calcifiées. Il existe différentes structures cristallines de CaCO; possédant différentes
solubilités : calcite, calcite faiblement magnésienne (calcite ou certains ions Ca®" sont
remplacés par des ions Mg”"), aragonite et calcite hautement magnésienne (plus de 12 % de
Mg”"), de la moins 4 la plus soluble. A cause des changements s’opérant dans la chimie des
carbonates, et particulierement de la diminution de €, les organismes calcifiants sont les plus
susceptibles d’étre impactés par I’AO. 1l est cependant difficile de prédire I’impact général de
I’AO quant a la sensibilité des organismes calcifiants car le processus de calcification est
fortement régulé par des processus biologiques et peut varier en fonction de la capacité des
organismes a réguler le pH au niveau du site de calcification, de la présence d’une couche
organique protectrice et de la forme de CaCOs précipitée (Ries ef al. 2009). De plus différents
processus physiologiques, comme la photosynthése et la calcification, peuvent s’ influencer les
uns les autres, donnant lieu a des réponses complexes dont les mécanismes ne sont pas encore

bien compris (Koch et al. 2013).

De nombreuses revues ont fait état des réponses des organismes a I’AO existant au
sein de différents taxons: microorganismes (Liu ef al. 2010), macroalgues et phanérogames
(Koch et al. 2013), mollusques (Gazeau et al. 2013; Parker et al. 2013), échinodermes
(Dupont et al. 2010b), crustacés (Whiteley 2011). Des méta-analyses compilant des études
individuelles ont permis de mettre en évidence différentes sensibilités des especes face a
I’augmentation de la pCO, (Dupont ef al. 2010a; Hendriks et al. 2010; Kroeker et al. 2010).
La derni¢re en date, menée sur 228 études par Kroeker et al. (2013c), a fait ressortir de

grandes tendances en réponse a I’AO sur des taxons majeurs, résumées dans le tableau 0-2.
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Tableau 0-2: Résumé des principaux effets de ' AO sur différents taxons clé. D’aprés Kroeker ef al. 2013c¢

Survie Calcification Croissance Photosynthése Abondance
Algues calcaires ﬁ _
Algues non calcaires _

Phanérogames
Diatomées % 2%
Coccolitophores -23 %
Coraux 2% 4%
Survie Calcification Croissance Développement Abondance
Mollusques o 34%  40% 17 % 25%
Echinodermes -10 % -11 %
Crustacés
Poissons
H Non testé ou trop peu d'études D 95 % de l'intervalle de confiance chevauche 0 i Réduite de moins de 25 %
Augmentée de moins de 25 % Réduite de plus de 25 %

D’aprés cette analyse, la survie, la calcification, la croissance, le développement et
I’abondance d’une grande diversité¢ d’especes marines seraient réduites en réponse a I’AO et
la diminution de pH avec un impact majeur sur les algues calcaires et les mollusques. Grace a
cette analyse globale regroupant plusieurs espéces au sein de différents taxons, les auteurs ont
aussi pu mettre en évidence des réponses globales liées a des traits physiologiques ou traits de
vie. Ainsi, les especes fortement calcifiées comme les algues calcaires, coraux, mollusques et
larves d’échinodermes seraient plus sensibles a ’AO que les crustacés, poissons, algues non
calcaires qui sont moins affectées voire bénéficient des conditions physico-chimiques
engendrée par 1’augmentation de la pCO,. Les espéces mobiles ayant un comportement actif,
comme les crustacés et les poissons, seraient moins sensibles a la diminution de pH que les
especes sessiles, certainement grace a leurs taux métaboliques élevés et leurs mécanismes
actifs de régulation du pH (Melzner ef al. 2009). De méme, certaines especes d’algues non
calcaires et de diatomées pourraient bénéficier de 1’augmentation du CO,, substrat de

photosynthese privilégié (Koch et al. 2013).

Bien que les méta-analyses globales permettent d’avoir une vue différente de I’impact
de ’AO sur les organismes marins (Hendriks ef al. 2010), elles peuvent masquer des
différences plus fines a 1’échelle de I’individu, de la population ou de I’espece (Dupont et al.

2010a). A I’échelle individuelle, les différentes phases du cycle de vie d’une espéce sont
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susceptibles d’avoir différentes sensibilités au stress (Dupont et al. 2010a) et les phases les
plus précoces du cycle de vie des organismes marins seraient les plus sensibles au phénomene
d’AO (Byrne 2011; Ross et al. 2011). Les jeunes stades de vie constituent chez la majorité
des especes marines la phase dispersive du cycle de vie (sous forme de larves ou de
propagules) et permettent aux populations de se renouveler et de s’étendre a de nouvelles
aires géographiques (Pechenik 1999). L’impact important de I’AO sur la survie et la
croissance de ces phases pourrait constituer un goulet d’étranglement des populations marines
influant sur leur démographie et a terme sur la pérennité des especes (Dupont et al. 2010a).
Alors qu’a I’échelle d’une population, la sélection des génotypes les plus résistants provoque
une variabilité de réponse a ’AO entre les générations, les différences de réponses a la
diminution de pH entre populations d’une méme espéce peuvent résulter de conditions
environnementales ou d’histoires sélectives différentes (Range et al. 2011). L’adaptation de
populations vivant dans des milieux de vie aux conditions physico-chimiques trés variables
(ex : cuvette rocheuses de 1’estran) pourraient donner lieu a des génotypes et phénotypes plus
résistants au phénoméne d’AO que la méme espéce vivant en milieu plus stable (Range et al.
2013). Toutes ces différences de sensibilité rendent les réponses des organismes marins face a

I’AQ difficiles a généraliser.

7. Milieux cotiers tempérés

L’océan cotier représente seulement 7 % de la totalité¢ de la surface océanique avec
une zone cdtiere qui s’étend du littoral au début de la pente du plateau continental dont la
profondeur est d’environ 200 meétres. Dans cette interface entre 1’océan, 1’atmosphére et la
lithosphere, les cycles biogéochimiques sont d’importance majeure et assurent 20 % de la
production globale de mati¢re organique, 30 % de la production et 50 % de 1’enfouissement
de carbone inorganique particulaire (Gattuso et al. 1998). Dans les eaux cotieres, le
compartiment benthique est en contact étroit avec le compartiment pélagique et interagit avec
ce dernier. Les communautés benthiques peuvent ainsi jouer un rdole déterminant dans les flux
de maticre et d’énergie des écosystemes cotiers (Chauvaud et al. 2000; Bartoli et al. 2001;
Chauvaud et al. 2003; Gutiérrez et al. 2003; Bensoussan & Gattuso 2007; Martin et al. 2007b;
Martin et al. 2007c).
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Comme 1’océan ouvert, les eaux cotieres sont soumises a 1’AO. Cependant, dans les
zones coOtieres, les interactions entre les processus hydrologiques, biologiques et
géochimiques donnent lieu a des variations de la chimie des carbonates complexes, sur de
multiples échelles de temps (Waldbusser & Salisbury 2013). Des apports d’eau douce
contenant des nutriments, des produits d’érosion des sols influant sur I’alcalinité, des
particules terrigénes ainsi que du carbone organique dissous influent sur les masses d’eau de
la zone cotiere et font varier dans I’espace et le temps la chimie des carbonates (Waldbusser
& Salisbury 2013). Différents processus peuvent indépendamment impacter 1I’Ar des eaux
cotieres et la variation de pH (production primaire, échanges de CO,), amenant a un
découplage de la chimie des carbonates dans cette zone. Par exemple, une diminution de 1’état
de saturation des carbonates a cause d’une dilution par les eaux fluviales est possible sans
qu’il y ait de changement dans 1’équilibre acide-base. Les apports de nutriments sont
¢galement susceptibles d’augmenter la production primaire en zone coéticre, influant sur le
cycle du carbone et de I’azote de facon journaliére ou saisonniere (Aufdenkampe et al. 2011).
Sur certaines cotes enfin, les remontées d’eaux profondes souvent saisonnieres (“upwellings”)
entrainent une diminution du pH et de Q le long des cotes (Barton et al. 2012), induisant des
événements d’acidification ponctuels dans ces habitats. En fonction de I’équilibre entre les
quantités de CO, d’origine anthropique absorbées par les eaux cotiéres, ’export d’eau
d’alcalinité différente, les variations en matiére organique et les changements entre production
primaire, respiration et calcification en lien avec les concentrations en nutriment, les
¢cosystemes cotiers supportent des périodes d’acidification ou d’alcalinisation & de multiples

échelles de temps, indépendantes du phénomeéne global d’AO.

Les interactions entre le phénoméne général de I’AO et les dynamiques régionales
issues de différents processus intervenant dans les écosystémes cotiers donnent lieu a des
variations complexes du pH en zone cdtiere. Différentes études temporelles ont cependant mis
en évidence que les diminutions de pH engendrées par le processus d’AO en zone cotiere
(0,045 et 0,02 unités pH an™ ; (Wootton ez al. 2008; Provoost et al. 2010) se produisent plus
rapidement que dans les scénarios de I’IPCC pour 1’océan global (0,0014 a 0,0019 unités pH

an’).
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8. Thématique et objectifs de la thése

Les écosystémes marins cotiers sont parmi les systémes les plus importants de la
planéte aussi bien d’un point de vue écologique que socio-économique, produisant plus de
13 000 milliards de dollars de biens et services par an (Costanza et al. 1997). Ces écosystemes
abritent une grande diversité spécifique aux nombreuses fonctions écologiques (Harley et al.
2006). De nombreuses especes d’intérét commercial (ex : huitres, moules) s’y développent,

engendrant des modifications écologiques des systemes (Dumbauld et al. 2009).

Avec des variations de pH journaliéres excédant parfois I'unité pH dans certains
habitats, les zones coti¢res présentent des patrons de pH beaucoup moins stables que 1’océan
ouvert et le concept d’acidification des océans est difficilement transposable directement a ces
habitats (Duarte et al. 2013). En zone intertidale par exemple, le pH dans les cuvettes de
I’estran peut varier de 7,8 de nuit a 9,1 de jour en fonction de la production des macroalgues
(Middelboe & Hansen 2007). L’impact de 1I’AO sur les organismes cdtiers est beaucoup plus
difficile a prédire que pour les espéces hauturieres car, dans les habitats cotiers, la chimie des
carbonates peut étre tres variable, les conditions auxquelles sont exposés les organismes sont
plus difficiles a mesurer et la sensibilité des organismes peut varier sous 1’interaction de

différents facteurs de stress abiotiques.

Dans un contexte scientifique ou la quantité de publications concernant 1’acidification
des océans suit une croissance exponentielle (Gattuso & Hansson 2011), cette thése s’attache
a ¢étudier plus spécifiquement les réponses de deux taxons calcifiants clé des écosystémes
benthiques tempérés : les algues calcaires de la famille des Corallinacées et les mollusques.
Les Corallinacées se développent en forte concentration sur de grandes surfaces constituant
I’une des communautés de macrophytes les plus importantes en termes de couverture spatiale
(Foster 2001). Ces algues calcaires ont un role majeur dans la production primaire et
I’accumulation de carbonates en milieu cotier (Bosence & Wilson 2003; Martin et al. 2005;
Bensoussan & Gattuso 2007; Martin et al. 2007b; Amado-Filho et al. 2012; Basso 2012).
D’autre part, les mollusques représentent le groupe d’invertébrés majoritaire en termes
d’abondance en milieu cdtier tempéré et ils y sont les principaux producteurs de CaCOs
(Gutiérrez et al. 2003). Or, il a été mis en évidence que ces deux groupes taxonomiques
semblaient les plus sensibles au phénoméne d’AO parmi les organismes marins (Kroeker et

al. 2013c). Il a donc paru intéressant d’étudier I’impact de I’AO sur ces deux taxons majeurs
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des zones cotiéres ou les variations de pCO, et pH sont beaucoup plus variables que dans

I’océan ouvert.

Bien que les recherches se dirigent aujourd’hui de plus en plus vers 1’étude des
impacts de I’AO a un niveau communautaire (Hale et al. 2011; Olabarria et al. 2013; Vaz-
Pinto et al. 2013) et si possible in situ (Fabricius et al. 2011; Kroeker et al. 2011; Porzio et al.
2011; Kroeker et al. 2012; Kroeker et al. 2013a; Porzio et al. 2013), les expériences mono-
spécifiques en laboratoire permettent de mesurer les réponses physiologiques et métaboliques
des organismes afin de comprendre les mécanismes controlant ces réponses (Clark et al.
2013). Ce type d’études permet aussi de comprendre les différences de résistances au pH en
fonction de I’adaptation et de 1’acclimatation aux variations abiotiques du milieu de vie
(Hofmann & Todgham 2010). Elles permettent enfin de déterminer les différences de
sensibilités entre les phases du cycle de vie, ainsi que d’observer les répercussions de la
diminution de pH/augmentation de pCO, d’une phase du cycle de vie a la suivante ou d’une

génération a I’autre (Dupont ef al. 2010a; Parker et al. 2012).

Ce travail de thése est centré sur deux modeles principaux d’organismes calcifiants
compte tenu de leur abondance et de leurs importances écologique et économique dans le
secteur Manche-Atlantique : les algues calcaires Corallinacées, avec un focus sur le maérl
(Lithothamnion corallioides), et la crépidule (Crepidula fornicata), mollusque gastéropode

invasif.

> Les études sur les réponses physiologiques des Corallinacées tempérés a 1’AQO étant
encore peu nombreuses, le premier objectif de ce travail de thése a été d’étudier les variations
des taux physiologiques individuels de différentes algues Corallinacées des cotes bretonnes
sous différents scénarios de pCO, prévues pour la fin du siécle. Les Corallinacées sont
largement réparties depuis le haut de 1’estran jusqu’en zone subtidale, expérimentant ainsi
naturellement d’amples variations de pH. Dans un premier temps ce travail a donc cherché a
mettre en évidence différentes sensibilités a la diminution de pH au sein d’un méme taxon
mais sur des especes vivant dans des milieux de vie contrastés. Dans un second temps, il s’est
focalisé sur une espece d’intérét économique, écologique et patrimonial en Bretagne, le maérl
qui forme une importante biocénose en zone coticre tempérée. Les réponses physiologiques
de cette espeéce ont ét¢ étudiées sous différentes conditions croisées d’augmentation de pCO,

et de température.
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> La crépidule est une espéce invasive en Europe dont I’introduction a eu des
conséquences ¢écologiques importantes sur les communautés indigénes. Elle forme sur les
cotes bretonnes des populations trés denses générant des flux de carbone, de carbonates et
d’azote susceptibles d’influencer les écosystémes des baies et estuaires ou elle s’est établie.
Le deuxiéme objectif de cette thése vise a comprendre les réponses physiologiques de la
crépidules a ’AO afin de déterminer sa résistance et son potentiel maintien dans des
conditions de pCO, élevée. Cette espece a cycle de vie bentho-pélagique particulier est aussi
un modele idéal pour étudier la sensibilité de différentes phases du cycle de vie a une
diminution de pH et comprendre les potentiels changements démographiques engendrés par
I’AO. Dans ce cadre, différents processus physiologique ont été étudiés chez des larves et des

adultes soumis a différents traitements de pCO, et de température.
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PARTIE 1

Impact de Pacidification des océans

sur les algues Corallinacées des milieux cotiers tempérés







PARTIE 1
Impact de acidification des océans sur les algues Corallinacées

des milieux cotiers tempérés

Dans cette premicre partie, I’impact de 1’acidification des océans sur les algues rouges
calcaires de la famille des Corallinacées a ét¢é mesuré par son effet sur les réponses de
différents processus physiologiques : la photosynthése, la respiration et la calcification. Dans
un premier temps, les effets de I’augmentation de la pCO, ont été testés sur des algues
corallinacées de morphologies variées, provenant d’habitats ou les variations physico-
chimiques différent. Dans un deuxiéme temps, 1’étude s’est focalisée sur une espece clé des
écosystémes cotiers bretons, le maérl. Au cours de cette étude monospécifique, les effets
couplés de Iaugmentation de la pCO, et de la température prévue dans un contexte de
changement global ont été pris en compte afin d’extrapoler les résultats quant au devenir des

bancs de maérl en Bretagne. Cette partie est divisée en différents chapitres :

Chapitre 1 : Généralités et physiologie des Corallinacées

Chapitre 2 : Réponses des algues Corallinacées des milieux cotiers tempérés a I’acidification

des océans.

- Article n°l: Noisette F, Egilsdottir H, Davoult D, Martin S (2013) Physiological responses of three
temperate coralline algae from contrasting habitats to near-future ocean acidification. J. Exp. Mar.

Biol. Ecol. 448 : 179-187

- Article n°2 : Noisette F, Duong G, Six C, Davoult D, Martin S (2013) Effects of elevated pCO, on the
metabolism of a temperate rhodolith Lithothamnion corallioides grown under different temperatures. J.

Phycol. 49: 746-757

Chapitre 3 : Synthése générale sur I’impact de 1’acidification des océans sur les Corallinacées

en zone cotiere
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Chapitre 1 : Généralités et physiologie des Corallinacées

1. Caractéristiques écologiques

Parmi les Rhodophycées, les Corallinacées sont un groupe d’algues rouges calcaires
représentant la majorité des especes algales calcifiantes actuelles (Figure 11-1). Apparues au
début du Crétacé, elles se sont ensuite progressivement développées jusqu’a atteindre un pic
de diversité au cours du Miocéne. Elles sont considérées comme un ¢lément clé des cycles du

carbone et des carbonates depuis le Cénozoique (Basso 2012).
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Figure I1-1: Différents morphotypes et espéces de Corallinacées tempérées actuelles. Source : algaeBASE

Les Corallinacées présentent une hétérogénéité morpho-fonctionnelle sans valeur
taxonomique (Cabioch 1988) caractérisée par deux groupes: les Corallinacées géniculées et

non-géniculées. Les algues géniculées sont des algues articulées, branchues, dont les thalles
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sont composés de segments flexibles non calcifiés alternant avec des articles calcifiés
complétement rigides (Figure 11-1). Les algues non géniculées sont des algues non articulées
au thalle completement rigide. Elles peuvent se développer sur des substrats durs comme
algues calcaires encroiitantes (ACE) ou exister sous forme libre sans substrat d’attache, ce
sont les rhodolithes (Figure I1-1). Alors que les géniculées se disloquent en particules fines
apres leur mort et sont quasiment indétectables dans les archives géologiques, les corallines
non géniculées s’intégrent presque dans leur intégralité sous forme de fossiles dans les
couches géologiques. La tres large répartition des Corallinacées ainsi que leur fonctionnement
trés homogeéne suggérent un mode de vie tres stable a travers les éres géologiques (Giraud &
Cabioch 1979) c’est-a-dire de faibles variations dans le type de milieu colonisé et le

fonctionnement physiologique.

Les Corallinacées sont trés abondantes et diversifiées dans tous les océans. Aucun
autre groupe de macroalgues n’occupe une gamme d’habitats aussi variée (Steneck 1986).
Présentes des pdles jusqu’aux zones tropicales, elles se développent a toutes les profondeurs
de la couche photique. Ce sont d’ailleurs souvent les derniéres algues pluricellulaires
rencontrées en profondeur (Giraud & Cabioch 1979; Steneck 1986). Elles atteignent jusqu’a
une centaine de metres de profondeur dans les eaux tres claires des milieux tropicaux avec un
maximum relevé a 268 métres (Littler er al. 1985). Les Corallinacées ont des roles
biologiques et écologiques majeurs dans les milieux qu’elles colonisent (Nelson 2009). Elles
sont considérées comme especes ingénieures de certains €cosystémes (coralligéne, bancs de
maérl) et comme des producteurs majeurs de CaCOs, en particulier dans les zones polaires et
tempérées (Nelson 2009; Basso 2012). Elles offrent de nombreux services écologiques
comme la consolidation des récifs coralliens (Adey 1998), des zones de recrutement et de
nurseries pour les invertébrés et poissons (Kamenos et al. 2004b; Kamenos et al. 2004a; Neo
et al. 2009) et fournissent des microhabitats pour la faune et la flore benthiques (Foster 2001;

Grall et al. 20006).

Les Corallinacées précipitent du carbonate de calcium (CaCOs) pour former leur thalle
calcaire ce qui leur confére différents avantages comme un squelette solide, une protection
contre les brouteurs et une résistance a I’hydrodynamisme (Nelson 2009). Ces organismes
autotrophes utilisent donc le carbone inorganique dissous (CID : HCO5;™ + COs> + CO,) 4 la
fois comme substrat pour la photosynthése mais aussi pour la calcification. Ces processus
semblent donc étre intimement liés par une source commune tout en ayant sous certaines

conditions des voies découplées.
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2. Photosynthése et acquisition du carbone

2.1 Utilisation du carbone dans la photosyntheése

Le processus photosynthétique permet de former des sucres (C¢H,04) et de I’oxygene

(O,) a partir de gaz carbonique (CO,) et d’eau (H,0) selon la formule suivante :
6 CO, + 6 H,O + énergie lumineuse = C¢H2,06 + 6 O,

Les réactions chimiques du cycle de Calvin permettent la transformation du CO; en sucre.
Parmi les différents types de voies métaboliques existantes (C;, Cs, métabolisme acide
crassuléen appelé CAM), la trés grande majorité des algues (> 85 %) utilisent la voie en C;
(Koch et al. 2013) dont la premiere étape est la fixation du CO, par carboxylation sur un
ribulose 1,5 bisphosphate, catalysé par une enzyme, la ribulose-1,5-biphosphate-carboxylase-
oxygénase (RubisCO). La RubisCO est également capable de catalyser la réaction de
photorespiration utilisant 1'oxygeéne pour lequel elle a une plus grande affinité pour produire
du CO; en dégradant la matiére organique. Le ratio CO,/O, au niveau du site actif de la
RubisCO conditionne son activité carboxylase ou oxygénase. Aux concentrations actuelles de
CO,, la faible affinité de la RubisCO pour le CO; (Israel & Hophy 2002) ne permet pas de la
saturer pour moiti¢ chez la majorité des algues (Giordano et al. 2005). Cependant, diverses
formes de RubisCO existent parmi les différentes familles algales. Les Rhodophycées
présentent la RubisCO de forme 1D qui a la meilleure sélectivité pour le CO, parmi toutes les

formes existantes de cette enzyme (Raven & Beardall 2003).

L’acquisition du carbone nécessaire a la photosynthése chez les algues et en
particulier chez les Rhodophycées marines peut se faire par différentes voies ou processus, de
la diffusion passive du CO; a travers les parois et membranes au transport actif du carbone par

le biais de mécanismes de concentration de carbone (CCM) (Raven & Beardall 2003).

2.2 Diffusion passive du CO;

L’acquisition de carbone par diffusion passive du CO, est conditionnée par la
perméabilité des membranes cellulaires a la diffusion des gaz. Peu d’espéeces algales utilisent

exclusivement ce processus pour acquérir du carbone. En effet, la diffusion passive du CO; ne
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permet pas d’avoir un ratio CO,/O; optimal afin de maximiser la fonction carboxylase de la

RubisCO (Raven et al. 2005).

En milieu marin, les espéces utilisant uniquement la diffusion passive du CO, se
rencontrent principalement dans les habitats ou des facteurs abiotiques limitent la
photosynthese. Ce sont notamment les milieux profonds ou peu de lumicre pénctre et ou la
température reste faible avec une moyenne annuelle inférieure ou égale a 18°C (Raven &
Beardall 2003; Hepburn et al. 2011). Par exemple, sous faible irradiance constituant un
facteur limitant, I’entrée du carbone par diffusion passive est suffisante au fonctionnement
réduit de la RubisCO et ne nécessite pas la mise en place de CCMs couteux en énergie pour

optimiser la photosynthése (Raven & Beardall 2003; Raven et al. 2005).

2.3 Mécanismes de concentration de carbone (CCMs)

La grande majorit¢ des algues posséde des CCMs. Ces mécanismes permettent
d’augmenter la concentration en CO, autour de la RubisCO a des concentrations bien plus
¢levées que celle du milieu externe. Cette forte augmentation de CO, permet d’augmenter le
ratio CO,/O; au niveau du site de la RubisCO, maximisant la fonction carboxylase de cette
enzyme et augmentant ainsi I’affinité photosynthétique pour le CO; de tout I’organisme.

Différentes voies de fonctionnement des CCMs ont été¢ décrites dans la littérature
(Raven & Beardall 2003) :

- par transport actif de HCO;/CO, a travers les membranes,

- par création d’un compartiment acide ou le HCOjs™ se transforme en CO; qui diffuse
ensuite vers un compartiment plus alcalin ou il est utilisé par la RubisCO.

- par pompage actif du CO, par des processus biochimiques analogues aux voies C4 ou

CAM des plantes supérieures. Ces mécanismes ne seront pas développés ici car ils

sont pour I’instant uniquement suggérés chez certaines especes des genres Udotea et

Thalassiosira (Raven & Beardall 2003; Raven et al. 2012).

a- Transport actif de HCO5/CO; a travers les membranes

La plupart des CCMs présents dans les algues sont basés sur un transport actif du
HCOj;™ et/ou du CO; a travers une ou plusieurs membranes séparant le milieu externe du site
de la RubisCO (Giordano et al. 2005) (Figure 11-2). Contrairement a la diffusion passive du

CO;,, ce mécanisme implique que les membranes traversées aient une faible perméabilité aux
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différentes formes de carbone composant le CID (Raven & Beardall 2003). Le transport actif
du CID peut étre effectué a travers la membrane plasmique et/ou la membrane interne des
plastides. L’équilibre entre le CO; et le HCOs™ dans les différents compartiments de la cellule

(cytoplasme, stroma, lumiere du thylakoide) peut impliquer ou non différentes anhydrases

carboniques internes (Giordano et al. 2005).

Une anhydrase carbonique externe (sécrétée dans la paroi cellulaire) peut catalyser la
conversion du HCO;™ en CO; a I’extérieur de la cellule et ainsi créer un gradient favorable a la
diffusion du CO, vers le milieu intracellulaire (Figure 11-2). Cette anhydrase carbonique est
pH-dépendante et est généralement plus efficace quand le pH de la couche limite de diffusion
est bas (Koch et al. 2013). Méme si la plupart des macroalgues semblent posséder cette

anhydrase carbonique externe, elle apparait plus rare parmi les Rhodophycées (Koch et al.

2013).

Milieu
H Coa' / CO 2 externe

HCO,

Transport actif

Cyroplasme
Anhydrase

carbonique
externe

HCO,- o
2

Anhydrase
carbonique
interne

Transport Diffusion
actif passive

co,

Cycle de
Calvin

Diffusion

passive Chloroplaste

Membrane plasmigue

Figure I1- 2: Schéma récapitulatif de I’acquisition du carbone par diffusion passive et par des mécanismes
de concentration de carbone utilisant le transport actif de HCO; et CO; a travers les membranes. Les
procédés passifs sont représentés par les fleches noires alors que ceux qui nécessitent un transport actif utilisant
de I’énergie sont en rouge. Les fléches violette représentent une conversion des formes de carbone par la voie

d’une enzyme, I’anhydrase carbonique.
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b- Succession de compartiments acide et alcalin

Un deuxieme type de CCM utilise différents compartiments (acide et alcalin) pour
transformer le HCO;™ en CO, a des concentrations plus élevées que dans le milieu externe
(Figure 11-3). Comme pour la diffusion passive du CO; et a I’inverse du premier type de CCM
présenté, les différentes membranes traversées doivent étre perméables aux différentes
especes de CID pour que le fonctionnement soit optimal. Le HCOs; d’un milieu ou
compartiment alcalin est transporté vers un compartiment ou le pH est maintenu plus acide
grace a une pompe a protons (Raven & Beardall 2003). Dans ce compartiment plus acide,
I’équilibre CO,/HCO;™ est plus élevé que dans le milieu précédent. Le HCO;3™ est alors
transformé en CO, par une anhydrase carbonique stable a bas pH ou par une catalyse
protonique dans des compartiments plus grands (Giordano et al. 2005). Le CO, produit a des
concentrations ¢élevées dans le compartiment plus acide diffuse ensuite vers le compartiment
adjacent plus alcalin ou se trouve la RubisCO. Ce mécanisme est d’autant plus efficace quand

le compartiment contenant la RubisCO ne contient pas d’anhydrase carbonique.

HCO,

Membrane
chloroplastique

Diffusion
passive

Cycle de
Calvin

H COS- Rubisco

Diffusion
Canal 2 passive

COMPARTIMENT
ALCALIN

COMPARTIMENT |
ACIDE

Hco;, — i — CO

Anhydrase carbonique

Stroma

Figure I1-3: Schéma récapitulatif de I’acquisition du carbone par des mécanismes de concentrations de
carbone utilisant une succession de compartiments alcalins et acides. Les procédés passifs sont représentés
par les fleches noires. Les fléches violette représentent une conversion des formes de carbone par la voie d’une
enzyme, |’anhydrase carbonique. L’existence d’un canal permettant le passage des ions HCO; d’un
compartiment a 1’autre n’a pas encore été scientifiquement établi.

-26 -



2.4 Controle abiotique de I’acquisition de carbone

Suivant les conditions abiotiques du milieu (lumiére, concentration en CO; ...),
I’acquisition de carbone par le biais des CCMs peut étre complétée ou complétement
remplacée par la diffusion passive du CO; a travers les membranes cellulaires (Hepburn et al.
2011 ; Koch et al. 2013). Par exemple, a forte lumiere et sans limitation de nutriments, les
CCMs coliteux en énergie peuvent étre exploités au maximum afin d’assurer une croissance
optimale (Hepburn et al. 2011). Sous une lumiére moins importante, ces CCMs peuvent étre
sous régulés et relayés par une diffusion passive plus importante afin d’économiser de
I’énergie (Hurd et al. 2009; Cornwall et al. 2012). Les limitations en carbone et azote peuvent
aussi directement impacter D’activit¢ des CCMs. Tout facteur environnemental (pH,
température, salinité, etc) affectant les concentrations de CID ou leur spéciation dans le milieu

externe de 1’algue est susceptible de modifier I’expression phénotypique des CCMs.

3. Processus de calcification

Les Corallinacées précipitent de la calcite magnésienne (Mg-calcite) avec une trés
forte variabilité de la minéralogie suivant les especes. Les teneurs en magnésium varient entre
9 et 25 % avec une majorité¢ des especes présentant plus de 12 % de magnésium dans leur
calcite (Smith et al. 2012). La précipitation du CaCOs a lieu dans les parois des cellules des
Corallinacées qui sont donc compleétement calcifiées par ces dépdts carbonatés, hormis les
cellules reproductives et les cellules externes de 1’épithélium (Figure I1-4A). Cette
calcification cellulaire se fait en plusieurs temps: une “couche primaire”, composée de
cristaux allongés de Mg-calcite est d’abord déposée parallélement a la surface de la paroi
cellulaire. Puis une couche secondaire de ces mémes cristaux est placée perpendiculairement a
la surface de la cellule (Cabioch 1988). Chez ces algues a thalle souvent épais, la région
externe du thalle recevant les rayons lumineux est constituée de cellules pigmentées et
photosynthétiques alors que les réserves amylacées s’accumulent dans la région interne non

photosynthétique du thalle (Giraud & Cabioch 1979) (Figure 11-4B).
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Figure 11-4: Thalle calcifié¢ chez les Corallinacées. A : Coupe longitudinale dans un thalle de Lithophyllum
incrustans montrant les différents types de cellules du thalle calcaire (d’aprés (Irvine & Chamberlain 1994). B :
Cellules a paroi calcifiée de Lithophyllum incrustans - source : algaeBASE

Le processus de précipitation du CaCOs, qui s’effectue selon la formule suivante est
chimiquement contr6lé par 1’état de saturation en carbonate de calcium de I’eau de mer
Q. Lorsque Q est supérieur a 1, la calcification prévaut alors que lorsque € est inférieur a 1,

c’est la dissolution qui est favorisée.

Ca*" + 2 HCO;5 < Ca*" + CO5* + CO, «> CaCO; + CO, + H,O

Les mécanismes spécifiques contrdlant la calcification et la dissolution biogéniques
chez les macroalgues calcaires n’ont ét¢ que peu étudiés a 1’exception de quelques genres

comme Halimeda, Chara et quelques Corallinacées (Koch et al. 2013).

Chez les Corallinacées (Figure I1-5), la présence de substrats organiques
(polysaccharides et fibrilles) conditionne la précipitation des carbonates dans la paroi
cellulaire suivant un modé¢le de calcification dit “induit par une matrice organique” (Koch et
al. 2013). Ces substrats organiques se lient avec des ions calcium (Ca>") pour former des sites
de nucléation favorisant la calcification (Koch et al. 2013). Leur controle serait aussi a
I’origine du polymorphisme de la calcite précipitée dans les parois. Ce contrdle biochimique
de la calcification pourrait expliquer les phases de décalcification, appelées desquamation, qui
se produisent pour favoriser la perte des cellules épidermiques de surface et la croissance
apicale des Corallinacées (Cabioch 1971). L’utilisation du CO; par la photosynthése (induite
par la diffusion du CO, ou la déshydratation du HCO3™ en CO; par une anhydrase carbonique)
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et I’excrétion des H' par des pompes a protons déplacent 1’équilibre des carbonates vers le

C032' et favorise donc la précipitation du CaCOs.

export 24 24 erricibla Milieu
T COZ M & /Ca /__.-l——oll\ externe
Transport actif +/ -
—— Paroi
H COB- C032- * CaZ+ Ca C03 % cellulaire

polysaccharides

‘ M Milieu
+ : -ace e
H COz photosynthése intracellulaire

@

Figure I1-5: Schéma récapitulatif des processus de calcification dans la paroi cellulaire des Corallinacées.
La calcification se déroule dans la paroi cellulaire et est induite par des polysaccharides.

4. Couplage entre photosynthése, respiration et calcification

Photosynthése, respiration et calcification sont des processus physiologiques liés qui
s’influencent les uns les autres (Borowitzka 1981; Martin et al. 2013b). La calcification est
plus importante de jour que de nuit (Borowitzka 1981; Gao et al. 1993; Martin et al. 2013a;
Martin et al. 2013b) : alors que les taux de calcification de nuit sont proportionnels a la
concentration en CO3;” de jour, la photosynthése fournit un “effet vital” qui augmente les taux

de calcification (Borowitzka 1981).

Par son utilisation du CO, la photosynthése crée un environnement pH favorable a la
calcification au niveau intracellulaire mais aussi dans la couche limite de diffusion (Hurd et
al. 2011; Cornwall et al. 2013a). Comeau et al. (2013) ont décrit les réactions liant les
processus de photosynthese et de calcification sur un modele d’algue calcaire pouvant utiliser
le HCO; et dotée d’anhydrase carbonique (Figure 11-6). A la lumicre, le processus de
photosynthése utilise différentes sources de CO; : (i) du CO; provenant du milieu extérieur,

(i1) du CO; issu de la respiration et (ii1) du CO, converti par une anhydrase carbonique depuis
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Partie 1 : Corallinacées Chap 1 : Généralités

le HCO5 transporté a travers la paroi cellulaire par des symports HCO;/ H' (voir définition
dans la l1égende de la figure 11-6). La photosynthése produit des ions OH™ qui diffusent dans la
paroi cellulaire ou ils vont induire une augmentation du pH et de 1’état de saturation des
carbonates, favorisant ainsi I’augmentation de la concentration des ions COs> et de ce fait la
précipitation du CaCOjs. Dans ce modéle, I’augmentation de la concentration des ions CO3*
stimule directement le processus de calcification. L’augmentation de la concentration en

HCOs  augmente quant a elle la photosynthése, qui a son tour, stimule indirectement la

calcification.
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Figure 11-6: Schéma conceptuel de la calcification chez les Corallinacées (Comeau ez al. 2013) décrivant
les interactions calcification/respiration/photosynthése chez les algues calcaires tropicales. Symport :
protéine transmembranaire servant de co-transporteur ; anhydrase carbonique: enzyme catabolisant la
transformation des formes de carbone.

A D’obscurité (Figure 11-6), seul le processus de respiration a lieu, générant du CO; a
I’intérieur de la cellule. Ceci entraine une diminution de pH a I’intérieur de la cellule (De Beer
& Larkum 2001) mais aussi dans la couche limite de diffusion (Hurd et al. 2011; Cornwall et
al. 2013a). Les ions H' issus de ’hydratation du CO, (issu de la respiration) par 1’anhydrase
carbonique passent dans la paroi cellulaire par un symport ou ils vont s’associer aux ions

COs> pour former des HCOj', entrainant des dissolutions locales de CaCOs. Ces dissolutions
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sont contrebalancées par des précipitations locales de CaCOj issues de la liaison entre les ions
Ca”" et HCOj5". Les ions HCO; et CO5> retrouvés dans la paroi cellulaire proviennent (i) de la
transformation du CO; issu de la respiration par I’anhydrase carbonique, (ii) de ’eau de mer
environnante et (iii) de la dissolution localisée du thalle calcaire. Comme a la lumicre, les
concentrations en ions HCOj et Cng' influent sur la calcification a 1’obscurité mais la
concentration en C032' joue un role majeur dans la limitation de la dissolution du CaCOs en

. + A 17
tamponnant les ions H' relachés.

Pour résumer, la famille des Rhodophycées est la famille algale comptant le plus
d’especes acquérant leur CID pour la photosynthése uniquement par diffusion passive du CO,
a travers leurs membranes avec une forte affinité pour le CO,. De plus, beaucoup d’entre elles
ne possedent pas d’anhydrase carbonique externe permettant la conversion de HCO; en CO, a
I’extérieur de la paroi. Les Corallinacées précipitent une calcite hautement magnésienne qui
fait partie des formes les plus solubles de CaCOs et donc potentiellement trés sensible a la
diminution de Q. Ces différents éléments suggerent que les Corallinacées pourraient avoir des
réponses bien spécifiques et différentes des autres macroalgues face a I’augmentation de la

pCO; prévue dans un contexte d’acidification des océans.
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Chapitre 2 : Réponses des algues Corallinacées des milieux cotiers

tempérés a ’acidification des océans

1. Etat de I’art sur les réponses des Corallinacées a ’AO

Les Corallinacées ont un role majeur dans la formation, la consolidation et le maintien
des structures physiques des récifs coralliens qui constituent un habitat complexe abritant une
forte biodiversité¢ (Adey 1998). C’est donc dans ces milieux a haute valeur écosystémique,
déja étudiés dans un contexte de réchauffement climatique, que les premicres expériences
testant I’impact de I’AO sur les Corallinacées ont été menées (Gattuso & Hansson 2011). Les
études sur les effets de I’AO sur les communautés récifales datant d’avant 2009 ont mis en
¢vidence une forte diminution de la photosynthése et de la calcification des algues
Corallinacées dans des conditions de pCO, élevées (Leclercq et al. 2000; Langdon et al.
2003; Anthony et al. 2008; Jokiel et al. 2008). Un phénoméne de blanchissement des thalles,
accentu¢ par l’augmentation de la température a également été observé sur 1’espece
encroltante Porolithon onkodes (Anthony et al. 2008). Les impacts physiologiques de I’AO
ont constitué¢ 1’objet d’étude de la majorité des expérimentations sur les Corallinacées
tropicales. Cependant, le recrutement, I’abondance et le recouvrement des algues calcaires et
non calcaires ont également ét¢ mesurés dans des conditions de faible pH dans une
perspective de changements de communauté sous AO (Kuffner ef al. 2008). La majorité des
¢tudes actuelles et menées depuis 2009 sur les Corallinacées portent toujours sur des especes
tropicales (Semesi et al. 2009b; Semesi et al. 2009a; Anthony et al. 2011; Diaz-Pulido et al.
2012; Doropoulos et al. 2012; Johnson & Carpenter 2012; Comeau et al. 2013) faisant des
récifs coralliens un des milieux les mieux étudiés et dont les impacts de I’AO sont les mieux

connus (Anthony et al. 2011; Jokiel 2011; Anthony et al. 2013).

Les ¢études de I'impact de ’AO sur les Corallinacées des milieux polaires sont en
revanche beaucoup plus rares. Seules les réponses physiologiques et structurelles de 1’espéce
de rhodolithe Lithothamnion glaciale ont été étudiées a ce jour dans des conditions
d’augmentation de la pCO, (Biidenbender et al. 2011; Ragazzola et al. 2012; Ragazzola et al.
2013).
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Dans les écosystémes tempérés, les algues de la famille des Corallinacées sont moins
étudiées que dans les milieux tropicaux alors qu’elles sont des organismes calcifiants majeurs
des communautés benthiques tempérées cotieres. Sur les quatre grands ensembles de
macrophytes décrits par Foster (2001) — foréts de kelps, herbiers a phanérogames, bancs de
rhodolithes et récifs d’algues calcaires encrolitantes — deux d’entre eux sont formés par des
algues de la famille des Corallinacées, soulignant leur rdle d’espeéces ingénieur de
I’écosysteme. Elles ont des roles écologiques majeurs en terme de formation d’habitat, de
protection de la sous canopée en zone intertidale (pour les géniculées) (Nelson 2009), de
recrutement des juvéniles d’invertébrés et de nurseries de juvéniles de poissons (Kamenos et
al. 2004b; Kamenos et al. 2004a). Ces algues calcaires tempérées sont également
d’importants contributeurs aux flux de nutriments (Martin ef al. 2007a) ainsi qu’au cycle du
carbone et des carbonates des zones coétieres par leur production et dissolution de CaCO;
(Martin et al. 2007b; Amado-Filho et al. 2012; Basso 2012). Un tiers de la production totale
actuelle de carbonates dans les océans proviendrait des milieux cotiers non tropicaux et
seraient essentiellement composée de Corallinacées (Nelson 2009). De plus, il a récemment
été montré que les communautés de Corallinacées de I’ Atlantique Nord Est étaient parmi les
habitats marins produisant le plus de dimethylsulfoniopropionate (DMSP), composé soufré
produit par les macroalgues et précurseur des gaz dimethylsulfide (DMS) jouant un réle dans

le changement climatique (Kamenos et al. 2008).

L’augmentation de la pCO; est susceptible d’impacter la diversité et le fonctionnement
des communautés de Corallinacées, induisant des changements dans leur contribution aux
flux globaux en zone coétiere. De plus en plus d’études se focalisent sur des espeéces de
Corallinacées tempérées, a travers une approche physiologique prenant en compte le rythme
saisonnier des especes (Martin & Gattuso 2009; Burdett et al. 2012; Kamenos et al. 2013;
Martin et al. 2013b). Des approches a 1’échelle de la communauté sont aussi de plus en plus
développées en mésocosme ou sur des sites au pH naturellement bas, afin de prendre en
compte les phénoménes de prédation (Asnaghi et al. 2013) et de compétition (Porzio et al.
2011; Kroeker et al. 2013a; Kroeker et al. 2013b; Porzio et al. 2013). Identifier les réponses
en termes de sensibilité et résistance a I’augmentation de la pCO, de différentes espéces de
Corallinacées représente un enjeu crucial pour comprendre le devenir des communautés
macroalgales dans un contexte d’AO et évaluer I’impact de ces changements sur les flux

biogéochimiques.
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2. Effets de I’augmentation de la pCO, sur trois algues Corallinacées

vivants dans des milieux aux conditions physico-chimiques contrastées

2.1 Contexte général

Dans les écosystémes marins tempérés, les Corallinacées sont le groupe d’organismes
calcifiants prédominant dont les processus métaboliques ont un role majeur dans le bilan de
carbone et carbonates des écosystemes cotiers (Nelson 2009). Les especes de cette famille,
présentant des morphotypes variés, s’étagent depuis les cuvettes du haut de I’estran jusqu’a
plusieurs meétres de profondeur. On retrouve fréquemment des espéces géniculées
gazonnantes dans la zone intertidale, alors que les non géniculées, de forme encrotlitante
(épiphyte et épilithe) ou libre sont généralement distribuées depuis le bas de ’estran jusqu’en
zone subtidale (Nelson 2009). Ces especes colonisent des milieux ou les variations physico-
chimiques fluctuent en fonction des rythmes de marées et sont de ce fait exposées a différents

régimes de pH (Huggett & Griffiths 1986).

Pour survivre et se développer dans des environnements variables, les organismes
doivent s’acclimater ou s’adapter donnant lieu a des différences de résistance aux stress
abiotiques entre différentes especes d’une méme famille. Dans un contexte d’AO, il est prédit
que les especes acclimatées naturellement a de fortes variations de pH dans leur habitat
seraient plus résistantes a 1’augmentation future de la pCO, que d’autres especes vivant dans

des milieux beaucoup plus stables (Raven 2011; Harley ef al. 2012).

Afin d’observer si les réponses physiologiques des Corallinacées a 1’augmentation de
la pCO;, suivent une tendance générale ou présentent des particularités spécifiques, trois
especes de Corallinacées de différent morphotypes et vivant dans des milieux aux conditions

abiotiques contrastées ont été étudiées dans le premier article de ce chapitre (article 1).

2.2 Résumé de P’article n°1 :

Les effets de I’augmentation de la pCO; ont été étudiés sur différentes especes de
Corallinacées provenant d’habitats aux conditions physico-chimiques variées : (i) Corallina
elongata, une algue géniculée prélevée dans une cuvette de 1’estran; (ii) Lithothyllum

incrustans, une algue encroltante recoltée en bas de la zone intertidale, sous une dense
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canopée a macroalgues et (iil) Lithothamnion corallioides, un rhodolithe (forme libre) se
développant en milieu subtidal (Figure 12-1). Ces différentes espéces ont €t¢ maintenues un
mois a différentes pCO, : 380 patm, condition actuelle de pCO; servant de témoin et 550, 750
et 1000 patm, trois pCO; plus élevées correspondant a différents scénarios prédits par I'IPCC

pour la fin du siecle.

Figure 12-1: Trois espéces de Corallinacées tempérées utilisées au cours de la premiére expérience.
A : Corallina elongata, coralline géniculée formant des tapis dans les cuvettes rocheuses ou dans le bas de la

zone intertidale. B : Lithophyllum incrustans, coralline encrottante recouvrant le fond des cuvettes rocheuses ou
se développant sur les pierres et cailloux en sous canopée dans les chenaux. C: Lithothamnion corallioides,
rhodolithe aussi appelé maérl et formant de grand bancs en zone subtidale peu profonde. Echelle = 1 cm.

Les taux de production brute et de respiration ont ¢été¢ estimés chez les 3 especes a
partir de la variation de concentration en oxygeéne durant des incubations en chambres
hermétiques (Figure 12-2A). A la fermeture des chambres, la quantité d’oxygene dissous dans
I’eau était mesurée avec une fibre optique (Figure 12-2B). Durant 1’incubation, les algues
libéraient et consommaient (photosynthése et respiration, respectivement) de 1’0, de manicre
linéaire au cours du temps. A la fin de I’incubation, une seconde mesure a la fibre optique
permettait de mesurer la concentration finale en O, de maniére non intrusive, sans avoir
besoin d’ouvrir la chambre (Figure 12-2B). Les taux de calcification a la lumicre et a
I’obscurité ont été estimés durant ces mémes incubations selon la méthode d’anomalie de
I’alcalinité basée sur la diminution de 2 équivalents de 1’alcalinité totale (Ar) pour chaque

mole de CaCOj précipité (Smith & Key 1975).

Alors que la production photosynthétique brute de C. elongata et L. incrustans n’a pas
¢été affectée par la pCO,, celle de L. corallioides a 1égérement augmenté a 1000 patm pCO..
Seule la respiration de L. incrustans a fortement diminué¢ en conditions de fortes

concentrations de CO,. Les réponses de calcification sont apparues légérement plus
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contrastées. Les taux de calcification de C. elongata n’ont été affectés ni a la lumiére ni a
I’obscurité par augmentation de la pCO,. A I’'inverse, le stress pCO; a fortement diminué les
taux de calcification chez L. incrustans. Enfin, la réponse de L. corallioides était
intermédiaire, avec une calcification plus faible sous pCO, élevée a la lumiére mais pas a
I’obscurité. Ces réponses sont cohérentes avec les taux de magnésium mesurés dans la calcite
magnésienne précipitée par ces algues. C. elongata, plus résistante a la diminution conjointe
du pH et de I’état de saturation des carbonates, présente un ratio Mg/Ca plus faible (0,17 mol
%) que les deux autres especes (0,20 mol %) ce qui lui conférerait une solubilité inférieure.
De plus, I’augmentation de la pCO; a engendré un blanchissement progressif des thalles de L.

incrustans (Figure 12-3), significatifs d’une sensibilité accrue a d’autres stress ou pathogenes.

Signal optique émis
Bouchon

]
Signal optique /
réémis ’

Fibre optique

Figure 12-2: Mesures de production nette et de respiration. A : chambre respirométrique en plexiglas
(Engineering & Design Plastics Ltd) dans lesquelles les algues étaient incubées plusieurs heures afin de
déterminer leur métabolisme. B : fibre optique permettant de mesurer la concentration en O, dans 1’eau sans
ouvrir la chambre. La fibre optique émet un signal lumineux qui vient se réfléchir sur le spot collé a I’intérieur de
la chambre. Suivant la quantité d’O, dissous, le signal réémis n’émet pas dans les mémes longueurs d’onde. La
différence de signal (“phase”) entre I’onde émise et réfléchie est ensuite analysée par une interface numérique
qui transforme le signal en concentration d’oxygene dissous.

Ces mesures métaboliques soulignent que la réponse des Corallinacées aux conditions
futures d’AO est une réponse spécifique des especes. Alors que I’hypothése attendue était que

les especes vivant dans des milieux hypervariables soient les plus résistantes, il a ét¢ montré
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Fartie 1 : Corallinacées Chap 2 : Réponses a I’AO

que les especes se développant en milieu dont les conditions physico-chimiques sont plus
stables pouvaient aussi bien résister a ’augmentation de la pCO,. Ceci amene a reconsidérer
la grande sensibilité des Corallinacées face a I’AO démontrée jusqu’a présent par d’autres

études scientifiques.

Figure 12-3: Blanchissement des thalles de L. incrustans en fin d’expérience. Echelle : 1 cm
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Abstract

Coralline algae are major calcifiers of
significant ecological importance in marine
habitats but are among the most sensitive
calcifying organisms
acidification. The elevated pCO, effects
were examined in three coralline algal
species living in contrasting habitats from
intertidal to subtidal zones on the north-
western coast of Brittany, France: (i)
Corallina elongata, a branched alga found
in tidal rock pools, (Jorgensen et al.)
a

to ocean

Lithophyllum  incrustans, crustose
coralline alga from the low intertidal zone,
and (1) Lithothamnion
(BIOMAERL), free-living  form

inhabiting the subtidal zone. Metabolic

corallioides
a

rates were assessed on specimens grown
for one month at varying pCO,: 380
(current pCQO;), 550, 750 and 1000 patm
(elevated pCO,). There was no pCO, effect
on gross production in C. elongata and L.
incrustans but L. incrustans respiration
strongly increased with elevated pCO,. L.

gross production slightly
increased at 1000 patm, while respiration
remained unaffected. Calcification rates

corallioides

decreased with pCO» in L. incrustans (both
in the light and dark) and L. corallioides
(only in the light), while C. elongata
calcification was unaffected. This was
consistent with the lower skeletal mMg/Ca
ratio of C. elongata (0.17) relative to the
two other species (0.20). L. incrustans had
a higher occurrence of bleaching that
increased with increasing pCO,. pCO,
could indirectly impact this
species physiology making them more
sensitive to other stresses such as diseases
or pathogens. These results underlined that
the physiological response of coralline
algae to near-future ocean acidification is
species-specific and that  species
experiencing naturally strong pH variations
were not necessarily more resistant to
elevated pCO, than species from more
stable environment.

coralline

Keywords: corallinaceae, pCO,, photosynthesis, calcification, rhodolith, Mg-calcite
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Introduction

Coralline algae (Corallinaceae, Rhodophyceae) are the most dominant group of
calcareous algae. They are abundant and widespread around the world from tropical to polar
oceans and throughout the photic zone (Nelson 2009). In benthic coastal areas, they are major
framework builders and carbonate producers (Cabioch et al. 1992; Nelson 2009).
Corallinaceae developed different morphologies: geniculate (articulated) algae have erected,
branched thalli with uncalcified joints between calcified segments; non-geniculate (non-
articulated) algae are crusts attached to the substratum or occur as free-living forms called
rhodoliths (Cabioch ef al. 1992). In shallow waters where they develop, they have important
biological and ecological roles (Foster 2001) and are considered ecosystem engineers (Nelson
2009). They participate in reef accretion acting as cement (Adey 1998; Jokiel et al. 2008) or
can build large habitats as coralligenous or rhodolith beds. They favor larval recruitment and
settlement of marine invertebrates (Adey 1998), acting as nurseries for some commercial
molluscs and fishes (Kamenos et al. 2004b; Kamenos et al. 2004a). They increase benthic
biodiversity, providing hard substratum to settle and microhabitats for shelter (Foster 2001;
Grall et al. 2006; Pena & Barbara 2010).

In temperate waters, coralline algae can be found at various depths, from the intertidal
to the subtidal zone. In the intertidal zone, they frequently inhabit rock pools, forming dense
mats at the edges or covering the bottom of the pools (Cabioch et al. 1992). Because rock
pools are disconnected from the open sea at low tide, large pH variations are common in this
habitat (Morris & Taylor 1983). Diurnal variation often exceeds one pH units, as a result of
photosynthesis and respiration (Truchot & Duhameljouve 1980; Morris & Taylor 1983; Bjork
et al. 2004). In the low intertidal zone where channels are formed in shallow waters,
understory coralline algae develop on rocks and pebbles under the dense macroalgal canopy.
Under the canopy, pH fluctuates according to depth, photosynthetic production, wave
exposure, flow or irradiance and is likely to present strong diurnal variations of more than one
unit (Middelboe & Hansen 2007). In the subtidal zone, rhodoliths form large beds. These
rhodolith beds grow in stable environments with reduced flow (Foster 2001) and relatively
low pH variation (Teichert et al. 2012). In all these habitats, coralline algae are important
contributors to the global carbon budget and carbonate production through their high

community primary production and respiration and their high calcium carbonate production
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(Martin et al. 2005; Bensoussan & Gattuso 2007; Martin et al. 2007b; Amado-Filho et al.
2012).

Photosynthesis, respiration and calcification are linked metabolic processes that can
influence each other (Borowitzka 1981; Gao et al. 1993; De Beer & Larkum 2001; Martin et
al. 2013b). Via CO, uptakes and outputs, photosynthesis and respiration processes cause
increase and decrease of pH respectively, in the intracellular medium and in the diffusive
boundary layer (Raven & Hurd 2012). These variations will increase the rate of calcification
in the light and decrease it in the dark. Very few studies have investigated these processes all
together, especially in coralline algae. Coralline species precipitate calcium carbonate
(CaCOs) containing magnesium (i.e. high magnesian calcite, Mg-calcite) to form their thallus.
This biogenic CaCOs is more soluble than aragonite at mole percentage (mol %) MgCOs
higher than 12% (Andersson et al. 2008). In the Corallinales order, the mean mol % MgCO;
in calcite is 13% but varies depending on the taxa considered from 14% in Corallina genus or
25% in the Lithothamnion genus (Smith et al. 2012). Due to the solubility of their skeleton,
coralline algae might be among the most sensitive organisms to CO,-driven ocean
acidification (Kroeker et al. 2010; Basso 2012).

The ocean acidification phenomenon is generated by the constant increase in
atmospheric CO; partial pressure (pCO;) since the 1800°s (Sabine et al. 2004). Surface ocean
pH is predicted to decrease by 0.3 - 0.4 units by 2100 and by 0.7 units by the year 2300
(Caldeira & Wickett 2003). Simultaneously, the concentration of bicarbonate ions (HCOys') is
predicted to increase and carbonate ions (CO3”) concentration to drop by 30% by the end of
the century (Orr et al. 2005). The CaCO; saturation state (Q2), which is dependent on the
CO;5™ concentration and influences CaCOs precipitation, is consequently expected to decrease
(Feely et al. 2004). Such changes in seawater chemistry may have direct impacts on metabolic
processes, particularly ones using dissolved inorganic carbon (DIC) as a substrate, and thus
affect both calcifying and photosynthetic marine organisms such as coralline algae.

Responses to high pCO; of coralline algae belonging to different morphological or
taxonomical groups are variable and species-specific (see Martin et al., 2013 for a review).
Most of them are negatively affected with detrimental effects on recruitment (Kuffner et al.
2008), growth (Ragazzola et al. 2012), abundance (Martin et al. 2008), photosynthetic
production (Anthony et al. 2008) and calcification (Gao & Zheng 2010). Bleaching associated
to mortality (Anthony et al. 2008; Diaz-Pulido ef al. 2012) has also been found to increase in

response to high pCO,. Conversely, some authors reported a positive effect on photosynthetic

-43 -



(Borowitzka 1981) and calcification processes (Martin et al. 2013b) or parabolic responses of
calcification to increased pCO; (Ries et al. 2009; Johnson & Carpenter 2012). The variability
of the algal responses also depends on the abiotic parameters applied during the experiments.
For example, calcification of Hydrolithon onkodes measured under 336 pmol photons m™? s
presented a parabolic response with the highest calcification rate under the intermediate levels
of 530 patm (Johnson & Carpenter 2012) whereas a constant calcification decrease was
measured under 1200 pmol photons m™ s™' on the same species (Diaz-Pulido et al. 2012).
Hofmann et al. demonstrated with the same technique (PAM fluorometry) that photosynthesis
in Corallina officinalis can decrease (Hofmann et al. 2012b) or remain stable (Hofmann et al.
2012a) with an increase in pCO,. As responses of living organisms are so varying, applying
the same abiotic parameters is required to compare species-specific responses.

In the present study, the metabolic processes of photosynthesis, respiration and
calcification were investigated simultaneously in different algal species from contrasting
habitats in response to elevated pCO,. Assuming that organisms inhabiting highly variable
environments are likely to be more robust to ocean acidification (Raven 2011; Harley et al.
2012) and able to tolerate high pH/pCO, fluctuations, we hypothesized that coralline algae
living in fluctuating habitats (intertidal rock pools and channels) will be less affected by
elevated pCO, than algae from more stable subtidal environments. We investigated the
physiological responses of three different algal species: Corallina elongata, an erected
coralline alga from rock pools; Lithophyllum incrustans, a pink thick crustose coralline alga
(CCA) which covers the pebbles in tidal channels and Lithothmanion corallioides, also called

“maerl”, a key species forming rhodolith beds in the subtidal zone.

Methods

Biological material

Three coralline algal species living in contrasting environments from the intertidal to

the subtidal zone on the north-western coast of Brittany were selected for this experiment.

(1) Corallina elongata Ellis and Solander, 1786, is a geniculate alga erected from a
basal crust, composed of numerous articulated calcareous branches. It is a perennial species
from the intertidal zone, abundant on exposed shores, which forms a continuous mat at rock

pool edges along Atlantic and Mediterranean coasts (Cabioch ef al. 1992). Specimens of C.
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elongata were sampled on October 11", 2010 in a shaded rock pool on the low intertidal
shore of “Les Amiets”, Cléder (48°41.45°N, 4°7.26°’W). Algal fronds free of epiphytic
organisms were selected for the experiment and carefully separated from their substrate to
obtain their encrusting base. In October 2012, under sunny conditions, temperature fluctuated
by about 1°C, from 16.4°C just after disconnection from the sea (pool emersion) to 17.5°C
just before immersion at rising tide. Changes in temperature between the night and day can
reach 4°C in such low intertidal shaded rock pools (see Egilsdottir ef al., 2013). The pH on
the total scale (pHr) in such a rock pool can vary locally according to the depth of the pool
and the presence of other macroalgae between 8.61 and 7.82, corresponding to 70 and 1000
patm, respectively (see Egilsdottir ef al., 2013). The photosynthetic active radiations (PAR)
measured using a flat quantum sensor (LiCor®, LI-192 SA) at midday under sunny conditions
at the surface of the pool was around 30 pmol photons m? s™'. This low light was due to a

large rock overhanging the pool and shading the pool area along the day.

(2) Lithophyllum incrustans Philippi, 1837, is a non-geniculate coralline alga forming
thick pink/grey crusts covering the substrate. The thallus surface is variable in terms of
colour, thickness and shape, the oldest ones forming thick, rippled and peeled off margins
(Steneck 1986). This species is usually immersed (Littler 1972) and can be found in rock
pools and in the sub-canopy in the low intertidal. Small pebbles entirely covered by L.
incrustans were collected on October 13™, 2010 in the middle of the Green Island Channel,
front of the Station Biologique de Roscoff (48°43.73’N, 3°59.22°W). Selected thalli were
completely pink, (without white patches) characteristic of healthy crusts. In this channel,
depth can vary between a few centimetres to meters between high and low tides and spring
and neap tides. Abiotic parameters were measured in October 2012 at low water mean spring
tide (similar environmental conditions as during the algal collection). Temperature varied
from 17.5°C at midday on a sunny day to 16.2°C during the night. Under the dense
Sargassum muticum canopy, pHr at low tide fluctuated between 7.83 (pCO, = 700 patm)
during the night and 8.74 (pCO, = 50 patm) during the day, under sunny conditions. Incident
irradiance measured at the surface at midday during low tide using a flat quantum sensor
(LiCor®, LI-192 SA) was around 800 pmol photons m™ s”'. Using an under-canopy
extinction coefficient calculated in laboratory (coefficient = 16.2; Noél, unpublished data),

incident irradiance was estimated less than 50 umol photons m™ s in the understory.

(3) Lithothamnion corallioides Crouan & Crouan, 1867 is a non-geniculate free-living

form of coralline algae. This species forms extensive beds, called rhodolith or “maerl” beds,
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by accumulating live and dead thalli (Foster 2001). L. corallioides thalli were collected by
SCUBA diving on October 13™ 2010, in a maerl bed of the Bay of Morlaix at the Guérhéon
site (48° 42.66°N, 3°57.06°W), at 7 meters depth below Chart Datum. Individuals between 1.5
and 3 cm in diameter were selected for the experiment. Abiotic parameters at the Guérhéon
site were characterized in October 2012. Temperature was stable around 16.3°C. pHr varied
between 8.12 and 8.18 units before and after high tide (290 - 340 patm). Irradiance measured
with a PAR spherical sensor (biospherical QSP200PD) at 9 meters depth reached 27 pmol
photons m™ s in the midday under cloudy (but bright) conditions which corresponds to 15

umol photons m™ s with a flat sensor (factor conversion: 0.57 see Ouisse ez al. 2011).

Experimental conditions and set-up

After collection, all samples were transferred directly to a cool box maintaining in situ
temperature and carried to the laboratory at the Station Biologique de Roscoff. Specimens
were selected, gently cleaned to remove most epiphytes and biofilm forming organisms and
were maintained in natural unfiltered seawater until the beginning of the experiment.

Sets of of 4-6 C. elongata fronds, 5-6 L. incrustans pebbles and 4-5 L. corallioides
thalli were labeled with small plastic numbers attached with nylon wire. Two sets of each
algal species were randomly distributed to each of the twelve 10-L aquaria composing the
experimental set up. In addition, unlabelled thalli were kept in each aquarium for chlorophyll
analyses. The thalli were softly brushed to take off epiphytes and biofilm before proceeding to
the different measurements. Dry weight (DW) of each alga was determined at the end of the
experiment after oven drying fresh samples at 60°C for 48h. Then, thalli were burned for 4

hours at 450°C to obtain ash-free dry weight (AFDW).

At the beginning of the experiment, (October 19" to 26", 2010), pH was progressively
decreased by 0.05 pH units per day by gradually increasing the pCO, to avoid algae any
drastic stress. Then, the organisms were acclimated for one month (October 26™ to November
23" 2010) to the different pCO/pHy conditions reached, selected according to the
recommendations of Riebesell et al. (2010): 380 patm (pHt = 8.07) was selected as the
current pCO;,, and 550 patm (pHr= 7.94), 750 patm (pHr= 7.82) and 1000 patm (pHr=7.77)
as three elevated pCO, corresponding to different scenarios predicted by the
Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC) for the end of the century (Solomon et al.
2007). The pCO; were adjusted by bubbling CO,-free air to increase pH (current atmospheric
pCOy) or pure CO; to decrease pH (elevated pCO;) in four 100 L header tanks. These tanks
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were continuously supplied with unfiltered seawater pumped in from the 1800 m’ water
reservoir of the Station Biologique de Roscoff that fills up at high tide. Seawater was delivered
from each tank to a triplicate of aquaria at a rate of 100 ml min™ (i.e. a renewal rate of 60% h’
". The 12 aquaria were placed in temperature controlled baths regulated by 100 and 150 W
submersible heaters at 16°C + 0.02 °C (October mean in situ temperature). pCO, and
temperature were monitored and controlled by an off line feedback system (IKS Aquastar,
Karlsbad, Germany) that regulated the addition of gas in the tanks and the on/off heater
switch in the temperature controlled bath. The pH values of the pH-stat system were adjusted
from daily measurements of pH on the total scale (pHr) in the aquaria using a pH meter
(HQ40D, Hach Lange, Ltd portable LDO™, Loveland, Colorado, USA) calibrated using
Tris/HCI and 2-aminopyridine/HCl buffer (Dickson et al., 2007). Light was provided by 39 W
fluorescent tubes (JBL Solar Ultra Marin Day, JBL Aquaria, Nelson, New Zealand).
Irradiance was fixed at a mean value of 30 umol photons m™ s™, representative of mean daily
in situ irradiance in the three habitats, by adjusting the distance of the fluorescent tubes above
the aquaria and using a quantum sensor (LiCor®, LI-192 SA). The photoperiod was adjusted
to 9:15 (light:dark, h) corresponding to the mean photoperiod in Autumn.

Seawater parameters

Seawater parameters were monitored throughout the experiment. pHt and temperature
were recorded daily in each of the twelve aquaria with a pH-meter (HQ40D, Hach Lange, Ltd
portable LDO™, Loveland, Colorado, USA). Total alkalinity (Ar) was measured in the four
pCO; treatments by HCl 0.0IN potentiometric titration on an automatic titrator (Titroline
alpha, Schott SI Analytics, Mainz, Germany) at the beginning of the acclimation period (28"
October 2010) and during the acquisition of metabolic rates (23" - 26™ November 2010).
Salinity was checked in each aquarium at the beginning, twice during the experiment and at
the end of the experiment with a conductimeter (LF 330 / SET, WTW, Weilheim, Germany).
The carbonate chemistry of the seawater, i.e. dissolved inorganic carbon (DIC), exact CO,
partial pressure (pCO;) and saturation state of aragonite ({24, because solubility of high Mg-
calcite is closer to aragonite than calcite) were calculated for each aquarium using CO,SYS
software (Lewis & Wallace 1998) with constants of Mehrbach et al. (1973) (refitted by
Dickson & Millero 1987). Mean values of the parameters in each pCO, condition (3 aquaria

per condition) are presented in Table 1.
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mMg/Ca, chlorophyll a and bleaching analyses

The mol % Mg/Ca (mMg/Ca) ratio was analysed in three samples per algal species, only
in the control condition (380 patm) at the end of the experiment. The algae did not grow
enough in one month to produce sufficient quantity of carbonate to perform comparisons
between pCO, treatments. Samples were cleaned with distilled water, dried by paper towel
tapping, bagged and sent to the Institute of Earth Sciences, University of Iceland. Small
samples (< 0.01g) of the skeletal material of each alga were placed in 20 ml polyethylene
vials which had been cleaned by soaking for 3 days in 5% HNO; and then washed with
distilled water and dried. To dissolve calcium carbonate, 1 ml of 65% HNO3 suprapure acid
(Merck, Germany) was added to the samples and left to dissolve for 14 hours, after which 4
ml of deionised purified water (Milli-Q purification system, Millipore, USA) was added to the
sample. The mol % Mg/Ca (mMg/Ca) ratios were analysed at the University of Iceland
Institute of Earth Sciences, with an Inductively Coupled Plasma-Atomic Emission
Spectrometer (ICP-AES Spectro Ciros', Germany). The ICP-analysis was calibrated with

mixtures of NIST-traceable single element solutions (Spex Industries Inc. NJ, USA).

Chlorophyll a (Chl a) content was measured in the three algal species exposed to each
pCO; treatment at the end of the experiment. Samples from the additive algal pool of each
aquarium were removed and immediately frozen at -20°C pending analyses. Branches of C.
elongata fronds (= 50 mg) and pieces of L. corallioides thalli (= 1 g) were removed from the
samples just taken out of the freezer. Pink surfaces of L. incrustans, around one cm? per
thallus, were scratched with a scalpel to pick out the living cell layer. All the samples were
weighed and then ground in 10 ml 90 % acetone with a cold mortar pestle, on an ice bath,
under dark conditions. The extract was poured into 15 ml centrifuge tubes and placed in the
dark at 4°C overnight. Samples were then centrifuged for 20 min at 4000 rpm. Total Chl a
concentration in the supernatant was determined according to the method of Ritchie (2008),
using a spectrophotometer (Helios Gamma, Thermo Electron Corporation, England). Two

successive extractions were necessary for a complete Chl a extraction.

Bleaching was evaluated at the end of the experiment. White patches of thalli,
characteristic of bleaching only occurred in L. incrustans. The surfaces of incubated alga sets
were photographed at the end of the experiment. Images were analysed with ImageJ software

(Rasband 2012, version 1.37) to calculate the percentage of the bleached thallus surfaces.
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Metabolic rates measurements

Each set of labeled thalli was incubated between the 23" and the 26™ November, once
in the light and once in the dark, in 80 mL (L. incrustans and L. corallioides) or 190 mL (C.
elongata) acrylic respirometry chambers (Engineering & Design Plastics Ltd, Cambridge,
UK) filled with the aquarium seawater. Water homogeneity was insured by hand shaking and
temperature was kept constant. Light incubations were carried out under culture irradiance (30
umol photon m? s™) and dark incubations by covering the aquaria with black plastic bags
with fluorescent tubes switched off. Incubations lasted around 3 hours in order to avoid
oxygen saturation greater than 120 % during light incubation and maintain oxygen saturation
above 80 % at the end of the dark incubation. In parallel, control incubations without algae

were carried out to correct fluxes from any biological activity in seawater.

Net production (light incubation) and respiration rates (dark incubation) were
calculated, by measuring oxygen molar concentration at the beginning and the end of the
incubation period with a non-invasive optical fiber system (FIBOX 3, PreSens, Regensburg,
Germany). The reactive oxygen spots in the chambers were calibrated just before the
beginning of the measurements with 0 % and 100 % oxygen buffers. Net production
(Davenport & Chen), respiration (R) and gross production (GP) rates (in pmol O, g AFDW

h™") were corrected from controls and calculated as:

NP = (AO, x V) / (At x AFDW)
R = (AO, x V) / (At x AFDW)
GP=NP-R

where AQ; is the difference between initial and final O, concentrations in umol O, L'l; V is
the volume of the chamber in liters; At is the incubation time in hour and AFDW is the ash-

free dry weight of the algae in grams.

Calcification fluxes were estimated by using the alkalinity anomaly technique (Smith
& Key 1975) based on a decrease of total alkalinity (Ar) by 2 equivalents for each mole of
CaCO;j precipitated (Wolf-Gladrow et al. 2007). Seawater was sampled directly in the aquaria
at the beginning of the incubation and in the incubation chamber at the end. Samples were
filtered through 0.7 ym Whatman GF/F filters into 100 mL glass bottles and immediately
poisoned with mercuric chloride (0.02 % vol/vol; Dickson et al. 2007). At value (in pEq L
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were determined by HCl 0.01N potentiometric titration on an automatic titrator (Titroline
alpha, Schott SI Analytics, Mainz, Germany) and by using the Gran method of non-linear
least-squares fit applied to pH values from 3.5 to 3.0 (Dickson et al. 2007). Light and dark
calcification rates (g light and g dark, in pmol CaCO; g' DW h') were corrected from

controls and calculated as:

g=-(AA1 x V) /(2 x At x DW)

where AAris the difference between initial and final total alkalinity concentrations in pEqL™;
V is the volume of the chamber in liters; At is the incubation time in hour and DW is the dry

weight of the algae in grams.

Statistics

All statistical analyses were performed using the free software R 2.15.0 version (“The
R Foundation for Statistical Computing). Before applying each test, normality of the data and
homoscedasticity were checked by Shapiro’s test and Levene’s test respectively. Differences
in mMg/Ca ratio between the three algal species at 380 patm and percentage of bleaching
among the different pCO, treatments in L. incrustans were explored by one-way analysis of
variance (ANOVA) following by post hoc Student-Newman-Keuls (SNK) test. Because of
heterogeneous variances, chlorophyll contents among the algal species and among the pCO,
conditions were compared by two different Kruskal-Wallis tests followed by post hoc Dunn’s
tests. The effect of pCO, on metabolic rates was investigated with the GAD package
independently for each alga. All the metabolic rates were explored through nested two-ways
ANOVA considering “pCO,” as a fixed factor with 4 levels (390, 550, 750 and 1000 patm)
and “aquarium” as a 3 level random factor nested in the “pCO,” one to deal with spatial
pseudo-replication. In cases of significant differences between treatments, a post hoc Student-
Newman-Keuls test was applied to explore them. All results are presented as mean + standard

C11oT.
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Results

Seawater parameters

Salinity remained stable at 35.2 + 0.1 during the experiment. Mean values of the

seawater parameters i.e. temperature, pHr, alkalinity, pCO, and calcium carbonate saturation

state relative to aragonite, in each pCO, condition (3 aquaria per condition) are presented in

Table 1.

Table 1: Mean temperature and parameters of the carbonate chemistry in each pCO, treatment. pHr (on the total
scale) and temperature were measured daily. Total alkalinity (At) was measured at the beginning of the
acclimation time and during metabolic measurements. Other parameters were calculated using CO2sys software.
pCO;, : CO, partial pressure; 4, : saturation state of seawater with respect to aragonite.

pCO, Temperature pHry Ap pCO, Q.
treatments cO) (nEq kg SW) (natm)
n=232 n=232 n=235 n=232 n=232
380 patm 16.0+ 0.1 8.01+0.01 2401.92 + 3.78 450+ 7 2.41+0.03
550 patm 159+0.1 7.88 +£0.01 2402.07 + 3.08 637+ 23 1.88+0.05
750 patm 159+0.1 7.80+0.01 241449+ 4.18 790 + 22 1.58 £ 0.03
1000 patm 159+ 0.1 7.70 £ 0.01 2418.53+5.16 1002 + 24 1.29 0.03

mMg/Ca ratios, chlorophyll a contents and bleaching

mMg/Ca ratios were 0.169 + 0.002, 0.202 + 0.006 and 0.202 + 0.009 mol for C.

elongata, L. incrustans and L. corallioides respectively. The three algal species showed

differences in their skeletal composition (Table 2). L. incrustans and L. corallioides, the two

species which have the closest morphotypes, had similar percentages (Table 2) of about 20%

MgCO;. C. elongata precipitated calcite with less magnesium than the other species (Table 2)

with 17% MgCOs.
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Table 2: Results of the one-way ANOVAs testing the differences of mMg/Ca ratios between the three algal
species at 380 patm and the effects of pCO, on bleaching in L. incrustans. Chlorophyll contents (algal and pCO,
effects) were explored by two Kruskall-Wallis tests.

mMg/Ca ratio Bleaching Chorophyll contents
df F p F p H p
Factor : pCO, 3 7.337 0.002 0.140 0.987

SNK test p < 0.05

380 < 1000
380 < 750
550 < 1000
Factor : alga 2 9.241 0.015 63.160 <0.001
SNK test p < 0.05 Dunn’s test p < 0.05
C. elongata < L. incrustans C. elongata > L. incrustans >
C. elongata < L. corallioides L. corallioides

L. incrustans = L. corallioides

Chlorophyll a contents in the living part of the algae (Table 3) did not differ among
pCO; treatments regardless of algal species (Table 2) while differences appeared between
species (Table 2). Chlorophyll a content was the highest in C. elongata, intermediate in L.

incrustans and the lowest in L. corallioides.

Table 3: Chlorophyll a content in the three coralline algal species in each pCO,.

Chlorophyll concentrations (mg chlorophyll g' AFDW)

380 patm 550 patm 750 patm 1000 patm
C. elongata 204 = 0.10 1.74 £+ 0.13 1.56 + 0.24 1.73  + 0.06
L. incrustans 146 + 0.03 1.69 + 018 1.89 + 0.10 194 + 024
L. corallioides LIS £ 004 1.06 + 0.03 1.13 £+ 0.07 .10 = 0.05

Bleaching occurred only in L. incrustans thalli and was observed in all pCO,
treatments. The percentage of bleached surface at the end of the experiment was significantly
affected by pCO; (Table 2) and increased with increasing pCO; from 1% of the whole surface
of the thalli bleached at 380 patm to more than 10% at 1000 patm (Figure 1).
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Figure 6: Percentage of bleaching in L. incrustans thalli in each pCO, treatment. Unshared letters above bars
indicate significant differences between treatments (p < 0.05, SNK post hoc test), n = 6.

Metabolic rates

In all the metabolic rates, no aquarium effect was detected (p > 0.05, Table 4).

In Corallina elongata, the mean rates of net production varied from 12.62 (550 patm)
to 17.02 pumol O, g' AFDW h' (380 patm) while respiration and gross production rates
reached maxima of -11.87 and 28.89 umol O, g AFDW h™', respectively (Figure 2A). Gross
production was slightly decreased at 550 patm (-24 % relative to 380 patm) whereas net
production and respiration were not affected by elevated pCO; (Table 4). Calcification rates in
the light and dark were positive except at 1000 patm in the dark (Figure 2B). No pCO, effect
was detected on calcification both in the light and dark. Mean net calcification ranged from
0.93 + 0.71 umol CaCO; g’ DW h™' at 550 patm to 1.81 + 0.70 umol CaCO; g’ DW h' at
1000 patm in the light and from 0.78 £ 0.33 pmol CaCO; g DW h™' at 550 patm to -0.28 +
0.41 pmol CaCO; g’ DW h™ at 1000 patm in the dark. Dissolution (negative net calcification)
only occurred at 1000 patm in the dark.

Net production of Lithophyllum incrustans varied from -0.91 to 0.23 umol O, g
AFDW h™. Gross production rates were not affected by elevated pCO, but conversely,
respiration increased with increasing pCO, and net production was also affected (Table 4).
Gross production ranged from 2.26 and 2.58 pmol O, g' AFDW h™' and respiration rate
increased from -2.04 (380 patm) to -3.49 O, g AFDW h™' (1000 patm). Calcification in the
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light and in the dark (Figure 2B) decreased with increasing pCO,, as we observed a drop of
185.7% between 380 and 1000 atm in the light (from 0.08 + 0.03 to -0.07 = 0.03 pmol CaCOs
g DW h) and 250% in the dark (from -0.06 £ 0.01 to -0.21 £ 0.03 pmol CaCO; g DW h™).
Dissolution, as the net calcification rates were negatives, occurred in the light only under

elevated pCO, (750 and 1000patm) and in all the conditions in the dark.

Lithothamnion corallioides net production rates ranged between 6.39 and 9.23 pmol
0, g' AFDW h', at 750 and 380 patm respectively. Gross production rates increased from
8.73 to 13.23 pmol O, g' AFDW h™' and respiration rates ranged between -1.55 (750 patm)
and -4.00 O, g AFDW h'(1000 patm). Elevated pCO, affected respiration, net and gross
production (Table 4) by enhancing primary production at 1000 patm and decreasing
respiration at 750 patm (Figure 2A). With a mean of 0.38 + 0.07 umol CaCOs g’ DW h™,
calcification measured in the light was much higher than calcification in the dark (Figure 2).
pCO, effects on light calcification were significant (p = 0.043, Table 4) even though post hoc
comparison tests did not show any significant differences between pCO, conditions. Dark
calcification was not significantly affected by pCO, (Table 5). However, a general trend
showed a decrease in calcification rates from 0.14 + 0.06 at 380 patm to -0.03 = 0.08 umol
CaCO; g DW h™' at 1000 patm in the dark (Figure 2B). Dissolution occurred in the two most
elevated pCO, condition (750 and 1000 patm) only in the dark.

Table 4: Results of the one-way nested ANOVA testing the effects of pCO, on the metabolic rates in the three
coralline algal species.

Net production Respiration Gross production Light calcification Dark calcification
pmol O, g AFDW h!  pmol O, g' AFDW h!  pmol O, g AFDW h!  pmol CaCO, ¢! DW h’! pmol CaCO; g”' DW h!
df F P F P F P F p F p
pCO, effect
C. elongata 3 3.143 0.087 2.250  0.160 11.136  0.003** |0.659 0.600 1.431 0.304
L. incrustans |3 18.608 < 0.001***|5328  0.026% 0.133  0.938 18.262  <0.001*** | 11.908 0.003**
L. corallioides |3 6.612  0.015* 7.271  0.011* 9.573  0.005** |4.340 0.043* 1.211  0.366

*:p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001
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Figure 2 : Gross production and respiration rates (A) and net calcification rates in the light and dark (B) in each pCO, treatment. Unshared letters above bars indicate
significant differences between treatments (p < 0.05, SNK post hoc test), n=6
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Discussion

Calcifying marine algae show a large variety of responses to ocean acidification (Hurd
et al. 2009) and species-specific responses may be developed by algae from the same family
living in contrasting habitats to cope with abiotic changes (Harley et al. 2012).

Photosynthesis in the three investigated algal species was not strongly impacted by
increasing pCO,. Indeed, in C. elongata, gross primary production was not affected by
increasing pCO, except for an inconsiderable decrease at 550 patm. L. incrustans gross
production remained constant at all the pCO, treatments while L. corallioides gross
production increased at 1000 patm. This general weak pCO, effect on coralline algal
photosynthesis has already been demonstrated by several authors. For example,
photosynthetic rates did not vary in response to increasing pCO; in the articulated coralline C.
officinalis (Hofmann et al. 2012a) and in the crustose coralline alga Hydrolithon sp.(Semesi et
al. 2009a). Such non-responsiveness has been attributed to carbon-concentrating mechanisms
(CCMs) present in many coralline algae (Giordano et al. 2005).

The CCMs transport bicarbonate ions (HCOj') through the cell walls by using ion
channels or catalyze the transformation of HCO3; in CO; via a carbonic anhydrase enzyme
(Raven et al. 2012). Photosynthetic rates of macroalgae that have CCMs are not carbon-
limited under current environmental conditions (Giordano et al. 2005) and a lack of response
of photosynthesis is thus expected under near-future pCO,. The presence of CCMs in C.
elongata and L. incrustans has never been reported but these two algae are likely to have
CCMs due to their gross production rate not enhanced by elevated pCO, (Raven & Hurd
2012) and the presence of CCM in the taxonomically close species, Corallina officinalis
(Hofmann et al. 2013). Non-CCM macroalgae are generally carbon-limited under current
seawater concentration and may respond positively to elevated pCO, (Kubler ef al. 1999). Red
macroalgae without CCMs are most common in low light environments and subtidal habitats
(Middelboe & Hansen 2007; Hurd et al. 2009; Hepburn et al. 2011). This is most likely the
case for L. corallioides which may have benefitted from the higher concentration of
photosynthetic substrate (CO,) at 1000 patm, as demonstrated by its slightly elevated primary
production.

In contrast to photosynthesis, respiration was differentially affected by pCO, among
the three algal species. C. elongata and L. corallioides respiration rates remained unchanged

regardless of pCO,. This lack of response is consistent with the lack of pCO, effect shown in
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two other temperate coralline algal species, Corallina officinalis (Hofmann et al. 2012a) and
Lithophyllum cabiochae (Martin et al. 2013b) under similar pCO, ranges. The non-
responsiveness of macroalgal respiration under elevated pCO, was attributed to the absence of
changes in photosynthesis and chlorophyll content by Zou et al. (2011). This hypothesis is not
supported by our findings since as L. corallioides gross production varied significantly
without affecting respiration. In contrast, L. incrustans respiration strongly increased under
elevated pCO,. This may be related to the severe bleaching occurrence. With bleaching, the
proportion of undamaged tissue decreased and necrosis (i.e. dead areas) increased. Non-
photosynthetic organisms such as bacteria, fungi, boring organisms may have developed on
top and within the dead surfaces (Figueiredo et al. 1997; Tribollet & Payri 2001), contributing
to the increase in respiration rate.

Although bleaching occurred in all the pCO, treatments, percentage of bleached
surfaces increased with increasing pCO,, covering more than 10 % of the total thallus area
under 1000 patm. Elevated pCO; is known to increase bleaching in crustose coralline algae
(Anthony et al. 2008; Martin & Gattuso 2009; Diaz-Pulido et al. 2012). However, bleached
surfaces were observed in L. incrustans thalli even in the control condition (380 patm)
suggesting poor health of this species under experimental conditions. Temperature (Martin &
Gattuso 2009) and desiccation (Martone et al. 2010) are known to be factors inducing
crustose coralline algae bleaching. In our experiment, temperature was kept constant at 16°C
and crustose coralline algae were constantly immersed but other factors such as diseases or
pathogens (widely known for tropical crustose coralline algae, (Littler & Littler 1998;
Ballantine ef al. 2005) may have caused L. incrustans bleaching. This understory species
generally inhabits shaded environments, protected by the upper dense canopy from high light
intensities (Irving et al. 2004). Although incident irradiance under the canopy may reach 50
umol photon m? s™' at low tide, the constant light of 30 umol photon m™ s applied during
the whole experiment may have been too high. In comparison, values reported by Figueiredo
et al. (1997) did not exceed 8 - 24 pmol photons m™ s™ under a Fucus canopy (Isle of Man,
UK) at high and low tide respectively. This constant illumination 9 h per day may have
caused damages to cell tissues and led to partial bleaching of the thalli. In elevated pCO,, the
potentially negative effects of light may have been amplified at high CO, concentrations
making the algae potentially more perceptive to diseases, increasing the bleaching.

Interestingly, no bleaching was observed in L. corallioides although it developed
under dim irradiance (= 15 umol photons m™ s™). Comparisons between laboratory and in situ

recorded metabolic rates suggest that C. elongata and L. corallioides were in good health and
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not negatively affected by experimental conditions. At 380 patm, C. elongata and L.
corallioides net production rates were higher than those recorded in sifu in similar
temperature and light conditions (7.7 pmol O, g h™'; Egilsdottir, pers. com. and 2.4 pmol O,
g! d'; Martin er al. 2007b, respectively). Daily and hourly net calcification rates in L.
corallioides (3.1 umol CaCO; g d”'; Martin et al. 2006a) and C. elongata (3.5 pmol CaCO;
g h', Egilsdottir, pers. com.) respectively, measured in sifu were similar to those measured
in our study. The consistency between field and laboratory data confirmed that C. elongata
and L. corallioides were not stressed under the experimental conditions.

Calcification in L. incrustans decreased along the pCO, gradient, both under light and
dark conditions. Daily net calcification rate at 380 patm was low (0.03 mg CaCO; g’ DW d™)
because of the net dissolution measured under dark conditions, most probably related to the
bad health of this alga. Net dissolution was also observed at 750 and 1000 patm in the light
and in all the pCO; conditions in the dark. In contrast with L. incrustans, increasing pCO, did
not affect calcification in C. elongata. In L. corallioides, calcification rate was significantly
affected by elevated pCO; only in light conditions. In the dark, a general negative trend has
been underlined but masked by a high inter-individual-response variability. This calcification
decrease has already been shown in other rhodolith species (Biidenbender et al. 2011;
Ragazzola et al. 2012) and crustose coralline algae (Anthony et al. 2008; Jokiel et al. 2008;
Semesi et al. 2009a). In some species of coralline algae, such as Lithophyllum cabiochae,
dissolution was related to necroses and bleaching (Martin & Gattuso 2009). In L. incrustans,
skeletal dissolution of dead surfaces may have been promoted under elevated pCO; and net
calcification subsequently lowered. In the light, this phenomenon was partly buffered by the
photosynthesis, which increased the pH in undamaged tissues and in the boundary layer
(Borowitzka 1981; Hurd et al. 2009; Hurd et al. 2011; Cornwall et al. 2013a). By increasing
the pH, Q was increased and may have favored the calcification process. Conversely,
respiration in the dark released CO, leading to decrease in pH and Q. Precipitation of CaCOs
in undamaged tissues may thus be hindered and dissolution exacerbated. pH variations
induced by photosynthesis and respiration in the surrounding medium of the algae were not
likely to affect calcification in C. elongata as this alga may be able to cope with elevated
pCO; by saving energy from down-regulating CCMs (Hurd et al. 2009; Cornwall et al. 2012)
or by modifying enzymes contents such as carbonic anhydrase (Hofmann et al. 2012a;
Hofmann et al. 2013) to maintain calcification rates.

Differences between the three algal species could also be partly explained by the high

Mg-calcite they precipitate to form their thallus. The carbonate mineralogy is linked to the
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dissolution phenomenon and can influence calcification rate (Ries 2011a). Mg-calcite is the
most soluble form of CaCOj; and the mol % MgCOs in the algal skeleton may increase its
solubility (Morse et al. 2006). C. elongata had a lower mMg/Ca ratio (0.17) than the other
two species (0.20), which can potentially reduce dissolution (Biidenbender et al. 2011).
Although information on mMg/Ca ratio is not sufficient to define the robustness of a
calcareous structure (Ragazzola et al. 2012), a lower magnesium content in Mg-calcite can
confer a greater resistance to elevated pCO,. Besides, C. elongata has thin, branched thalli
that are less calcified than thick crust thalli of L. incrustans and L. corallioides. Thallus
morphology is known to influence the speed of corrosion (Ragazzola et al. 2012) and the
thinnest thallus may be more resistant because of the higher surface to volume ratio that may

allow more exchanges leading to a better chemistry regulation around the calcification site

(Price et al. 2011).

This study has demonstrated that CO,-driven effects varied between algal species from
the same family but collected in habitats with varying abiotic conditions. Our original
hypothesis that organisms naturally exposed to stressful conditions in their environment will
be less sensitive to future pH/pCO, variations was partially supported. Indeed, C. elongata
was the most resistant to elevated pCO, and may have developed adaptations to strong daily
variations in pH, commonly occurring in tidal pools (Truchot & Duhameljouve 1980).
Surprisingly, L. corallioides from a more stable pH environment showed a better resistance
than we expected with just a slight decrease in calcification observed under elevated pCO,.
This species may benefit from constant optimal temperature and light provided in the
mesocosm and might maintain high metabolism even under elevated pCO,. In contrast, L.
incrustans, living in shallow-water dominated with macroalgae where pH fluctuations are
high (Middelboe & Hansen 2007), was the most sensitive to pCO, increase. However,
physiological responses in L. incrustans are likely to be due to bleaching occurrence. Indeed,
the bleaching was correlated to an increasing dissolution which implied a tissue deterioration
affecting all the metabolic functions (Diaz-Pulido ef al. 2012). The increasing bleaching could
also be linked to productivity losses as shown on tropical crustose coralline algae (Anthony et
al. 2008). The lack of canopy in our experimental set-up may have modify light intensity and
quality that L. incrustans is used to, leading to bleaching that not occurs in situ in the
understory. If individuals remained healthy and unbleached during the experiment, L.
incrustans could prove to be more resistant and a lack of response to elevated pCO, may be

expected but further investigation is needed.
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High pCO; sensitivity of coralline algae underlined by numerous authors, (Gao &
Zheng 2010; Biidenbender et al. 2011; Basso 2012; Hofmann et al. 2012b) is counterbalanced
by others studies that showed that calcification could be unaffected (Martin & Gattuso 2009;
Egilsdottir et al. 2013) or even increased (Ries et al. 2009; Martin et al. 2013b) by moderate
pCO,. These contrasting results and the recent discovery of dolomite, a magnesium-rich
stable carbonate less soluble than Mg-calcite, present in some crustose coralline algae led to a
reappraisal of the sensitivity of coralline algae to near-future ocean acidification (Nash et al.
2013). However, many studies investigating coralline algae under elevated pCO, were carried
out in mesocosms or laboratory experiments. In the field, pCO, is not the only stressor, and
surely not the main one, impacting algal physiology. Under combined stresses (e.g. light,
temperature, pCO,), indirect pCO, effects could enhance the sensitivity of algae and facilitate
disease development and bleaching occurrence even if algae are used to large and rapid pCO,
variations in their habitat. As one stressor may limit organism ability to deal with another
stressor, bleaching can induce a bias in the physiological responses to increasing pCO,. As for
L. incrustans in our study, bleaching induced dissolution that impacted the calcification
balance even if calcification process in undamaged part of the thallus may not be affected by
elevated pCO..

Resilience to elevated pCO; is probable but maybe at a cost (Martin et al. 2013b). C.
elongata was able to maintain a heavily calcified skeleton under elevated pCO, during our
experiment (one month). In the long term, this ability could impact the general resistance of
the organism by decreasing its fitness and could reduce their ability to compete with fleshy
algae. In situ experiments along a natural pH gradient showed that even if coralline algae
were able to withstand the effects of ocean acidification, they may suffer reductions in
abundance (Hall-Spencer ef al. 2008; Martin et al. 2008; Porzio et al. 2011; Kroeker et al.
2013c). With the decrease of coralline algae in macroalgal-dominated communities, space
could be released for fleshy algae (Kuffner et al. 2008) or turf which are generally favored by
elevated pCO, (Connell & Russell 2010). As turf and fleshy algae have different ecological
roles than coralline algae, these algal community shifts could have considerable ecological
and functional consequences for macroalgal communities from the intertidal and subtidal

Zones.

L
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3. Effets de I’augmentation de la pCO, sur une espéce d’intérét le maérl

(Lithothamnion coralliodes) dans différentes conditions de température

3.1 Contexte général

Le maérl est un terme breton francisé (“maerl” en breton) qui désigne un ensemble
d’algues de la famille des Corallinacées, de forme libre, Iégérement ramifiées, se développant
sur les fonds meubles infralittoraux (Cabioch 1966). Le maérl (Figure 12-4) est une algue
pérenne a croissance trés lente (1 mm par an ; Potin et al. 1990; Blake & Maggs 2003) qui
forme de grands bancs par accumulation de thalles vivants et morts. Ces bancs se développent
dans des zones ou 1I’hydrodynamisme est faible, mais suffisant pour éviter le recouvrement
des thalles par sédimentation des particules fines (Foster 2001). Alors que les bancs de maérl
se développent a partir du zéro hydrographique (niveau des plus basses mers) car ils ne
supportent pas la dessiccation, la profondeur maximale est conditionnée par la limitation en
lumicre et est donc en relation avec la turbidité des eaux (Grall 2003). En Atlantique Nord-Est,
les bancs de maérl se développent depuis le bas de I’intertidal jusqu’a une trentaine de metres

(Birket et al. 1998) alors qu’ils peuvent atteindre 90 a 180 metres de profondeur en Méditerranée

(Basso 1996).

Figure 12-4: Plongeur récoltant du maérl sur le banc de Guérhéon en Baie de Morlaix. © Wilfried Thomas
SBR. En gros plan, thalle de maérl de I’espéce Lithothmanion corallioides.
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Sur les cotes frangaises de 1’Atlantique Nord et de la Manche (Figure 12-5), les algues
composant les fonds de maérl appartiennent aux especes Phymatholithon calcareum (Pallas)
Adey & McKibbin et Lithothmanion corallioides (P & H Crouan) P & H Crouan (Cabioch
1969). La distribution de L. corallioides s’étend de I’Irlande et du sud de I’Angleterre
jusqu’en Méditerranée. Cette espéce compose les fonds de Guérhéon, au voisinage de
Roscoff, ainsi que ceux de la rade de Brest (Cabioch 1966), les deux sites sur lesquels ont été
prélevé les échantillons étudiés dans ce chapitre. Le nom de maérl sera donc assimilé a

I’espéce L. corallioides par la suite.
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Figure 12-5 : Distribution des bancs de maérl (actuels, détruits et dont la pérennité est incertaine) sur les
cotes bretonnes. Source : J. Grall, Observatoire du Domaine Cotier, [UEM

Les bancs de maérl sont des écosystémes a forte biodiversit¢ ayant d’importantes
fonctions écologiques. La structure des thalles forme une matrice offrant une large gamme de
microhabitats pour les invertébrés de 1’épifaune et de I’endofaune (Grall ef al. 2006). De plus,
les bancs de maérl permettent le développement d’une flore épiphytique riche et diversifiée du

fait de la faible profondeur a laquelle ils se développent (Cabioch 1969; Pena & Barbara
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2010). Ils sont considérés comme des producteurs majeurs de CaCO;3 (Martin et al. 2007b) et
constituent localement une importante source de particules sédimentaires carbonatées pour
d’autres habitats marins, principalement pour les plages (Grall 2003). Leurs impacts sur les
flux de carbone et de nutriments ont un role majeur en zone cétiere (Martin et al. 2007b;

Martin et al. 2007a).

Outre leurs fonctions écologiques, les bancs de maérl ont un intérét économique et
patrimonial, particuliérement en Bretagne. Espéce patrimoniale, le maérl fait encore partie
intégrante de la culture bretonne. Depuis plusieurs années (6™ édition en 2013), le Comité de
Pont Callec organise sur la commune de Plougastel la “Féte du Maérl”. C’est 1’occasion pour
une centaine de bénévoles de revétir les costumes traditionnels et de retrouver les gestes
d’antan pour rejouer une page de I’histoire locale, commémorant une pratique ancestrale qui

permettait d’apporter de I’engrais aux fraisiers de Plougastel (Figure 12-6).

Figure 12-6: Démonstration de récolte traditionnelle du maérl lors de la “ Féte du maerl ” 2009. Source :
http://www.tvk.infini.fr/

Tout d’abord utilisé traditionnellement comme amendement des sols depuis 1’ Antiquité,
I’utilisation de ce sédiment calcaire s’étend aujourd’hui a des domaines trés variés tels que la
nourriture du bétail, le retraitement des eaux usées ou encore la pharmaceutique et
cosmétologie (Grall 2002). En Europe, seule la France exploitait cette ressource algale a
I’échelle industrielle et I’extraction du maérl était une des principales activités de I’industrie
de ’algue francaise dans les années 1980, a la fois en terme de tonnage (500 000 tonnes an™")
et de chiffre d’affaires (Birket et al. 1998; Grall 2002). L’ extraction industrielle de maérl dans

I’archipel des Glénan, qui a commencé dans les années 1960, était de 600 000 de tonnes dans
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les années 1970, 325 000 de tonnes en 2007 et seulement quelques dizaines de tonnes en
2008-2009 (Dutertre 2012). Comme pour I’ensemble des coOtes bretonnes, 1’arrét de
I’exploitation de ce gisement de maérl est prévu en 2013. En effet, la récolte encore
récemment autorisée sur certains sites d’Atlantique et de Manche (ex : Erquy) devrait étre
interdite d’ici fin 2013 suite au classement de cette espéce sur la liste des espéces et habitats

menacés et/ou en déclin (Convention OSPAR 2008-6" ) (Mesnildrey ez al. 2012).

3.2 Résumé de P’article n°2 :

Ce deuxiéme article présente une ¢tude monospécifique sur les réponses
physiologiques de Lithothamnion corallioides, le maérl a I’augmentation de pCO, dans
différentes conditions de température. Des thalles de maérl récoltés en Rade de Brest puis
marqués individuellement ont ét¢ maintenus a différentes pCO,: 380, 550, 750, 1000 patm
(Figure 12-7). Ils ont été soumis a des températures successives mimant la moyenne hivernale
(10°C), la moyenne estivale (16°C) et une température estivale augmentée de 3°C comme

prédit sous contrainte de réchauffement climatique (19°C).

Zoom triplicat d’aquarium
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Figure 12-7: Montage expérimental de I’expérience sur le maérl. L’eau régulée au pH requis dans des bacs
tampons de 100 L alimentait par gravité¢ un triplicat d’aquariums maintenus dans des bacs thermostatés. La
température et I’ajout de CO, étaient gérés par un contréleur autonome IKS (Aquastar, Karlsbad, Allemagne).
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L’augmentation de la pCO; n’a en rien affecté les trois pigments majeurs retrouvés
dans le maérl, a savoir la chlorophylle a, le caroténe et la zéaxanthine. En revanche, les
contenus des deux derniers pigments étaient plus faibles a 10°C. Concernant le métabolisme,
les taux de production photosynthétique brute et de respiration n’ont pas été affectés par
I’augmentation de température mais une augmentation de la production brute a ét¢ mesurée
dans la condition 550 patm pCO,. Les taux de calcification a la lumiére, a 1’obscurité et en
terme de bilan journalier ont été fortement diminués sous pCO, élevée, quelle que soit la
température. Bien que, finalement, la pCO; ait peu affecté la photosynthése, le bilan de
calcification a la journée a diminu¢ de 80 % dans la condition de pCO; la plus drastique (1000
patm) par rapport a la condition controle (380 patm). Ces résultats suggerent que les futurs
niveaux de CO; pourraient avoir de profondes conséquences sur les bilans de carbone et de
carbonates des bancs de maérl, allant jusqu’a menacer le maintien a long terme de ces

habitats.
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Abstract

Coralline algae are considered among the
most sensitive species to near future ocean
acidification. We tested the effects of
elevated pCO; on the metabolism of the
free-living coralline alga Lithothamnion
corallioides (“maerl”) and the interactions
with changes in temperature. Specimens
were collected in North Brittany (France)
and grown for 3 months at pCO, of 380
(ambient pCO,), 550, 750 and 1000 patm
(elevated pCO;) and at successive
temperatures of 10°C (ambient temperature
in winter), 16°C (ambient temperature in
summer) and 19°C (ambient temperature in
summer + 3°C). At each temperature, gross
primary production, respiration (oxygen
flux) and calcification (alkalinity flux)
rates were assessed in the light and dark.
Pigments were determined by HPLC.
Chlorophyll a, carotene and zeaxanthin

were the three major pigments found in L.
corallioides thalli. Elevated pCO, did not
affect pigment content while temperature
slightly decreased zeaxanthin and carotene
content at 10°C. Gross production was not
affected by temperature but was
significantly affected by pCO, with an
increase between 380 and 550 patm. Light,
dark and diel (24 h) calcification rates
strongly decreased with increasing pCO,
regardless of the temperature. Although
elevated pCO, only slightly affected gross
production in L. corallioides, diel net
calcification was reduced by up to 80 %
under the 1000 patm treatment. Our
findings suggested that near future levels
of CO, will have profound consequences
for carbon and carbonate budgets in
rhodolith beds and for the sustainability of
these habitats.

Keywords: ocean acidification, coralline algae, maerl, calcification, photosynthesis, pigment
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Introduction

Since the beginning of the industrial revolution, the atmospheric CO; partial pressure
(pCO,) has continuously and unprecedentedly increased (Sabine et al. 2004) from 280 ppm to
today’s level of about 390 ppm. This climb in pCO, has enhanced the greenhouse effect and
has led to an annual rise in temperature of 0.2-0.3°C (Solomon et al. 2007). Over the next
century, seawater surface temperatures have been predicted to increase by 3°C and pCO, to
reach 1000 ppm (Solomon et al. 2007). Increased CO, concentrations will cause a pH
decrease termed “ocean acidification” of 0.1-0.4 units in the surface ocean by the end of the
century (Caldeira & Wickett 2003). This would result in a decrease in carbonate ions (COs™)
concentration (Orr ef al. 2005), and in the calcium carbonate saturation state (Q2) (Feely et al.
2004) which is a parameter controlling the calcification process (Millero et al. 2006; Millero
2007). Precipiting CaCOs; could therefore become less efficient, making calcifying organisms
particularly sensitive to ocean acidification (Doney ef al. 2009; Hoegh-Guldberg 2009).

Coralline algae (Corallinaceae, Rhodophyceae) are the most common group of
calcareous algae. They are widespread around the world from tropical to polar oceans and at
all photic zone depths (Nelson 2009). They are considered ecosystem engineers (Nelson
2009) being major framework builders and carbonate producers especially in temperate and
cold water benthic ecosystems (Basso 2012). Among coralline algae, rhodoliths are the free-
living non-geniculate species, which form extensive beds by accumulating live and dead
thalli. These so-called “maerl beds” constitute one of the four world’s largest macrophyte-
dominated benthic communities together with kelp-beds, seagrass meadows and crustose
coralline algal reefs (Foster 2001). Thanks to the three-dimensional lattice formed by their
branches crossed, rhodolith beds have several key ecological roles (Foster 2001) and provide
ecosystem services. They represent microhabitats for cryptofauna (Grall et al 2006),
settlement places for invertebrate larvae (Kamenos ef al. 2004b) and nursery for commercial
invertebrate and fish juveniles (Kamenos et al. 2004b; Kamenos et al. 2004a). Rhodolith beds
support a highly diversified fauna and fleshy macroalgae (Cabioch 1969; Foster 2001;
Barbera et al. 2003; Grall et al. 2006; Pena & Barbara 2010) making them a hot-spot of
biodiversity. They also make a large contribution to global carbon production (Martin et al.
2005). In the Bay of Brest, France, annual primary production of maerl beds is 2-fold higher
than annual phytoplanktonic production, contributing about a third of the bay total
productivity (Martin et al. 2007b). Although temperate rhodoliths have very slow growth
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rates (around 1 mm year'; Potin ez al. 1990; Blake & Maggs 2003), they are major carbonate
producers with a production rate around 490 g CaCO; m™ y™' in Brittany waters (Martin et al.
2007b) which is close to that reported for tropical reef environments (Bosence & Wilson
2003; Gherardi 2004; Amado-Filho et al. 2012).

Coralline algae precipitate high magnesium-calcite (Mg-calcite) to form their thalli,
with the highest mol% MgCOj rate at low latitudes and warm temperature (Andersson ef al.
2008). High Mg-calcite is the most soluble form of biogenic CaCO3; when mol% MgCOs is
higher than 12% (Morse et al. 2006; Andersson et al. 2008). The physiological mechanism of
calcification is poorly understood in coralline algae. The rate of calcification can vary as a
function of the COs> concentration (Borowitzka 1981; Gao et al. 1993; Raven 2011),
although HCOj™ ions may also be a substrate for calcification (Digby 1977; Koch ef al. 2013).
Due to the solubility of their skeleton, coralline algae appear to be the most sensitive
calcifying organisms to near future ocean acidification (Kroeker et al. 2010; Basso 2012).
Among the first studies conducted in the 80’s on the effects of pH on coralline algae,
Borowitzka (1981) demonstrated that a decrease in pH (from 9 to 7) increases photosynthesis
and calcification in the light. Conversely, most of the recent studies have shown a general
negative impact of elevated pCO; on coralline algae on recruitment (Kuffner et al. 2008),
abundance (Martin et al. 2008; Porzio et al. 2011), growth (Jokiel et al. 2008), calcification
(Semesi et al. 2009a; Gao & Zheng 2010). Furthermore, bleaching can lead to mortality
(Anthony et al. 2008; Diaz-Pulido ef al. 2012) and bleaching has been found to increase in
response to high pCO,. In addition, Ries et al. (2009) found that in some coralline algae,
calcification has a parabolic response to pCO, with the highest calcification rate under
intermediate pCO, levels (600 and 900 patm). The majority of these measurements were
conducted in mesocosms, but recent open field and in sifu flume experiments agree that
increasing pCO, causes reduced abundances (Hall-Spencer et al. 2008; Porzio ef al. 2011) and
increased dissolution (Kline ef al. 2012) of coralline algae exposed to naturally decreased pH
levels.

The interacting effect of temperature has to be considered together with the effect of
increased pCO, because these two environmental variables fundamentally influence the
physiology of algae. Algal photosynthesis and respiration are usually enhanced under warmer
temperatures (Steller et al. 2007). In various studies on coralline algae, temperature has been
shown to emphasize the negative effects of ocean acidification on algae (Anthony ef al. 2008;
Martin & Gattuso 2009; Diaz-Pulido et al. 2012), although the mechanism is not well

understood. The interaction of elevated pCO, and increasing temperature, which will
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inevitably come in parallel to ocean acidification, should induce various species specific
responses. The aim of this study was to investigate the interactive effects of pCO, and
temperature on Lithothamnion corallioides, the most common rhodolith species of Brittany
coasts, in France. Because photosynthetic calcifying marine organisms use DIC as substrate
for both photosynthesis and calcification, the response of these metabolic activities were

explored.

Material and Methods

Biological material

Lithothmanion corallioides P.L. Crouan & H.M. Crouan, 1867 thalli were collected by
SCUBA diving on the 15™ December 2010, in a maerl bed of the Bay of Brest (northwest
Brittany, France), at the Roscanvel site (4°24'59"W/48°17'46"N), at 10 meters depth below
Chart Datum. They were transferred directly in a cool box maintained at in situ temperature to
the laboratory at the Station Biologique de Roscoff. Rhodolith thalli of around 3 cm in
diameter were selected, gently cleaned to remove most epiphytes and biofilm-forming
organisms. They were kept in natural unfiltered seawater until the beginning of the
experiment. The thalli were softly brushed to take off epiphytes and biofilm prior to
experiments. Dry weight (DW) of each thallus was measured at the end of the experiment

after oven drying fresh samples at 60°C for 48h.

Experimental conditions

Organisms were exposed for 3 months (20th December 2010 to 14™ March 201 1) to
four pCO, treatments: an ambient pCO; of 380 patm (pHr = 8.07), and three elevated pCO,
treatments of 550 patm (pHt = 7.94), 750 patm (pHr = 7.82) and 1000 patm (pHr = 7.77).
Elevated pCO, treatments correspond to different scenarios predicted by the
Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC) for the end of the century (Solomon et al.
2007) and were selected according to the recommendations of Riebesell ef al. (2010).

Algae were grown at three successive temperature levels, according to in situ
temperature data recorded in the Bay of Brest by the Service d’Observation des Milieux
LITorraux (SOMLIT) in winter (9.49 £+ 0.16°C) and in summer (16.36 + 0.09°C). The initial

experimental temperature was adjusted to the in situ temperature when algae were collected
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(10°C, winter temperature), and algae were grown at this temperature for 12 days at which
time metabolic rate measurements (see below) were made. Then, the temperature was
progressively increased over three weeks to reach 16°C (summer temperature), and algae
were grown at this stable temperature for a further 12 days, and the metabolic rates were
measured again. Finally, the temperature was increased over a one week period (0.5°C per
day) to reach 19°C (summer temperature elevated by 3°C, representative of the temperature
predicted by the end of the century), and algae were grown for a further 12 days prior to
making the last set of metabolic rate measurements.

Light was provided by 39 W fluorescent tubes (JBL Solar Ultra Marin Day, JBL
Aquaria, Nelson, New Zealand) with a photoperiod of 12:12 h. Irradiance was adjusted to 15
umol photons m™ s™ using a quantum sensor (LiCor®, LI-192 SA). Irradiance reproduced a
mean annual irradiance level in the Bay of Brest at 10 meters depth using an mean attenuation
coefficient of -0.395 m™' determined according to those reported by Martin et al. (2006) for

the Bay of Brest of -0.41 m™' in winter and -0.38 m™ in summer.

Experimental set up

Experimental set up is presented in Figure 1. 24 sets of 5-6 thalli were labeled with
small plastic numbers attached with nylon wire and randomly distributed into twelve 10-L
aquaria (2 sets of algae per aquarium). In addition unlabelled thalli were kept in each
aquarium for pigment analyses. The pCO, was adjusted by bubbling CO, free air (ambient
pCO,) or pure CO; (elevated pCO,) in four 100 L header tanks supplied with unfiltered
seawater pumped in front of the Station Biologique de Roscoff. Each of the four pCO,
treatments had three 10 L replicate aquaria which continuously received CO,-treated seawater
at a rate of 9 L h' (i.e. a renewable rate of 90% h™) from the mixing header tanks. Water
velocity in the aquaria was around 0.5 cm s”. The 12 aquaria were placed in thermostated
baths where temperature was controlled to within + 0.2 °C using 100 and 150 W submersible
heaters. pCO; and temperatures were monitored and controlled by an off line feedback system
(IKS Aquastar, Karlsbad, Germany) that regulated the addition of gas in the header tanks and
the on/off heater switch in thermostated bath. The pH values of the pH-stat system were
adjusted from daily measurements of pH on the total scale (pHr) in the 12 aquaria using a pH
meter (HQ40D, Hach Lange, Ltd portable LDO™ Loveland, Colorado, USA) calibrated
using Tris/HCI and 2-aminopyridine/HCI buffers (Dickson et al. 2007). The different pCO,
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conditions were reached gradually (0.05 pH units per day) before the beginning of the

experiment.
Unfiltered ambient seawater
Header tank Header tank Header tank Header tank
380 patm 550 patm 750 patm 1000 patm

VI A J,—Qﬁ b

YT THIfd AIRAI NI

380 380 380 550 550 550 750 750 750 1000 1000 1000
Thermostated bath Thermostated bath Thermostated bath Thermostated bath

Figure 1: Schematic of laboratory experimental open set up with four pCO, conditions: 380 patm as current
pCO; condition and 550, 750 and 1000 patm as elevated pCO, conditions. Arrows indicate ambient seawater
flowing into the header tanks and subsequently treated water flowing through aquaria out of the system. All the
aquaria were maintained at constant temperature in a thermostated bath. Each aquaria contained 18 L.
corallioides thalli

Seawater parameters

Seawater parameters were monitored throughout the experiment. pHr and temperature
were recorded daily in each of the twelve aquaria with a pH meter (HQ40D, Hach Lange, Ltd
portable LDO™, Loveland, Colorado, USA). Total alkalinity was measured every three
weeks. Salinity was also measured every three weeks, at each temperature, with a
conductimeter (LF 330/ SET, WTW, Weilheim, Germany) and remained constant with a
mean value of 35.1 £ 0.1. The carbonate chemistry of seawater, i.e. dissolved inorganic
carbon (DIC), exact CO; partial pressure (pCO;) and saturation state of aragonite (Qa;;
solubility of high Mg-calcite closer to aragonite than calcite) were calculated at each pCO,
and temperature treatment using CO,SYS software (Lewis & Wallace 1998) with constants of

Mehrbach et al. (1973) (refitted by Dickson & Millero 1987).
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Metabolic rate measurements

Photosynthesis (net and gross production), respiration and net calcification rates were
determined for L. corallioides in each pCO, treatment and at each of the successive
temperature levels through short incubations in 185 mL acrylic respirometry chambers
(Engineering & Design Plastics Ltd, Cambridge, UK), in both the light and dark. The labeled
sets of 5-6 thalli were placed into the respirometry chamber that was filled with seawater from
the 10-L aquarium. Thalli were put on a plastic grid above a stirring bar (speed 100 r.p.m.),
which ensured water homogeneity. Respirometry chambers were kept in their respective
aquarium during the incubation to keep the temperature constant. Light incubations were
carried out under the culture irradiance (15 pmol photon m™ s™) and dark incubations were
achieved by covering the aquaria with black plastic bags, and the fluorescent tubes switched
off. Incubations varied between 4 h at 10°C and 3 h at 19°C in order to maintain oxygen
saturation above 80 % at the end of dark incubation. At the end of the incubation, pH in the
chamber did not increase or decrease more than 0.1 unit from the value measured at the
beginning of the incubation. Control incubations without algae were carried out to correct
fluxes from any biological activity in seawater.

Net production (measured during light incubation) and respiration rates (dark
incubation) were calculated by measuring oxygen molar concentration at the beginning and
the end of the incubation period with a non-invasive optical fiber system (FIBOX 3, PreSens,
Regensburg, Germany). The reactive oxygen spots were calibrated at the beginning of each
incubation set (i.e. each temperature level) with 0% and 100% oxygen buffers. Net production
(NP), respiration (R) and gross production (GP) rates (in pmol O, g' DW h') were corrected

from controls and calculated as:

=A02><V N =A02><V GP — NP — R
At x DW At x DW

where AO; is the difference between initial and final O, concentrations (umol O, L™, V is the
volume of the chamber (L), At is the incubation time (h), and DW is the dry weight of the
algae (g).

Calcification rates were estimated using the alkalinity anomaly technique (Smith &
Key 1975) based on a decrease of total alkalinity (Ar) by 2 equivalents for each mole of
CaCOs; precipitated (Wolf-Gladrow et al. 2007). This method is usually used to examine the

changes in calcification rate that may occur over time (Chisholm & Gattuso 1991; Gattuso et

-75 -



al. 1998; Semesi et al. 2009b; Semesi et al. 2009a; Biidenbender et al. 2011). Seawater was
sampled at the beginning of the incubation, directly in the aquaria just after the chambers
were closed, and at the end, in the incubation chamber. Samples were filtered through 0.7 pm
Whatman GF/F filters into 100 mL glass bottles and immediately poisoned with mercuric
chloride (0.02 % vol/vol; Dickson et al. 2007). A value (in pEq L") were determined by HCI
0.0IN potentiometric titration on an automatic titrator (Titroline alpha, Schott SI Analytics,
Mainz, Germany) and by using the Gran method (non-linear least-squares fit) applied to pH
values from 3.5 to 3.0 (Dickson et al. 2007). Light and dark calcification rates (g, in umol

CaCO; g’ DW h") were corrected from controls and calculated as:

_ (0AY x V)
T 2 X At X DW

where AA; is the difference between initial and final total alkalinity concentrations (umol Eq
L"), V is the volume of the chamber (L), At is the incubation time (h), and DW is the dry
weight of the algae (g).

Diel calcification rates (in pmol CaCO; g DW d) were calculated from light (g light) and
dark (g dark) calcification rates based on a 12:12 (light:dark, h) photoperiod as:

G = (glight) x 12 + (g dark) x 12

Pigment analyses

The pigment content of L. corallioides thalli were analysed by High Pressure Liquid
Chromatography (HPLC). Three individuals (distinct from those used in the measurements
described above) were collected at each temperature level in each aquarium, gently brushed
and immediately frozen at -20°C, pending analyses. Frozen samples were ground within a
bead grinder (Retsch ®, GmbH, Haan, Germany) and the resulting powder was precisely
weighted, then frozen until pigment extraction.

The maerl powder (200-500 mg) was suspended in 100 % methanol for 2 hours at -
20°C and centrifuged at 20,000 x g. The supernatant was collected and centrifuged again to
ensure total removal of particles and cell debris. The supernatant was then brought to 10%

Milli-Q water to avoid peak distortion (Zapata & Garrido 1991) and a volume of 100 pL of
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the pigment extract was immediately injected into an HPLC Hewlett-Packard HPLC 1100
Series system, equipped with a quaternary pump and diode array detector. Pigment
separations were performed using a Waters Symmetry Cs column (150 x 3 x 4.6 mm, 3.5 pm
particle size) according to procedures published elsewhere (Zapata et al. 2000; Six et al.
2005) at a flow rate of 1 mL min™. All sample preparations were made under subdued light at
low temperature. Chlorophylls and carotenoids were detected by their absorbance at 440 nm
and identified by diode array spectroscopy. Pigments were identified and quantified using
standards derived from macroalgae and phytoplankton cultures by preparative HPLC (Repeta
& Bjernland 1997), using previously compiled extinction coefficients (Jeffrey et al. 1997).

Statistics

All statistical analyses were performed using the free software R 2.15.0 version (“The
R Foundation for Statistical Computing). Three-way repeated analyses of variance (ANOVA)
were performed with the GAD package to investigate the impact of pCO,, temperature and
aquarium on the different metabolic rates with repeated measures on the same individuals.
pCO, and temperature were considered as fixed factors. To take in account spatial
pseudoreplication, individuals were nested in their own aquarium and aquarium was
considered as a random factor. Any changes in pigment content were assessed using a three-
way non-repeated ANOVAs (pCO,, temperature, and aquarium as factors). Normality of the
data and homoscedasticity were checked by Kolmogorov-Smirnov’s test and Levene’s test
respectively. Student-Newman-Keuls (SNK) post hoc tests were applied to establish
differences among treatments with a confidence level of 95% when ANOVA showed

significant results. All the results are presented as mean + standard error.

Results

Seawater parameters

Temperature was maintained stable and showed little variability (+ 0.5°C; Table 1;
Figure 2). The different pCO, levels were kept close to the selected values of 380, 550, 750
and 1000 patm (Figure 2). The ambient pCO, showed little increase from 365 patm at 10°C to
440 patm at 19°C. Elevated pCO, showed variations of about 100 patm, ranging from 516 to
607 patm, 705 to 830 patm, and 961 to 1049 patm in the 550, 750 and 1000 patm treatments,
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pCO2 (natm)

Temperature (°C)

respectively (Table 1). Total alkalinity ranged from 2322 to 2367 puEq kg'. The carbonate

saturation state with respect to aragonite (Q4;) never decreased under 1

, even at 1000 patm.
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Figure 2: Evolution of pCO, and temperature during the experimental period in the four pCO, treatments. Grey

bars represent the measurement periods were metabolic rates were assessed (10"

-12" January; 16™ - 18"

February; 8" - 10™ March 2011). Results are expressed as mean =+ standard error, n = 3 (3 aquaria for each pCO,

treatment).
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Table 3: Mean seawater temperature and parameters of the carbonate system in each pCO, treatment (3 aquaria per treatment) and at each temperature level. The pHr (on the
total scale) and total alkalinity (At) were measured while other parameters were calculated. pCO, : CO, partial pressure; DIC : dissolved inorganic carbon; Q 4, : saturation state

of seawater with respect to aragonite

10°C

16°C

19°C

380 patm
550patm

750 patm
1000patm

380 patm
550patm

750 patm
1000patm

380 patm
550patm

750 patm
1000patm

Temperature (°C) pCO; (natm) pHt At (LEq kgsw ™) DIC (umol C kg sw ™) Q Ar
n=12 n=12 n=18 n=12 n=12 n=12

Mean SE Mean SE Mean SE Mean SE Mean SE Mean SE
10.3 0.1 365.19 11.07 8.09 0.01 234043 4.24 2138.96 8.74 2.28 0.04
10.3 0.1 51642 9.32 7.95 0.01 2335.65 10.72 2189.47 2.68 1.73 0.02
10.2 0.1 755.16  14.80 7.81 0.01 2350.56  4.63 2261.77 2.31 1.29 0.03
10.3 0.1 1023.54 23.32 7.68 0.01 235335 3.90 2300.56 2.67 1.00 0.02
16.1 0.0 378.83  5.62 8.07 0.01 2325.54 6.52 2085.34 3.81 2.67 0.02
16.2 0.1 606.95 12.84 7.89 0.01 2321.81 6.71 2162.50 3.55 1.90 0.03
16.0 0.1 829.55 27.25 7.78 0.01 2339.50 3.63 2228.09 4.84 1.50 0.04
16.2 0.3 1048.81 19.60 7.68 0.01 2347.78  2.16 2267.13 2.39 1.25 0.02
18.5 0.1 440.33  23.66 8.02 0.02 2333.69 12.47 2117.93 18.00 2.71 0.08
18.9 0.1 547.73  8.64 7.94 0.01 235843  5.02 215841 2.95 2.33 0.03
18.9 0.1 705.05 14.41 7.84 0.01 2355.13  6.25 2200.04 3.32 1.92 0.03
19.0 0.0 961.17 21.55 7.72 0.01 2366.73  2.55 2255.95 3.20 1.53 0.03
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Photosynthesis and respiration

The mean rates of gross primary production varied from 0.50 (19°C, 750 patm) to 0.69
umol O, g DW h' (16°C, 550 patm) (Figure 3a). The gross production was not significantly
affected by the aquarium or temperature. Conversely, rates significantly differed among pCO,
treatments (Table 2) with values being 17% higher at 550 patm relative to 380 patm (Figure
3a). No significant difference in gross production were detected between pCO; treatments of
750 and 1000 patm but the rates were higher than at 380 patm.

The mean respiration rates ranged from 0.25 to 0.37 pmol O, g DW h' (Figure 3b).
They were significantly affected by temperature, being lower at 10°C (0.31 pmol O, g DW
h") than at 16°C and 19°C (0.36 pmol O, g DW h™") (Table 2). No effect of the aquarium or
pCO, were detected.
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Figure 3: Gross production (a) and respiration (b) rates in the four pCO, treatments at 10, 16 and 19°C. Results
are expressed by mean + standard error, n = 6.
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Table 2: Summary of three-way repeated ANOVAs followed by SNK post hoc tests testing the effects of pCO,, temperature and aquarium on the metabolic rates. Bold
numbers indicate significant level greater than 95%.

pCOz
Temperature
Aquarium

pCO; x temperature

Gross production Respiration Light calcification Dark calcification Diel calcification
pumol O, g'DW h™! umol O, g'DW h™! pmol CaCO; g ' DW h' pmol CaCO; g 'DW h! pmol CaCO; g 'DW d!
0.005* 0.337 <0.001*%** <0.001*%** <0.001***

0.260 0.034* 0.062 0.032* 0.146

0.158 0.873 0.296 0.436 0.181

0.375 0.610 0.427 0.008%* 0.050

% p < 0.05, %% p < 0.01, ***: p < 0.001

Post hoc SNK test for pCO; and temperature factors independently (p < 0.05)

pCO;

temperature

550 > 380 patm
550 > 750 > 380 patm
550 > 1000 > 380 patm

380 > 750 > 1000 patm
550 > 750 > 1000 patm

10°C < 16°C
10°C < 19°C

380 > 550 > 750 > 1000

patm

10°C>16°C

380 > 750 > 1000 patm

550 > 750 >1000 patm
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Pigment analyses

A large number of pigments were detected in the HPLC analyses of maerl thalli, with
most of them present as traces, and only the major pigments were identified (Figure 4). Even
though thalli were brushed before extraction, pigment analyses revealed the presence of
epiphytes on L. corallioides thalli: chlorophyll » (chl b), neoxanthin and siphonaxanthin
derivatives are characteristic pigments of green seeweeds (Ulvophyceae). In particular,
siphonaxanthin related compounds are common in siphonous green algae and Umbraulva
species that commonly occur in maerl bed ecosystems (Cabioch 1969). Furthermore,
fucoxanthin and diadinoxanthin were often detected, showing that brown plastid bearing
organisms were also present on the maerl thalli (Phaeophyceae, diatoms, etc;(Roy et al.
2011). These epiphyte pigments were generally found in low amounts and their quantities

were very variable from one sample to another, with no relation to the experimental setup.
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Figure 4: Example of photosynthetic pigments analysis by high pressure liquid chromatography of a
Lithotamnion coralloides thallus. Underlined pigments are associated to L. coralloides. Abbreviations are as
suggested by Roy et al. (2011): Chlide a: chlorophillide a; Siph: siphonaxanthin; Fuco: fucoxanthin, c-Neo: 9'-
cis-neoxanthin; Viola: violaxanthin; Zea: zeaxanthin; Siph deriv: siphonaxanthin derivative; Chl: chlorophyll;
Pheo: pheophytin; Car: carotene.

Three pigments, zeaxanthin, chlorophyll a (chl a) and carotene, were systematically
present in relatively high and stable amounts and were therefore attributed to L. corallioides
(Figure 5). Chl a was the dominant pigment with concentrations varying between 37.81 = 5.75

and 72.80 + 4.42 pg g”' FW. Chlorophyllid a, a degradation product of chl @ was detected at
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Chl content (ng . g

all temperature and pCO, conditions, with concentrations ranging from 14.18 + 2.34 to 27.48
+2.76 ng g' FW. Carotene molecules, usually associated to chl ¢ in photosystem reactive
centers were also detected, with concentrations varying from 0.85 + 0.18 at 16 °C to 1.53 +
0.24 ug g FW at 19°C (Figure 5b). The shouldered shape of the peak suggests the presence
of both a- and B-carotene. The last characteristic pigment was the xanthophyll zeaxanthin
whose contents ranged from 0.90 + 0.07 to 1.35 + 020 pg g’ FW at 16 and 10°C,
respectively (Figure 5c). Interestingly, this zeaxanthin-based pigmentation does not agree
with the chemosystematic pigmentation described by Schubert et al. (2006) for the
Corralinales order to which L. corallioides belongs, and whose representative species usually

contain lutein or antheraxanthin as major xanthophyll.
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Figure 7 : Chlorophyll compounds (a), carotene (b) and zeaxanthin (c) contents in the four pCO, treatments at
10°C, 16°C and 19°C. Results are expressed by mean =+ standard error, n =3 (or 6).

To examine the pCO, effect, chl a and chlorophyllid a were grouped as chl a
compounds (Figure 5a). pCO, and aquarium had no detectable effect on pigment contents
(Table 3), whereas temperature impacted all pigments, except chlorophyll ¢ compounds
(Table 3, p = 0.732). Carotene content was higher at 10°C than at 16 and 19°C. The
zeaxanthin content was significantly different only between 10 and 16°C. The interaction

between pCO, and temperature was never significant (Table 3).
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Table 3: Summary of three-way ANOVAs followed by SNK post hoc tests testing the effects of pCO,,
temperature and aquarium on pigment contents. Chlorophyll compounds are the sum of chlorophyll a and

chlorophyllid a. Bold numbers indicate significant level greater than 95%.

Chlorophyll a compounds Carotene Zanthophyll
pCO; 0.499 0.204 0.979
Temperature 0.732 < 0.001%** 0.009**
Aquarium >0.05 >0.05 >0.05
pCO; x temperature 0.999 0.553 0.936
*:p < 0.05, %% p < 0.01, ***: p < 0.001
Post hoc SNK test (p < 0.05)

10°C > 16°C 10°C > 16°C
Temperature 10°C>19°C
Calcification

Net calcification rate measured in the light was higher than calcification in the dark
(Figure 6). The aquarium effect was non-significant for both light and dark calcification rates
as well as diel calcification (Table 2).

In the light (Figure 6a), mean net calcification rates varied from 0.11 (10°C, 1000
patm) to 0.35 pmol CaCOs; g' DW h™' (10°C, 380 patm). Light calcification rates were
affected by pCO, decreasing by 58% between 380 and 1000 patm (Figure 6a). In the light,
calcification was similar at 380 and 550 patm and higher at 380 patm than at 750 and 1000
patm (Table 2). Temperature had no significant effect on calcification in the light (p = 0.062).

In the dark (Figure 6b), mean net calcification rates varied according to the
temperature and pCO, conditions, from -0.10 to 0.19 pmol CaCO; g DW h™' (Figure 6b). Net
calcification was positive in all pCO; and temperature treatments except at 1000 patm at
temperatures of 10 and 16°C, where dissolution processes were more important than
calcification ones. Dark calcification was affected by pCO,, temperature and the interaction of

the two factors (Table 2). Rates of dark calcification increased significantly when temperature
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as increased from 10°C to 16°C (p = 0.032), but this trend was not observed at 19°C. Dark
calcification strongly decreased with increased pCO, (Table 2). It was negative at 1000 patm,
turning into net dissolution at 10 and 16°C. The interaction between temperature and
pCO, was marked at 1000 patm with an increase in dark calcification with rising temperature

(Figure 6b).
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Figure 8: Calcification rates in the light (a) and dark (b) in the four pCO, treatments at 10°C, 16°C and 19°C.
Results are expressed as mean + standard error, n = 6

Diel (24 h) net calcification rates calculated assuming al2:12 photoperiod were
presented in Figure 7. They ranged from 0.14 (10°C, 1000 patm) to 5.80 pmol CaCO; g’ DW
day™ (10°C, 380 patm). Diel calcification was significantly affected by pCO,, decreasing by
50 and 80 %, respectively, at 750 and 1000 patm relative to 380 patm. No significant
pCO, effect was detected between 380 and 550 patm (Table 2). Temperature did not impact
diel calcification. The interaction between pCO, and temperature was not significant but, at
1000 patm, diel calcification increased from 0.14 pmol CaCO; g’ DW d™' at 10°C to 2.20
pmol CaCO; g DW day™ at 19°C (Figure7).
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Figure 7: Diel calcification rates in the four pCO, treatments at 10, 16 and 19°C. Results are expressed as mean
+ standard error, n = 6.

Discussion

Studying ocean acidification in mesocosms represents a challenge because of the
difficulties in reproducing field conditions in the laboratory with restricted material and time.
Studies on the impact of elevated pCO, on coralline algae have shown strong species-specific
responses (Martin ef al. 2013b) which can vary between two studies on the same species. The
different responses may be due to the timescale of the physiological measurement (short-term
estimate vs integrated growth), the duration of the study (days vs months), the acclimation
period or the time of the year (Hurd ef al. 2009). In our study, we evaluated the impact of
elevated pCO, at different temperatures on photosynthesis and calcification processes by
measuring metabolic rates (gross primary production, respiration and calcification rates) in
short-term measurements.

The gross primary production rate of L. corallioides measured under current pCO;
(380 patm) averaged 0.53 pmol O, g DW h™' at 10°C and 16°C. This production is estimated
to be 0.45 pmol C g DW h™' by using a photosynthetic ratio of 1.17 (Martin ef al. 2006a). It
was close to the rates recorded in situ for the same species at 10 m depth in the Bay of Brest
in winter (0.3 pmol C g DW d') and summer (2.1 pmol C g! DW d”';(Martin et al. 2007b).
These values are slightly lower than the productivity calculated by Steller et al. (2007) at 10°C
for Lithothamnion margaritae in the Gulf of California (3.45 pumol O, g' DW h™') and
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strongly lower than the rates reported for tropical coralline algae growing under higher
irradiance and temperature (Payri 2000).

L. corallioides photosynthesis was not affected by temperature. This non
responsiveness of photosynthesis to temperature was also observed in the rhodolith species
Phymatolithon calcareum by Wilson et al. (2004). However, these findings contrast with
previous results acquired in situ on L. corallioides (Martin et al. 2006a) and L. margaritae
(Steller et al. 2007) which showed strong variations in photosynthesis according to seasonal
changes in temperature. In these previous studies, photosynthesis was higher in summer,
when temperatures were the highest. In the present study, the seasonal cycle was not applied
as temperature was increased in short steps, independently from light intensity, photoperiod
and nutrient adjustments. It is likely that the changes in productivity observed by Martin et al.
(2006) and Steller et al. (2007) were also related to the seasonal variations of other
environmental parameters.

No pCO, effect was detected on L. corallioides respiration rate. However, gross
production was significantly affected by pCO, with an increase at 550 patm relative to 380
patm. In addition, no interactive effect between increased temperature and pCO, was
observed on photosynthesis and respiration. Macroalgal response to elevated pCO, has been
investigated in numerous studies (see Wu et al. 2008 and Hurd et al. 2009 for a review).
Responses varied among species, from an enhancement (Gao et al. 1991) to a decrease in
productivity (Gao & Zheng 2010) and many algae remained non impacted (Israel & Hophy
2002). As reported in L. corallioides under moderate pCO,, other studies on coralline algae
reported an increase in photosynthesis under elevated pCO, (Borowitzka 1981; Semesi et al.
2009a; Cornwall et al. 2012; Hofmann et al. 2012b). As a red coralline alga living in shaded
environments, L. corallioides is likely to be a carbon concentrating mechanism (CCM)-
lacking species (Giordano et al. 2005; Hepburn et al. 2011). Instead of using HCOs', it may
thus rely on CO, as photosynthetic substrate (Murru & Sandgren 2004; Hurd et al. 2009) and
may be CO; limited in current pCO, (Kubler et al. 1999). The increased amount of CO,
increases the affinity of the RuBisCO enzyme (Raven 2011) and may enhance gross primary
production rate in L. corallioides under 550 patm. This positive effect of increased pCO,
decreased at 750 and 1000 patm and may be attributed to the effect of lower pH level on
periplasmic redox activity (Gao & Zheng 2010). Moreover, under elevated pCO,, more
energy can be required to cell maintenance, reallocated from down-regulating photosynthesis.
The changes in photosynthesis may also be related to changes in algal photosynthetic

pigments content according to pCO; and temperature treatments.
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Among the main pigments determined in L. corallioides by HPLC, chl a compounds
concentrations remained constant whatever the temperature and pCO, conditions. The
absence of pCO; effect on algal chl a content was consistent with the results reported by Zou
and Gao (2009) for Gracilaria lemaneiformis. Conversely, Gao and Zheng (2010) observed a
down regulation of the chlorophyll content in Corallina sessilis under elevated pCO, that may
be caused by a lower demand of energy for the HCO;™ utilization mechanism. pCO, did not
affect the carotenoids, but their concentrations decreased from 10°C to 16°C. This decrease
between 10°C and 16°C may reflect an acclimation process from the in situ to the laboratory
culture conditions. Such HPLC analyses do not allow the quantification of phycobiliproteins
which are hydro soluble proteins. Although Zou and Gao (2009) did not observe a CO, effect
on phycobiliproteins in G. lemaneiformis, other authors have shown that they were negatively
affected by elevated pCO; in the coralline algae Corallina sessilis (Gao & Zheng 2010). A
down regulation of phycobiliprotein contents at 750 and 1000 patm could explain the
decrease in gross production at these elevated pCO; relative to the 550 patm condition.

In macroalgae, under light conditions, photosynthetic activity lead to a pH increase in
the intercellular spaces and in the diffusion boundary layer. As L. corallioides precipitate
CaCOs; in their cell wall (Giraud & Cabioch 1979), the pH increase in intercellular spaces
shifts the equilibrium toward an increase in COs* concentration (Borowitzka 1981; Koch et
al. 2013) and promotes precipitation of CaCO;. Conversely, in dark conditions, respiration
leads to a decrease in the intercellular pH, and hinder precipitation of CaCO;. This “vital
effect” demonstrated by numerous authors (Borowitzka 1979; Gao et al. 1993; Hurd et al.
2009; Raven 2011) may explain the higher rates observed in the light than in the dark. The
persistent diffusion boundary layer at the surface of coralline algae creates a pH
microenvironment very different from the mainstream seawater (Hurd et al. 2009; Hurd et al.
2011) with strong diel pH variations (ApHngs: 7.64 — 8.52; Hurd et al. 2011).

Calcification measured in L. corallioides at 380 patm ranged between 0.58 and 0.60
mg CaCO; g’ DW d'l, it was close to the rate recorded in situ for L. corallioides at 10 meters
depth of 0.1 mg CaCO; g' DW d™, in winter and 0.3 mg CaCO; g' DW d, in summer
(Martin et al. 2006a). The consistence between laboratory and in situ calcification data
confirmed the good health and development of L. corallioides under experimental conditions.
Only dark calcification was positively affected by increased temperature from 10 to 16°C at
380 and 550patm, and from 10 to 19°C at 1000 patm. The effect of temperature on
calcification rate was already underlined by several authors in various coralline algal species

(Steller et al. 2007; Biidenbender et al. 2011) and in particular in L. corallioides (Martin et al.
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2006a), in which calcification rates were the highest in summer, under warmer temperature.
In our experiment, the temperature factor could not be dissociated from the time effect
because temperature was progressively increased. Thus, even if temperature acclimation was
quite long at each step (10, 16, 19°C), temperature impact on algal physiology has to be
considered with caution. Particularly at 1000 patm, increased calcification at 19°C may result
from an acclimation of the physiology of L. corallioides to stressful pCO, condition.

The pCO, effect was more pronounced than the temperature effect on calcification
with a decrease of the different calcification rates with increasing pCO,. Diel calcification was
lowered by 50% at 750 patm to 80% at 1000 patm. This general trend was already observed
in several tropical coralline algae (Anthony et al. 2008; Semesi et al. 2009a; Diaz-Pulido et
al. 2012). In polar species, net calcification may even turn into net dissolution under elevated
pCO, (Blidenbender ef al. 2011). This sensitivity of coralline algae to elevated pCO; is
attributed to the high Mg-calcite they precipitate, which is the most soluble form of CaCO;.
Light calcification in L. corallioides was less impacted by pCO, than dark calcification, as
reported for Corallina pilulifera (Gao et al. 1993). This may be attributed to the changes in
pH at the site of calcification due to photosynthesis and respiratory activities. Temperature
and pCO, acted antagonistically at 1000 patm, where diel net calcification increased with
temperature from 10 to 19°C. Although most of the studies show that temperature exacerbated
the negative impacts of ocean acidification in coralline algae (Anthony et al. 2008; Martin &
Gattuso 2009; Diaz-Pulido et al. 2012), other authors reported that calcification remain
unaffected under elevated temperature and pCO, (Johnson & Carpenter 2012). The
mechanisms of the interactive effects between temperature and pCO, are yet not well
understood and in our case can result from an acclimation process over time.

Rhodolith beds have low resilience in the face of major disturbances and are predicted
to rapidly decline across the globe, at faster rates than those expected for coral reefs (Amado-
Filho et al. 2012). Under the most optimistic future pCO; scenario (550 patm), we showed
that the gross production of rhodolith beds may be enhanced by 20 % and that their
calcification may be maintained at rates similar to current rates. Accordingly, rhodolith beds
may contribute in a larger way to the productivity of the ecosystem. In the Bay of Brest, this
may lead to an increase in productivity from 241 to 289.2 g C m™ y' (Martin ef al. 2007b).
Moreover, soft red algae are largely present on rhodolith beds particularly microscopic stages
of macroalgae as shown by the HPLC data. These life cycle stages are highly productive
forms of macroalgae and may contribute in a large part to the global gross production of

maerl beds. In summer, increase epiphytic macroalgal biomass has been observed on the
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rhodolith beds of the Bay of Brest (Guillou et al. 2002). Under elevated temperature, soft
macroalgae could become more important in rhodolith beds. Some authors have shown that,
fleshy algae are favored against calcareous algae under elevated pCO,, (Anthony et al. 2008;
Kuffner et al. 2008). In a context of global change, soft macroalgae may be favored in
detriment of rhodolith, leading to major changes in rhodolith bed functioning and
productivity.

It is likely that the 550 patm level will be exceeded and pCO, will reach 750 to 1000
patm by the end of the century (Gattuso & Hansson 2011). Under the previous pCO; levels,
L. corallioides primary production may remain constant but calcification is likely to decrease
by up to 80% at 1000 patm, relative to the ambient conditions. This may lead to a reduction in
CaCOj precipitation from 490 (current pCO,, (Martin et al. 2007b) to 97 g CaCO; m™ y™' in
the most pessimistic scenario (1000 patm) in the Bay of Brest. The calcification process (Ca*"
+ 2HCO; < CaCO; + CO;, + H;0) releases one mole of CO, for each mole of CaCO;
precipitated (Wolf-Gladrow et al. 2007). In that way, the CO, released by maerl net
calcification, currently estimated to 39 g C m™ y' (Martin et al. 2007b), may be reduced to 8
g C m™ y"' at 1000 patm. Such changes in carbonate production induced by elevated pCO,
will thus have major implications for carbon and carbonate budgets in rhodolith beds. The
decrease in calcification in rhodolith is also likely to cause major habitat losses for numerous
species (Amado-Filho ef al. 2012) and main changes in the ecosystem services they provide
as habitat, food provision, predation sheltering for early life stages of numerous marine
species and nurseries for commercial invertebrate and fishes (Kamenos et al. 2004b; Kamenos

et al. 2004a).

L
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Chapitre 3 : Synthése générale sur 'impact de ’acidification des

océans sur les Corallinacées en zone cotiére

1. Réponses physiologiques individuelles des Corallinacées a I’AO

Les réponses physiologiques en termes de production primaire, respiration et
calcification mesurées au cours des expériences menées dans cette thése montrent qu’il
n’existe pas de réponse standard des algues Corallinacées face a I’AO. Le processus de
photosynthése peut étre stimulé comme contraint par 1’augmentation de la pCO; suivant la
physiologie de chaque espéce. En revanche, la respiration est généralement non affectée
(Tableau I3-1). Bien que la calcification présente une tendance assez générale a diminuer
quand le pH diminue (Tableau I3-1), certaines especes, notamment inféodées aux milieux
hypervariables (cuvettes rocheuses, estran etc) semblent étre préadaptées a de fortes variations
de pH et ne souffrent d’aucun changement de calcification (ex: Corallina elongata ;
Egilsdottir ef al. 2013 ; Noisette et al. 2013a). Ces réponses sont spécifiques des especes et
peuvent varier en fonction des mécanismes d’assimilation de carbone des macroalgues
(Hepburn et al. 2011) et de leur régulation pour économiser de 1’énergie (Cornwall et al.
2012), d’adaptations développées en fonction de leur I’histoire de vie environnementale (i.e.
les variations abiotiques subies par les organismes) (O'Connor et al. 2012) mais aussi en

fonction des paramétres expérimentaux appliqués.

Les temps d’acclimatation aux différents scénarios de pCO, semblent jouer un rdle
majeur dans les réponses mesurées chez les macroalgues (Harley ef al. 2012). Hoffman et al.
(2013) ont notamment montré que les premicres réponses enzymatiques de C. officinalis a
I’augmentation de pCO, n’avaient lieu que 3 semaines apres le début de ’expérience. Alors
que le taux de calcification de Lithophyllum cabiochae a été significativement réduit a une
pCO;, de 700 patm au bout d’un mois de traitement, aucun effet de la pCO, n’a pu étre mis en
¢évidence sur le processus de calcification durant la suite de 1’expérience menée sur un an
(Martin & Gattuso 2009). Cette absence d’effet est le signe potentiel d’une acclimatation des
algues a I’augmentation de la pCO; au cours du temps. La rapidité et la stabilité du stress dans
le temps (i.e. faible pH constant versus variations de pH nycthémérales) peuvent aussi

influencer les mécanismes de réponse des macroalgues (Cornwall et al. 2013b). Par exemple,
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chez Lithothmanion glaciale, la calcification augmente pour résister a une diminution de pH
qui reste stable dans le temps, alors qu’une diminution de pH rapide et brutale altére sa
structure calcaire la rendant plus fragile (Kamenos et al. 2013). La vitesse réelle de la
diminution du pH induite par le phénoméne d’AO (0,02 & 0,045 unités an' en zone coticre ;
Wootton et al. 2008 et Provoost et al. 2010, respectivement) est impossible a reproduire a la
méme ¢échelle temporelle en laboratoire en raison de moyens techniques, humains et
financiers a mettre en ceuvre. Respecter une phase d’acclimatation relativement longue
devient alors important pour éviter d’observer des réactions subites a des phénomenes de
stress et appréhender les réponses spécifiques des macroalgues, aussi réelles que possible, a

I’augmentation de la pCO,.

Il est important de souligner que la majorité des études traitant de 1’impact de la pCO,
sur les macroalgues ont été¢ conduites sur des thalles adultes. Il est en effet plus facile de
récolter et d’utiliser ces stades macroscopiques que de travailler sur les jeunes stades de vie
souvent microscopiques et dont la production en laboratoire n’est pas toujours maitrisée. Les
stades de vie précoces pourraient étre les stades les plus sensibles a I’AO mais trés peu
d’études se sont concentrées sur leurs réponses physiologiques et leur colonisation dans un
contexte d’augmentation de la pCO,. Les jeunes thalles de ’algue Corallinacée encroiitante
Phymatholithon lenormandii sont affectés par la diminution du pH, maintenant un processus
de calcification désordonné malgré une augmentation de la mortalité et des anomalies du
thalle (Bradassi et al. 2013). Cette sensibilité des jeunes stades d’algues calcaires est aussi
démontrée dans une étude in situ de Porzio et al. (2013) réalisée sur le site d’Ischia en Italie
ou les émissions de CO; volcanique font naturellement diminuer le pH. En zone de faible pH,
le recrutement des algues calcaires est quasi inexistant (Kroeker ef al. 2013b) et les structures
reproductives d’especes calcifiantes comme Jania rubens sont réduites (Porzio et al. 2011).
Ces modifications entrainent un changement dans les phases successives de colonisation des
macroalgues. Les algues calcaires pionnieres sont remplacées par des algues encroiitantes non
calcaires et les communautés sont finalement dominées par des espéces gazonnantes (Porzio

et al. 2013).
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Tableau 13-1: Synthése des études traitant de I'impact de 1'acidification des océans (augmentation pCQO,)
sur les Corallinacées. Les symboles 1 et | représentent respectivement une augmentation et une diminution des

processus avec 1’augmentation de la pCO, alors que N fait état d’une réponse en forme de cloche. — signifie

qu’il n’y a pas de variation significative de la réponse en fonction de la pCO,. Les réponses surlignées en bleu

sont des réponses a une augmentation conjointe de la pCO, et de la température.

Milieu Morphotype Espece Photosynthése Respiration Calcification Référence
Tropical Géniculée Amphiroa anceps n Borowitzka 1981
Tropical Géniculée Amphiroa foliacea — Borowitzka 1981
Tropical Géniculée Corallina sessilis 1 ! Gao & Zheng 2010
Tropical Encroutante Hydfrolithon onkodes l Johnson & Carpenter 2012
Tropical Rhodolithe Hydrolithon sp. — — ! Semesi et al. 2009a
Tropical Encroutante Lithophyllum pallescens, l Jokiel et al. 2008
Hydrolithon sp. Porolithon sp.

Tropical Encroutante Neogoniolithon sp. n Ries et al. 2009)
Tropical Encroutante Porolithon gardineri l Agegian 1985
Tropical Encroutante Porolithon onkodes ! ! Anthony et al. 2008

o 3]
Tropical Encroutante Porolithon onkodes l Diaz-Pulido et al. 2012

H

Tropical Encroutante Porolithon onkodes l Kline et al. 2012
Tempéré Géniculée Bossiella orbinaria N Smith and Roth 1979
Tempéré Géniculée Corallina elongata - — - Egilsdottir et al. 2013
Tempéré Géniculée Corallina elongata - - - Noisette et al. 2013a
Tempéré Géniculée Corallina officinalis —ou] N l Hofmann et al. 2012b
Tempéré Géniculée Corallina officinalis — — n Hofmann et al. 2012a
Tempéré Géniculée Corallina pilulifera ! Gao et al. 1993
Tempéré Encroutante Lithophyllum cabiochae 1 — —out Martin et al. 2013b

= ou | —ou]
Tempéré Encroutante Lithophyllum cabiochae — Martin & Gattuso 2009

!

Tempéré Encroutante Lithophyllum incrustans — i l Noisette et al. 2013a
Tempéré Rhodolithe Lithothamnion corallioides 1 - l Noisette et al. 2013a
Tempéré Rhodolithe Lithothamnion corallioides n - 1 Noisette et al. 2013b

_ | !
Polaire Rhodolithe Lithothamnion glaciale l Biidenbender et al. 2011
Polaire Rhodolithe Lithothamnion glaciale l Ragazzola et al. 2012
Polaire Rhodolithe Lithothamnion glaciale - Ragazzola et al. 2013
Polaire Rhodolithe Lithothamnion glaciale - - 1 Kamenos et al. 2013

TLes réponses de respiration et de photosynthése ont été déterminées par mesures d'O,, de flux de carbone ou de fluorescence

(PAM). Les réponses de calcification ont été déterminées par la technique d'anomalie de l'alcalinité, mesure du “buoyant

weight”, ou croissance par marquage a l'alizarine.
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Connaitre les réponses des différentes phases du cycle de vie ainsi que les variations
des conditions abiotiques du milieu de vie des macroalgues est nécessaire pour tenter de
comprendre leur devenir dans des conditions futures d’AO. Alors que les Corallinacées
étaient présentées jusqu’alors comme étant parmi les organismes les plus sensibles a
I’acidification des océans, principalement a cause de leur squelette en calcite magnésienne, de
plus en plus d’études tendent a démontrer que certaines especes présentent d’importants
potentiels de résistance face a 1’augmentation de la pCO,. De potentielles capacités
d’adaptation (O'Connor et al. 2012), une grande plasticité phénotypique (Ragazzola et al.
2013) et la découverte de la dolomite comme composante des thalles calcaires (Nash et al.
2011; Nash et al. 2013) sont autant d’¢éléments qui aménent a réviser le jugement général de

sensibilité de ces especes dans un contexte d’acidification des océans.

2. Effets et interactions de stress multiples

Dans le milieu naturel, les phénomeénes climatiques et vecteurs anthropiques
occasionnent des variations physico-chimiques de 1’environnement donnant lieu a différents
stress simultanés. Dans de nombreux cas, I’impact d’un stress abiotique sur la physiologie et
les performances des macroalgues dépend de la présence et de 1’intensité d’autres facteurs,
biotiques ou abiotiques, et particulicrement des facteurs limitants comme la lumiére ou les
nutriments (Harley et al. 2012). Malheureusement, les recherches sur I’AO en laboratoire sont

contraintes par les moyens logistiques, ce qui limite souvent le nombre de facteurs testés.

De trés nombreuses interactions existent entre les facteurs perturbants que sont la
température, la dessiccation, le pH, la salinité ou la lumicre (UV, intensité). Dans un contexte
de changement climatique, les deux facteurs majeurs covariants avec I’augmentation de la
concentration en CO, atmosphérique et les plus susceptibles d’impacter la physiologie des
macroalgues sont la température et la pCO; (et indirectement le pH). Au cours de cette thése,
I’interaction des deux facteurs a été testée uniquement chez le maérl (Noisette et al. 2013Db).
Bien que 1’on ne puisse complétement dissocier 1’effet du temps (acclimatation) de I’effet de
la température, puisque celle-ci a été augmentée par paliers successifs, la calcification nette
dans la condition de pCO, la plus drastique (1000 patm) a augmenté avec 1’augmentation de
la température. Cette réponse est I'une des rares montrant que, dans un contexte de

changement climatique, 1’augmentation de la température pourrait tamponner les effets de
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I’augmentation de la pCO,. En effet, les effets conjugués de I’augmentation de la température
et de la pCO; ont jusqu’ici plutdt eu tendance a agir de manicre additive, augmentant par
exemple le blanchissement des thalles et diminuant les taux de calcification chez des algues
calcaires encroltantes tropicales comme tempérées (Anthony et al. 2008; Martin & Gattuso

2009; Diaz-Pulido et al. 2012).

La lumiére est un des facteurs limitants majeurs pour les organismes autotrophes en
milieu marin, particuliérement pour les Corallinacées vivant a plusieurs metres de profondeur.
Les deux expérimentations menées durant cette these sur les Corallinacées se sont déroulées
sous une irradiance stable tout au long de la phase diurne mais d’intensité différente suivant
les mésocosmes : alors que I’irradiance était de 30 pmol photons m™= s™ dans 1’expérience sur
les trois Corallinacées comprenant I’espece Lithothamnion corallioides (Article n°1), elle était
seulement de 15 pmol photons m? s durant I’étude monospécifique sur L. corallioides
(Article n°2). Les réponses de photosyntheése et de calcification de L. corallioides ont varié
entre les 2 études, peut-Etre a cause de cette différence d’intensité lumineuse. Alors que sous
15 pumol photons m™ s™, la photosynthése présentait une courbe en cloche avec une valeur
maximale a 550 patm, elle a seulement augmenté de maniére significative a 1000 patm sous
une irradiance de 30 pmol photons m? s'. La calcification, affectée de maniére trés
significative par I’augmentation de la pCO, sous une irradiance de 15 pmol photons m= s™ ne
présente qu’une légeére tendance négative (non significative) sous une lumiére plus
importante. On peut donc supposer que sous une lumiere limitante pour 1’espece L.
corallioides (15 pmol photons m™ s), Ieffet de la pCO, sur le métabolisme est beaucoup
plus drastique que dans des conditions de lumiére plus favorables. Cette modulation par la
lumiére de réponses physiologiques des Corallinacées a I’augmentation de la pCO, a aussi été
mise en ¢évidence chez 1’espece Hydrolithon onkodes. Cette espece tropicale encroiitante
présente une réponse parabolique de calcification sous une lumiére de 336 pmol photons m™
s (Johnson & Carpenter 2012) alors qu’une diminution constante est mesurée sous 1200
umol photons m? s (Diaz-Pulido ef al. 2012). Ceci implique que I’effet de la pCO, peut
varier en fonction de I’intensité lumineuse mais aussi au cours du cycle saisonnier des
Corallinacées (Martin ef al. 2013b) et que les réponses des macroalgues doivent étre étudiées

sous différentes conditions de lumiére.

La quantit¢ de nutriments contenue dans le milieu est un troisiéme facteur
d’importance majeur pour le métabolisme algal. Durant cette thése, les quantités de

nutriments des aquariums contenant les algues n’ont pas ét¢ contrdlées, car I’eau arrivant dans

-905 -



les aquariums était pompée directement en face de la Station Biologique. Les concentrations
en nutriments ont donc été considérées comme proches de celles mesurées in situ sur une zone
proche du point de pompage alimentant les installations de la Station Biologique (SOMLit,
moyennes annuelles, 4,89 pmol NOs; L™ et 0,26 umol PO, L™, n = 45). Il a été supposé que
I’azote et le phosphore n’étaient pas des facteurs limitant le développement des algues car
présents en quantité¢ suffisante dans 1’eau de mer fournie en continu aux mésocosmes en
circuit ouvert. La saturation du milieu en nutriment peut influer de maniére considérable sur
les réponses algales a ’augmentation de la pCO,. Le recouvrement des espéces gazonnantes
¢tudiées par Russel et al. (2009) dans des conditions élevées de pCO; a été diminué dans des
conditions de nutriments similaires a celles de leur milieu et augmenté quand la concentration
en nutriments a été¢ augmentée (Russell ez al. 2009). A I’inverse, chez Ulva rigida, la quantité
de substrat azoté n’a pas influé sur sa réponse métabolique a I’augmentation de la pCO,
(Gordillo et al. 2001). La croissance a augmenté et la photosynthése a diminué sous pCO;

¢levée quelle que soit la condition de saturation en azote.

Il est difficile de prédire quel sera I’effet combiné de plusieurs facteurs de stress et
seules les expériences “multi stress” étudiant I’interaction de différents facteurs peuvent
mettre en évidence les effets synergétiques, additifs ou antagonistes que peuvent avoir la

combinaison de plusieurs facteurs abiotiques.

3. Impacts sur les communautés algales

La connaissance des caractéristiques physiologiques des algues peut servir a prédire
les changements de systémes dominés par des macroalgues sous un scénario d’augmentation
de la pCO,. Par exemple, les especes algales possédant des CCMs sont majoritaires dans les
milieux a forte irradiance ou la quantit¢ importante de lumiere permet d’exploiter au
maximum ces mécanismes afin d’avoir une croissance optimale. A I’inverse, les algues ne
possédant pas de CCMs dominent dans les milieux moins lumineux ou la faible irradiance
limite 1’utilisation des CCMs coliteux en énergie (Hepburn et al. 2011). Cependant, les
changements écologiques dans les écosystémes cotiers résultent d’'une combinaison d’impacts
environnementaux directs sur les réponses individuelles des espéces et de modification des
interactions entre les espeéces (Harley et al. 2006). Bien que I’approche spécifique sur des

individus isolés soit nécessaire pour comprendre les mécanismes inhérents aux effets du
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changement global, elle ignore les interactions spécifiques qui peuvent tamponner ou
amplifier les réponses individuelles et affecter les réponses prédites au niveau de la

communauté (Kroeker et al. 2010).

Les impacts directs de I’AO sur les especes sensibles vont orienter la composition de
I’écosysteme et ses réponses. Dans des milieux ou une espeéce a un réle majeur dans la
communauté, cette espeéce majoritaire a plus d’effet sur 1’écosystéme que la diversité
spécifique du milieu (Olabarria et al. 2013). Dans les foréts de kelps, la structure de la
canopée affecte la disponibilité en ressource (oxygene, lumiere, nutriments ; Hauri et al.
2010; Hepburn et al. 2011) pour les différentes algues de sous canopée et modifie différents
parametres physico-chimiques comme le pH ou le courant (Cornwall ef al. 2013a). Les kelps
jouent alors un role trés important dans la modification des performances des assemblages de
macroalgues et déterminent les réponses fonctionnelles de ces assemblages face au
changement climatique (Connell & Russell 2010; Hepburn et al. 2011; Cornwall et al.
2013a). Ainsi, alors que sous conditions de pCO; actuelle, les canopées formées par les kelps
inhibent la formation d’espéces gazonnantes, I’augmentation de la pCO; a un effet direct sur
I’inhibition du recrutement des kelps et favorise ainsi indirectement le développement et la
croissance de ces especes gazonnantes (Connell & Russell 2010). Par conséquent, I’altération
des conditions environnementales au sein d’une communauté, par un phénomeéne comme
I’acidification des océans peut déséquilibrer le systeme et favoriser une espéce normalement

secondaire au détriment d’une espéce dominante.

L’augmentation de la pCO, peut agir comme un facteur de stress pour certaines
especes algales mais aussi comme une ressource pour d’autres permettant une augmentation
de la photosynthése (Connell et al. 2013). La disponibilité¢ des ressources et la tolérance aux
stress environnementaux conditionnent les capacités de compétition des especes algales et de
ce fait, influencent la mise en place des communautés. L.’augmentation de CO, n’aura pas le
méme effet sur toutes les algues, dont les performances physiologiques varient en fonction de
leur mode d’acquisition du carbone, de leur morphologie et de leur histoire de vie (espece
annuelle ou pérenne), et donc in fine sur la composition des communautés algales (Harley et

al. 2012).

L’impact de I’acidification des océans sur les communautés a été¢ principalement
étudié sur des sites naturellement acidifiés a cause de dégazage de CO, pur par de I’activité

volcanique sous-marine. Des études sur le site italien d’Ischia (Hall-Spencer et al. 2008;
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Martin et al. 2008; Porzio et al. 2011; Porzio et al. 2013) et en Papouasie Nouvelle Guinée
(Fabricius ef al. 2011; Johnson et al. 2012) ont mis en évidence une diminution générale de la
richesse spécifique et de la quantité d’especes de macroalgues calcifiantes ainsi qu’une
dominance en macroalgues non calcifiantes (principalement des espéces gazonnantes) dans
ces zones au pH naturellement faible. Ce changement de composition de communautés
s’explique principalement par la diminution de I’abondance et du recouvrement des algues
calcaires qui libére de 1’espace pour des espéces non calcaires compétitrices (Kuffner et al.
2008; Kroeker et al. 2013b) comme les especes gazonnantes ou les especes formant des tapis
(Connell et al. 2013) qui ont des roles écologiques plus limités (Hepburn ef al. 2011). Dans
des conditions futures d’acidification des océans et d’augmentation de la ressource en CO,, il
est ainsi prédit que les espéces a colonisation et croissance rapides avec un temps de
génération court seront favorisées et pourront remplacer par compétition les especes pérennes
a croissance lente qui colonisent actuellement le plus d’espace dans les écosystémes a

macroalgues (Connell et al. 2013).

De plus en plus, des projets de manipulation de la pCO, in situ appelés projets x-
FOCE (“Free Ocean Carbon dioxyd Enrichment Experiment”) se développent afin d’observer
les réponses individuelles et communautaires des organismes dans les conditions de vie qu’ils
expérimentent vraiment (exemples dans Kline et al. 2012; http://efoce.eu/). Dans ces
dispositifs, I'impact de I’AO est étudié en interaction avec les facteurs abiotiques et biotiques

au sein de communautés.
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PARTIE 2
Impact de P’acidification des océans sur le gastéropode invasif Crepidula

fornicata

Dans cette deuxiéme partie, I’impact de 1’acidification des océans a été étudi€ sur le
gastéropode Crepidula fornicata Linné, espece invasive sur les cotes européennes. Les études
se sont d’abord concentrées sur les adultes de crépidule, connus comme étant trés tolérants
aux variations des facteurs abiotiques. Leur résistance a un fort stress thermique a tout
d’abord été évaluée dans différentes conditions de pCO, puis plusieurs fonctions
métaboliques ont été mesurées sous divers scénarios d’acidification des océans prévus aux
horizons 2100 et 2300. Les jeunes stades de vie sont souvent considérés comme plus sensibles
aux variations physico chimiques que les adultes de la méme espéce. Le travail a donc ensuite
port¢ sur différents jeunes stades de vie de la crépidule, espeéce qui a la particularité
d’encapsuler ses embryons jusqu’a leur développement en larves véligeres. Cette partie est

divisée en différents chapitres :

Chapitre 1 : Généralités sur la crépidule et la physiologie des mollusques marins

Chapitre 2 : Impacts de I’acidification des océans sur le stade de vie adulte de la crépidule

- Article n°3: Noisette F, Richard J, Le Fur I, Peck L, Davoult D, Martin S, Metabolic responses to
temperature stress under elevated pCO, in the slipper limpet Crepidula fornicata, J. Exp. Mar. Biol.

Ecol. (en révision)

- Article n°4: Noisette F, Bordeyne F, Davoult D, Martin S, From physiological processes to population

extrapolation: the responses of Crepidula fornicata to elevated pCO; at different temperature levels

Chapitre 3 : Impacts de I’acidification des océans sur les jeunes stades de vie de la crépidule

- Article n°5: Noisette F, Comtet T, Legrand E, Bordeyne F, Davoult D, Martin S, Does encapsulation

protect embryos from ocean acidification? The example of Crepidula fornicata, Plos One (soumis)

Chapitre 4 : Synthése générale sur ’impact de I’acidification des océans sur I’espece invasive

Crepidula fornicata
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Chapitre 1 : Généralités sur la crépidule et la physiologie des

mollusques marins

1. Caractéristiques biologiques de la crépidule

La crépidule, Crepidula fornicata est un gastéropode filtreur de la famille des
Calyptraecidae qui présente des caractéristiques biologiques originales. C’est une espece
grégaire qui vit en chaines composées en moyenne d’une dizaine d’individus (Coe 1936;
Blanchard 1995). Par hermaphrodisme protandre, 1’individu male au début de sa vie va
progressivement changer de sexe pour devenir femelle (Collin 1995). Ainsi la base des
chaines, fixée sur un substrat dur, est constituée d’individus agés de grande taille, de sexe
femelle (sauf exception) alors que les petits individus au somment de la chaine, plus jeunes,

sont généralement des males (Figure I11-1) (Le Cam 2009).

Figure 1II1-1: Différences entre méales (gauche) et femelles (droite) de C. fornicata.
Fléche violette : pénis, Fleche rouge : papille génitale femelle. Photos issues de Le Cam (2009).

Comme de nombreux invertébrés marins, la crépidule a un cycle de vie bentho-
pélagique (Figure I11-2) avec des écophases benthiques (juvéniles, adultes, embryons) et une
¢cophase pélagique (larve) (Orton 1912). Aprés fécondation interne, les embryons se
développent dans des capsules ovigeéres maintenues entre le cou et le propodium de la femelle
pendant 3 a 4 semaines (Chipperfield 1951). Ces capsules sont rattachées au substrat de
fixation de la femelle par un pédoncule (Orton 1912). A la fin de période d’incubation, la
paroi de la capsule se rompt et les larves véligéres d’une taille moyenne de 400 pm sont

émises dans la colonne d’eau (Pechenik & Lima 1984). Le développement pélagique peut
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Partie 2 : Crépidules Chap 1 : Généralités

durer entre 2 et 7 semaines en fonction de différents paramétres biotiques et abiotiques
(Pechenik 1984). Cette phase d’émission est d’importance majeure pour la dispersion et la
survie des populations (Pechenik 1999). Au cours du développement pélagique, les larves
acquicrent la compétence et deviennent aptes a se métamorphoser a des tailles de 900-1000
um (Pechenik & Lima 1984; Eyster & Pechenik 1988). La phase de métamorphose permet la
transformation de la larve nageuse en juvénile sédentaire qui va recruter sur le fond en
réponse a des stimuli naturels variés tels que la présence d’adultes conspécifiques ou de films
bactériens (Pechenik & Lima 1984). Les juvéniles, mobiles au début, vont ensuite

définitivement se sédentariser sur une chaine (Orton 1912).

Jeune larve véligére Larve a coquille évasée

Pélagos

Paroi de la capsule
Juvénile

Emission des Métamorphose
larves en juvéniles (J)

Incubation des  Croissance et
embryons reproduction Recrutement

I}\

'

Embryons encapsulés

Pénis

sm— —

B Petit male sur
thos coquille

3 =

Capsules ovigeres sous la femelle Chaine de plusieurs individus

Figure II1-2: Cycle bentho-pélagique de C. fornicata. Schéma central issu de Leroy (2011)
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2. Introduction et invasion de la crépidule en Europe

Originaire de la cote Est de I’Amérique du Nord (du Canada aux Caraibes), la
crépidule a été introduite sur les cotes européennes a la fin du 19°™ siécle. D’abord
accidentellement importée en Angleterre avec les transferts d’huitre américaine Crassostrea

virginica (Cole 1952), elle a ensuite proliféré vers le nord jusqu’a atteindre le sud de la Suede.

Sur les cotes francaises de la Manche et de 1’ Atlantique Nord, I’introduction s’est faite
en deux phases majeures au cours du 20°™ siécle (Blanchard 1995) (Figure II1-3). Les
premiéres présences de crépidules ont été détectées sur les cotes normandes et en rade de
Brest apres la fin de la Seconde guerre mondiale. Les organismes auraient €té amenés par les
navires américains du débarquement, longtemps stationnés dans les ports anglais colonisés
par les crépidules (Cole 1952). La deuxiéme phase de ’invasion a eu lieu lors de I’arrivée
massive d’huitres creuses Crassostrea gigas dans les années 1970, importées dans les parcs
ostréicoles pour faire face aux fortes mortalités de 1’huitre portugaise Crassostrea angulata
(Blanchard 1995). Suite a une rapide expansion, la crépidule a conquis une grande partie du
littoral francais et européen, depuis le sud de la Suede jusqu’au sud de la France (Hoagland

1979; Blanchard 1995; Blanchard 1997).
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Figure I11-3: Dynamique d'invasion de la crépidule sur le littoral francais. Issu de Blanchard (1995)
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Sur le littoral francais, le golfe normano-breton avec une moyenne de 200 individus
m ~ (Dupont 2004), est une des zones les plus fortement colonisées, avec cependant une
grande hétérogénéité de peuplements. Les densités atteignent 250 000 tonnes en baie de Saint-
Brieuc (Blanchard 1997) ou encore des pics de 2000 individus m™ en baie du Mont-Saint-
Michel (Viard et al. 2006). En baie de Morlaix en revanche, les densités sont bien moindres
avec une moyenne de 21 individus par m? (Dupont 2004). La rade de Brest est également
I’une des baies les plus densément peuplées par les crépidules. Le stock, estimé a 120 000
tonnes de poids frais en 2004, atteint des densités de 1700 individus m™ (Ragueneau et al.

2002).

3. Impacts écologiques et économiques de la crépidule

La crépidule est une espece eurytherme et euryhaline capable de coloniser tous types
de substrats. L’introduction de la crépidule a eu des conséquences importantes sur la
composition et le fonctionnement des communautés benthiques. Dans les milieux qu’elle a
colonisés, cette espece a entrainé une modification du substrat en augmentant 1’hétérogénéité
spatiale tout en étant responsable d’un important envasement des fonds liés a I’accumulation
de féces et pseudoféces (Ehrhold er al. 1998). Ces diverses modifications ont entrainé un
changement de la composition des peuplements benthiques et en particulier de la faune
associ¢e (De Montaudouin et al. 1999; De Montaudouin & Sauriau 1999) tendant vers une
homogénéisation des fonds (Thieltges et al. 2006). Alors que la compétition trophique de la
crépidule avec les autres filtreurs reste controversée (Blanchard 1997; Decottignies et al.
2007a; Decottignies et al. 2007b), la compétition spatiale exercée par la crépidule a des effets
négatifs sur les especes natives. Le développement des crépidules aurait un impact majeur sur
la densité de juvéniles de soles (Solea solea) dans les nurseries du Golfe de Gascogne (Le
Pape et al. 2004) ou encore sur le recrutement de la coquille Saint-Jacques (Pecten maximus)
en rade de Brest (Thouzeau et al. 2000). Au niveau de 1’écosystéme, les processus de
respiration, de calcification et d’excrétion des crépidules dans les zones ou elles se sont
développées en forte densité sont a 1’origine de modifications des cycles biogéochimiques du
carbone, de I’azote et de la silice (Ragueneau et al. 2002; Martin et al. 2006b; Martin et al.
2007c).
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Outre les impacts écologiques, I’introduction de la crépidule a aussi un impact
économique (Blanchard 1997). La compétition spatiale et trophique avec des especes d’intérét
commercial influence de maniére indirecte les activités conchylicoles et de pécheries. De
maniére plus directe, la colonisation par les crépidules induit aussi des colits supplémentaires
aux professionnels de la mer comme par exemple pour le nettoyage des coquilles Saint
Jacques (Fresard & Boncoeur 2006). Cependant, récemment, cette espéce considérée depuis
toujours comme nuisible tente d’étre valorisée a travers sa commercialisation pour
I’alimentation humaine sous le nom de “berlingot de mer” (projet OPTICREP; Schoenn 2013)

ou pour sa transformation en amendement calcaire (Blanchard & Hamon 2006).

4. Processus physiologiques chez les mollusques

4.1 Métabolisme

Le métabolisme est I’activité d’un organisme vivant qui permet son maintien et son
croissance et qui repose sur des réactions chimiques catalysées par des enzymes (Lucas 1992).
Les voies métaboliques sont classées en deux types: (i) les voies de synthése organique
(anabolisme ou biosynthese) et (ii) les voies de dégradation (catabolisme). Les mollusques
sont des organismes hétérotrophes (Wilbur & Yonge 1964) qui, par le processus de
respiration, produisent du CO; et de I’énergie sous forme d’ATP (adénosine-5'-triphosphate) a
partir de maticre organique (C¢H;206: glucose), d’oxygene (O,), d’ADP (adénosine-
diphosphate, précurseur de I’ATP) et de phosphate inorganique (Pi) selon la formule suivante

(Lucas 1992) :

CeH 1206 + 60, + ~36 ADP + ~36 Pi — 6CO; + 6H,0 + ~36 ATP + énergie thermique

La matic¢re organique est apportée par I’ingestion et I’absorption matiére premicre
(végétaux ou animaux) par le processus de nutrition ou par utilisation des réserves de
I’individu. L’énergie générée par la respiration permet le fonctionnement, la croissance et la
reproduction des organismes. Le catabolisme (des lipides, glucides ou protides) génére une
production de déchets qui doivent étre évacués hors de 1’organisme par des processus

d’excrétion (ex : excrétion ammoniacale) (Lucas 1992).
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4.2 Régulation acide-base

Afin d’assurer un fonctionnement optimal des réactions biochimiques a 1’intérieur de
I’organisme, les invertébrés maintiennent un pH interne basique, souvent a des niveaux bien
supérieurs a celui de I’environnement. Il existe deux systémes tampons permettant le maintien
du pH interne (Melzner et al. 2009) : le systéme des bicarbonates (HCO3), et le systéme ne
les utilisant pas. Le systtme des HCO;', permet 1’accumulation d’ions HCOs', d’origine
métabolique ou importés depuis I’eau de mer, dans les compartiments extracellulaires ou ils
se lient aux ions H' libres afin de limiter la diminution du pH interne. Il est cependant peu
efficace chez les invertébrés marins (Michaelidis et al. 2005) et est relayé par le systeme
n’utilisant pas les HCOs;  (Melzner et al. 2009). L’action tampon de celui-ci est
principalement issue de la protonation (ajout d’un proton) des groupements amino-acides des
protéines ou des groupes phosphates. Les H™ surnuméraires sont ensuite éliminés par transport
actif a travers des epithéliums spécialisé€s afin de restaurer le pH originel des fluides (Melzner

et al. 2009).

5. Formation de la coquille calcaire

Comme de nombreux mollusques, la crépidule forme une coquille calcaire, composée
d’aragonite a plus de 97 % (Ries 2011a). La formation de cette coquille calcaire commence
dés I’embryon avec production d’une protoconque I a la fin du stade trocophore. Puis une
protoconque II est formée par la larve véligére avant la production de la coquille finale du
futur adulte (teleoconque) au stade juvénile (ex: Haliotis tuberculata dans Auzoux-

Bordenave et al. 2010).

Chez les mollusques, le processus de calcification se produit dans un compartiment de
faible volume, entre I’extérieur du manteau bordé par I’épithélium calcifiant et la face interne
de la coquille baignée par le fluide extrapalléal (Figure I11-4). Les mécanismes de
calcification chez les mollusques ne sont pas encore complétement élucidés. Une matrice
organique est sécrétée dans un premier temps afin d’initier le processus de cristallisation aussi
appelé nucléation (Marin and Luquet 2004). Le CaCO;s est ensuite déposé au site de
nucléation qui serait toujours maintenu dans des conditions de sursaturation en CaCOj; soit Q

> 1 (Wada and Fujinuki 1976; Weiner and Dove 2003) alors que le reste du fluide extrapalléal
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pourrait étre exposé a des épisodes de sous-saturation (2 < 1) (Thomsen et al. 2010). Les ions
contenus dans le fluide extrapalléal ne semblent pas étre présents en quantité suffisante pour
réaliser le processus de calcification. Le taux de formation de la coquille serait alors maintenu
par le passage d’ions Ca’” et HCOs depuis le milieu extérieur vers le compartiment
extrapalléal, la conversion du CO, métabolique en ions HCO3 ™ (puis en CO3>) par I’anhydrase
carbonique dans ce compartiment et le transport actif d’ions Ca”" 4 travers le manteau (Wilbur
1976) (Figure 111-4). Les cristaux de CaCOj; nouvellement formés sont ensuite intégrés dans

la matrice et orientés afin de former les futures couches prismatique et nacrée (Wilbur 1976).

Couche
prismatique
= Coquille
Periostracum
Couche
Anhydrase nacree
carbonique (AC) _
Fluide extrapalléal “
H,0 +CO, = 2H*+ CO*
ca®* 7
g Epithélium
calcifiant
L. Tissus
\ CO, 4 Iétabolisme
Echangede }
fluide v
Ca?* HCOy

co,

Figure I11-4: Processus de calcification chez les mollusques. Issu de Gazeau et al. (2013) adapté de Marin &
Luquet (2004). Les noms en bleu indiquent les différents tissus et compartiments ou se font les échanges. Les
noms en rouge indiquent 1’origine des différentes formes de carbone et des ions.

La calcification chez les mollusques est un processus hautement régulé¢ par
I’organisme (Wilbur 1976) et qui est considéré comme colteux a I’individu (Palmer 1992).
De plus, de nombreux stress abiotiques et biotiques comme la température (Watson et al.
2012b), la pression hydrostatique (Machado et al. 2009), la salinité¢ (Malone & Dodd 1967), la
quantité¢ de nourriture (Melzner et al. 2011) ou le parasitisme et la prédation (Lomovasky et

al. 2005) sont susceptibles d’affecter le processus de calcification.
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Chapitre 2 : Impact de Pacidification des océans sur la phase

adulte de la crépidule

1. Etat de ’art sur ’impact de ’AQO sur les mollusques marins

En tant que phylum abondant, largement distribué¢ dans les océans et producteurs
majeurs de CaCOs dans les écosystémes marins, les mollusques ont largement été étudiés
dans un contexte d’augmentation de la pCO,. Les caractéristiques morpho-fonctionnelles et
écologiques au sein de ce phylum sont trés variées avec des especes benthiques et d’autres
planctoniques, certaines mobiles et d’autres sédentaires, avec une coquille externe ou un
reliquat de coquille interne. Les différences de sensibilité au CO, étant potentiellement li¢es
au niveau organisationnel de 1’animal, a ses besoins énergétiques et a son mode de vie
(Portner et al. 2004), les réponses des différentes especes de mollusques a I’AO sont tres
variables comme le montrent les différentes réponses des bivalves, gastéropodes et

céphalopodes listées dans la revue de Parker et al. (2013).

En milieu cotier, les principaux représentants des mollusques sont les bivalves et les
gastéropodes. Une revue récente de Gazeau ef al. (2013) recensant les réponses de ces especes
(21 especes de bivalves et 8 espéces de gastéropodes) a 1’augmentation de la pCO; a souligné
que, malgré de nombreux impacts négatifs de la pCO; sur différentes fonctions écologiques et
comportementales, la majorit¢ des études portant sur la calcification ou la croissance
coquillére (22 expériences) ne démontraient pas d’impact de 1’augmentation de la pCO; pour
des diminutions de pH inférieures a 0,4 unités par rapport a la valeur actuelle (Figure 112-1).
Cette absence d’effet sur un processus réputé sensible a I’AO serait due aux capacités des
organismes a réguler leur équilibre acido-basique internes, & la minéralogie de la coquille
mais aussi aux conditions environnementales de 1’habitat des organismes. En effet, les
mollusques des habitats cdtiers subissent de fortes variations de la pCO, et de nombreuses

especes sont certainement déja adaptées aux faibles pH.

Les effets de 1’augmentation de la pCO, peuvent aussi affecter des fonctions
physiologiques autres que la calcification comme la respiration, 1’excrétion, la capacité a se
nourrir ou les réponses immunitaires (Figure 112-1) (Parker et al. 2013). Alors qu’aucune

¢tude n’a a ce jour étudié la réponse du bilan énergétique total d’une espeéce dans des
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conditions élevées de pCO, (Gazeau et al. 2013), il est important d’étudier ces processus en
paralléle pour comprendre la sensibilit¢ des organismes a I’AO et quelles peuvent étre les
fonctions métaboliques ou physiologiques privilégiées dans un tel contexte de stress ainsi que

les régulations mises en place pour s’adapter a I’augmentation de la pCO,.
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Figure I12-1: Résumé des impacts de I'AO sur les juvéniles et adultes de bivalves et gastéropodes pour les
études considérant une diminution de pH inférieure ou égale a 0,4 unités. D’aprés Gazeau et al. (2013)

Dans les zones cotieres ou les conditions environnementales ne sont pas optimales
(salinit¢ fluctuante, hypoxie, limitation en nourriture ...), ’AO peut étre un facteur
additionnel poussant les organismes et écosystémes en dehors de leurs tolérances
physiologiques (Portner 2012). Les études sur les impacts conjugués de 1’augmentation de la
température et de la pCO; sur les mollusques ont mené a des observations contradictoires, les
effets de ’AO pouvant étre diminués (Brennand et al. 2010; Waldbusser et al. 2011) ou,
comme dans la majorité¢ des cas, exacerbés (Lannig et al. 2010; Schalkhausser ef al. 2012;
Watson et al. 2012a) par la température. Alors que seulement 26 % des études sur les bivalves
et gastéropodes traitent a la fois de I’augmentation de pH et de température, il est important
dans un contexte de changement climatique global d’étudier I’interaction de ces deux facteurs

pour éviter de sous-estimer leurs effets futurs sur les mollusques benthiques.
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Partie 2 : Crépidules Chap 2 : Réponses des adultes a [’AO

2. Réponse métabolique de la crépidule a un stress thermique dans

différentes conditions de pCO,

2.1 Contexte général

L’importance des impacts écologiques engendrés par 1’arrivée de la crépidule sur les
coOtes européennes en fait une espéce clé dans les écosystemes cdtiers qu’elle a massivement
colonisés. Il est apparu important d’étudier les réponses métaboliques de cette espece dans un
contexte de changement climatique et en particulier d’acidification des océans afin de mieux

comprendre quels sont ses “points sensibles” et ses futurs impacts sur les communautés.

Dans un contexte de changement global, il est nécessaire de prendre en compte
I’interaction de différents facteurs afin de ne pas sous-estimer leurs effets simples et
conjugués sur la physiologie des organismes. La température étant un facteur abiotique
majeur controlant les processus métaboliques et biochimiques des étres vivants, les effets de
I’augmentation de la pCO, et de la température ont été testés sur des individus adultes de
I’espece C. fornicata provenant de la population naturelle du site de la Barre des Flots en baie

de Morlaix (Figure I112-2).

France

ey 100 km
xs “Roscoff =74

i . LaBarreiesFlots:.
e il St : ;

Q.3

g
D

: Morlaiﬁ 2

Figure I12-2: Site de prélévement de crépidules de la baie de Morlaix
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La premicre expérience, réalisée par Sophie Martin et Joélle Richard entre janvier et
juin 2010 a permis de mesurer les différences de résistance a un stress thermique de
crépidules conditionnées plusieurs mois a différents niveaux de pCO;. Les résultats obtenus
au cours de cette premiere expérience font I’objet du premier article de ce chapitre (Article
n°3). Une expérience de 6 mois (janvier-juin 2012) a ensuite permis de mesurer différentes
réponses métaboliques (respiration, excrétion, calcification, filtration) de petites (supposées
males) et grandes (supposées femelles) crépidules dans différentes conditions de pCO; et de
température. Le deuxiéme article du chapitre (Article n°4) relate les résultats obtenus au cours

de cette seconde expérimentation.

2.2 Résumé de P’article n°3 :

L’objectif de cette expérience était de tester les capacités de résistance a un fort stress
thermique de crépidules adultes acclimatées depuis plusieurs mois a différentes conditions de
pCO; prévues pour la fin du siecle. Faire subir des stress brutaux a des organismes n’est pas
représentatif des conditions futures auxquelles ils seront soumis dans un contexte de
changement global mais permet d’obtenir des réponses physiologiques intéressantes reflétant
les capacités de résistance au stress des organismes.

Les crépidules, élevées depuis 3 mois a des pCO, de 380, 550, 750 et 1000 patm ont
subi une augmentation rapide de température a une vitesse de 1°C 12 h™' entre 18 et 36°C,
température létale atteinte au cours de I’expérience. La respiration des males et des femelles a
été estimée par des mesures de la consommation en oxygene a 18, 22, 26, 30 et 34°C. A partir
de ces données, des relations entre les taux de respiration et la température ont été construites
pour les males et femelles séparément, dans chaque condition de pCO, et des Qjo ont été
calculés dans chaque traitement. L’état de santé des spécimens a aussi €té estimé a partir
d’indices de condition calculés au début et a la fin de I’expérience dans les différents
traitements et par comptage des individus morts.

Bien que la respiration ait augmenté significativement avec la température, aucun effet
de la pCO; n’a pu étre détecté ni sur la consommation en oxygene, ni sur les valeurs de O, ni
sur les indices de condition calculés a la fin de 1’expérience, ni sur les taux de mortalité. La
crépidule, déja connue pour étre une espéce eurytherme et euryhaline semble donc étre une
espece treés résistante a I’augmentation de la pCO,, qualité qui pourrait lui donner un avantage

sur les espéces natives avec qui elle est en compétition.
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Abstract

In the current context of environmental
change ocean acidification is predicted to
affect the cellular processes, physiology
and behavior of all marine organisms,
impacting survival, growth and
reproduction. In relation to thermal
tolerance limits, the effects of elevated
pCO, could be expected to be more
pronounced at the upper limits of the
thermal tolerance window. Estuarine and
intertidal ~ species  experience  high
variations in both temperature and
pCO,/pH because of the large fluctuations
of the abiotic parameters in their habitat.
Our study focused on Crepidula fornicata,
an invasive gastropod which colonized
shallow waters around European coasts
during the XX™ century. We investigated
the effects of 10 weeks exposure to current
(380 patm) and elevated (550, 750, 1000
patm) pCO, on this species and how this
impacted their response to an acute
increase in temperature (1°C per 12 h).
Respiration rates were measured on both

small (male) and large (female)
individuals. Mortality increased suddenly
from 34°C, particularly in females.
Metabolic rate in C. fornicata increased
linearly with temperature between 18°C
and 33°C. Hypercapnia had little or no
impact on the effect of temperature on
respiration as there were no differences
between pCO, treatments either in the
slopes of regressions between respiration
rate and temperature or in Qj¢ values. In
the same way, condition indices were
similar in all the pCO, treatments. This
species was highly resistant to hypercapnia
whatever the temperature. Having evolved
to live in strongly fluctuating habitats, C.
fornicata appears to have either a strong
phenotypic plasticity or well developed
resistance mechanisms to survive acute
changes in temperature and pH. This
suggests that this invasive species may be
more resistant to future environmental
changes
competitors.

compared to its  native

Keywords: hypercapnia, invasive species, Q)o, respiration, temperate waters, warming
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Introduction

Changes in climate caused by increasing anthropogenic CO, emissions since the
beginning of the industrial revolution have resulted in both warming and acidification in the
oceans (Solomon et al. 2007). Sea surface temperatures have been predicted to increase by 2
to 5°C by the year 2100 (Solomon et al. 2007). At the same time, increased pCO, (ocean
acidification) is predicted to reduce the pH of surface waters by 0.3 - 0.4 units by the end of
the century (Caldeira & Wickett 2003; Orr et al. 2005). Such decreases will produce changes
in carbon and carbonate seawater chemistry through decreased carbonate ion concentrations
(COs™) and a lower calcium carbonate saturation state (). These changes are predicted to
have major consequences for marine life (Fabry et al. 2008; Kroeker ef al. 2013a) and, in a
global warming context, could have broad impacts on physiological functions of heterotrophic
marine organisms (Portner 2008; Hofmann & Todgham 2010).

The decrease in pH is likely to have a wide range of effects on marine invertebrates
via shifts in acid-base homeostasis, changes in metabolism and energy balance (Portner et al.
2005) leading to effects on somatic growth (Berge et al. 2006; Thomsen & Melzner 2010),
respiration (Melatunan et al. 2011; Schalkhausser et al. 2012), excretion (Liu & He 2012),
calcification (Gazeau et al. 2007; Wood et al. 2008; Watson et al. 2012b) or feeding rates
(Bamber 1990; Navarro et al. 2013). Many marine invertebrates exposed to elevated pCO,
have exhibited metabolic depression (Willson & Burnett 2000; Michaelidis et al. 2005;
Navarro et al. 2013) as a decrease in respiration rate while others have remained unaffected
(Gutowska et al. 2008; Lannig et al. 2010; Clark et al. 2013), or even increased their
metabolic rate (Wood et al. 2008; Beniash et al. 2010). These responses are highly species-
specific and may vary with organism size (Beniash ez al. 2010). The resilience of the species
studied, and the capacity to regulate metabolism under stressful conditions are also important
(Portner 2008). These physiological impacts are likely to have broad effects on the survival,
growth and reproduction of the marine species (Shirayama & Thornton 2005; Byrne 2011),
which would lead to changes in community structure from altered diversity and abundances
(Hale et al. 2011).

Temperature is a primary driver for physiological, life history, and ecological
functions of ectotherms (Hofmann & Todgham 2010). Many organism’s capacities and
ecological interactions also depend on temperature (Peck et al. 2004). Increasing temperature

affects the rate of all biochemical reactions, and hence cellular processes and physiological
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functions (Clarke 1983; Portner 2012). In the context of environmental change, elevated
temperature may impact organisms by increasing metabolic costs within a limited thermal
tolerance window (Peck et al. 2002; Marshall ef al. 2003). Survival beyond tolerance limits
depends on the duration and extent of the temperature excursion (Peck 2005), and exposure to
high temperature can cause rapid deterioration of cellular processes and performances that
cannot be sustained long term (Portner 2012). Experimental short-term approaches have been
developed to estimate thermal limit capacities in marine invertebrates (Sokolova & Portner
2003; Peck et al. 2004; Portner et al. 2006), and the rate of warming has been shown to
markedly affect thermal limits (Peck et al. 2009). Such experiments usually use faster
temperature elevations than natural changes but provide valuable insight into physiological
responses of marine organisms and their thermal tolerances (Peck et al. 2009; Richard et al.
2012; Peck et al. 2013D).

In changing marine environments the interactive effects of increased temperature and
elevated CO, concentrations (hypercapnia) are likely to impair physiological processes
(Clarke 2003; Portner 2008) by narrowing the thermal tolerance window of the organisms
(Metzger et al. 2007; Lannig et al. 2010) and elevating vulnerability to extreme temperature
(Schalkhausser et al. 2012). Respiration responses during rapid temperature increase under
different pCO, conditions could therefore be used to investigate resistance to hypercapnia
stress.

Identifying the effects of large physico-chemical fluctuations in the habitat is valuable
as it has been reported that the interval between high temperature events will likely be an
important determinant of species’ resilience in the face of global change and particularly
ocean acidification (Hofmann & Todgham 2010).

Estuarine and intertidal species from coastal habitats are generally more tolerant to
physico-chemical fluctuations (e.g. temperature, salinity, turbidity) than open ocean species
(Bamber 1990; Burnett 1997; Stillman 2003). In many of these coastal fluctuating habitats,
native and introduced species co-exist and compete for the same resources (space, food etc).
Under stressful conditions, non-native species have been shown to be more resistant and to
have less metabolic disturbance than taxonomically related native species in the habitat where
they were introduced (Lenz et al. 2011). Thus, our study focused on the response of an
invasive Calyptraeidae gastropod living on western European coasts, but which originates
from North East America. Crepidula fornicata (the slipper limpet) was introduced in Europe
at the end of the 19" century, mainly with oysters (Crassostrea gigas) which were imported

for farming (Blanchard 1995) and has subsquently colonized European coasts from Southern
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of Sweden to Southern France. C. fornicata has had significant impacts on biodiversity and
ecosystem functioning where it has established (De Montaudouin et al. 1999; Decottignies et
al. 2007a; Martin et al. 2007¢). It lives in shallow sites, especially in bays and estuaries where
very high densities of over one thousand individuals m? have been reported (Blanchard
1995). A few populations have even been observed in intertidal locations, underlining the
acclimation and adaptive capacity of this species (Bohn et al. 2012; Diederich & Pechenik
2013). Indeed, C. fornicata is known to be strongly resistant to environmental stress,
particularly temperature and salinity (Blanchard 1995; Blanchard 1997), which both vary
widely in their habitat. There is, to our knowledge, only one publication to date investigating
the thermal stress effects on metabolism in C. fornicata (Newell & Kofoed 1977b) and the
interaction between acute temperature elevation and altered pCO, has never been explored in
this species.

Following the hypothesis that CO, stress (hypercapnia) will increase sensitivity to
temperature change and narrow the thermal tolerance windows of marine ectotherms, we
evaluated the metabolic response of C. fornicata individuals previously reared under elevated
pCO, for 10 weeks during a rapid temperature increase. Respiration rates were measured as a
proxy for metabolism on small (male) and large (female) individuals. As the species lives in
stacks and change sex with age and size (Coe 1936; Collin 1995) the effects of sex and size
were confounded. To our knowledge this is the first investigation of combined temperature

and altered pH effects in a species that changes sex with age.

Material and methods

Biological material

Crepidula fornicata stacks (Linné 1758) were collected by SCUBA divers on
February, 4™ 2010, in Morlaix Bay (northwest Brittany, France), at the “Barre des Flots” site
(3°53.015'W; 48°40.015'N) at an in situ temperature of 11.6°C (Service d’Observation de la
Mer et du LITtoral data). They were transferred directly to aquaria at the Station Biologique
de Roscoff where they were kept in natural unfiltered seawater at a temperature around 10°C,
until they were used in experiments starting on March, 10",

Males at the top of the stack and females at the bottom were selected, separated and

individually labelled. Small males (23.31 £+ 0.16 mm length), which were still slightly mobile,
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were placed individually on 3 cm Petri dishes one month before the beginning of the trials.
Dead individual shells at the base of stacks were kept as the substratum under the largest
living immobile females (47.53 + 0.25 mm length). All individuals were gently brushed to
remove epibionts and biofilm before proceeding to the metabolic measurements.

Shell weight and length and tissue dry weight (DW) were determined separately on
each individual after drying at 60°C for 48h at the beginning of the experiment (March) on a
pool of individuals and at the end of trials (May, 29™) on the remaining individuals.
Specimens were ignited in a muffle furnace at 520°C for 6 h, with tissue ash-free dry weight
(AFDW) being obtained by difference. Condition indices (CI) were calculated on a pool of 20
specimens in March and on all remaining living and recently dead individuals (n males = 74;

n females = 99) at the end of the increase in temperature on the May, 29", as:
CI = (Tissue AFDW / Shell DW) x 100.

Mortality was checked during the experiment. Individuals with no reaction when the

foot was stimulated were classed as dead and removed from the tanks.

Experimental conditions & set-up

After distributing randomly in each of twelve 10-L aquaria composing the
experimental set up, 120 males and 120 females (i.e. 10 individuals of each sex per aquaria)
were held in different pCO, conditions between March, 13™ and May, 28" 2010. At the
beginning of the experiment, pH was gradually decreased over four days at 0.1 pH units day™
from 8.1 until the required pH was reached. Specimens were subsequently held for ten weeks
in four different pCO, conditions: a current pCO, of 380 patm (pHr = 8.07), and three
elevated pCO; levels of 550 patm (pHt = 7.94), 750 patm (pHy= 7.82) and 1000 patm (pHr=
7.77). The elevated pCO, values corresponded to different scenarios predicted by the
Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC) for the end of the century (Solomon et al.
2007) and were selected according to the recommendations of Barry ef al. (2010). pCO, was
adjusted by bubbling CO,-free air (current pCO;) or pure CO; (elevated pCO,) in four 100 L
header tanks supplied with unfiltered seawater pumped from the sea directly in front of the
Station Biologique de Roscoff. Seawater was delivered by gravity from each tank to aquaria
(in triplicate) at a rate of 9 L h™'. pCO, was monitored and controlled by a feedback system
(IKS Aquastar, Karlsbad, Germany) that regulated the addition of gas in the header tanks. pH

values of the pH-stat system were adjusted from daily measurements of pH on the total scale
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(pHy) in the aquaria using a pH meter (HQ40D, Hach Lange, Ltd portable LDO™, Loveland,
Colorado, USA) calibrated using Tris/HCI and 2-aminopyridine/HCI buffers (Dickson et al.,
2007). The twelve aquaria were placed in four thermostatic baths where temperature was
controlled to + 0.2 °C using 100 - 150 W submersible heaters.

Before the rapid temperature increase experiment, C. fornicata were grown in the
different pCO, treatments for 10 weeks (March, 10" to May, 18" 2010) while temperature
was raised successively to mimic the natural rate of temperature change from winter to
summer. Temperature was maintained at 10°C from the beginning of the trial to March, 29"
It was 13°C from April, 5™ to 19" and 16°C from April, 26™ to May, 18", To reach these set
levels the temperature was increased in the period between by 0.5°C/day until the new set
temperature was achieved. Mortality observed during this 2 months period was low, 14
females (9, 3 and 2 at 10, 13 and 16°C, respectively) and 13 males (6, 3 and 4 at 10, 13 and
16°C, respectively) in total. There were no differences between pCO; treatments (7, 6, 9 and 5
specimens at pCO; of 380, 550, 750 and 1000 patm, respectively).

Rapid temperature increase experiments were conducted between the 18™ and 28"
May 2010. In all four pCO, treatments, temperature was increased from 16 to 36°C at
1°C/12h. C. fornicata oxygen consumption was measured (see below) both in small and large

individuals in the different pCO, treatments during this rapid temperature increase.

Seawater parameters

Seawater parameters were monitored throughout the experiment. pHr and temperature
were recorded daily in each of the 12 aquaria using a pH meter (HQ40D, Hach Lange, Ltd
portable LDO™, Loveland, Colorado, USA). Total alkalinity was determined every 3 weeks
by HCI 0.0IN potentiometric titration on an automatic titrator (Titroline alpha, Schott SI
Analytics, Mainz, Germany). Seawater carbonate chemistry of seawater, i.e. dissolved
inorganic carbon (DIC), exact CO; partial pressure (pCO,) and saturation state of aragonite
(Q4r) were calculated in each pCO, condition using CO,SYS software (Lewis & Wallace
1998) using constants from Mehrbach et al. (1973) refitted by Dickson and Millero (1987).
Mean values (+ standard error, SE) of the parameters in each pCO; treatment are presented in

Table 1.
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Table 2: Mean carbonate chemistry parameters for each pCO, treatment (£SE). pH (on the total scale, pHt) was
measured daily and total alkalinity (A1) was measured every 3 weeks. Other parameters were calculated with
CO2sys software. pCO, : CO, partial pressure; Q 4, : saturation state of seawater with respect to aragonite

pCO; treatment pHt pCO; (natm) Q Ar Ar (uEq kg SW)
n=69 n=69 n=69 n=76
380 patm 8.13+0.01 324+ 8 2.72+£0.06 2332.73 + 1.39
550 patm 7.89+0.01 619+ 16 1.69 £ 0.04 233429+ 1.62
750 patm 7.75+0.01 873 + 20 1.28 £0.03 233545+ 1.93
1000 patm 7.66 +0.01 1138 + 65 1.05+0.02 233420+ 1.79

Oxygen consumption measurements

During the rapid temperature increase trial (18" - 29" May 2010), oxygen
consumption of 6 randomly selected labeled individuals of each sex (2 per aquaria) was
measured in each of the pCO, treatments every two days, at 18, 22, 26, 30 and 34°C.
Respiration rates were determined using closed incubations in 75 mL (males) or 180 mL
(females) acrylic chambers (Engineering & Design Plastics Ltd, Cambridge, UK) filled with
water from the same aquarium. Chambers were placed in their respective aquaria during
incubations to keep the temperature constant. Incubations varied between 3 h and 1 h
depending on temperature. Trials were halted before oxygen saturation fell below 80%
saturation. Control incubations without animals (n = 1 control incubation / aquarium /
measurement) were carried out to allow correction for microbial activity in seawater.
Respiration rates were calculated from the differences in measurements of oxygen
concentration during trials and controls using a non-invasive fibre-optical system (FIBOX 3,
PreSens, Regensburg, Germany). Chamber contents were mixed gently by inverting chambers
several times before each oxygen measurement. Reactive oxygen spots attached to the inner
wall of the chambers were calibrated with 0 % and 100 % oxygen buffers made from the
manufacturer instructions. 0 % O, buffer was prepared by dissolving 10 g of Na,SO;3 in 1 L of
seawater and 100 % O, buffer was prepared by bubbling air in 1L of seawater for 3-4 hours to
achieve oxygen saturation. Respiration (R) rates (in pmol O, g AFDW h™") were corrected

for oxygen consumption in controls and calculated as:
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R=- (A0, x V) / (At x AFDW)

where AO, (umol O, L) is the difference between initial and final O, concentrations, V (L) is
the chamber volume minus the individual C. fornicata volume, At (h) is the incubation time

and AFDW (g) is the tissue ash free dry weight of the slipper limpet incubated.

Statistics

All statistical analyses were performed using R 2.15.0 version (R Core Team 2013).
The effect of pCO, on body mass index (CI) at the end of the experiment was investigated by
I-way analysis of variance (ANOVA). T-tests were then used to identify differences between
condition indices at the beginning and at the end of the trial. Linear regressions between
respiration rates and increasing temperatures were fitted in the four different pCO, treatments
for males and females separately. Differences between pCO, treatments were explored using
an ANCOVA with temperature as co-factor. Q;¢ coefficients were calculated by using the
standard equation Qo = (Ry/ Ry) 107 =T where Ty and Ty were the lowest and highest
temperature reached and Ry, and Ry the respiration rates in these temperature respectively. Qo
values were analyzed using a 2-way ANOVA with pCO, and sex (male, female) as fixed
factors. Normality was assessed using the Kolmogorov-Smirnov test and Levene’s test was

used to ensure that variances were homogenous. All the results are presented as mean + SE.

Results

Mortality occurred between 34 and 36°C for females and 22 and 36°C for males
(Figure 1). There were no differences in mortality between the different pCO, treatments. 29,
28, 18, and 21 females and 27, 6, 8, and 5 males died at pCO, of 380, 550, 750 and 1000
patm, respectively. At the end of the acute temperature increase nearly twice the number of

females had died (82) compared with the males (46).
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Figure 1: Cumulated mortalities in males (triangles) and females (circles) during the rise in temperature (16-
36°C)

The mean condition index at the end of the experiment varied between 1.69 + 0.13 for
males at pCO, of 380 patm and 2.41 + 0.27 for females at pCO, of 550 patm (Table 2). There
were no pCO, (2-way ANOVA, df =4, F = 1.245, p = 0.295) or sex (2-way ANOVA, df =1,
F =2.472, p = 0.118) effects on the condition index. Conversely, the condition index from the
beginning of the experiment (3.00 + 0.27) was different from the condition index (2.11 =+
0.07) at the end of the trial (t-test, df = 181, t = 3.159, p = 0.002).

Table 3: Mean (= SE) for condition index values calculated for each pCO, treatment for C. fornicata males and
females at the end of the experiment.

pCO, Males Females
n Condition index n Condition index
380 22 1.69+£0.13 21 2.15+0.20
550 26 2.07£0.16 20 2.41+£0.27
750 24 1.91+0.14 20 2.23+0.24
1000 27 2.35+0.14 13 2.08+0.22
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Female respiration rates varied between 0.51 umol O, g AFDW h' at 18°C and
pCO; of 750 patm and 91.62 pmol O, g AFDW h™' at 32°C and pCO, of 380 patm. Males
had higher rates, which ranged between 5.13 pmol O, g' AFDW h™ at 18°C and pCO, of 380

patm and 175.51 pmol O, g AFDW h™' at 32°C and pCO, of 380 (Figure 2).

Relationships between respiration rate and temperature were linear at each pCO, level

(Figure 2). Respiration rose significantly with increasing temperature in all pCO, treatments,

for both males and females (Table 3, p-values < 0.05). There were no significant differences

between the different pCO, treatments, regardless of sex (ANCOVA, df =3, F = 0.30, p =

0.829).

Table 4 : Relationships between C. fornicata male and female respiration rates and temperature in each pCO,

treatment
pCO, Regression equation n R R? F p

380 y=3.691 x - 34.455 42 0.60 0.37 22.97 <0.001
males 550 y=2.993 x - 18.461 42 0.46 0.21 10.56 0.002

750 y =2.406 x - 4.543 41 0.40 0.16 7.55 0.009

1000 y=3.701 x - 41.556 41 0.56 0.31 17.37 <0.001

380 y=1.826x-7.635 42 0.49 0.24 12.72 <0.001

550 y=1.585x-4.218 42 0.55 0.30 16.89 <0.001

females
750 y=2.637 x - 26.240 42 0.63 0.40 26.66 <0.001
1000 y=1.442 x +3.435 42 0.37 0.14 6.26 0.017
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Figure 2: Respiration rates as a function of increasing temperature in each pCO, treatment, for C. fornicata males (top, triangles) and females (bottom, circles)
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Qo values ranged from 1.24 to 2.40 for females and from 1.36 to 2.77 for males
among the different pCO, treatments (see means Table 4). There was no significant pCO,
effect on Qo values for either males or females (2-way ANOVA, df = 3, F = 0.550, p =
0.651). Across all pCO, treatments, females had significantly lower Q;¢ values than males
with means (= SE) of 1.61 = 0.11 and 2.00 + 0.12 for females and males, respectively (2-way
ANOVA, df=1,F=5.110, p = 0.036). The interaction between pCO, and sex, however, was
not-significant (2-way ANOVA, df =3, F =2.623, p = 0.086).

Table 5 Mean (£ SE) for Qy values calculated for each pCO, treatment for C. fornicata males and females

pCO, Males Females
380 patm 2.21+0.37 1.62+0.13
550 patm 2.15+0.11 1.51 £ 0.04
750 patm 1.69 £0.32 2.01 +£0.33
1000 patm 1.94 + 0.06 1.30 £ 0.04

Discussion

Significant mortalities started to occur from 34°C, particularly in females. Large
mortality occurred at and above 36°C. These values are consistent with the upper lethal
temperature recorded for C. fornicata by Diederich and Pechenick (2013) in a laboratory
study investigating a population from Rhode Island, USA, in which only 40% of the adults
survived after a 3 h exposure to 34°C, and all died after a 36°C exposure. These temperatures
are within the range of LTs, values recorded for temperate estuarine bivalves (Kennedy &
Mihursky 1971; Incze et al. 1980). Under thermal stress, a few males died at temperatures
below those of the females which may have had more reserves, as their condition index was
higher at the start of the rapid temperature rise trials (Table 2). The difference in CI and
sensitivity of some of the males to rapid temperature rise may be explained by the relation
between food-supplied energy and temperature resistance (Branch et al. 1988). During the 3
months of the study, no additional food was supplied and the only nutrition available was the
particulate organic matter present in the unfiltered seawater supply. Small individuals had
higher energy requirements (respiration rate) than the larger ones per unit tissue weight and if

resources were close to maintenance levels, some of the small males may not have been able
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to maintain a positive energy balance. However, CI were similar in males and females
remaining at the end of rapid temperature rise trials (36°C) and the mortality was higher in
females (larger individuals) than in males. Thus the mechanisms setting acute temperature
limits at this rate of warming may not be energy availability (Peck ef al. 2013b). Peck et al.
(2009) demonstrated for 14 species that smaller species survived to higher temperatures than
large ones when temperature was raised at 1°C day', and Peck et al (2013a) showed that early
juveniles survived to higher temperatures than large adults in rapid warming trials in Antarctic
sea urchins, starfish, sea cucumbers and bivalve mollusc.

A size effect, which cannot be discriminated from sex as a factor, because C. fornicata
change sex with age and size, was also present for oxygen consumption. Respiration rates
were higher in C. fornicata males than in females regardless of the temperature. Mean
respiration rates at 18°C and pCO, of 380 patm were 31 and 26 pmol O, g' AFDW h' for
males and females, respectively. In situ respiration rates estimated for C. fornicata from the
Bay of Brest, Brittany, France, ranged from 6 to 63 pmol O, g' AFDW h™ (Martin et al.
2006b). Our values were within this range, which indicates specimens in the experiments here
had similar metabolic rates to wild specimens and were in good condition. The differences in
condition indices observed between the beginning and the end of the experiment could be due
to insufficient levels of particulate material available in the unfiltered seawater supply, but
levels were mot measured.

In both C. fornicata males and females, respiration rates increased with temperature,
as previously demonstrated for this species by Newell & Kofoed (1977b). Most ectotherm
metabolic rates are correlated positively with temperature (Cossins & Bowler 1987). In
temperate molluscs, respiration rate has been shown to increase with temperature in a similar
fashion to that here in Mytilus galloprovincialis (Jansen et al. 2009), limpets (Branch et al.
1988) and Littorina littorea (Sokolova & Portner 2003). In L. littorea, respiration rate
increased between 0 and 28°C, but then decreased significantly at the highest temperature
(32°C). Peck et al. (2002) found a similar pattern of increase to a peak followed by a rapid
decline in oxygen consumption in the Antarctic clam Laternula elliptica. Conversely, C.
fornicata respiration in our study increased linearly up to 34°C without any metabolic decline
in males or females. Following the “oxygen and capacity limited thermal tolerance” (OCLTT)
hypothesis (Portner 2012), a decrease in respiration rates was expected at temperatures
beyond pejus levels (Portner 2002; Portner & Knust 2007; Portner et al. 2007). That a
decrease did not occur or could not be measured before the C. fornicata died is difficult to

explain using the OCLTT hypothesis.
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The impact of increased temperature on metabolic rates was also evaluated using Qo
calculations in males and females in each pCO, treatment. Even if temperature sensitivities
are strongly species-specific and vary with the temperature range studied, Q) values are
usually in the range 1-4 (Cossins & Bowler 1987; Clarke 1991), as found here for C.
fornicata. The Q) values here were within the range of values recorded for other temperate
invertebrates (Branch et al. 1988; Marshall et al. 2003). Although metabolism increased with
temperature in both males and females, the Q)¢ values calculated in each pCO, treatment were
lower for females than males, suggesting their metabolism may be less temperature-dependent
than males (Branch et al. 1988).

In our study, elevated pCO, did not alter the temperature effect on respiration rate in
C. fornicata, as Qo values were similar across treatments in both males and females.
Although studies investigating the response of mollusc respiration to elevated pCO, have
often demonstrated metabolic depression under high pCO; in mussels, oysters and gastropods
(Michaelidis et al. 2005; Bibby et al. 2007, Thomsen & Melzner 2010; Liu & He 2012;
Navarro et al. 2013), a few others have reported no effect of pCO, on bivalve and limpet
respiration (Gazeau et al. 2007; Marchant et al. 2010; Clark ef al. 2013) as reported in our
study. When pCO; and temperature were studied together here C. fornicata did not seem to be
affected by hypercapnia in the range of pCO; tested, which has been seen previously in some
studies (e.g. Gutowska et al. 2008; Clark et al. 2013). Conversely to our results, Lannig et al.
(2010) found that a temperature rise caused a more rapid increase in metabolic rate in
Crassostrea gigas under elevated pCO, conditions because there was a synergistic effect of
temperature and pCO;. The lack of change between pCO,; conditions in C. fornicata may be
related to a stronger ability to up-regulate metabolism with increasing temperature. Thus,
under warming conditions sufficient energy is generated to cope with any effects from
decreased pH (Wood et al. 2010). This phenomenon has also been demonstrated by
Christensen et al. (2011) for Ophionereis schayeri who showed that pH only affected
respiration at low temperature, and there was no effect of pH on respiration rate at normal or
elevated temperatures. In the same way, Wood et al. (2010) showed that pCO, did not affect
motility at elevated temperatures in brittle stars. The combined effects of temperature and
elevated pCO, are complex and not well understood, but several studies have shown
temperature to have a larger effect (e.g. Clark et al. 2013; Matoo et al. 2013). Furthermore the
effects of hypercapnia as a single factor on metabolism are species-specific and depend on

resistance capacities of the organisms (Melzner et al. 2009).
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Responses to elevated pCO; can vary from metabolic depression and reduced shell
growth (Willson & Burnett 2000) to increased physiological process rates, including
calcification in some species (Bibby et al. 2007; Wood et al. 2008; Beniash et al. 2010; Wood
et al. 2010). It has been widely reported that exposure to environmental hypercapnia leads to
changes in homeostasis and extracellular acid-base balance counterbalanced by metabolic
depression in many cases (Portner et al. 2005; Portner 2008). Differences in acid-base
regulatory capacities by increasing HCOj3™ internal concentrations (Michaelidis et al. 2005;
Gutowska et al. 2010b) or H™ excretion (Pértner et al. 2005) are taxa specific and are more or
less effective in mitigating the effects of hypercapnia. It has also been suggested that
organisms could maintain low metabolic rates without controlling internal pH by not using
pH-sensitive oxygen-binding pigments (Thomsen et al. 2010; Hiebenthal et al. 2012). Such
mechanisms are crucial factors in explaining the observed variation in sensitivities and
resistances of marine invertebrates to both elevated temperature and pCO, (Gutowska et al.
2010b). It should, however, be noted here that many of the studies of effects of elevated pCO,
on organisms are short-term and acute. This is likely to produce some confusion when
identifying response mechanisms as stress or transitional effects may dominate and more
long-term, acclimation scale studies are needed.

Resistance can also come from acclimation or adaptation to fluctuations in the
environment where species live (Burnett 1997). Species living in environments with large
abiotic variation have a high phenotypic plasticity which can allow them to survive in
stressful conditions (Hofmann & Todgham 2010). Estuarine and coastal organisms inhabit
environments characterized by not only seasonal and extreme temperature events but also
periodic large fluctuations in seawater pH, driven by biological process that sequester and
release large amounts of CO, (Beniash er al. 2010). This exposure to strong variation has
likely lead to the evolution of resistance mechanisms to elevated pCO, and decreased pH
(Lannig et al. 2010).

As a coastal (sometimes intertidal) species adapted to high fluctuations of abiotic
parameters, C. fornicata in this study were strongly resistant to both elevated pCO, and
temperature as also demonstrated by the maintenance of similar condition indices across the
different pCO, treatments. Indeed, acclimation capacities of temperate marine species are
strong, resulting in wide shifts in thermal window and extensive passive tolerance ranges
(Portner 2012). In this context pCO, is considered to be an additional stressor which can
constrain aerobic performance and fitness leading to a narrowing of the thermal window

(Portner 2012). However, C. fornicata here had a very high lethal temperature (UTL) and
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respiration rates close to that UTL did not decrease, as would be predicted by the OCLTT
model (Portner 2010), and there was little or no pejus range. Temperature and pCO; are two
major stressors of coastal habitats, and the low sensitivity to them observed here for C.
fornicata probably confers a competitive advantage to this invasive species over
taxonomically or functionally related species (Lenz et al. 2011).

We have to bear in mind that in a context of global change, warming and increasing
pCO; are occurring and will continue during the coming decades. Our study is based on faster
warming than predicted for natural environments. When conditions change rapidly, resistance
mechanisms are important (Somero 2010; Peck 2011). In such rapid temperature increases,
the use of resistance mechanisms such as heat shock proteins or anti-oxidative responses can
extend the time period of survival (Portner 2010), but this is time limited because of
metabolic waste accumulation (Peck et al. 2009; Peck et al. 2013b) or metabolic depression
(Portner 2012). At slow rates of warming (monthly to annual), it has been shown that
acclimation and adaptation effects become important and the lethal temperature is generally
reduced compared to faster temperature elevations (Peck ef al. 2009; Somero 2010). At the
same time, negative effects of elevated pCO, may produce an energetic cost that is difficult to
maintain over longer time periods which could impact all physiological processes (Catarino et
al. 2012). For example, Bibby er al. (2008) demonstrated that exposure to hypercapnic
conditions may compromise the ability to express an immune response in mussels. They
showed that Mytilus edulis phagocytosis declined as function of decreased pH. In the same
way, Matozzo et al. (2012) showed that elevated pCO; and temperature may strongly affect
haemocyte functionality in the bivalves Chamelea gallina and Mytilus galloprovincialis.
Other cellular processes have also been shown to be negatively impacted by hypercapnia,
including protein synthesis in the sipunculid Sipunculus nudus (Langenbuch et al. 2006) or
enzyme activities in C. gallina and M. galloprovincialis (Matozzo et al. 2013). When external
conditions move away from optimal, an increase in metabolic rate may be expected as the
organisms need more energy to fuel the extra processes entrained to resist the stresses
involved and to maintain organism stability. This may result in changes in overall
physiological condition (Cummings et al. 2011) and impact ecological processes and
community interactions. Such cascades of effects are factors dictating “winners” and “losers”
that could lead to a restructuring of benthic communities. This restructuring could possibly be
in favor of invasive species that a growing body of evidence shows they are more resistant to

change than their native competitors.

L
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3. Réponses physiologiques de crépidules adultes a différentes conditions

croisées d’augmentation de la pCQO; et de la température

3.1 Contexte général

La premicre expérience sur les crépidules adultes a permis de mettre en évidence leur
fort potentiel de résistance a 1’augmentation de la pCO,. Néanmoins, seuls les taux de
respiration ont ét¢ mesurés pour avoir une estimation de la réponse du métabolisme basal de
cette espéce durant un stress thermique. Il a de plus été démontré dans de nombreuses études
que certains procédés métaboliques comme la calcification pouvaient étre affectés par

I’augmentation de la pCO; sans qu’aucun effet ne soit détectable sur le taux de respiration.

Il a paru intéressant de poursuivre 1’étude du métabolisme de la crépidule en étudiant
conjointement différents taux métaboliques sur des crépidules de petite et grande taille,
soumises a des pCO; élevées dans différentes conditions de température. Méme si la mesure
de ces différents taux n’a pas permis de faire un bilan énergétique des organismes, ils

permettent cependant de mieux comprendre le fonctionnement global de cette espéce.

3.2 Résumé de I’article n°4:

Des crépidules adultes, males (petites) et femelles (grandes) individualisées sur leur
coquille support ainsi que des chaines completes (Figure 112-3), ont été maintenues dans 3
conditions de pCO, différentes : 390 patm, témoin correspondant a la pression atmosphérique
actuelle ; 750 patm, scénario le plus probable pour la fin du si¢cle et 1400 patm, valeur

prédite a I’horizon 2300 mais qui pourrait €tre atteinte en zone cotiere d’ici 2100.

b)

1cm

Figure I12-3: Chaines et organismes individualisés. a) Chaines de crépidules. b) Grand individu (femelle) sur
son support. ¢) Petit individu (male) sur sa coquille support.
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La température initialement maintenue a 10°C (température hivernale) a ensuite été
successivement augmentée pour atteindre 13 puis 16 °C afin de reproduire les moyennes
printaniéres/automnale et estivales du cycle de saisonnier de la crépidule en baie de Morlaix.
Un dernier palier de température a 19°C a ensuite été effectué¢ pour simuler une température
prédite pour la fin du siécle (moyenne estivale + 3°C). Entre chaque palier, la température
était progressivement augmentée a la vitesse de 0,2°C jour’'. Chaque palier était composé
d’une phase d’acclimatation de 2-3 semaines suivie d’une période de 2 semaines durant
laquelle étaient effectuées les mesures métaboliques. En paralléle du systéme principal (voir
figure 112-4), un bac témoin composé de 3 aquariums a été maintenu a 10°C sans régulation
pH tout au long de I’expérience afin d’observer si le conditionnement en mésocosme avait en
lui-méme un effet sur le métabolisme des crépidules, induisant un potentiel biais dans les

mesures métaboliques.

Chaux sodée
=

E!ectrovannel

Bouteille CO,
390 patm
pH; 8.01
llage
d’air
Sonde

l l température 10 2 Aquariums

'@ = 7 pour males

et femelles

10O isolés

Pompe de

brassage [
c

]
[TITHT\ Ed Aqt;)zril:ms
[—LJ[_J l-‘ . chaines
g 3

Figure I12-4: Systéme expérimental utilisé dans 1'étude du métabolisme de la crépidule adulte dans des
conditions croisées de pH et température. Le pH était régulé directement dans des grands bacs de 100 L par
ajout de CO, pur ou d’air appauvri en CO, par passage sur chaux sodée. La température était maintenue par
chauffage de bains-marie. Les résistances et électrovannes étaient contrdlées par un contréleur autonome IKS.
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La température est le facteur majeur régulant les taux de respiration, d’excrétion et de
filtration des petites comme des grandes crépidules. Aucun effet de la pCO, n’a été¢ mis en
évidence sur les processus métaboliques, soulignant d’autant plus la résistance de la crépidule
a des pCO, ¢levées. En revanche, la calcification nette, similaire dans les conditions 390 et
750 patm, a diminu¢ a 1400 patm. Grace aux mesures de flux bruts et a celles effectuées sur
les coquilles vides, il a été mis en évidence que cette diminution de calcification nette serait
principalement due a la dissolution de la coquille dans des conditions d’eau de mer sous
saturées en CaCO; et non une diminution drastique du taux de calcification brut de

I’organisme.

L’absence d’effet pCO, sur différents taux métaboliques ainsi que la calcification brute
positive de la crépidule méme dans des conditions sous saturées en CaCOs soulignent ses
fortes capacités de résistance a 1’augmentation de la pCO,. Espece des milieux intertidaux et
estuariens ou les fluctuations des parametres abiotiques sont importantes, la crépidule possede
certainement une forte plasticité phénotypique ainsi que des adaptations lui permettant de
compenser les stress induits par son environnement. Ses capacités de tolérance pourraient étre
un avantage évolutif face aux especes natives de son aire d’introduction, lui conférant une

plus grande compétitivité.

En plus des potentiels changements de communauté induits par 1’hyper-compétitivité
de la crépidule, I’augmentation de la pCO, et de la température pourrait induire des
modifications des flux biogéochimiques au niveau de [’écosystéme, générés par les
populations de crépidule. A 1’horizon 2100, la calcification des populations de crépidules de
la rade de Brest pourrait diminuer de 60 % en paralléle d’une diminution des flux de CO, de
12 %. En 2300, en revanche, sous I’effet conjugué de 1’augmentation de température et de
pCOy,, la production de CaCOs pourrait étre négative, attestant de flux nets de dissolution sur
les populations de crépidules. L’augmentation des taux d’excrétion pourrait augmenter la
concentration en nutriments, profitant ainsi a la croissance phytoplanctonique de la rade. A
I’horizon 2300, la diminution des flux de carbone et carbonates dans un contexte d’AO
ammenerait les populations de crépidules a devenir puits de CO, alors qu’elles en étaient

auparavant une source.
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Abstract

Organisms inhabiting estuarine and
coastal waters naturally experience high
fluctuations of various abiotic parameters.
They are often considered to be highly
tolerant to pH and temperature changes
and making them more resistant to ocean
acidification. This study focused on
Crepidula fornicata, an invasive gastropod
which colonized bay and estuaries on the
Northwestern European coasts in the 20™
century. Small and large individuals of C.
fornicata were grown for 6 months in 3
different pCO, conditions (390, 750 and
1400 patm) at 4 successive temperature
levels (10, 13, 16 and 19°C). In each
of pCO, and
temperature, physiological responses of
respiration, ammonia excretion, filtration
and calcification processes were assessed
on living individuals and empty shells.
Temperature mainly influenced the
metabolic (respiration and excretion) and
filtration rates in a positive way while

crossed  conditions

pCO;, had no effects on both small and
large individuals. Conversely, calcification
rates were mainly impacted by increasing
pCO; leading to net dissolution in the most
drastic pCO, condition. We showed that
external shell dissolution overreached new
shell material deposition even if C.
fornicata were able to calcify in
unsaturated seawater conditions. The lack
of pCO, effects on metabolic and filtration
rates and the ability of C. fornicata to
precipitate CaCOs;  highlighted the
tolerance of this species to ocean
acidification. ~ Extrapolations at a
population level led to reductions of
carbon and carbonates production coupled
with the enhancement of nitrogen release
at 1400 patm pCO, in communities
dominated by C. fornicata. These changes
are likely to deeply affect energy and
matter fluxes, impacting the whole
ecosystem functioning in bay and estuaries
where C. fornicata is a dominant species.

Keywords: ocean acidification, temperature, calcification, clearance rate, metabolism,

mollusc, coastal system, invasive species
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Introduction

In a current context of global change, ocean warming and ocean acidification are two
main phenomena impacting marine life. Due to the increase in atmospheric CO, partial
pressure (pCO,), sea surface temperatures are likely to increase by 1.0 to 3.7°C and pH in
surface waters to decline by 0.06 - 0.32 units depending on the Intergovernmental Panel on
Climate Change (IPCC) representative concentration pathways considered. Modifications in
seawater carbonate chemistry due to ocean acidification lead to a decrease in carbonate ion
concentrations (COs”) and a reduction in calcium carbonate saturation state (Q) (Orr et al.
2005). In estuarine and coastal waters, the pH is more variable than in the open ocean due to
the intense biological and biogeochemical processes (Andersson & Mackenzie 2011; Duarte
et al. 2013). In these habitats, ocean acidification and increased temperature will shift the
baselines and exacerbate natural variations in pH and temperature (Waldbusser & Salisbury
2013) and their ecosystems are predicted to be strongly impacted in the future (Harley et al.
2006; Hale et al. 2011).

Molluscs are a major taxonomic group in community structure and ecosystem
functioning of estuarine and coastal waters (Gutiérrez et al. 2003). Most of marine molluscs
taxa accumulate amount of calcium carbonate (CaCQO;) to form external protective shells
(Wilbur & Yonge 1964). Changes in carbonate chemistry induced by ocean acidification
through a reduction in Q which regulates the thermodynamics of CaCO; precipitation are
predicted to have strong impacts on molluscs (Feely et al. 2004; Kroeker et al. 2013c). Most
of mollusc species experienced a reduction in calcification under high pCO, / low pH (see
reviews (Gazeau et al. 2013; Parker et al. 2013). The severity of this decline in calcification is
likely dependent on the capacity to regulate internal acid-base status and can also be
modulated by the regulation of pH at the calcification site, the presence and composition of a
protective organic layer, and the form of CaCOs; composing the shell (Ries et al. 2009).
Recent studies demonstrated that the negative trend in calcification observed under ocean
acidification context was not a generality as calcification could be non-impacted (Range et al.
2011) or positively affected (Ries et al. 2009; Findlay et al. 2011) under elevated pCO,.
Measuring net calcification can lead to wrongly interpret the ability of marine organisms to
produce CaCOs as the decrease in calcification may result from increase in dissolution rates
of the shell overreaching CaCOs gross production (Findlay ef al. 2009). Quantifying both net

and gross calcification of organisms is thus of major importance to define if the animal’s
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ability to deposit new shell material is impairing by ocean acidification and to clearly
understand the effects of high pCO,/low pH on CaCOj; budget.

Increased CO, concentrations and changes in carbonate chemistry could not only have
direct effects on calcification rate and shell integrity but may also have indirect impacts on
metabolism by disturbing extracellular acid-base equilibrium leading finally to a general
internal acidosis (Melzner et al. 2009). The effects of elevated pCO, and/or decreased pH
alone are strongly species-specific indicating different sensitivities among mollusc species
(see review in Gazeau et al. 2013). Various physiological processes have been largely studied
in bivalves and gastropods such as respiration (Michaelidis et al. 2005; Bibby et al. 2007;
Beniash et al. 2010), excretion (Thomsen & Melzner 2010; Fernandez-Reiriz et al. 2011; Liu
& He 2012), feeding (Marchant et al. 2010; Fernandez-Reiriz et al. 2012), immune response
(Bibby et al. 2008; Matozzo et al. 2012) and protein or enzymes production (Tomanek et al.
2011; Matozzo et al. 2013). In most of the cases, metabolic depression has been evidenced to
compensate hypercapnic conditions (Portner et al. 2005). However, internal acidosis can also
be regulated by increasing calcium (Ca”") concentration in hemolymph (Burnett 1997) or by
HCOj;™ buffering (Michaelidis ef al. 2005). The large variations in responses can be also
driven by the interaction between multiple stressors.

The concomitant increase in seawater temperature and pCO; are likely to highly affect
mollusc metabolism because in addition to change gas solubility and proportion of carbon
species (Zeebe 2011) temperature strongly affects physiological and biochemical reactions
(Cossins & Bowler 1987). The interactive effects of temperature and hypercapnia are likely to
impair physiological processes (Clarke 2003; Portner 2008; Hofmann & Todgham 2010;
Portner 2012). Temperature and pCO; act most often synergistically to worsen mortality and
stress and to increase deleterious effects (Lannig ef al. 2010; Parker et al. 2010; Matozzo et
al. 2012; Watson et al. 2012a; Ivanina et al. 2013; Melatunan et al. 2013) but can also interact
in an antagonistically way (Hiebenthal er al. 2012). Such variability in the responses to
elevated pCO, and temperature makes prediction about direction and intensity of responses
difficult (Parker et al. 2013).

One of the most abundant and spread shelled mollusc on the French Northwestern
Atlantic and Channel coasts is the slipper limpet Crepidula fornicata, Linneae 1758
(Blanchard 1997). This invasive gastropod native from the Northeastern American coast was
introduced in Europe at the end of the 19" century, mainly through importation of oysters for
farming (Blanchard, 1995) and colonizes the European coasts from Southern Sweden to

Southern France (Blanchard 1997). It lives in shallow sites, especially in bays and estuaries
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where it can reach very high densities of more than one thousand individuals m™ (Blanchard
1995). This species is known to be highly robust to environmental stress, in particular
temperature and salinity (Blanchard, 1995; Blanchard, 1997), both parameters that present
wide variations in their habitat. This resistance increases the capacity to compete others
species as commercial bivalves (e.g. oyster, scallops) and fish juveniles for food (Decottignies
et al. 2007a; Decottignies et al. 2007b) or space (Thouzeau et al. 2000; Le Pape et al. 2004).
C. fornicata has large impacts on biodiversity and ecosystem functioning where it has
established. Its settlement modifies the nature of sediments because of the retention of
biogenic mud (Ehrhold et al. 1998), changes faunal assemblages due to the addition of hard
substrata over soft sediment (De Montaudoin et al. 1999) and impacts the trophic structure of
the system (Chauvaud et al. 2000). C. fornicata also affect carbon, carbonate and nutrient
cycles of benthic ecosytems by enhancement of filtration, metabolic activities (respiration and
excretion), high CaCOs production and recycling of nutrients and dissolved carbon back to
the pelagic ecosystem (Ragueneau et al. 2002; Martin et al. 2006b; Martin et al. 2007¢)
Considering that C. fornicata is a key engineer of coastal ecosystems, investigating its
metabolic responses in a context of climate change is a major issue for a better understanding
of the sensitivities of this species and its ecological impacts in the future. Thus, the objective
of this work was to quantify the respiration, ammonia (NH4') excretion, filtration and
calcification responses of small and large specimens of C. fornicata in crossed conditions of
temperature and pCO,. Metabolic fluxes were used as a tool to understand organism response
and were extrapolated to fluxes at the level of C. formicata populations to evaluate the

response in terms of C, CaCOs and N budget in a context of future climate change.

Materials and methods

Biological material

Crepidula fornicata forms stacks of several individuals in which each individual
adheres to the dorsal surface of the shell of the subjacent partner in the stack (Coe 1936).
Following a protandrous hermaphrodism, the small individuals at the top of the stacks are
generally males and the large ones at the bottom, females (Collin 1995). Stacks were collected
by SCUBA divers on November, 30th, 2011, in the Morlaix Bay (Northwestern Brittany,
France), at the “Barre des Flots” site (3°53.015'W; 48°40.015'N). They were transferred
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directly to the Station Biologique de Roscoff where they were kept in natural unfiltered
seawater during 6 weeks at a temperature gradually decreasing down to 10°C, following
seasonal temperature variation between autumn and winter. Small individuals (29.5 + 0.9 mm
length) at the top of the stack and larger ones (45.4 + 0.6 mm length) at the bottom were
selected for the experiment, separated from the stack and individually labeled by numbered
tags glued on their shell. After removing their soft tissue, the empty shell of the subjacent
partners was kept as substratum for living individuals. Entire stacks composed of 3 to 9
individuals and empty shells similar in size to those used as substratum for the single living
individuals were also selected for the experiment. All the shells were brushed to remove

epibiontes.

Experimental conditions & set-up

Single small and large individuals on their substratum were randomly distributed into
nine 10-L aquaria in proportion to 10 individuals of each class size per aquarium. Stacks were
also spread in nine other 10-L aquaria (5-6 stacks per aquarium) and kept for morphometric
measurements (see below). At the beginning of the experiment, pH was gradually decreased
over 2 weeks at 0.02 pH unit day™' from 8.1 until the required pH was reached, to avoid any
acute pH stress. C. fornicata organisms were then subsequently held for 24 weeks (January,
12" to June, 27" 2012) in three pCO, treatments selected according to the recommendations
of Barry et al. (2010): 390 patm (pHr = 8.07) has been chosen as the current control pCO,,
750 patm (pHr = 7.82) corresponded to an elevated pCO, predicted by the IPCC for the end
of the century (Solomon et al. 2007) and 1400 patm (pHt = 7.56) represented a pCO, 5-fold
higher than preindustrial pCO, (280 patm) as predicted for 2300 (Caldeira & Wickett 2003).
The pCO, was adjusted by bubbling CO,-free air (current pCO,) or pure CO, (elevated pCO,)
in three 100 L header tanks supplied with unfiltered seawater pumped directly in front of the
Station Biologique de Roscoff. Each of the three pCO, treatments had six 10 L replicate
aquaria, three for single organisms and three for stacks. They continuously received CO,-
treated seawater at a rate of 9 L h™' (i.e. a renewable rate of 90% h™") from the mixing header
tanks. pCO, was monitored and controlled by an off line feedback system (IKS Aquastar,
Karlsbad, Germany) that regulated the addition of gas in the header tanks. The pH values of
the IKS system were adjusted from daily measurements of pH on the total scale (pHr) in the
18 aquaria using a pH meter (826 pH mobile, Metrohm AG, Herisau, Switzerland) calibrated
using Tris/HCI and 2-aminopyridine/HCI buffers (Dickson et al. 2007).
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In each pCO, treatment, temperature was raised incrementally from 10 to 16°C to
mimic the natural changes of temperature from winter to summer. The first three temperature
levels (10, 13 and 16°C) were selected according to in situ temperature data recorded in the
Bay of Morlaix between 2010 and 2013 by the Service d’Observation des Milieux LITorraux
(SOMLIT) in winter (10.1 &+ 0.2°C), spring (12.7 £ 0.4°C) and summer (15.8 = 0.02°C). The
last temperature level was 19°C, representing summer temperature elevated by 3°C (mean
temperature raise predicted for the end of the century; Solomon et al. 2007). C. fornicata
organisms were held for three weeks at each temperature level before proceeding the
metabolic measurements (see below) which was an acclimation time long enough to be
beyond the immediate stress response (Meistertzheim et al. 2007). Temperature was
maintained at (i) 10°C (“winter conditions”) from January 16", to February 12", 2013; (ii)
13°C (“spring conditions”) from February 27™ to March 25™, 2013; (iii) 16°C (“summer
conditions”) from April 9™ to May 6™, 2013, and (iv) 19°C (“future summer conditions™)
from May 21™ to June 27", 2013. Between two temperature levels, temperature was gradually
increased by 0.2°C/day over two weeks. The 18 aquaria were placed in thermostatic baths
where temperature was regulated to within + 0.2 °C using 150 to 250 W submersible heaters
controlled by the IKS system.

To estimate a potential bias on organism’s metabolism induced by culture in
mesocosm over time, three independent 10-L aquaria, each containing 10 small and 10 large
single slipper limpets on empty shell substratum were maintained at 10°C under ambiant pH
until the end of the experiment. Aquaria were supplied with the same seawater filling the
header tanks. They were kept in a thermostatic bath regulated at 10°C by an aquarium chiller
(TCS5, TECO®, Ravenna, Italy).

All slipper limpets were fed twice a week with a mix composed of stock solution of
Chaetoceros gracilis (~15 x 10° cells mL™) and Isochrysis affinis galbana (~26 x 10° cells
mL™). 400 mL of this algal mix were distributed in batch in each aquarium. Seawater flow
was stopped for two hours when organisms were fed and filtered actively. During this feeding

time, pH variation did not exceed 0.05 units.

Seawater parameters

Seawater parameters were monitored throughout the experiment. pHt and temperature
were recorded daily in each of the 21 aquaria (18 + 3 control) using a pH meter (826 pH
mobile, Metrohm AG, Herisau, Switzerland) previously described. Total alkalinity (At) was
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measured at each temperature level by HCI 0.01N potentiometric titration on an automatic
titrator (Titroline alpha, Schott SI Analytics, Mainz, Germany). Salinity was also measured at
each temperature level with a conductimeter (LF 330/ SET, WTW, Weilheim, Germany).
Seawater carbonate chemistry, i.e. dissolved inorganic carbon (DIC), pCO, and saturation
state of aragonite (Q4,) were calculated for each crossed condition of pCO; and temperature
with CO,SYS software (Lewis & Wallace 1998) using constants from Mehrbach et al. (1973)
refitted by Dickson & Millero (1987).

Morphometric parameters

At each temperature levels, 9 to 12 individuals (3-4 per aquaria) were removed from
the entire stacks. Shell length and tissue dry weight (DW) of each individuals were
determined after drying fresh samples at 60°C during 48h. Then, specimens were ignited in a
muffle furnace at 520°C for 6 hours to obtain by difference tissue ash-free dry weight
(AFDW). The DW of the shell was estimated from the shell length and the length-weight
relationships established on a separate pool of individuals at the beginning of the experiment:
DW = 0.000030885 x Length *~*'>*, n = 32.

Volume, size of the subjacent empty shell, length and estimated DW of the shell of the
living individuals, and fresh weight (FW), DW and AFDW of the soft body tissues of living
individuals were determined for each incubated specimen when they were sacrificed at the
end of “season” or at the end of the experiment.

Condition indices (CI) were calculated according to Davenport and Chen (1987) from
individuals removed from the stacks and from those used to estimate soft body metabolic

rates (see below) in each crossed condition of pCO; and temperature as:

__ Tissue AFDW

Cl= Shell DW * 100

Mortality was checked during the experiment. Individuals with no reaction when the

foot was stimulated were count as dead ones and removed from the tanks.

Filtration rates

At each “season”, the filtration rate of 3 small and 3 large slipper limpet per pCO,

condition (i.e. 1 individual per size per aquarium) was determined by calculating clearance

- 143 -



rates (Coughlan 1969). 10 and 20 mL of microalgae mix (C. gracilis, T. affinis galbana, 1:1)
were supplied with a 10 mL syringe equipped with a thin pipe to small and large chambers,
respectively, which enclosed the slipper limpets. Water from the chambers were sampled with
the syringe every 15 min until the water become totally clear (around 2 hours). Samples were
immediately fixed with glutaraldehyde 25% and frozen at -80°C pending analyses. The
number of microalgal cells in each sample was then determined on 200 pL aliquots by flux
cytometry (Cell Lab Quanta™, SC, Beckman Coulter, USA). Filtration rates (F, in mL SW g'1

DW min™") were calculated as:

In[Ci] — In[Cf]

F=Vx
At X DW

where [Ci] and [Cf] (in cell mL™") were respectively the initial and final cell concentrations in
the chamber water; V (in L) is the volume of the chamber of the chamber minus individual C.
fornicata volume; At (in h) is the incubation time and DW (in g) is the tissue dry weight of the

slipper limpet incubated.

0., NH, and CaCOs fluxes

Respiration (R), excretion (E) and net calcification (G,) rates of 6 small and 6 large
individuals were assessed in each pCO, condition at each temperature level (2 small and 2
large ones in each aquarium). Empty shell incubations were carried out to correct rates from
oxygen (fO,), ammonia (fNH4") and CaCO; (fCaCO3) fluxes related to the subjacent shell
(substratum). These corrected rates corresponded to the metabolism of the whole organism
including fluxes from both the shell and the soft tissues of the living animal. Soft body
respiration and excretion (Ry, and Eg, respectively) and gross calcification rates (Gg) were
estimated from additive incubations performed on 3 small and 3 large single slipper limpets in
each pCO; conditions at 13, 16 and 19°C. Organisms were then killed and their shell were
glued on their support with Holdfast® epoxy stick (Aquarium Systems, Sarrebourg, France)
by plugging internal space. Plugged shells were re-incubated to take off the corresponding
metabolic fluxes from those measured on living whole organisms. These rates were related to
fluxes induced only by C. formicata organism without the contribution of external shell
metabolism. Finally, oxygen consumptions of the slipper limpets maintained at 10°C were

assessed on 6 small and 6 large individuals at each period to test if mesocosm conditioning
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induced metabolic depletion over time. They are called in the rest of the text “Control
respiration”. At each trial, blank incubations without C. fornicata specimens (i.e. just
containing seawater from the aquarium) were carried out each time to correct fluxes from any
microbiological activity in seawater.

Prior to each rate measurement, the shells were gently cleaned to remove biofilm-
forming organisms. O,, NH,;" ad CaCO; fluxes were assessed after a 4 days starvation using
incubations in 185 and 316 mL acrylic chambers (Engineering & Design Plastics Ltd,
Cambridge, UK) for small and large individuals, respectively. Specimens were incubated
individually in the chambers that were filled with seawater from their respective aquarium.
They were put on a plastic grid above a stirring bar (speed 100 r.p.m.), which ensured water
homogeneity. Chambers were placed in their respective aquaria during incubations to keep the
temperature constant. Incubations were carried out for 2 to 10 h depending on the temperature
and the size of the organisms, in order to maintain oxygen saturation above 80 % until the end
of the incubation. Oxygen concentrations were measured at the beginning and the end of the
incubation period with a non-invasive fibre-optical system (FIBOX 3, PreSens, Regensburg,
Germany). The reactive oxygen spots attached to the inner wall of the chambers were
calibrated at the beginning of each incubation set (i.e. each temperature level) with 0 % and
100 % oxygen buffers. Seawater was sampled for ammonia (NH,;") concentration and At
measurements with 100 mL syringes at the beginning of the incubation, directly in the aquaria
just after the chambers were closed, and at the end of the incubation, in the incubation
chamber. Samples were filtered through 0.7 ym Whatman GF/F filters into 100 mL glass
bottles and fixed with reagent solutions for ammonia or poisoned with mercuric chloride (0.02
% vol/vol; Dickson et al. 2007) for At measurements. Vials were stored in dark pending
analysis. Ammonia concentrations were then determined by the Solorzano method (Solorzano
1969) using spectrophotometry at a wavelength of 630 nm (spectrophotometer UV-1201V,
Shimadzu Corp, Kyoto, Japan). Ar (in pEq L) were determined by HCl 0.0IN
potentiometric titration on an automatic titrator (Titroline alpha, Schott SI Analytics, Mainz,
Germany) and by using the Gran method (non-linear least-squares fit) applied to pH values
from 3.5 to 3.0 (Dickson et al. 2007).

Oxygen (R, Ry, and fO,, in pmol O, g’ DW h™') and ammonia fluxes (E, Eg, and
fNH;" in pmol NH; g’ DW h') were directly calculated from oxygen and ammonia
concentrations, respectively. CaCOs fluxes (Gy, G, and fCaCOs3, in pmol CaCO, g'l DW h'l)
were estimated using the alkalinity anomaly technique (Smith & Key 1975) based on a
decrease of At by 2 equivalents for each mole of CaCOs precipitated (Wolf-Gladrow et al.
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2007). This method is usually used to examine the changes in calcification rate that may occur
over time (Chisholm & Gattuso 1991; Gattuso ef al. 1998). As ammonia production increases
alkalinity in a mol per mol ratio (Wolf-Gladrow et al. 2007), the alkalinity variation was

corrected by the ammonia flux to calculate CaCOs fluxes :

R/R 0 _AOZXV
/Reo /102 = 5= T
+ ANHIXV

(AAr — ANH} ) x V)
2 X At X DW

Gn / Gg/ fCaC0O3 = —

where AO; (in pmol O, L'l) is the difference between initial and final O, concentrations;
ANH4" (in umol NH," L'l) is the difference between initial and final NH4" concentrations;
AAr is the difference between initial and final total alkalinity concentrations (umol EqL™); V
(in L) is the volume of the chamber of the chamber minus individual C. fornicata volume; At
(in h) is the incubation time and DW (in g) is the soft tissue dry weight of incubated living

specimen or the shell dry weight for empty shell incubations.

Fluxes extrapolation

Physiological rates of whole organism were extrapolated to calculate annual fluxes of
C. fornicata populations. Three densities were used: (i) low (21 individuals m?), (ii)
intermediate (200 individuals m™) and (iii) high density (1700 individual m’) characteristic of
the densities found in the Bay of Morlaix (Dupont 2004), the Golfe Normano-Breton (Dupont
2004) and the Bay of Brest (Ragueneau et al. 2002) , respectively. We assumed that C.
fornicata populations were composed of 44.5 % of small individuals (shell length < 30 mm)
and 55.5 % of large one (shell length > 30 mm) (Martin ef al. 2007¢). The limit of 30 mm was
defined as the value of the longest shell in our small individual pool.

First, a mean annual rate (in mol g' DW y™') was determined for small and large
individuals independently by calculating an average annual rate from seasonal individual
rates. 13°C rate was doubled as it was related for both spring and autumn, two seasons which

have the same mean temperature (SOMLIT data). Individual mean annual rates were then
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combined with respect to small and large individual percentages to obtain the annual rate of

the population (Ar in mol m™ y™) following the formula:

AT (mOl m_z y_l) = [(rlOOC + 2 X r13oc + 1‘160C)/4 X 24’ X 365 X Dwsmall x %Small X d]
+ [(r10°C +2 X T13°c + r16°C)/4 X 24 X 365 X DWlarge X %large X d]

where Ar (in mol g'1 DW h')isa respiration, excretion or calcification rate; DW (in g) is the
mean dry weight of small (0.15 g) and large (0.37 g) of our C. fornicata data, % the
percentage of small (44.5) and large (55.5) individuals in the population; d, the C. fornicata
density in the population.

Respiration rates measured in terms of O, fluxes were converted in terms of CO;

fluxes with a mean respiratory quotient of 0.75 (Martin et al. 2006b).

Statistical analyses

All statistical analyses were performed using the free software R 2.15.0 version (R
Core Team 2013). Normality of the data and homoscedasticity were checked by Kolmogorov-
Smirnov’s test and Levene’s test, respectively, before each statistical test. To fulfill analyses
of variance (ANOVA) assumptions, three-way ANOVA were performed separately for small
and large individuals on the different physiological rates (respiration, excretion, calcification
and filtration) with the GAD package (Sandrini-Neto & Camargo 2012). pCO, and
temperature were considered as fixed factors whereas aquarium was a random factor to take
in account spatial pseudoreplication. Especially for whole organism and empty shells rates,
repeated 3-way ANOVA were used with repeated measurements on the same individual
trough the temperature levels. Any changes in respiration rate of individuals maintained at
10°C through time (temperature levels) were assessed using non-parametric Friedman test for
repeated measurements, separately for small and large slipper limpets. Finally, the effects of
size, pCO, and temperature on condition index (CI) were investigated by a 3-way ANOVA.
Student-Newman-Keuls (SNK) post hoc tests were applied to establish differences among
treatments with a confidence level of 95% when ANOVA showed significant results. All the

results are presented as mean =+ standard error (SE).
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Results

Seawater parameters

The mean temperature and parameter of the carbonate chemistry of seawater among
the crossed pCO, and temperature conditions are presented in Table 1. Temperature was
maintained stable at each time period with a variability lower than 0.5°C. The different pCO,
levels were kept close to the selected values of 390, 750 and 1400 patm except at 19°C where
all the pCO; increased from the baseline ( + 100-200 patm). At ranged from 2365 + 2 to 2422
+ 2 uEq kg™, The carbonate saturation state with respect to aragonite (Q4,) decreased less
than 1 only in the 1400 patm pCO, condition. Salinity varied between 34.2 + 0.1 and 35.1 +
0.1 among the different pCO, and temperature levels.

Table 1: Mean seawater temperature and parameters of the carbonate system in each pCO, treatment (3 aquaria
per treatment) and at each temperature level. The pHt (pH on the total scale) and total alkalinity (At) were
measured while other parameters were calculated. Mean Ar calculated for each “season” (n = 3 for controls and
19 < n < 30 for other condition) per crossed pCO, and temperature condition was used for the calculations.
pCO,, CO, partial pressure; DIC, dissolved inorganic carbon and Q ,,, saturation state of seawater with respect
to aragonite.

Temperature pHy pCO, Ay DIC Q.
(°C) (matm) (nEq kg™ (umol C kg™)
n Mean SE Mean SE Mean SE Mean SE Mean SE Mean

Winter conditions (10°C)

390 patm 23 9.7 02 8.14 001 322 7 2365 2 2138 4 2.47
750 patm 23 9.8 02 7.82 001 729 19 2368 2 2270 4 1.33
1400 patm 23 9.5 02 7.55 0.03 1486 75 2376 2 2366 11 078
control 10°C 40 9.2 02 8.19 0.02 288 17 2370 3 2115 8 2.73
Spring conditions (13°C)

390 patm 27 12.9 02 8.12 0.02 356 25 2418 2 2167 8 2.76
750 patm 27 13.0 01 7.81 001 781 20 2416 2 2304 3 1.48
1400 patm 27 12.8 0.1 7.53 0.01 1557 43 2422 2 2405 4 0.82
control 10°C 41 11.0 01 8.18 0.01 297 12 2419 2 2152 5 2.88
Summer conditions (16°C)

390 patm 28 15.9 0.1 8.08 001 376 10 2379 5 2126 5 2.80
750 patm 28 16.1 01 7.82 0.00 748 8 2369 5 2238 2 1.66
1400 patm 28 16.0 0.1 7.55 0.01 1492 19 2380 5 2345 2 0.94
control 10°C 42 11.4 01 8.23 0.01 253 6 2376 4 2083 5 3.13

SE

0.04
0.03
0.08
0.07

0.07
0.03
0.02
0.05

0.05
0.01
0.01
0.05
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Future summer conditions (19°C)

390 patm 23 18.4 05 8.02 0.01 450 10 2391 2 2152 5 2.70 0.05
750 patm 23 18.6 05 7.77 001 858 19 2395 3 2266 4 1.68 0.04
1400 patm 23 18.4 05 7.51 001 1652 41 2394 2 2359 4 0.96 0.03
control 10°C 23 12.4 01 820 001 280 12 2393 1 2107 8 3.07 0.08

Mortality and condition indices

8 % of C. fornicata individuals died during the experiment, among all pCO, and
temperature. Large C. fornicata were more sensitive than small ones with 80 % and 20 %
dead individuals respectively. Mortality occurred indiscriminately among pCO, treatments
with a total of 6, 5 and 9 dead individuals at the end of the experiment at 390, 750 and 1400
natm pCQO,, respectively.

Condition indices (CI) were not significantly affected by pCO, (ANOVA, df =2, F =
0.369, p = 0.692). CI grouped among pCO, treatments were presented in Table 2 (mean + SE)
separately for small and large individuals as size affected the indices (ANOVA, df = 1, F =
9.846, p = 0.002). They progressively and slowly decreased (ANOVA, df =3, F =4.518,p =
0.005) with the increase in temperature with the highest indices at 10°C (5.6 and 4.9 for small

and large, respectively) and the lowest at 19°C (4.3 and 3.3 for small and large, respectively).

Table 2: Mean condition index values calculated for C. fornicata small and large individuals at each temperature
level (all pCO, considered together).

Period Small individuals Large individuals
n mean SE n mean SE
Winter 12 562 042 7 489 0.50
Spring 27 490 0.54 19 430 0.37
Summer 26 428 0.20 19 3.89 033
Future 22 431 0.28 31 330 0.18
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Respiration

Respiration rates of whole organisms changed with temperature but not with pCO,
both in small and large individuals (Figure 1, Table 3). All pCO, mixed mean respiration
rates in small C. fornicata increased from 3.78 pmol O, g’ DW h™ at 10°C to 11.76 pmol O,
g DW h' at 19°C. In large organisms, the lowest mean respiration rate was recorded at 10°C
(4.82 pmol O, g’ DW h™') while rates did not differ from 13 to 19°C with a mean value of
11.50 pmol O, g DW h'",

The increase in pCO, did not impact respiration rates of soft body tissues in both small
and large individuals. All pCO; included, mean soft body tissues respiration differed among
temperature in small individuals (Figure 2, Table 3) increasing from 3.36 pmol O, g' DW h’!
at 13°C to 14.33 umol O, g’ DW h™' at 19°C. Conversely, mean respiration rates did not
differed among temperature in large individuals.

Oxygen fluxes measured on empty shells was affected by temperature (Figure 3, Table
3) with a slight decrease (p = 0.048) from 10°C (0.05 pmol O, g’ DW h™) to 19°C (0.02
umol O, g DW h™') but was not impacted by pCO,.

In the control condition aquaria, temperature was maintained stable at 10°C over the
first weeks of the experiment and slowly increased from April, 8" to the end of the
experiment until reaching a mean of 12.4°C between April, 21*" and June, 15" (Table 1).
Respiration in small individuals of the control showed high variation over the time (Figure 4,
white bars) but no time effect was detected (Friedman test, df = 3, chi-squared = 6.6, p =
0.086, n = 6). Conversely, respiration rates of the large individuals of the control increased
over throughout the experiment (Figure 4, grey bars) with a significant time effect (Friedman

test, df = 3, chi-squared = 9.4, p = 0.024, n = 6).

Excretion

Whole organism excretion rates varied with temperature but not with pCO, both in
small and large individuals (Figure 1, Table 3). Mean excretion rates calculated among pCO,
for small C. fornicata gradually increased from 0.15 pmol NH," g’ DW h™' at 10°C to 1.47
umol NH,™ ¢! DW h' at 19°C. Excretion rates of large individuals showed a parabolic trend
with an increase from 10°C (0.16 pmol NH," g’ DW h™) to 16°C (1.34 umol NH, g’ DW hr
" followed by a decrease at 19°C (0.74 pmol NH," g DW h'").
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Temperature significantly affected the excretion rates of soft body tissues in both class
sizes (Figure 2, Table 3). They followed the same trend as excretion rates of whole organisms:
they increased gradually from 13 to 19°C in small individuals and drew a parabolic curve in
large organisms with the highest rate at 16°C (0.92 pmol NH," g DW h). pCO, had no
effect on excretion rates in small individuals but significantly affected excretion rate of soft
tissues of the large individuals (Table 3). Higher excretion rates were recorded at a pCO; of
1400 patm (1.03 pmol NH," g DW h™) than at 390 and 750 patm pCO, (0.4 pmol NH," g™
DW h™) for large individuals.

The ammoniacal fluxes in empty shells were only affected by temperature (Figure 3,
Table 3) with higher rates at 10°C (0.005 pmol NH; g’ DW h') than at the other

temperatures levels where rates were close to 0.

Filtration

pCO; did not impact filtration rates both in small and large individuals (Figure 1,
Table 3). In small C. fornicata, filtration rates were similar between 10 and 16°C (25.50 mL
¢! DW min™) and increased at 19°C (54.30 mL g’ DW min™). Conversely, filtration rates in
large individuals increased gradually from 10°C (5.43 mL g’ DW min™) to 19°C (25.78 mL
g DW min™).

Calcification

Net calcification rates of the whole organisms were affected by pCO; increase both in
small and large individuals but not by temperature (Figure 1, Table 3). Mean net calcification
rates calculated among temperature were similar at pCO; of 390 (1.88 and 1.63 pmol CaCO;
g' DW h™ in small and large individuals, respectively) and 750 patm (1.02 and 0.60 pmol
CaCO; g’ DW h'' in small and large, respectively) but significantly lower at 1400 patm pCO,
(-2.53 and -1.77 pmol CaCOs; g’ DW h' in small and large, respectively). In the former
treatment, net calcification rates were negative corresponding to dissolution. In small
individuals, pCO, response varied as a function of temperature, in particular at 1400 patm
pCO, where organisms dissolved at 10, 13 and 16 °C and calcified at 19°C.

Gross calcification measured by the difference between net calcification of the whole
organism and external dissolution of the shell did not vary among temperature levels both in

small and large individuals (Figure 2, Table 3). ANOVA revealed that calcification rate in
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small individuals was significantly affected by pCO, (p = 0.045). Although post-hoc tests did
not show any significant difference between the different pCO, treatments, a general negative
trend was observed with increasing pCO,. All temperature pooled, mean gross calcification
rate of small C. fornicata decreased from 390 (4.71 CaCO; g’ DW h™") to 1400 patm pCO; (-
0.33 pmol CaCOs; g' DW h™). Conversely, no particular trend of gross calcification was
observed in large individuals (p = 0.094).

CaCO; fluxes measured in empty shells were negative, corresponding to dissolution
(Figure 3). This dissolution process was affected by pCO, and temperature but not by their
interaction (Table 3). Mean dissolution rates among temperature increased gradually from 390
patm pCO; (-0.01 umol CaCO; g DW h') to 1400 patm pCO, (-0.06 pmol CaCO; g DW
h™). The lowest mean rate among pCO, was recorded at 19°C (-0.02 pmol CaCO; g DW h™)
and the highest at 10°C (-0.05 pmol CaCOs g DW h™").
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Partie 2 : Crépidules

Chap 2 : Réponses des adultes a I’AO
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Figure 1: Whole organism respiration, NH," excretion, net calcification and filtration rates of in the three pCO,
treatments (grey scale) at 10, 13, 16 and 19°C for single small and large C. fornicata individuals. Results are
expressed as mean + standard error, n = 6.
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Figure 2: Soft body tissue respiration, NH;" excretion and gross calcification rates in the three pCO, treatments
(grey scale) at 13, 16 and 19°C for small and large C. fornicata organisms without shell contribution. Results are
expressed as mean + standard error, n =3 at 13 and 16°C and n = 6 at 19°C.
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Partie 2 : Crépidules Chap 2 : Réponses des adultes a I’AO
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Figure 3: Oxygen, ammonia and calcium carbonate fluxes in empty shells in the three pCO, treatments (grey

scale) at 10, 13, 16 and 19°C for empty shells of C. fornicata. Results are expressed by mean =+ standard error, n
=6.
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Figure 4: Respiration rates in the control condition 10°C at the different period for single small (white bars) and

large (polka-dotted bars) C. fornicata individuals kept at 10°C during all the experiment. Results are expressed
by mean + standard error, n = 6.
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Table 3: Summary of 3 way repeated and non-repeated ANOVAs followed by Student-Newman-Keuls post hoc tests testing the effect of pCO,, temperature and aquarium on
Crepidula fornicata metabolism. Bold characters indicate significant p values and different letters indicates significant differences with p > 0.05.

3-way repeated (whole organism) and non-repeated (soft tissues) ANOVAs Post hoc SNK tests

Factors pCO, Temperature pCO, x Temperature Aquarium pCO; (natm) Temperature (°C)

df F p df F p df F p df F p 390 750 1400 10 13 16 19
Small individuals
Whole organism respiration 2 1.312 0.337 3 15477 <0.001 6 2.054 0.078 6 1255 0.364 a b b c
Whole organism excretion 2 0.464 0.649 3 6.340 0.001 6 1365 0.249 6 0.634 0.702 a b c c
Filtration 2 0.806 0.490 3 6.176 0.005 6 2398 0.070 6 0.736 0.628 a a a b
Net calcification 2 11.325 0.009 3 1.871 0.148 6 2335 0.048 6 0458 0.823 a a b
Soft body tissues respiration 2 1.673 0.208 2 5.235 0.013 4 1.175 0346 6 0.661 0.525 a ab b
Soft body tissue excretion 2 0.160 0.853 2 12290 <0.001 4 0.160 0.956 6 0.523 0.599 a b b
Gross calcification 2 3.529 0.045 2 1374 0.271 4 0488 0.745 6 0.839 0444 a a a
Large individuals
Whole organism respiration 2 0.225 0.805 3 13.896 <0.001 6 0.865 0.528 6 1416 0.306 a b b b
Whole organism excretion 2 0.282 0.764 3 24.430 <0.001 6 0.508 0.799 6 2.635 0.093 a b c
Filtration 2 1.265 0.348 3 7724 0.002 0 0.088 0.577 6 3.725 0.014 a b bc c
Net calcification 2 7.674 0.022 3 1302 0.285 6 1350 0.255 6 0.602 0.724 a a b
Soft body tissues respiration 2 2.602 0.094 2 1.221 0.312 4 0.046 0.996 6 0.818 0.453
Soft body tissue excretion 2 4756 0.018 2 3.996 0.031 4 0321 0.861 6 0.081 0.922 a a b a b ab
Gross calcification 2 2.599 0.094 2 0.980 0.389 4 0.746  0.057 6 0988 0.386
Empty shell
O, fluxes 2 0491 0.635 3 2.839 0.048 6 0327 0919 6 1.147  0.409 a ab bc ¢
NH," fluxes 2 4.120 0.075 3 4.187 0.011 6 0.700 0.652 6 0.632 0.703 a b b b
CaCO; fluxes 2 23350  0.001 3 7.000 <0.001 6 2.046 0.079 6 0.330 0.905 a b c a b c b
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Fluxes extrapolation

Extrapolation for respiration, excretion and calcification are given for three different
population densities under three pCO, level tested (Table 4). Respiration fluxes at the
population level decreased by 12% and 2% at 750 and 1400 patm pCO,, respectively, relative
to the current pCO, condition. Trends were different for excretion among the pCO,
conditions: population rates decreased by 6 % at 750 patm and increased by 13 % at 1400
patm relative to 390 patm pCO,. Calcification suffered the most dramatic reduction by
decreasing from 390 patm to 750 patm (-63%) and to 1400 patm pCO, (-294 %) leading to

dissolution in the former pCO; condition at the population level.

Table 4: Extrapolation to community fluxes. Annual rates are given in mol m? y ™' or g m? y™' of CO,, NH," and
CaCQ; for respiration, excretion and calcification fluxes, respectively, in the different pCO, conditions.

pCO, condition (patm) pCO, condition (patm)
390 750 1400 390 750 1400
Flux (mol m?y™) Flux (g m™?y™)
Low density R con 039  0.34 0.38 R con 466 410 456
(21 ind m-2) E nue 0.04  0.04 0.04 E nut 0.53 0.50  0.60
G cacos 0.07 0.03 -0.14 G cacos 7.13 2.65 -13.83
Intermediate R con 370 3.25 3.62 R co 4438  39.00 43.43
density E nue 036  0.34 0.41 E ue 504 472 5.71
(200 ind m-2) G caco: 068 025  -1.32 G caco: 6791 2523 -131.72
High density R con 2589 2275 2534  Rco 310.66 273.02 304.03
(1400 ind m2) B 252 236 2.86 E nut 3529  33.01  39.99
G caco: 475 176 -9.21 G caco: 47538 176.59 -922.05

Discussion

Respiration

Respiration rates measured at 390 patm pCO, in C. fornicata small and large
individuals were lower than the ones previously measured on the same species in laboratory
experiments (13 to 44 umol O, g’ DW h™'; Newell & Kofoed 1977a) but ranged respiration
rates recorded in situ in the Bay of Brest in Northwestern France (4 to 45 pmol O, g DW h;
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Martin et al. 2006b). Temperature increased respiration rates of both whole organisms and
soft body tissues alone in both small and large individuals regardless of the pCO,. While
respiration rates gradually increased with temperature in small C. fornicata, it only increased
from 10°C to the other temperature levels in large C. fornicata. This increase is a common
response due to rate-enhancing effects of temperature on physiological and biochemical
reactions in ectotherms (Cossins & Bowler 1987; Portner 2008; Portner 2012). The respiration
rates of small individuals were higher than those of the larger ones because metabolic rate
(normalized to the biomass) decreases with increasing organisms size (von Bertalanffy 1951;
Parsons et al. 1984). Small individuals have higher energy consumption as they grow faster
than the large ones (von Bertalanffy 1964).

Conversely to temperature, pCO, did not affect respiration. Metabolic depression is a
common response against hypercapnic seawater conditions (Guppy & Withers 1999) and has
been shown in most species of mussels, oyster and clam previously studied (Michaelidis ef al.
2005; Bibby et al. 2007; Thomsen & Melzner 2010; Melatunan et al. 2011; Liu & He 2012;
Navarro et al. 2013). In all these cases, a decrease in oxygen uptake was reported at low pH
induced by hypercapnia. However, other studies underlined a lack of any pCO, effect on
bivalves and limpet respiration (Gazeau et al. 2007; Marchant et al. 2010; Dickinson et al.
2012; Fernandez-Reiriz et al. 2012; Liu & He 2012) as reported in our study. This resistance
aptitude is likely due to an effective acidosis buffering system (Melzner ef al. 2009) though
the increase in HCOj; internal concentrations (Michaelidis et al. 2005; Gutowska et al.
2010b), higher H" excretion (Pértner et al. 2005; Melzner et al. 2009) or by avoiding the use
of pH-sensitive oxygen-binding pigments (Thomsen et al. 2010; Hiebenthal et al. 2012).
Resistance can also come from acclimation or adaptation to fluctuations in the environment
where species inhabit (Burnett 1997; Clark ef al. 2013). Species living in environments with
large abiotic variation may have a high phenotypic plasticity which can allow them to survive
in stressful conditions (Somero 2010). Therefore, C. fornicata living in coastal and intertidal
variable habitats may possess greater physiological capacity to respond to CO,-induced
acidification.

In the range of pCO; and temperature tested, C. fornicata respiration rates were not
impacted by the interaction of both stressors. As an eurytherm species, C. fornicata optimal
temperature should be higher than 19°C (Diederich & Pechenik 2013), a temperature
frequently occurring during summer in some of the bay where C. fornicata is present (e.g.
Bassin d’Arcachon in South of France; De Montaudouin et al. 1999) which did not constitute

a real thermal stress. Increase in temperature in the thermal tolerance window could improve
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performances and resistance to high CO, concentrations (Portner & Farrell 2008) and so the
increase in temperature might allow C. fornicata to tolerate pCO, increase.

In empty shells, oxygen fluxes decreased with temperature increase but did not change
among pCO,. The shell of C. fornicata is usually colonized by the boring sponge Cliona
celata (Le Cam & Viard 2011). Even if the selected individuals were not or poorly colonized
by C. celata, the microscopic stage of this sponge was likely to be present and partly
responsible of oxygen consumption measured in shell. In addition, some biofilm may have
developed on the shell despite careful cleaning before metabolic measurement and may also
have contributed to shell respiration. Nevertheless, respiration in empty shell was really low,
representing less than 4 % of the oxygen fluxes measured on whole organism. Thus its
contribution to the whole organism respiration can be overlooked.

Mesocosm cannot perfectly reproduce in situ conditions such as natural diet or tidal
cycles. This may lead to an increased stress for the organisms grown in these systems (Bibby
et al. 2008). The effect of culture in mesocosm on organisms was tested through
measurements of the respiration of individuals kept at 10°C throughout the experiment. The
respiration rates were not affected over time in small individuals while the respiration of the
large ones slightly increased in correlation with a +2°C increase in temperature from the
beginning to the end of the experiment. This lack of metabolic depletion (decrease in
respiration rates) suggested the absence of any mesocosm effect on the metabolism of C.

fornicata.

Excretion

The main excretion product in filter feeder molluscs is ammonia (Bishop et al. 1983;
Arnott & Vanni 1996) which is waste of the amino acid catabolism (Bishop et al. 1983).
Excretion rates measured here at 390 patm pCO; in C. fornicata were in the range of those
measured in situ in the Bay of Brest (0.5 to 2.3 pmol NH;" g’ DW h™' ; Martin ez al. 2006b).
Excretion rates of whole organisms and soft body tissues alone were enhanced by the increase
in temperature regardless the size of the organisms. As respiration, excretion was higher in
small than in large individuals due to the size effect on metabolism (von Bertalanffy 1951;
Parsons et al. 1984). Respiratory and excretory processes respond similarly to changes in
temperature and body size (Parsons et al. 1984). Accordingly, ammonia excretion cannot be
seen independently of the rates of oxygen consumption and energy turnover (Langenbuch &

Portner 2002).
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C. fornicata excretion rate was not affected by pCO, when considering the whole
organism but significantly increased with pCO, when considering only the soft body tissues
of large individuals. NH;" excretion in molluscs has previously been reported to increase
under elevated pCO, (Langenbuch & Portner 2002; Michaelidis et al. 2005; Thomsen &
Melzner 2010; Fernandez-Reiriz et al. 2011; Hammer et al. 2011; Fernandez-Reiriz et al.
2012; Range et al. 2013) except in the three bivalve species studied by Liu and He (2012) and
in Mytilus chilensis (Navarro et al. 2013). This increase in NH;" excretion under reduced pH
conditions can be interpreted as an internal pH regulatory mechanism (Thomsen & Melzner
2010; Fernandez-Reiriz et al. 2012). The higher excretion rates likely indicate an
enhancement of the protein metabolism which contributes to intracellular pH regulation
(Fernandez-Reiriz et al. 2012). This may have the added benefice that protein degradation
implies a higher HCOj; production and consequently promote internal pH regulation
(Langenbuch & Portner 2002; Boron 2004; Michaelidis et al. 2005) to avoid metabolic
depression.

Ammonia released by empty shell represented an insignificant part of the rates
measured on the whole organisms (less than 1 %). Accordingly, shell did not influence the

excretion responses when considering the whole organism.

Filtration

Numerous environmental variables can influence the feeding process in suspension-
filter organisms (Chaparro et al. 2008). Filtration rates measured in small and large C.
fornicata ranged maximum feeding rate calculated by Newell and Kofoed (1977b) in C.
fornicata between 11 and 20°C (18 to 41 mL g min™'; 15°C acclimated individuals). Rates
were higher in small than in large individuals as small organisms feed more actively when
normalized to the body mass (Sylvester et al. 2005). Filtration rates in small individuals were
constant between 10 and 16°C and increased only at 19°C. In the large ones they increased
regularly with the temperature. This positive response to temperature has already been
observed in C. fornicata (Newell & Kofoed 1977b) and other mollusc species (Schulte 1975;
Sylvester et al. 2005). In Calyptraeidae, small individuals which are males slightly mobile are
dependent on both feeding strategies, grazing with radula and filtration with gills (Navarro &
Chaparro 2002). Small individuals may have supplemented their diet between 10 and 16°C by
relying on grazing mechanism. When energetics requirements increased with the temperature

at 19°C, they might increase their filtration rate to fulfill them. In large sedentary individuals
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(usually females), filtration is the only feeding mechanism (Navarro & Chaparro 2002) and
increased with temperature likely to cover increasing needs of energetic inputs.

Conversely to temperature, pCO, did not impact the filtration rates of both small and
large C. fornicata. The lack of pCO, effect on filtration rate has ever been shown in juvenile
Mytilus galloprovincialis (Fernandez-Reiriz et al. 2012) but is not a generality. For example,
filtration process was slightly increased in the pearl oyster Pinctada fucata (Liu & He 2012)
but in most of the species studied so far, filtration process was reduced under elevated pCO,
due to general metabolic depression (Fernandez-Reiriz ef al. 2011; Liu & He 2012; Navarro et
al. 2013). There was no interactive effect of temperature and pCO; on the feeding rate of C.
fornicata study and to our knowledge, such interaction has never been investigated for
feeding rates in adults of marine molluscs.

As filtration rates did not change with pCO,, food quantity ingested by C. fornicata
organisms did not vary among the different pH conditions. However, food quality is known to
interact with other stressors such as pCO, to significantly influence metabolic responses
(Melzner et al. 2011). Changes in diet have been shown to worsen the condition of
invertebrates (Berge et al. 2006; Vargas et al. 2013) and our algal mix did not correspond to
the natural diversified diet of C. fornicata (Barille et al. 2006; Decottignies et al. 2007b). This
suboptimal diet may have decreased conditions indices along the experiment at the expense of
lipid and glycogen store (Dickinson et al. 2012). However, these changes did not impact C.
fornicata metabolism as control respiration where stable over time. Moreover, C. fornicata
respiration and excretion rates measured here were within the range of those measured in situ
(Martin et al. 2006b) indicating that experimental specimens had metabolic rates close to
those of wild specimens. This suggests that C. fornicata were in good health and that

metabolic responses were not biased by a food or a mesocosm culture effect.

Calcification

The shell production of molluscs is an important process as calcified structures permit
to support their living tissues and protect themselves against predators. Net calcification was
mostly impacted by high pCO, relative to other processes which were more affected by
temperature. In our study, net calcification of whole organisms was similar between 390 and
750 patm pCO, and strongly decreased at 1400 patm pCO, in both sizes. Interestingly, the
study of Ries et al. (2009) showed a parabolic response in C. fornicata calcification with the

highest rates observed at 600 patm pCO,. Decrease in net calcification under high pCO; is
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however a common response in molluscs (Gazeau et al. 2007; Ries et al. 2009; Beniash et al.
2010; Nienhuis et al. 2010; Range et al. 2011; Waldbusser et al. 2011; Melatunan et al.
2013). The lack of change in calcification at 750 patm pCO, may be due to a biological
control of the calcification process and/or the presence of the periostracum, an organic layer
covering the crystalline layers of the shell. It has been predicted to have a great role in
maintaining the shell integrity of mollusc in elevated pCO, conditions (Ries et al. 2009) and
prevent shell from dissolution in unsaturated waters (Huning et al. 2013). At 1400 patm
calcification rates dropped maybe because of physiological changes to internal acid-base
balance affecting shell deposition (Waldbusser et al. 2011) or eroded and damaged
periostracum (pers. obs.). Degradation of this protective layer may have led to a higher
vulnerability of the shell to external dissolution process (Ries et al. 2009; Range ef al. 2012)
which need to be quantified to understand the real effects of elevated pCO, on calcification
(Findlay et al. 2009; Nienhuis ef al. 2010; Andersson & Mackenzie 2011).

In C. fornicata empty shell, dissolution was recorded in all the crossed condition of
temperature and pCQO,. It increased with the increase in pCO; and the correlated decrease in
Q. From a purely physico-chemical standpoint, CaCOj starts to dissolve spontaneously when
saturation state of seawater (€2) is lower than 1 (Millero 2007). At a constant pCO,, elevated
temperature increased €, which is likely to lower dissolution under 19°C. However,
dissolution is not only a pure chemical phenomenon and biotic erosion of microborers shown
in C. fornicata shells (pers. obs.) may have actively influenced the recorded rates by
worsening the dissolution rate of shells. Indeed, activity of C. celata and euendoliths
organisms (Golubic et al. 1981; Tribollet 2008), which dissolve carbonates by active erosion
has been shown to increase under elevated pCO, (Tribollet ef al. 2009; Duckworth & Peterson
2013). Harper (2000) pointed out that dissolution was not the fact of dead shells only but shell
losses also occurred in living animals. Nevertheless, comparisons between shell deposition of
living animals (gross calcification) and shell dissolution of empty dead shells are unable to
infer the relative contribution of these two processes as low-pH waters induce dissolution in
the inner and outer part of the shells (Nienhuis ef al. 2010; Melzner et al. 2011).

We compared here net and gross calcification rates to investigate the ability of C.
fornicata to precipitate CaCOj; under elevated pCO,. Interestingly, gross calcification of small
C. fornicata followed a negative trend reaching net dissolution at 1400 patm pCO; and 13°C.
Calcification is a costly phenomenon and resource reallocation in small individuals which
have high growth rate might head energy towards somatic growth at the expense of

calcification process and its regulative mechanisms (Dickinson et al. 2012). In large
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individuals, pCO, did not impact gross calcification which was positive regardless of the
pCO;, and temperature conditions. This suggested that large individuals were able to calcify
under all pCO, treatment, even in unsaturated waters. Mollusc may be able to maintain
extrapallial fluid in chemical conditions favoring CaCOs precipitation at the calcification site
even if external pCO, seawater is high (Hiebenthal ef al. 2012). Furthermore, regulation of the
enzymes production involved in calcification process as chitinase (Cummings ef al. 2011) or
carbonic anhydrase (Ivanina et al. 2013) likely permitted to maintain calcification under
elevated pCO, conditions. Nevertheless gross calcification rates were lower at 1400 patm than
in the other pCO; conditions even if it was non-significant. This calcification decrease was
correlated with the increase in respiration and excretion of soft body tissues, reflecting higher
cost of basal maintenance. This metabolism increase may supply more energy to carry on
calcification in unfavorable acido-basic conditions but may also be an acid-base regulating
mechanism to lower the impacts of internal acidosis by contributing to proton removal (Boron
2004; Thomsen & Melzner 2010).

According to our results, the net dissolution and decreased calcification rates observed
on both small and large C. fornicata individuals could mainly be due to external shell
dissolution induced by decreased Qa, rather than reduced production of new shell material.
These results lead to reappraise the general sensitivity of mollusc to high pCO, and highlight
the need to investigate net versus gross calcification and dissolution in a context of ocean

acidification (Andersson & Mackenzie 2011).

Extrapolation to C. fornicata populations

Metabolic fluxes extrapolated at the population level under current pCO, (390 patm)
ranged within those measured in situ in the Bay of Brest by Martin et al. (2006b) for carbon
(289 g C m™ y), nitrogen (26 g N m™ y™') and CaCOs (515 g CaCO; m™ y™' ) fluxes. As a
key engineer species, dense C. formicata populations structure the benthic communities of
some bays where it is established (e.g. Bay of Brest; (Hily 1991; Blanchard 1995). Therefore,
individual changes in respiration, excretion and calcification rates in C. fornicata in a context
of high pCO, may affect the carbon, carbonate and nutrient fluxes of the ecosystems by
changing the impact of the benthic community on the whole system.

Under 750 patm, the most realistic scenario for the end of the century, respiration and
calcification may be reduced by 12 and 63 %, respectively, from current pCO,. These drops

correspond to a global 18 % decrease of CO, emission, considering the ratio of CO; released
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to CaCOs precipitated during calcification equal to 0.7 under our latitudes (Frankignoulle &
Canon 1994; Davoult et al. 2009). Thus, a significant part of the carbon released by
respiration and calcification of C. fornicata populations in the water column and consequently
to the atmosphere is likely to decrease under future high pCO, condition leading to a less
heterotrophic system.

As CO, emissions are rising quicker than expected, the 1400 patm pCO, level
predicted for 2300 (Caldeira & Wickett 2003) may occur earlier (Raupach et al. 2007) and is
even relevant into the present and future of estuaries and coastal zones (Beniash et al. 2010).
In this climate conditions, respiration at the population level may only decrease for 2 %
compared to current condition while carbonate production is expected to drop by 300 %,
reaching a net dissolution balance of -900 g CaCO3; m™ y™' for a density of 1700 individuals
m™. These processes might lead to a 21 % decrease of CO, fluxes impacting the ecosystem
carbon production. In another way, the 13 % increase in excretion fluxes may enhance the
nutrient concentration and the subsequent productivity of phytoplankton. Respiration and
excretion by C. fornicata may be considered as the major factors that can divert carbon and
nitrogen primary production from planktonic to benthic food webs. As ammonium
regeneration in coastal zones is an important mechanism that may regulate primary
production and secondary productivity, enhanced nitrogen excretion could potentially
increase eutrophication and promote phytoplankton growth, organic matter sedimentation,
microbial decomposition, and hypoxic events. The potential net dissolution balance of C.
fornicata reefs may act in the future as a carbonate pump which would regenerate alkalinity
(Andersson et al. 2009) and potentially elevate the CaCOj; saturation state of the site,
providing better local chemical condition in a context of ocean acidification as shown on

oyster reefs in Chesapeake Bay (Waldbusser et al. 2013a; Waldbusser & Salisbury 2013).

Conclusions

Tolerance of invasive species to environmental stress is often greater than the one of
native species which makes them strong competitors in the ecosystem where they are
introduced (Lenz ef al. 2011). On the Northwestern French coast, the invasive species C.
fornicata is mainly in spatial competition with the maerl (Lithothamnion corallioides) a
coralline alga forming large beds (Grall & Hall-Spencer 2003) and the scallop Pecten
maximus (Thouzeau et al. 2000). Calcification rates of L. corallioides have been shown to be

strongly affected by increasing pCO, (Noisette et al. 2013b) and P. maximus performances
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capacity are reduced in low pH (Schalkhausser et al. 2012; Andersen et al. 2013) in
comparison to C. fornicata, likely making the previous invasive species a better competitor
than the two other native species. A growing body of evidence showed that invasive species
are more resistant to change than their native competitors and future climate change could
thus favor them as “winners” of coastal ecosystems (Somero 2010).

Monospecific studies give valuable insights to explore the physiology and specific
responses of species of interest such as ecosystem engineer (Clark et al. 2013). The
physiological responses measured at the organism’s level can show resistance mechanism
which can be masked at a community level. The capacity of C. fornicata to calcify even under
unsaturated conditions is not obvious when fluxes extrapolated to the population showed a
300 % carbonate production decrease. The benthic communities dominated by this high
competitive species are likely to influence the biogeochemical fluxes of the ecosystems in a
future context of ocean acidification by favoring CO, fixation in coastal zone. Especially in
coastal zones, numerous factors as hypoxia, salinity changes, nutrients inputs or thermic
events occur simultaneously (Waldbusser & Salisbury 2013). Trade-off between other
stressors may affect responses of organisms in an unexpected way and impact all the life
history of the animal. Nowadays, studies investigating the effects of multistressors to
understand the future of coastal ecosystems are needed, particularly at a community level
where interactions between abiotic and biotic factors can define the future “winners” and

“losers” of the future ocean.

k%
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4. Mesures de pH extracellulaire a différentes pCQO,

Compte tenu des capacités de tolérance des crépidules adultes face a 1’augmentation
de la pCO,, des mesures de pH extracellulaire dans 1I’hémolymphe et dans le fluide
extrapalléal ont été réalisées afin d’avoir une idée des capacités de régulation de 1’équilibre

acide-base chez cette espece.

Les premicres mesures ont été faites fin juin 2012 sur des individus acclimatés depuis
6 mois a différentes conditions de pCO,, 390, 750 et 1400 patm, a une température de 19°C
(cf article n°4). La deuxiéme série de mesures (avril 2013) a été faite sur des crépidules
adultes maintenues deux jours dans des conditions de pCO, similaires au premier jeu de
données, a une température de 18,5°C. Apres séchage des crépidules avec du papier
absorbant, I’hémolymphe a été prélevée directement dans le pied et le fluide extrapalléal dans
I’espace entre le manteau et la coquille de la crépidule, tous deux avec des seringues de 1 mL.
Les mesures de pHnps ont été réalisées avec un pH-metre (826 pH mobile, Metrohm AG,
Herisau, Switzerland) sur des échantillons regroupant les fluides de 5 & 6 individus par

condition de pCOs,.

Les différentes mesures de pH extracellulaire en fonction du pH de I’eau de mer sont
présentées sur la figure 112-5. Chez les crépidules ayant passé seulement deux jours dans des
conditions de pCO, élevées, aucune relation entre le pH de I’hémolymphe ou extrapalléal et le
pH de I’eau de mer n’est significative. Quelle que soit la condition de pCO,, le pHngs de
I’hémolymphe est en moyenne égal a 8,60 + 0,03 (SE) et le pH extrapalléal est de 8,28 + 0,02,
soit des valeurs plus élevées que celles de 1’eau de mer environnante. Chez les crépidules
ayant été acclimatées 6 mois aux différentes conditions de pCO,, seul le pH de ’hémolymphe
a ¢été mesuré. Ce pH diminue avec la diminution du pH de I’eau de mer selon une relation
linéaire significative (p = 0,024). Les pHngss mesurés dans 1’hémolymphe ont des valeurs
¢gales a 8,58, 8,45 et 8,35 dans des conditions de pHngs d’eau de mer respectives de 8,18,

7,88 et 7,37.

Ces mesures montrent que, quelle que soit la condition de pH de I’eau de mer
environnante, les crépidules sont capables de maintenir le pH de leur hémolymphe a des
valeurs bien supérieures. C’est aussi le cas pour le pH du fluide extrapalléal méme si celui-ci
n’est pas régulé de manicre aussi importante. Ces valeurs de pH élevées, potentiellement

maintenues grace a des mécanismes de régulation acido-basique trés efficaces, permettraient
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de maintenir les taux physiologiques optimaux quelle que soit la pCO; externe et d’avoir une

calcification active méme sous conditions de Q < 1.
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Figure I12-5: Mesures de pHygs dans I'hémolymphe et le fluide extrapalléal de crépidules acclimatées a
différentes conditions de pCO, sur 6 mois (points noirs) ou 2 jours (points gris et blancs).

La durée d’exposition des organismes semble jouer un rdle important dans la
régulation de 1’équilibre acide-base. En effet, les crépidules exposées seulement deux jours a
des conditions de pCO,; ¢élevées ne présentent pas de difficultés a maintenir un pH constant
quelle que soit le pH de I’eau de mer (aucune relation significative d’augmentation ou de
diminution). En revanche, les crépidules exposées six mois montrent une diminution
significative du pH interne avec la diminution du pH de 1’eau de mer (droite de régression, R?
= 0,54, p = 0,023). Cette réponse mettrait en évidence que la régulation acide-base est un

processus coliteux en énergie et que, plus les conditions de stress augmentent, plus il est
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difficile de réguler le pH interne sur du long terme. Il faut cependant prendre ces résultats
avec précautions car la gamme de pH de I’eau de mer appliquée durant les deux jours
d’acclimatation (7,51 — 7,91) est plus réduite que celle dans laquelle ont été maintenues les
crépidules six mois (7,36 — 8,18), ce qui peut biaiser les réponses mesurées. Une étude plus
approfondie du pH interne des crépidules dans des conditions de pCO,; élevées permettraient
de mieux comprendre leurs capacités de régulation acide-base et leur résistance dans un

contexte d’AQO.
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Chapitre 3 : Impact de Pacidification des océans sur les jeunes

stades de vie de la crépidule

1. Etat de P’art sur I'impact de ’AO sur les jeunes stades de vie des

mollusques

Les jeunes stades de vie (embryons, larves, juvéniles), et notamment les larves
planctoniques, sont considérés comme trés importants dans la dynamique de population d’une
espece. En effet, la phase larvaire représente une phase dispersive importante permettant de
coloniser de nouveaux milieux et d’assurer le renouvellement de I’espéce (Pechenik 1999).
Or, les jeunes stades de vie sont souvent considérés comme plus sensibles aux variations des
parametres physico-chimiques que les adultes et particulierement dans le contexte
d’acidification des océans (Kurihara 2008; Ross et al. 2011). La plupart des mollusques
(principalement chez les bivalves et gastéropodes) ont des cycles de vie bentho-pélagiques
avec une phase adulte benthique et un ou plusieurs jeunes stades pélagiques. Deux revues
récentes ont recensé les différentes études effectuées sur les phases les plus précoces des
cycles de vie des mollusques (Gazeau et al. 2013; Parker et al. 2013), soulignant que la
diminution de pH affecte fortement la survie, la croissance et le développement de
nombreuses larves de mollusques (Figure 113-1) alors que la fécondation est un phénomeéne
peu impacté par I’augmentation de la pCO, (Byrne 2011). Ces effets négatifs de I’AO sur les

jeunes stades de vie des mollusques modifieraient la dynamique de population de ces espéces.

L’exposition a une pCO, élevée de certains stades de vie comme les larves peut avoir
un “effet mémoire” sur les phases suivantes du cycle de vie, impactant le recrutement et la
survie des juvéniles puis des adultes, pouvant créer des goulets d’étranglements des
populations et fortement impacter la dynamique de population d’une espece (Dupont et al.
2010a; Ross et al. 2011). Dans de nombreuses études testant 1’effet de 1’augmentation de la
pCO; sur les phases larvaires, les géniteurs ne sont pas acclimatés aux différentes conditions
de pCO; et la fécondation des embryons a lieu dans des conditions différentes de celles de
leur développement. De telles études ne prennent donc pas en compte les effets positifs ou
négatifs de transmission de caracteres que peuvent avoir les stades de développement les uns

sur les autres. Pourtant, plusieurs auteurs ont mis en évidence une modulation de la réponse a
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Partie 2 : Crépidules Chap 3 : Réponses des jeunes stades a [’AO

la pCO, suivant I’impact de ces transmissions, qu’il y ait eu ou non une acclimatation
préalable des géniteurs (Parker et al. 2010; Dupont et al. 2012; Vehmaa et al. 2012). Ils
soulignent I’importance d’étudier le développement de plusieurs stades de vie successifs et si
possible de générations d’une méme espeéce pour déterminer la réponse des organismes face a

la pCO, dans un contexte futur d’acidification des océans.
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Figure I13-1: Résumé des impacts de I'AO sur la fécondation et le développement larvaire des bivalves et
gastéropodes dans les études considérant une diminution de pH inférieure ou égale a 0,4 unités. D’apres
Gazeau et al. (2013).
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2. Impact de D’augmentation de la pCQO, sur la coquille durant le

développement embryonnaire de la crépidule

2.1 Contexte général

Il existe chez les invertébrés marins différentes stratégies quant au développement des
jeunes stades de vie. Alors que la majorité des especes émettent leurs gametes dans la colonne
d’eau ou a lieu la fécondation et la vie larvaire par la suite, d’autres especes choisissent de
protéger les premiers stades de développement de leur descendants. La protection peut étre
réalisée par différents moyens : les embryons sont couvés par les parents (mere, pére ou les
deux), ils peuvent étre encapsulés dans un cocon protecteur (capsules ou masse) puis déposés
dans le milieu environnant ou encore les capsules protégeant les embryons peuvent étre
incubées par les géniteurs (Figure 113-2) (Pechenik 1986). Les capsules sont particuliérement
reconnues pour leur role trés protecteur face aux stress environnementaux (Przeslawski 2004)
mais peu de choses sont encore connues quant aux variations physico-chimiques qui peuvent
se passer a I'intérieur (Pechenik 1983; Brante ef al. 2008; Maeda-Martinez 2008). Différents
auteurs ont émis 1’hypothése que le milieu intracapsulaire pourrait tamponner les effets de
I’acidification des océans et préserver les embryons de la diminution du pH de I’eau de mer
(Allen 2012; Fernandes & Podolsky 2012). Les embryons encapsulés seraient donc moins
impactés par I’augmentation de la pCO, donnant des larves moins affectés que celles issues de

la fécondation dans la colonne d’eau.

La crépidule présente 1’originalité d’encapsuler et de couver ses embryons jusqu’a ce
qu’ils deviennent des larves véligeres (Figure 113-2), stade auxquelles les larves sont émises
dans la masse d’eau (voir chapitre 1 de cette partie). L’exposition de ces deux stades aux
stress abiotiques est treés différente puisque la capsule est censée conférer une protection a
I’embryon (Przeslawski 2004) alors que la larve est directement soumise aux facteurs

environnementaux (Pechenik 1999).

Les effets de 1’acidification des océans ont été étudiés dans un premier temps sur des
larves véligeres juste émises dans le milieu, provenant de parents acclimatés depuis plusieurs
semaines a différents scénarios d’augmentation de la pCO,. Des paramétres biométriques

ainsi que 1’étude du niveau de calcification de la coquille ont permis d’observer les effets de
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I’augmentation de la pCO, intégrés sur tout le développement embryonnaire intracapsulaire

afin de voir si la capsule a un role protecteur dans un contexte d’acidification des océans.

<+—— [ndividu incubant

<«— Ponte

<«—— Coquille support

Figure I13-2: Localisation des pontes de crépidules composées de plusieurs capsules contenant les
embryons et attachées sur la coquille de 1'individu sous la femelle.

2.2 Résumé de P’article n°5

Durant D’expérimentation relatée dans [’article n°4, les adultes maintenus en
mésocosme ont produit des larves dés que I’eau a été augmentée au-dessus de 10°C comme
c’est le cas in situ (Rigal 2009). Ces larves ont été récupérées des leur émission dans les
aquariums dans lesquels elles ont été produites aux différentes conditions de pCO, et
température puis fixées a 1’alcool a 96 %. Apres tri des échantillons, seules 12 pontes ont pu
étre analysées, les autres présentant trop peu de larves avec une coquille intacte (Tableau I13-

1). Aucune ponte n’a été gardée a 16°C.

Chaque ponte a été¢ sous échantillonnée afin d’obtenir pour chacune d’entre elle un
effectif de larves a coquille intacte compris entre 20 et 40 individus. Différents parameétres
biométriques tels que la longueur de la coquille, sa hauteur ou encore 1’aire de la surface
gauche ont ensuite été mesurés sur chaque larve par traitement d’image, sur des photos prises
sous loupe binoculaire. Les anomalies de formation de la coquille ont aussi été recensées et
leur intensité a été évaluée a partir de la création d’un indice de difformité. Enfin, les degrés
de calcification de la coquille dans les deux conditions de pCO, ont été estimés a partir de

I’intensité de la biréfringence observée sur les coquilles sous lumiére polarisée.
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Table I113-1: Récapitulatif des pontes analysées dans l'article 5 sur ’impact de ’AQO sur les embryons
encapsulés de C. fornicata

390 patm 750 patm 1400 patm

Echn®°12 Echn®13 Echn®10
13°C o o

Echn®°15 Echn°l11

Echn°16

Ech n°36 Ech n°38 Ech n°39
19°C o o o

Ech n°44 Ech n°45 Ech n°46

Alors qu’aucune différence significative des parameétres biométriques n’a pu étre
observée entre les conditions 390 et 750 patm (toutes températures confondues), la longueur
et I’aire des coquilles larvaires ont diminué de 8 et 16 %, respectivement, dans la condition de
pCO; la plus ¢élevée (1400 patm). Le taux d’anomalies a en revanche été¢ multipli¢ par 2 dans
la condition 750 patm et par 5 a 1400 patm par rapport a la condition témoin. Enfin I’intensité
de biréfringence, utilisée comme proxy de calcification, a fortement diminué avec
I’augmentation de la pCO,. Ces effets négatifs montrent que la capsule ne permet pas de
protéger les embryons de 1’acidification des océans. Les larves pourraient étre affectées par
une acidose du fluide intracapsulaire induit par I’augmentation de la pCO, du milieu
environnant. Cependant, les larves de crépidules semblent €tre moins impactées par la
diminution du pH que les autres larves de mollusques étudiées peut-Etre grace a de grandes

capacités de régulation renforcant la résistance de cette espéce.
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Abstract

Early life history stages of marine
organisms are generally considered more
sensitive to environmental stress than
adults. Although most marine invertebrates
are broadcast spawners, some species
brood and protect their embryos in egg
capsules. This strategy 1is typically
assumed to confer greater safety and
protection of embryos even if little is
known on the physico-chemical conditions
occurring within egg capsules. In the
context of ocean acidification, the
protective role of encapsulation remains to
be investigated. To answer this question,
we conducted experiments on the
gastropod  Crepidula  fornicata.  This
species broods its embryos within capsules
located under the female, before releasing
veliger larvae in the water column. C.
fornicata adults were conditioned in
current (390 patm) and elevated (750 and
1400 patm) pCO, treatments so that
released larvae achieved the whole
development at a given pCO, from
fertilization. The pCO; effects on the shell

morphology, the frequency of
abnormalities and the calcification level
were investigated on released larvae. The
shell length decreased by 8% and the shell
area by 16% at elevated pCO, (1400
patm). In comparison to 390 patm pCO,,
the percentage of abnormalities was 2- to
5-fold higher at 750 patm and 1400 patm
pCO,, respectively. The intensity of
birefringence, used as a proxy of
calcification of the larval shell, also
decreased with increasing pCO,. These
negative results are likely explained by the
enhancement of the intracapsular acidosis
due to elevated pCO, of extracapsular
seawater. The encapsulation of C.
fornicata embryos did not protect them
against the deleterious effects of predicted
pCO; increase. Nevertheless, C. fornicata
larvae seemed less affected than other
mollusc species. Further studies are needed
to identify the potential tipping points of
the life cycle of this species in an ocean
acidification context.

Keywords: abnormalities, brooding, development, calcification, hypercapnia, pCO,, shell

morphology
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Introduction

Early life history stages of marine species including embryos and larvae are of crucial
importance in population dynamics as they ensure dispersion, colonization of new areas and
sustainability of populations (Pechenik 1999). Their success in development and final
recruitment are essential for the persistence of viable populations. Early stages of marine
invertebrates are in general morphologically and ecologically distinct from the adults and
considered more sensitive to environmental stress (Pechenik 1999), particularly to abiotic
factors as temperature and salinity which are highly variable in near-shore waters
(Deschaseaux et al. 2010). Currently, among factors which may affect early development,
ocean acidification is of major importance. The CO; partial pressure (pCO,) and calcium
carbonate saturation state (€2) are key abiotic factors controlling the physiology, the behavior
and ultimately the distribution of marine invertebrates (Portner 2008; Widdicombe & Spicer
2008; Doney et al. 2009). Because of the increase in pCO,/decrease in pH and the drop in
carbonate ion (CO32') concentration, ocean acidification is considered as a major threat to
calcifying species by affecting physiological pathways and impairing their ability to build
calcium carbonate shells and skeletons (Feely et al. 2004; Hoegh-Guldberg 2009; Kroeker et
al. 2010; Byrne 2011). Early life stages (embryos, larvae and juveniles) of calcifying species
are thus expected to be highly affected by ocean acidification (Kurihara 2008; Dupont &
Thorndyke 2009) because of their fragile skeletons (Byrne 2011) and their high ratio of
surface exposed to body mass as compared to adults (Bechmann ez al. 2011). Identifying life
history stages that are the most vulnerable to global change is needed to determine bottlenecks
for species persistence and addressing questions of their sensitivities is a major issue in a
changing ocean (Byrne 2011).

Responses to near-future levels of pCO, depend on species, populations, habitats and
developmental stages (Ries ef al. 2009; Dupont et al. 2010a; Byrne 2011; Range ef al. 2012)
and understanding these effects on the early life stages requires taking into account the
complete developmental cycle from egg to juveniles (Dupont & Thorndyke 2009). In
particular, the impacts of elevated pCO,/decreased pH on early life stages have been
investigated in a broad range of species among various taxa, including corals (Chua et al.
2013; Putnam et al. 2013), echinoderms (Dupont et al. 2008; Martin et al. 2011; Padilla-
Gamino et al. 2013), crustaceans (Egilsdottir et al. 2009; Bechmann et al. 2011; Pansch et al.
2013), molluscs (Gutowska & Melzner 2009; Gazeau et al. 2013), and fishes (Moran &
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Stottrup 2011; Munday et al. 2011) with various responses. For example in molluscs, which
have been studied intensively (Gazeau et al. 2013; Parker et al. 2013) for a review),
deleterious effects of increased pCO, were evidenced on fertilization success (Parker et al.
2009; Barros et al. 2013), hatching success (Kimura et al. 2011; Li et al. 2013), larval
survival (Crim et al. 2011; Davis et al. 2013) and growth (Talmage & Gobler 2009; Gaylord
et al. 2011), shell formation (Kurihara et al. 2007; Gazeau et al. 2010), development duration
(Ellis et al. 2009; Van Colen et al. 2012) and settlement (Byrne et al. 2010; Talmage &
Gobler 2010).

Most of the species studied were broadcast spawners which may be considered
particularly vulnerable to ocean acidification because fertilization and complete pelagic larval
life occur in the water column (Byrne 2011; Ross et al. 2011). Whether alternative
reproductive modes are affected in a changing ocean is still poorly documented. Brooding
and/or egg laying in egg masses or capsules are typically assumed to confer protection to the
developing embryos (Przeslawski 2004; Chaparro et al. 2009b). For example, it has been
shown that encapsulated embryos of some gastropod species survived better to salinity stress
than embryos removed from their capsule (Pechenik 1982; Pechenik 1983). Very few studies
explored the effects of decreased pH on benthic egg masses or brooded larvae in molluscs
(Chaparro et al. 2009a), in particular in gastropods (Ellis et al. 2009; Montory et al. 2009;
Allen 2012; Davis et al. 2013). Encapsulation has been hypothesized to protect embryos
against ocean acidification by Ellis ef al. (2009) and Fernandes and Podolsky (2012) who
proposed that the buffer capacity of intracapsular fluids may reduce the potential effect of
extracapsular elevated pCO, seawater.

Native from the Northeast American coast, the slipper limpet Crepidula fornicata,
Linné 1758 (Gastropoda) has been introduced in Europe at the end of the 19™ century, mostly
through oyster farming (Blanchard 1995), and has now become invasive in bays and estuaries
where it reaches very high densities of up to several thousands of individuals per m’
(Blanchard 1997). It has a bentho-pelagic life cycle, original by some points. Benthic adults
form stacks with males at the top and females at the bottom. After internal fertilization,
females brood their embryos in egg capsules during 3 to 4 weeks (Orton 1912; Brante et al.
2009). Capsules are protected between the neck and the propodium of the mother and attached
to the substratum to which the female is fixed (Orton 1912). Each female spawns between 28
and 64 capsules, each of them containing 300 to 500 embryos (Brante ef al. 2009). At the end
of the capsular development, veliger larvae are released at a size of about 400 um in length in

the water column where they spend between 2 and 7 weeks (Pechenik 1984; Rigal 2009).
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After reaching competence (800-1000 um in length), larvae are able to metamorphose and
settle on hard substrata (Pechenik 1984; Rigal 2009).

The objective of this work was to investigate the effects of near-future levels of pCO,
on the development of C. fornicata embryos by studying the shell morphology and
calcification level of released larvae. To ensure that the complete development from the egg
to the released larvae occurred under high pCO,, parents were previously conditioned to the

different pCO, levels.

Methods

Crepidula fornicata adult collection and culture

C. fornicata stacks were collected by SCUBA divers on November, 30" 2011, after the
end of the reproductive period (Richard et al. 2006) in the Morlaix Bay (Northwestern
Brittany, France), at the “Barre des Flots” site (3°53.015'W; 48°40.015'N). They were
transferred directly to the laboratory where they were kept in natural unfiltered seawater
during 6 weeks at ambient temperature which decreased from 13.5 to 10°C over this period.
Then, C. fornicata adults were distributed randomly into eighteen 10 L aquaria making up the
experimental set up (adapted from Noisette et al. 2013b) and reared for 24 weeks (January,
12" 2012 to June, 28" 2012) in three pCO, treatments selected according to the
recommendations of Barry et al. (2010): (i) 390 patm (pHt = 8.07) as the current pCO,
(control), (ii) 750 patm (pHt = 7.82) as a pCO, predicted for the end of the century by the
Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC) (Solomon et al. 2007), and (iii) 1400
patm (pHt = 7.56) as a pCO, 5-fold higher than preindustrial pCO, (280 patm) and predicted
for 2300 (Caldeira & Wickett 2003). The pCO, was adjusted by bubbling CO,-free air
(current control pCQO;) or pure CO; (elevated pCO; treatments) in three 100 L header tanks
supplied with unfiltered seawater pumped in front of the Station Biologique de Roscoff. Each
of the three pCO, treatments had six 10 L replicate aquaria. They continuously received CO,-
treated seawater at a rate of 9 L h™' (i.e. a renewal rate of 90% h™") from the mixing header
tanks. The 18 aquaria were placed in thermostatic baths where temperature was controlled to
within £+ 0.2 °C using 150 to 250 W submersible heaters. C. fornicata adults were grown at
four successive temperature levels: 10, 13, 16 and 19°C, which corresponded to the range of

in situ temperatures typically encountered in our study area (Service d’Observation de la Mer
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et du LITtoral data). Adults were reared for four weeks at each temperature level. Between
two levels, temperature was increased slowly during two weeks by 0.2°C day™.

pCO; and temperature were monitored and controlled by an off-line feedback system
(IKS Aquastar, Karlsbad, Germany) that regulated the addition of gas in the header tanks and
the on/off heater switch in thermostatic bath. The pH values of the system were adjusted from
daily measurements of pH on the total scale (pHrt) in the 18 aquaria using a pH meter (826 pH
mobile, Metrohm AG, Herisau, Switzerland) calibrated using Tris/HCl and 2-
aminopyridine/HCI buffers (Dickson et al. 2007). Slipper limpets were fed three times a week
with a mix composed of stock solution of Chaetoceros gracilis (~15 x 10° cells mL™) and
Isochrysis affinis galbana (~26 x 10° cells mL™). 400 mL of this algal mix were distributed in
batch in each aquarium. Seawater flow was stopped for two hours for allow organism to feed.

Seawater parameters were monitored throughout the experiment. pHt and temperature
were recorded daily. Total alkalinity was measured every four weeks, by HCI 0.01N
potentiometric titration on an automatic titrator (Titroline alpha, Schott SI Analytics, Mainz,
Germany) on 20 mL seawater sampled in the different aquaria. Salinity was also measured
every four weeks, at each temperature, with a conductimeter (LF 330/ SET, WTW, Weilheim,
Germany) and varied between 34.2 + 0.1 and 35.1 £+ 0.1 over the course of the experiment.
The carbonate chemistry of seawater, i.e. dissolved inorganic carbon (DIC), exact pCO, and
saturation state of aragonite (Qa;) were calculated at each pCO; and temperature treatment
using the CO,SYS software (Lewis & Wallace 1998) with constants of Mehrbach et al.
(1973) refitted by Dickson and Millero (1987). Mean values of these parameters are presented
in Table 1.

Larvae collection

In C. fornicata, at the end of the embryonic development, the capsule membrane split
and veliger larvae are released in seawater. To prevent larvae released in different pCO,
treatments from mixing, 200 um mesh size nets closed the overflow outlet of each aquarium.
Offspring presence was checked visually every day to collect larvae within up to 24 hours
post-hatching. When present, larvae were collected by pouring aquarium seawater on a 200

pum mesh sieve, rinsed with seawater and preserved in 96 % ethanol.

Pools of larvae were collected in different crossed pCO, and temperature conditions
between March, 19™ and June, 24™ 2011. Only samples with enough and unbroken larvae

were used. No larvae were emitted at 10°C and the larvae collected at 16°C were not used
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because of low number of unbroken larvae. At 13 and 19°C, a total of 12 samples were

analyzed among the three pCO,; treatments: 3, 1 and 2 samples at 390, 750, and 1400 patm

pCO,, respectively at 13°C and 2 samples at each pCO, level at 19°C.

Table 1: Seawater parameters. Legend: Mean parameters of the carbonate chemistry in each pCO, treatment at
each temperature level. The pHr (pH on the total scale) was measured daily and total alkalinity (At) was
measured every 4 weeks. Other parameters were calculated with the CO,SYS software (Lewis & Wallace 1998).
pCO;,: CO, partial pressure; DIC: Dissolved Inorganic Carbon; Q 4, : saturation state of aragonite

Temperature pHr pCO, Ar DIC Qar
(°0) (natm) (nEqkg") (umol C kg™
n
Mean SE Mean  SE Mean  SE Mean  SE Mean SE Mean SE
(except At)

10°C
390 patm 23 9.7 0.2 8.14 0.01 323 7 2365 2 2138 4 2.47 0.04
750 patm 23 9.8 0.2 7.82 0.01 729 19 2369 2 2270 4 1.33 0.03
1400 patm 23 9.5 0.2 7.55 0.03 1487 75 2377 3 2366 11 0.78 0.08
13°C
390 patm 27 12.9 0.2 8.12 0.02 356 25 2418 2 2167 8 2.76 0.07
750 patm 27 13.0 0.1 7.81 0.01 781 20 2416 2 2304 3 1.48 0.03
1400 patm 27 12.8 0.1 7.53 0.01 1557 43 2422 2 2405 4 0.82 0.02
16°C
390 patm 28 159 0.1 8.08 0.01 376 11 2379 5 2127 5 2.80 0.05
750 patm 28 16.1 0.1 7.82 0.00 748 8 2369 5 2238 2 1.66 0.01
1400 patm 28 16.0 0.1 7.55 0.01 1492 19 2380 5 2345 2 0.94 0.01
19°C
390 patm 23 18.4 0.5 8.02 0.01 550 10 2391 2 2152 5 2.70 0.05
750 patm 23 18.6 0.5 7.77 0.01 858 19 2395 3 2266 4 1.68 0.04
1400 patm 23 18.4 0.5 7.51 0.01 1652 41 2394 3 2359 4 0.96 0.03
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Morphological measurements

Morphological measurements were performed on a random subsample of 40 larvae
when possible or at least 20 larvae of each of the 12 larval pools. Larvae with unbroken shell
were isolated in sterile flat bottom 96-well plates and preserved in pure glycerol following
Auzoux-Bordenave et al. (2010). Each larva was placed on its right side and photographed
under light microscopy using an Olympus Camedia C-7070 camera attached to an Olympus
SZX 12 binocular microscope. Pictures were acquired without autofocus at a x90
magnification. Maximum length, height and projected area of the left side (Figure 1A, B, C,
respectively) were measured by analyzing images with the ImageJ software (Rasband 2012),

after calibration with a stage micrometer.

Figure 9: Morphological parameters. All the measurements were made on larvae lying on their right side. A:
maximal length (L) of the shell (in pm); B: maximal height (h) of the shell (in um); C: projected area of the left
side (in mm?); D: deformity index, a is the angle of the abnormality (in degree) and d, the depth of the
abnormality (in pm).

Abnormalities

In each subsample (see above), veliger larvae with abnormal shell were counted.
Percentage of abnormal larvae was estimated per pCO, treatment by grouping subsamples

from the two temperatures levels due to the few number of samples. A “deformity index” was
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calculated to quantify the intensity of the shell deformity. It was defined as the ratio between
the angle formed by the abnormality and its “depth”, which is the distance between the

theoretical curve of the shell and the forest point of the deformity (Figure 1D).

Shell calcification

8 to 12 larvae per pCO; treatment, randomly chosen among the previous subsamples,
were observed under polarized light microscopy to ascertain birefringence patterns using an
Olympus binocular microscope equipped with polarizing filters. All polarized images were
acquired with an Olympus camera at X100 magnification with 40 ms light exposition.
Birefringence under polarized light is due to the mineral phase composing the shell (Weiss et
al. 2002; Kurihara et al. 2007; Auzoux-Bordenave et al. 2010). In the absence of mineralized
structure, there is no birefringence and the picture looks totally black. Under identical light
conditions, areas appearing more birefringent are expected to contain a much larger
proportion of crystalline calcium carbonate (Weiss ef al. 2002). The intensity of birefringence
of each shell was used as a calcification level proxy in the different pCO; treatments. It was
quantified from pictures by using the Imagel software (Rasband 2012). Pictures of polarized
shells were first transformed in images in greyscale. A mean grey value (in pixel) was
determined for each birefringent zone. All the birefringent zones of the shell were compiled to

obtain a global mean grey value giving the intensity of the birefringence of the whole shell.

Statistics

All statistical analyses were performed using the free software R 2.15.0 version (R
Core Team 2013). Normality and homoscedasticity of the data were first checked using the
Shapiro and Levene tests, respectively. Because of the non-normality, variance heterogeneity
and unbalanced design, morphological parameters were analyzed for each temperature
separately (at 13 and 19°C), using the non-parametric Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s
post hoc test (Zar 1974). Because of the low number of replicates, samples for deformity
index and birefringence intensity were pooled among temperature levels for each pCO,
treatment. The effect of pCO, on these parameters was then analyzed using the Kruskal-

Wallis test and the Dunn’s post hoc test.
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Results

Morphological parameters

pCO; significantly impacted length, height and area of the hatched larvae at both
temperature levels (Figure 2, Table 2). These morphological parameters are related to each
other and were generally affected in the same way by pCO,. At 13°C, length, height and area
were all higher at 750 patm pCO, than at 390 and 1400 patm pCO,. Larvae collected at 1400
patm pCO, showed a decrease of 11 %, in length, 13 % in height and 20 % in area as
compared to control larvae (390 patm). At 19°C, trends were different. Length and height
were the highest at 390 patm pCO, and showed a similar decrease of ca. 5 % at both 750 and
1400 patm pCO,. The highest value of shell area was observed at 390 patm pCO,, and then
decreased by 6 and 11% at 750 and 1400 patm pCO,, respectively.
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Figure 2: Morphological parameters. Boxplots of length, height and left area in the different pCO, treatments.
Unshared letters above bars indicate significant differences between treatments (p < 0.05, Dunn’s post hoc test),
n=46to 139.
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Table 2: pCO, effect on morphological parameters. Summary of the Kruskal-Wallis tests testing the effect of
pCO, on each morphological parameter, at each temperature separately.

13°C 19°C
df H p H p
Length 2 171.25 <0.001 37.35 <0.001
Height 2 184.88 <0.001 16.36 <0.001
Area 2 168.48 <0.001 30.11 <0.001

Abnormalities

Abnormalities were observed in larvae in the form of notches located close to the shell
aperture (Figure 3). The percentage of abnormal larvae increased with the pCO, ranging from
3 to 16 % (Table 3). Abnormalities were 2- and 5-fold more abundant at pCO, of 750 and
1400 patm, respectively, than at 390 patm. Furthermore, different intensities of shell

abnormalities were observed with notches being more or less sharp. The deformity index

varied between 0.02 (750 patm pCQO,) and 0.17 (1400 patm pCO,) and was not significantly
different between the different pCO, treatments (Kruskal-Wallis test, df = 2, H = 2.761, p =
0.251).

Figure 3 : Shell abnormalities. Different intensities of shell abnormalities observed among the samples. A, B,
C, and D present the whole larvae, whereas E, F, G, and H show the detail of their respective abnormality.

- 186 -



Table 3: Percentages of abnormal larvae in each pCO, treatment

pCO; condition 390 patm 750 patm 1400 patm
Total larvae observed 239 148 127

Total abnormal larvae 7 9 20
Percentage of abnormal larvae 2.93% 6.08% 15.75%

Among the larvae observed under polarized microscopy (see below), some of them
presented deformities. These abnormalities appeared less birefringent, and even not calcified

as revealed by the lack of birefringence in these parts of the shell (Figure 4).

Figure 10: Shell abnormalities under normal (A, C, and E) and polarized (B, D, and F) light. A-B are
pictures of a normal larva presenting the characteristic black cross of birefringence. C-D and E-F present
different abnormalities observed among the samples, with arrows indicating less calcified zones

Shell calcification

Pictures taken under polarized light (Figure 5) suggested that the intensity of the
birefringence decreased with the increase in pCO,. The measure of birefringence intensity by
using the mean grey values estimated for each shell clearly confirmed this observation
(Kruskal-Wallis test, df = 2, H=21.685, p < 0.001). Calcification was the highest at 390 patm
pCO,, intermediate at 750 patm pCO; and the lowest at 1400 patm pCO, (Figure 5).
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Figure 5: Birefringence intensity. Pictures under polarized light at the top present birefringent patterns in the
different pCO, treatments. Boxplots represent the mean grey value of the shells (in pixel) in the different pCO,
treatments. Unshared letters above bars indicate significant differences between treatments (p < 0.05, Dunn’s
post hoc test), n = 8 to 12 larvae per condition

Discussion

In the context of the predicted acidification of the oceans, the integration of pCO,
effects across all the developmental stages from fertilization to settlement and beyond is
essential, especially because early life stages may respond to environmental stressors in a
different way than adults. If acute exposure of early life stages brings many interesting
information (Chan et al. 2011; Dineshram et al. 2013; Kim et al. 2013; Pansch et al. 2013), it
may not represent the conditions they will face in the “real” environment. Results obtained
from high pCO, acclimation across different life stages often differ from those arising from
acute exposure of a given stage. For example, it has been shown that oyster D-veliger larvae
grown from egg fertilized at elevated pCO, were more drastically impacted than those first
produced at ambient pCO, and then reared later (embryo stages) at high pCO, (Parker ef al.
2010). Keeping the parents under different pCO, conditions before fertilization up to larval

release allowed the whole development to be achieved under different stressor levels. To our
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knowledge, only Dupont ef al. (2012) on sea urchins, Parker et al. (2012) on molluscs and
Vehmaa ef al. (2012) on copepods acclimated the adults to high pCO, during the reproductive
conditioning before studying larvae in the same pCO; conditions. In our study, the effects of
elevated pCO, were integrated along all the embryonic stages before the release of veliger
larvae.

pCO; effects were first investigated on the shell morphology of the hatched larvae. The
size (length, height and area) of the released larvae decreased with the increasing pCO, at
both 13 and 19°C, particularly at 1400 patm pCO,. A noticeable exception was observed at
13°C and 750 patm pCO; with an increase of the mean size of the larvae (Figure 2) which
were from a single clutch. It is well known that different maternal investment can lead to
between-female variations in hatching size in several calyptraeid species (Chaparro et al.
1999; Chaparro & Flores 2002; Collin 2010). The observation at 13°C and 750 patm pCO;
might thus be explained by an overrating of the larval size if the clutch only contained
particularly large larvae. Egg and hatching size are also known to be influenced by
temperature in some calyptraeids (Collin & Salazar 2010). Our observations might thus have
resulted from the interaction between temperature and pCO,, as reported by Talmage and
Gobler (2011) in Argopecten irradians and Mercenaria mercenaria larvae. Unfortunately this
could not be tested in this study.

Even if in some rare cases elevated pCO, did not impact larval morphology and
growth (Gazeau et al. 2011; Thiyagarajan & Ko 2012), a correlation between high pCO; and
lower size has been evidenced in most bivalve and gastropod species studied to date (Table
4), pCO; impacting sometimes the shape of the larval shell (Ellis et al. 2009). As observed
here for length and height at 19°C (-5 % in the two high-pCO, treatments), shell lengths of
Crassostrea gigas veliger larvae were smaller under elevated pCO,, but were similar in
conditions of pH lowered by 0.4 and 0.7 pH units (Barros et al. 2013). Smaller size and
delayed shell growth be may explained by problems in shell deposition, delayed periostracum
formation and/or increased shell dissolution as hypothesized by Watson et al. (2009).

Such processes may lead to development abnormalities and to an increase in their
frequency under elevated pCO;. Some few (3 %) C. fornicata larvae in the control group (390
patm pCO,) showed gentle shell abnormalities in the form of a notch close to the aperture
(Figure 3A). The frequency of this abnormality increased under high pCO,, being 2-fold more
frequent at 750 patm pCO; and reaching 15.6 % at 1400 patm pCO,. The intensity of shell
abnormality, estimated from the deformity index, did not vary significantly with increasing

pCO; even if the sharper shell deformities were detected at the highest pCO; condition (1400
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patm). The occurrence of abnormal shells is a common response in mollusc larvae exposed to
elevated pCO,. In bivalves for example, abnormalities can occur as shell hinge and edge
deformities (Andersen et al. 2013), irregular-shaped shells (Kurihara et al. 2007) or
protruding mantle (Kurihara et al. 2009). The frequency of abnormalities can reach 40% of
shell deformities in Pecten maximus larvae reared at 1250 patm pCO; (Andersen et al. 2013),
and even 90 % of abnormal D-veligers in Saccostrea glomerata at 1000 patm pCO, (Parker et
al. 2009). In gastropods, larval shells were considered abnormal when shells were too small to
fully cover the soft body (Li et al. 2013) or when dissolution zones were observed at the edge
of the aragonitic larval shell (Kimura et al. 2011), with frequencies of abnormality ranging
from 20 % in Haliotis discus hannai at 1650 patm pCO;, (Kimura et al. 2011) to 40 % in
Haliotis kamtschatkana at 800 patm pCO, (Crim et al. 2011). At extremely high pCO, (>
1700 patm), some abalone larvae were even unable to precipitate a calcareous shell (Byrne et
al. 2010; Crim et al. 2011).

Such abnormalities may be due to different processes: (i) the production of amorphous
CaCOs; may be impacted by damages to embryonic ectodermic cells and/or (ii) seawater
corrosion may induce shell dissolution, affecting the strength and calcification of some parts
of the shell (Barros et al. 2013). Here, the larval shell calcification was investigated at each
pCO; condition through the observation of the veliger aragonitic shell under polarized light
(Weiss et al. 2002). The characteristic dark cross observed in each larval shell (Figure 4B)
indicated a radial arrangement of the aragonite crystals (Schonitzer & Weiss 2007) and did
not have been considered as non-crystalline zone. The intensity of birefringence was used as a
proxy of mineralization because the more intense the birefringence, the more crystalline and
calcified the shell. Abnormalities observed under polarized light appeared less birefringent
than the rest of the shell (Figure 4D) which suggested that deformities were likely less
calcified as proposed by Barros et al. (2013).

The birefringence intensity of the larval shells decreased with increasing pCO,, and
was significantly lower at 1400 patm pCO,. This drop in birefringence revealed a decrease in
calcification which may be related to a less mineralized matrix (Marxen ef al. 2003), or more
likely to a reduction of shell thickness (Schonitzer & Weiss 2007). Our data did not allow us
to discriminate between these two hypotheses but previous work has already reported the
decrease of shell thickness under high pCO; in bivalve larvae. For example, Gazeau et al.
(2010) evidenced through scanning electron microscopy measurements a decrease in
thickness of 12 % in Mytilus edulis larvae in 745 patm pCO,. Talmage and Gobler (2010)

reported a decrease in thickness of Mercenaria mercenaria (-43 %) and Argopecten irradians

- 190 -



(-47.5%) larval shells after 17 days of development at 1500 patm pCO,, which was associated
to an impact on the integrity and the connectedness of the hinge structure. A decrease of 5.7%
in shell thickness of brooded larvae of the oyster Ostrea chilensis has also been observed
following a decrease in pH (down to 6.56) within the mother’s pallial cavity due to valve
closure under salinity stress (Chaparro et al. 2009a).

The decrease in the larval size and calcification level might be due to reduced CaCOs
saturation or hypercapnic suppression of metabolic pathways implied in calcification process
(Byrne 2011). Very little is known about the conditions occurring along the intracapsular
development and how acidified seawater can affect encapsulated embryos. Previous studies
have shown that egg capsules of some gastropods, including C. fornicata, are permeable to
water and ions (e.g. Pechenik 1982; Eyster 1986; Maeda-Martinez 2008) and it can be
assumed that the capsule wall in C. fornicata is almost impermeable to gas because of its low
O, conductance (Brante et al. 2008). Under “normal” conditions, embryos will progressively
be exposed to hypoxia (Brante et al. 2008) and hypercapnia because of their respiration,
which might lead to low intracapsular pH, as reported in other gastropod species (De Mahieu
et al. 1974), without altering development (Brante et al. 2009). Under elevated pCO,,
diffusion of more protons (H') from external seawater to intracapsular medium may likely
alter the intracapsular carbonate chemistry, thus enhancing metabolic acidosis. Similar
acidosis can be observed under low salinity stress. For example, a decrease in pH down to 6.4
was recorded within the pallial cavity of the calyptraeid Crepipatella dilatata (Chaparro et al.
2009b; Montory et al. 2009), leading to the partial shell decalcification of the brooded
encapsulated embryos (Montory et al. 2009). This decalcification may result in the release of
some carbonate ions (CO5”) which could link to free H to form bicarbonate ions (HCO5")
thus buffering the intracapsular acidosis and limiting the drastic pH effects on larval
metabolism. This potential buffering role in combination with the decrease in CaCOj;
saturation state are likely to impact shell calcification. Such processes were also hypothesized
to buffer acidosis resulting from anaerobiosis in C. fornicata (Maeda-Martinez 1987) and thus
likely explain our observations.

Altogether, our results showed that despite the potential protective role provided by
encapsulation and brooding, elevated seawater pCO, impacted the shells of the released larvae
in C. fornicata. However, C. fornicata larvae seemed to be less affected than other mollusc
larvae, showing an overall low abnormality rate and low decrease in size. This low sensitivity
might be due to resistance mechanisms existing in other molluscs such as the proton pump

described in the cephalopod Sepia officinalis which permits an active excretion of H' out of
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the egg capsule (Melzner et al. 2009). This has to be investigated in the future, for example by
studying intracapsular fluid characteristics under future scenarios of ocean acidification.

The effects of elevated pCO, observed on C. fornicata larvae released from capsules
may imply critical ecological consequences for their subsequent planktonic life and benthic
settlement. Production of smaller larvae with weaker shell strength may increase vulnerability
of larvae to predation and physical damages (Gaylord et al. 2011). Furthermore, larvae
physiologically stressed during their development by various abiotic factors sometimes delay
metamorphosis and settlement (Miller ez al. 2009), staying longer in the water column which
lead them to be more exposed to predators and diseases (Hickman 1999; Hickman 2001;
Miller et al. 2009). In addition, reduced size in developmental early stages of may affect the
juvenile survivorship and fitness, and may reduce abilities to competition (Anil et al. 2001;
Pechenik 2006). Even if this study underlined that C. fornicata larvae might be more resistant
to high pCO, conditions than other mollusc species, more studies on early life stages and
particularly transition processes between them (e.g. metamorphosis) are needed to identify the
potential tipping points and demographic bottleneck of this species in an ocean acidification

context.

k%
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Table 4: Litterature review of the reports of negative impacts of high pCO, on morphological parameters in mollusc larvae

Species (veliger stage) Measured parameter pH conditions pCO; (natm) % decrease due to pCO, Study

BIVALVES

Crassostrea gigas shell length pHugs 7.4 2268 decrease Kurihara et al. 2007
Crassostrea gigas shell length pHnps7.8 1000 16% Parker et al. 2010
Crassostrea gigas shell lenght and height pHxgs 7.76, 7.37 1386, 3573 10.60% Barros et al. 2013
Crassostrea gigas shell area pHugs 7.7, 7.4 1497, 2386 18.7 -29% Ko et al 2013
Crassostrea virginica shell length pHr 7.84, 7.49 ~ 650, 1500 16.70% Talmage & Gobler 2009
Crassostrea virginica shell area pHxgs 7.76 840 16% Miller et al. 2009
Ostrea lurida shell growth pHr7.76 1000 5-14% Hettinger et al. 2013
Saccostrea glomerata shell length - 1000 22% Parker et al. 2009
Saccostrea glomerata shell length pHngs7.8 1000 34% Parker et al. 2010
Saccostrea glomerata shell length pHngs7.9 856 31.6- 1.3% Parker et al. 2012
Saccostrea glomerata antero posterior length pHxgs 7.8, 7.6 508.8, 775.6 8.7-63% Watson et al. 2009
Saccostrea glomerata dorso ventral length pHxgs 7.8, 7.6 508.8, 775.6 75-51% Watson et al. 2009
Mytilus californianus shell area pHngs 7.75 970 5-7% Gaylord et al. 2011
Mytilus edulis shell length pHxgs 7.8 1200 4.5-6% Gazeau et al. 2010
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Mytilus edulis

Mytilus galloprovincialis
Argopecten irradians
Argopecten irradians
Argopecten irradians
Pecten maximus

Pecten maximus
Macoma balthica
Macoma balthica
Mercenaria mercenaria
Mercenaria mercenaria
GASTROPODS
Littorina obtusata
Haliotis discus hannai
Haliotis discus hannai
Haliotis kamtschatkana
Crepidula fornicata
Crepidula fornicata

Crepidula fornicata

area size

shell length and height

shell length
diameter

shell length
shell length
shell height
shell length
shell length
shell length

diameter

shell length
shell length
shell length
shell length
shell length
shell height

shell area

pHxgs 7.6
pHngs 7.4
pHr 7.84, 7.49
pHr(?) 7.5
pHsw 7.39
pHngs(?) 7.51
pHngs(?) 7.51
pHngs 7.7, 7.2
pHngs 7.8, 7.5
pHr 7.84, 7.49

pHr(?) 7.5

pHxgs(?) 7.6
pHr(?) 7.71
pHxgs 7.6, 7.3
pHxgs(?) 8.07
pHr7.8,7.6
pHr 7.8, 7.6

pH; 7.8, 7.6

1388 - 1493
2000
=~ 650, 1500
1500
1987
1627
1627

1700, 4400

=~ 650, 1500

1500

1050
1224.6,2543.6
800

750, 1400
750, 1400

750, 1400

7-8%

26 - 20%

50%

30.7%

18.9 - 7.5%

10%

5%

4.3-8.5%

16.2 -16.9%

22.70%

25.5%

10%

2.50%

decrease

5%

5.3-10.7

2.6-13.1

6.2-19.8

Bechmann et al. 2011
Kurihara et al. 2009
Talmage & Gobler 2009
Talmage & Gobler 2010
White et al. 2013
Andersen et al. 2013
Andersen et al. 2013
Jansson ef al. 2013

Van Colen et al. 2012
Talmage & Gobler 2009

Talmage & Gobler 2010

Ellis et al. 2009
Kimura et al. 2011
Lietal 2013
Crim et al. 2011
Present study
Present study

Present study

! pHxgs: pH on the NBS scale; pHr: pH on the total scale; pHgyw: pH on the seawater scale
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Partie 2 : Crépidules Chap 3 : Réponses des jeunes stades a [’AO

2.3 Processus hypothétiques controlant I’équilibre acido-basique dans les capsules de

crépidule

Les hypothétiques réactions se produisant dans les capsules embryonnaires de C.
fornicata (Figure 113-3) ne semblent pas avoir de conséquences drastiques sur la formation de
la protonconque des embryons. En revanche, apres avoir été libéré des capsules, les larves
véligeres se retrouvent libres dans la colonne d’eau, directement sous influence des parameétre
physico-chimiques environnants. Cette nouvelle écophase est susceptible de présenter une

sensibilité différente au phénomene d’acidification des océans.

Acidification des océans Milieu
1"."!H'{x‘(‘({f’l\'ll}ru‘ﬂ't’
H T O,'ﬁ, Milieu extérieur
US,'OO Respiration (Eau de mer)
embryonnaire
H+

7 [lH“] /7 pCO2 >€>
|

Acidose / [H°] -
J Excrétion ?
Effet tampon H => H =
1 active
/' [HCO;]
Paroi de
la capsule

)+ Cg°" «— CaCO,

Dissolution coquille

Embryons

Figure II3-3: Hypothéses de mécanismes de régulation acido-basique dans la capsule. La respiration
embryonnaire augmente la pCO, a lintérieur de la capsule. Cette augmentation fait diminuer le pH
intracapsulaire, induisant une acidose partielle du fluide intracapsulaire. Dans un contexte d’acidification des
océans, des ions H' excédentaires pourraient diffuser a I’intérieur de la capsule et aggraver I’acidose
intracapsulaire. Dans ces conditions, la dissolution des coquilles embryonnaires induirait une augmentation des
ions HCOj™ qui viendraient partiellement tamponner ’acidose. D’autres mécanismes comme une excrétion active
des ions H" pourrait exister chez C. fornicata, permettant de diminuer les effets drastiques de 1’acidose dans un
contexte d’acidification des océans.
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3. Impact de ’augmentation de la pCO, sur la survie, la croissance et le

métabolisme de larves véligéres de Crepidula fornicata

3.1 Contexte général

N’ayant pu mettre les larves issues des parents acclimatés aux différentes conditions
de pCO; en culture afin de pousser plus loin I’étude de I’augmentation de la pCO, sur le cycle
de vie de la crépidule, une deuxieme étude a été réalisée sur des larves obtenues a partir
d’adultes du milieu naturel, non préalablement acclimatés. Ces larves ont été soumises a deux
conditions de pCO, ¢élevée et leur croissance ainsi que leur métabolisme ont été observés
durant tout leur développement larvaire jusqu’a la métamorphose en juvéniles. Bien que cette
¢tude ne tienne pas compte d’effets potentiels d’acclimatation ou d’effets mémoire, la réponse
des larves face a une diminution soudaine du pH permet d’observer les capacités de résistance

des stades de vie précoce de I’espéce Crepidula fornicata déja mis en évidence sur les adultes.

Figure I13-4: Jeune larve de crépidule (stade véligére)

3.2 Introduction

La phase planctonique larvaire est un stade du cycle de développement des espéces
d’importance majeure en termes de dynamique de population des especes a cycle bentho-
pélagique. La dispersion des phases pélagiques minimise la compétition pour la nourriture,
facilite la colonisation de nouveaux habitats et favorise le brassage génétique ce qui réduit les
chances d’extinction de I’espece et aide a la pérennité des populations (Pechenik 1999). Les

larves sont des stades morphologiquement et écologiquement distincts des adultes et réputées
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particuliérement sensibles aux stress abiotiques. Dans un contexte de changement global, les
stades larvaires d’organismes calcifiants sont susceptibles d’étre particulierement exposés a
I’acidification des océans a cause de leur squelette fragile (Byrne 2011) et du rapport volume
expos¢ sur masse (Bechmann et al. 2011). Les effets négatifs de 1’AO sur les larves sont donc
susceptibles de créer des goulets d’étranglement des populations de mollusques calcifiants
(Dupont et al. 2010a; Byrne 2011) notamment en influant sur la métamorphose et le

recrutement des futurs juvéniles (Cigliano ef al. 2010; Talmage & Gobler 2012).

Contrairement aux embryons encapsulés, la coquille des larves émises est en contact
direct avec I’eau du milieu et donc directement soumise aux conditions de diminution du pH,
de la concentration des ions COs> et de 1’état de saturation des carbonates générés par
I’augmentation de la pCO,. De nombreuses études ont mis en évidence la grande sensibilité
des larves de mollusque a I’augmentation de la pCO; notamment a travers la mesure du taux
de survie (Gazeau et al. 2010; Crim et al. 2011; Kimura et al. 2011; Timmins-Schiffman et al.
2012), de Ia taille de la coquille (Watson et al. 2009; Parker et al. 2010; Sunday et al. 2011;
Parker et al. 2012) et de son épaisseur et résistance (Talmage & Gobler 2010; Gaylord et al.
2011), du taux d’anomalies et malformations (Parker et al. 2009; Bechmann et al. 2011; Crim
et al. 2011; Kimura ef al. 2011), ou encore de taux métaboliques comme la respiration (Ko et
al. 2013) ou la filtration (Bechmann et al. 2011; Vargas et al. 2013). Bien que les larves
semblent étre des stades de vie trés sensibles a I’augmentation de pCO,, de récentes études
chez les mollusques ont montré que des diminutions modérées de pH n’avaient aucun effet
sur la croissance des larves de certaines huitres comme Crassostrea ariakensis (Miller et al.

2009) ou Crassostrea angulata (Thiyagarajan & Ko 2012).

Les mécanismes associés a la réponse des larves a 1’acidification des océans sont
encore peu connus. Quelques études de protéomique et de génomique (O'Donnell et al. 2009;
O'Donnell et al. 2010; Zippay & Hofmann 2010; Martin ef al. 2011; Kurihara et al. 2012;
Dineshram et al. 2013; Padilla-Gamino et al. 2013) ont montré que 1’augmentation de la
pCO, pouvait provoquer des modifications de voies métaboliques, notamment celles associées
a la biominéralisation, la squeletogenése, le métabolisme énergétique, la respiration ou la
régulation de molécules chaperonnes (Ross et al. 2011). Les génes intervenant dans les
processus de biominéralisation ont ét¢ sous exprimés chez des larves de I’oursin Lyftechinus
pictus alors que certains génes de la régulation ionique ont été surexprimés sous des
conditions ¢élevées de pCO, (O'Donnell et al. 2010). Chez Crassostrea angulata, une

diminution de 0,5 unités pH a causé la sous ou non expression de 71 protéines (Dineshram et
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al. 2013). A I’inverse, la diminution de pH n’a eu aucun effet sur I’expression de deux génes
intervenant dans la calcification de la coquille (ap24 et engrailed) chez 1’ormeau Haliotis
rufescens (Zippay & Hofmann 2010). La diversité de ces études montrent que les réponses a
I’acidification des océans sont trés spécifiques des espéces et dépendent fortement des génes

et protéines ciblées dans les études.

Chez la crépidule, la durée de vie larvaire peut varier de 2 a 7 semaines en fonction de
différents facteurs environnementaux (Pechenik 1984; Rigal 2009). Cette longue phase
planctonique confére a cette espéce un fort pouvoir de dispersion, caractére majeur pour une
espece invasive, mais expose aussi les larves de manicre trés importante aux stress biotiques
et abiotiques de la colonne d’eau. Pour cette étude, des larves de Crepidula fornicata ont été
obtenues en laboratoire a partir de femelles issues du milieu naturel apres induction de ponte
par augmentation de la température et de la quantité de nourriture. Les larves collectées ont
été élevées en cylindro-coniques de culture dans deux conditions élevées de pCO,. La densité,
la croissance et la respiration larvaires ont été suivies tout au long du développement des
larves jusqu’a leur transformation en juvéniles afin d’observer les effets de 1’augmentation de
la pCO, sur ces stades réputés sensibles. Des analyses d’expression de génes sont en cours
pour observer la régulation de certains génes et protéines cibles chez les larves de crépidule

sous conditions de pCO, élevées.

3.3 Matériel et méthodes
a- Récupération des larves

Des chaines de crépidules ont été prélevées a la drague le 6 février 2013 sur le site de
la Barre des Flots en Baie de Morlaix. Une trentaine de chaines d’une taille moyenne de 6
individus ont ét¢ sélectionnées puis maintenues en laboratoire dans un systéme semi ouvert
dans une eau de mer filtrée sur 20 pm a une température de 16°C. Les crépidules étaient
nourries tous les deux jours avec un mélange de deux especes de microalgues, Chaetoceros
gracilis (~ 15 x 10° cells mL™) et Isochrysis affinis galbana (~ 26 x 10° cells mL™") produites
a la Station Biologique de Roscoff.

L’augmentation de la température et I’apport important de nourriture constituent une
technique utilisée a la station Biologique de Roscoff depuis plusieurs années pour obtenir des

pontes de crépidules désaisonnalisées. Des pontes de capsules embryonnaires ont été induites
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en sortant de I’eau pendant 2h des crépidules adultes maintenues en laboratoire. Aprés deux
semaines d’incubation et de maturation des capsules embryonnaires, un éveénement
d’émission larvaire important (25 mars 2013) a permis de récupérer, apres filtration sur tamis,

un peu plus de 96 000 de larves.

b- Systéeme expérimental

Aprés avoir concentré les larves dans une éprouvette de 500 mL, la concentration
larvaire a été¢ déterminée par comptage des individus vivants sous loupe binoculaire. Les
larves ont ensuite été également réparties a raison d’environ 16 000 larves dans chacun des six
bacs cylindriques appelés “cylindros coniques” constituant le systeme expérimental (Figure

113-5).

Les larves ont été maintenues dans deux conditions de pCO,: 390 patm, pCO,
atmosphérique actuelle et 1400 patm, scénario de pCO; élevée prévu pour 2300 (Calderira &
Wickett 2003). L’expérimentation a été réalisée dans une salle thermostatée maintenue a une
température constante de 18°C. La pCO, était régulée dans des bacs tampons d’environ 50 L
par bullage d’air appauvri en CO; par passage sur chaux sodée (condition 390 patm) ou par
bullage de CO;, pur (condition 1400 patm). Chaque bac, brassé¢ bar un bullage d’air
additionnel, alimentait un triplicata de cylindros par des pompes. L.’eau arrivant par le fond du
cylindro retournait dans le bac tampon par un systéme de surverse protégé par un tamis (pour
éviter que les larves ne tombent dans le bac de régulation). Les larves ainsi maintenues dans
les cylindros ne sédimentaient pas sur le fond grace au léger courant d’eau. Les valeurs de pH
du contréleur autonome IKS étaient ajustées en fonction des mesures quotidiennes de pH
effectuées dans chaque cylindro avec un pH-metre (826 pH mobile, Metrohm AG, Herisau,
Switzerland) calibré avec des tampons Tris/HCl et 2-aminopyridine/HCl (Dickson et al.
2007). L’alcalinité (At) de ’eau a été déterminée au début et a la fin de ’expérience dans
chaque cylindro par titration potentiométrique a I’HCI 0,01N (titrateur automatique Titroline

alpha, Schott SI Analytics, Mainz, Allemagne).

Les larves ont été ¢levées dans ce systeme pendant 20 jours (25 mars — 13 avril 2013),
jusqu’a I’apparition des premiers stades juvéniles fixés sur les parois des cylindros. Durant
cette période, les larves ont été nourries quotidiennement avec un mélange de microalgues C.

gracilis et I. affinis galbana a raison de 100 mL par cylindro (méme mélange que pour nourrir
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Partie 2 : Crépidules Chap 3 : Réponses des jeunes stades a I’AO

les adultes cf article 4). Tous les deux jours, 90 % de I’eau du systéme était renouvelée avec

de I’eau de mer filtrée sur 20 um

Cylindro
conique

Controleur
autonome

IKS {
I
Bullage Bullage

air appauvri CO, pur
en CO,

Figure I13-5: Systéme expérimental larvaire (schéma a gauche et photo a droite).

c- Densite

Tous les deux jours, a partir du 25 mars 2013, les densités de larves vivantes et mortes
ont été estimées pour chaque cylindro. Aprés filtration sur des tamis de maille 400 um, les
larves ont ensuite été concentrées dans une éprouvette de 200 mL afin de prélever un triplicat
d’échantillons de 1 mL. La quantité¢ de larves vivantes et mortes était comptée sous loupe
binoculaire pour chaque prélevement afin d’estimer une densité moyenne de larves contenue

dans le cylindro.

d- Croissance

La croissance larvaire dans chaque condition de pCO, a été estimée a partir des
mesures faites sur les larves vivantes des échantillons prélevés pour la densité et sur les larves

utilisées pour les mesures de respiration (voir ci-dessous). La longueur droite de la face
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gauche de chaque larve (voir Figure 1A de I’article n°5) a été mesurée sous loupe binoculaire

a I’aide d’un oculaire micrométrique par le méme observateur.

e- Respiration larvaire

Tous les deux jours a partir du 26 mars 2013, des larves étaient sélectionnées
aléatoirement dans chaque cylindro afin d’effectuer des mesures de respiration larvaire. Entre
1 et 20 larves (suivant la taille des larves) étaient ensuite enfermées dans des fioles de 1 mL a
fond conique, dans de 1’eau provenant de leur propre cylindro, sans aucune bulle d’air entre le
bouchon et I’eau. Chaque fiole était bouchée par un opercule en téflon pouvant étre percé et
accessible par un trou dans le bouchon (Figure I13-6). Les fioles contenant les larves étaient
ensuite placées sur une plaque d’agitation et incubées pendant 3h afin de mesurer la

consommation d’oxygene des larves.

Figure II3-6: Mesure de respiration larvaire. Seringue contenant une fibre optique de résolution 50 pum
(Presens, Regensburg, Germany) transpercant 1’opercule en plastique/téflon d’une fiole de 1 mL a fond conique
contenant les larves.

La respiration larvaire (R) a été calculée grace a des mesures d’oxygéne en début et fin
d’incubation, effectuées a 1’aide d’une microsonde a O, (Needle-Type Oxygen Microsensors,

Presens, Allemagne) puis standardisée a une taille commune selon la formule suivante :

1o,
At X n XL
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ot R est le taux de respiration larvaire (en pmol O, um™ min™), AO, est la différence de
concentration en oxygéne entre le début et la fin de ’incubation (en pmol O, mL™), At est la
durée de I’incubation (en min), n est le nombre de larve dans la fiole et L est la longueur

moyenne des larves incubées (en pm).

3.4 Résultats
a- Paramétres de [’eau de mer

Les différents parametres de 1’eau de mer mesurés et calculés au cours de I’expérience
sont présentés dans le tableau I13-2. La pCO, de 390 patm n’a pu étre maintenue dans le
systéme a cause de la mauvaise ventilation de la piece. La pCO, moyenne calculée dans cette
condition qui devait étre la condition témoin est donc plus proche de 750 patm, scénario le
moins pessimiste prédit par I’IPCC pour 2100. Dans aucun des deux traitements 1’état de

saturation n’a été inférieur a 1.

Tableau I13-2: Parameétres moyens du systéme des carbonates pour chaque traitement de pCQO,. Le pH sur
I’échelle totale (pHt) a été mesuré quotidiennement et 1’alcalinité totale (Ar) en début et fin d’expérience. La
pCO, (pression partielle de CO,) et Q,, (état de saturation des carbonates pour 1’aragonite) ont été calculés avec
le logiciel CO,sys.

pHr Temperature (°C) Ar pCO, Qar
(uEq L) (matm)
pCO, actuelle (390 patm) 7,82 +0.02 18,3+0.1 2405 +2 773 + 50 1,87 + 0,07
pCO, élevée (1400 patm) 7,54 +0.03 18,1+0.2 2405 +2 1584 +97 1,04 £ 0,07

b- Densité

Sur une densité initiale d’environ 16 000 larves par cylindro, seules quelques dizaines
sont arrivées a la métamorphose et au stade de juvéniles au bout de 20 jours de
développement. Le nombre de larves vivantes a diminué¢ de maniére similaire dans les deux
conditions de pCO, (test de Mann-Whitney, n = 81, t = 7141, p = 0,071). La mortalité
naturelle élevée des larves n’a donc pas été affectée de maniere significative par la diminution

de pH (Figure 113-7).
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Figure I13-7: Densité larvaires au cours du temps dans les deux conditions de pCQO, testées.

c- Croissance

Durant les 20 jours d’expérimentation, les larves sont passées d’une taille de 450 um
de long environ a une longueur supérieure a 900 pm. La croissance s’est effectuée de maniére
linéaire avec cependant une différence significative de taille entre les larves a 550 patm et
celles a 1400 patm (test de Mann-Whitney, n = 1295, T =1 696 063, p < 0,001). La pCO, a
donc eu un effet significatif sur la croissance larvaire (Figure 113-8). La croissance larvaire
estimée a partir de la pente de la droite tracée pour la condition 550 patm est de 24,26 um

jour™ alors que celle pour la condition 1400 patm est de 20,00 pm jour™.

d- Respiration larvaire

La respiration normalisée a la taille des larves est restée constante sur les 13 premiers
jours de I’expérimentation puis a ensuite brusquement augmenté a partir du 7 avril 2013 et ce
jusqu’a la fin de I’expérience (Figure 113-9). Cependant, aucun effet de la pCO; n’a été mis en

évidence sur I’ensemble des taux de respiration calculés (test de Mann-Whitney, n = 51, t =

2551, p=0,413).
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Partie 2 : Crépidules Chap 3 : Réponses des jeunes stades a I’AO
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Figure I13-8: Taille moyenne des larves au cours du temps dans les deux conditions de pCO, testées.

250 +
[ pCO, 550 patm (pH 7.8)
@ pCO, 1400 patm (pH 7.6)

.~ 200 A
=
£
15

< 150 -
o
©
E
=

c 100 A
]
o
a
w
i)

o 50

0 .

Gl ] e ] ] e U] G >
AT AT N G s
F & § &S
¥ % $ 3 g & S & N

Date

Figure 113-9: Respiration larvaire au cours du temps dans les deux conditions de pCO, testées
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3.5 Discussion

A cause d’une mauvaise aération de la salle d’expérimentation, la condition 390 patm
pCO; n’a pu étre atteinte malgré un bullage important d’air appauvri en CO,. La pCO,
moyenne de la condition “témoin” était donc de 750 patm (correspondant a un pHr de 7,8).
Ce traitement ne peut donc étre considéré comme représentatif de la condition actuelle de
pCO, dans I’atmosphere mais doublement de la pCO, (par rapport a la pCO, actuelle)
constitue une diminution de pH de 0,3 unités prévue pour la fin du si¢cle (Solomon et al.
2007). Cependant, un premier ¢levage larvaire réalisé au printemps 2011 dans des béchers de
5 L, dans les mémes conditions de température et de nourrissage, a montré qu’il n’y avait pas
de différence de taille entre des larves maintenues a 430 et 760 patm. L’¢élevage n’a duré que
4 jours suite a d’importantes mortalités spontanées dans les conditions de pCO; les plus
¢levées (1380 et 2600 patm correspondant respectivement aux pHs 7,57 et 7,31) mais aucun
effet pCO, n’a pu étre détecté sur la croissance larvaire. De plus, parmi les études recensant
les effets d’une diminution de 0,1 ou 0,2 unités pH par rapport au pH actuel sur la taille des
larves ou la croissance larvaire (7 études dans Gazeau et al. 2013) plus de la moiti¢ ont
montré qu’il n’y avait pas de différence entre la condition témoin et celle ou le pH avait été
diminué. En prenant en compte ces divers éléments, on peut ainsi estimer que la condition 750
patm, méme si elle est différente de la condition de pCO, actuelle ne constitue pas un stress

marqué pour les larves de crépidules.

La quantité de larves vivantes, au départ d’environ 16 000 larves par cylindro, a chuté
au cours du temps dans les deux conditions de pCO; pour finir a seulement quelques dizaines
d’individus en fin d’expérience. La forte mortalité est une constante de la phase de vie
larvaire qui peut étre accentuée par la densité de larves (Rumrill 1990). Cependant, aucun
effet significatif de la pCO; n’a pu étre mis en évidence sur I’abondance de larves vivantes
dans les deux conditions. La survie larvaire est un paramétre qui peut étre affecté¢ (Talmage &
Gobler 2009; Watson et al. 2009; Parker et al. 2012; Barros et al. 2013; White et al. 2013) ou
non (Gazeau et al. 2010; Kimura et al. 2011) par ’augmentation de la pCO, suivant les
especes. Dans notre étude, la survie des larves est faible mais identique dans les deux

traitements ce qui n’empéche pas que la pCO, ait impacté le métabolisme des larves.

Les taux de respiration larvaire mesurés dans notre étude n’ont pu étre comparés a
ceux obtenus sur la méme espéce dans d’autres ¢études a cause d’unités non homogenes

(Pechenik 1980; Dobberteen & Pechenik 1987; Eyster & Pechenik 1988) ni a d’autres larves
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de mollusques par manque de données dans la littérature. Cependant, a taille égale (500 pm),
le taux de respiration moyen des larves de crépidules (12 pmol O, h™ individu™) est du méme
ordre de grandeur que celui mesuré chez d’autres larves d’invertébrés comme les oursins
Sterechinus neumayeri (environ 15 pmol O, h™' individu'; Marsh er al. 1999) et
Strongylocentrotus purpuratus (Stumpp et al. 2011). Le taux de respiration ramené a la taille
a trés peu varié¢ durant la premiere partie de I’expérience avant d’augmenter brutalement au
bout du quatorziéme jour. Cette augmentation pourrait €tre reliée a une phase particuliere du
développement (Marsh et al. 1999) comme le début de la compétence, processus certainement
couteux et demandeur en énergie a partir duquel les larves mettent en place les “appareils

physiologiques” nécessaires a la métamorphose.

La croissance des larves est linéaire entre les tailles de 400 et 1000 pm dans les deux
conditions de pCO, testées mais cependant plus faible que celles mesurées par Rigal (2009)
(43,15 et 53,57 um j' a 17 et 20°C respectivement). La pCO, a impacté de maniére
significative la croissance larvaire avec une croissance plus lente a 1400 patm (20,0 pm jour’
) qu’a 750 patm (24,3 pum jour). Cette diminution de la croissance se traduisant par une
diminution de la taille des larves de crépidules est un effet de la pCO, déja largement
documenté sur d’autres larves de mollusques (Parker et al. 2009; Talmage & Gobler 2009;
Parker et al. 2010; Thiyagarajan & Ko 2012; Andersen et al. 2013; Jansson et al. 2013) et
seul Gazeau et al. (2011) n’a montré aucun impact de la pCO, sur la taille des larves. La
diminution de 1’état de saturation en CaCO; due a ’augmentation de pCO, est I'un des
facteurs majeurs induisant des ralentissements de la croissance larvaire (Gazeau ef al. 2011;
Barton et al. 2012) car les larves ne seraient pas capables d’isoler le site de calcification de
I’eau ambiante (Waldbusser et al. 2013b). Cette diminution du taux de croissance pourrait
aussi €tre due a une dépression métabolique (Portner et al. 2005), soit une diminution
générale du fonctionnement de 1’organisme en réaction a I’hypercapnie, répandue chez
différentes especes de mollusques (Willson & Burnett 2000; Michaelidis et al. 2005; Navarro
et al. 2013). Cette dépression métabolique se manifeste notamment par une diminution du
taux de respiration des organismes en conditions de stress (Guppy & Withers 1999). Tout au
long du développement larvaire, la respiration n’a pas été affectée par la pCO,, soulignant une
absence de dépression métabolique en conditions hypercapniques, contrairement aux larves
pedivéligeres de C. gigas (Ko et al. 2013). Cette absence d’effet pCO, sur le métabolisme
chez les larves de crépidules suggere une forte tolérance a la diminution de pH induite par

I’augmentation de la pCO,. Le pH interne pourrait étre maintenu grace a des processus de
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régulation interne qui restent peu connus chez les larves (Melzner et al. 2009). En I’absence
de dépression métabolique, la diminution de la croissance ne semble donc pas étre le fait d’un
ralentissement du métabolisme mais peut provenir d’une régulation de I’expression et de la
quantit¢ de protéines et enzymes intervenant dans la formation coquilliere (Zippay &
Hofmann 2010; Martin et al. 2011; Kurihara et al. 2012; Dineshram et al. 2013; Padilla-
Gamino et al. 2013). Au cours de notre expérience des larves ont été fixées afin d’analyser
I’expression de génes ciblés chez les larves de crépidules durant leur croissance. Des

informations sur leur régulation seront apportées dés que les analyses auront été réalisées.

Au terme de leur croissance, certaines larves se sont métamorphosées en juvéniles,
recrutant sur les parois des cylindro-coniques dans les deux conditions de pCO,. Le stress
engendré par 1’augmentation de la pCO, n’a donc affecté le processus de métamorphose en
lui-méme comme déja montré chez Macoma balthica (Van Colen et al. 2012). Cependant, les
premiers juvéniles sont apparus deux jours plus tot dans la condition de pCO, 750 patm par
rapport a la condition 1400 patm. La croissance larvaire plus faible a 1400 patm a permis
d’atteindre la taille de métamorphose aprés les larves de la condition 750 patm ce qui
expliquerait le décalage de deux jours entre les débuts des premiéres métamorphoses. Hormis
le délai de métamorphose induit, ce ralentissement de croissance entraine une augmentation
de la durée de vie larvaire et de ce fait une augmentation du risque de prédation et de

contagion par des maladies (Hickman 1999; Hickman 2001; Miller et al. 2009).

Bien que la survie, le métabolisme et la croissance larvaires ne semblent pas étre
fortement impactés par 1’augmentation de la pCO,, d’autres fonctions physiologiques, non
testées ici, comme les capacités natatoire ou de nourrissage pourraient étre affectées par I’AO
(Chan et al. 2011; Vargas et al. 2013) et pourraient jouer in fine sur la survie et la croissance
des larves. Méme si les larves de crépidules semblent étre particulierement résistantes a de
fortes augmentations de la pCO,, il faut prendre en compte le fait que cette expérience ne
représente pas tout a fait le mécanisme d’acidification des océans. En effet, les larves
véligeres de cette expérience ont été produites dans une condition pH actuelle, sans pré-
acclimation des géniteurs ou embryons aux pCO; testées dans 1’expérience et donc sans prise
en compte de la transmission de caractére parentaux (Parker et al. 2012). De plus, les larves
ont ét¢ soumises a un stress hypercapnique brutal, alors que la diminution de pH est beaucoup
plus progressive dans le contexte d’acidification des océans. Une des perspectives de
recherche serait donc de développer les études sur plusieurs phases consécutives du cycle de

vie des crépidules afin de prendre en compte les effets mémoire successifs des phases les unes
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sur les autres et comprendre les réels impacts de I’AO sur les jeunes stades de vie de cette

espece.
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Chapitre 4 : Synthése générale sur 'impact de ’acidification des

océans sur ’espéce invasive Crepidula fornicata

1. Impact de ’AQO sur les jeunes phases du cycle de vie

Pour comprendre le devenir d’une espéce dans un contexte d’AO, il faut connaitre les
réponses de chacune des phases de son cycle de vie afin de déterminer leurs tolérances
respectives a 1’augmentation de la pCO,. Les jeunes stades du cycle de vie des invertébrés
sont susceptibles d’étre plus impactés par I’AO que les adultes car ce sont des stades réputés
plus fragiles (Byrne 2011; Ross et al. 2011), notamment les larves calcifiantes de mollusques
qui précipitent une calcite amorphe beaucoup plus soluble que les autres formes de CaCOs au

début de leur développement (Weiss et al. 2002).

1.1 Importance de I’encapsulation dans la résistance a I’augmentation de la pCO,

Contrairement aux especes a fécondation externe, dont la rencontre des gametes se fait
dans la colonne d’eau et dont les embryons et larves sont directement soumis aux variations
de pH du milieu, certaines espéces protégent leurs descendants en les couvant, en les
enfermant dans des capsules ou en utilisant ces deux processus (Pechenik 1999). Les capsules
embryonnaires sont censées conférer aux embryons une protection physique contre les
dangers extérieurs (Przeslawski 2004). Dans le milieu confiné des capsules, la diffusion du
CO; et de I'oxygene est limitée (Brante er al. 2008; Gutowska & Melzner 2009), ce qui
entraine des conditions hypercapniques et hypoxiques, ainsi que des pHs faibles (De Mahieu
et al. 1974), auxquels sont naturellement soumis les embryons au cours de leur
développement. Melzner et al. (2009) ont mis en évidence que cette caractéristique
ontogénique (long développement embryonnaire réalisé dans une enveloppe protectrice) était
partagée par des taxons tolérants a I’augmentation de la pCO, comme les céphalopodes, les
crustacés ou les poissons. A I’inverse, certains invertébrés dont la fécondation est externe et le
développement larvaire se déroule dans la colonne d’eau (cnidaires, échinodermes, bivalves)
seraient plus sensibles a I’AO. Il a donc été suggéré que I’exposition des embryons a des
conditions intracapsulaires de pCO, élevées, faisant partie intégrante du cycle de vie de ces

espéces, pourrait conférer aux larves une certaine forme de résistance a 1’augmentation de la
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pCO; prévue dans un contexte d’AO (Melzner et al. 2009; Moulin et al. 2011). Afin de mieux
comprendre a quelles conditions physico-chimiques sont réellement exposés les embryons,
une caractérisation de différents parametres de la chimie des carbonates intracapsulaire (pH,
alcalinité ...) pourrait étre réalisée durant le développement embryonnaire de différentes

especes.

La crépidule est une espéce incubante qui, aprés un développement embryonnaire
réalisé dans une capsule protégée sous la mere, libére dans la masse d’eau des larves dont la
coquille est déja formée. Les larves de crépidules récupérées a la fin de leur développement
embryonnaire, une fois émises (Article n°5), ne présentaient pas d’absence de coquille ou
méme de déformations coquilliéres majeures susceptibles de diminuer la viabilité¢ des larves
comme cela a été montré chez d’autres especes de gastéropodes dont le développement se fait
directement dans la colonne d’eau (Byrne ef al. 2010; Crim et al. 2011). 11 est donc possible
que les conditions intracapsulaires hypercapniques subies par les embryons de crépidules en
conditions normales (Brante et al. 2008; Brante et al. 2009) leur aient permis de développer
des mécanismes de résistance a 1’augmentation de la pCO, leur conférant une grande
tolérance au phénomeéne d’AO. Cependant, les larves émises dans la condition de pCO, la
plus drastique (1400 patm) étaient plus petites que dans les deux autres conditions (390 et 750
patm). Cette diminution de la taille dans des conditions de pCO, ¢élevée souligne que malgré
une exposition naturelle a I’hypercapnie, les larves se développant a 1’intérieur des capsules
sont quand méme impactées par 1’augmentation de la pCO, de I’eau de mer. Etudier
I’efficacité de certaines enzymes impliquées dans le processus de calcification chez des larves
¢levées sous différents scénari d’AO, comme cela a déja été fait chez des larves d’oursins
(Martin et al. 2008; Todgham & Hofmann 2009), permettrait de comprendre de quelle

manicre les fortes pCO, peuvent influencer la croissance larvaire.

1.2 Importance de la durée de vie larvaire planctonique

Parmi les invertébrés marins benthiques, environ 10 % des larves produites sont
lécitotrophes, c’est-a-dire qu’elles possédent leurs propres réserves vitellines nécessaires a
leur croissance (Thorson 1950). A I’inverse, la majorité des larves sont planctotrophes et se
nourrissent du plancton présent dans la colonne d’eau. Il a été¢ suggéré que les larves
lécitotrophes, qui n’ont pas besoin de source de nourriture exogeéne, seraient peu ou pas

impactées par 1’augmentation de la pCO, (Dupont et al. 2010c). A I’inverse, les effets
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indirects de I’AO sur les fonctions natatoires et de filtration pourraient diminuer les capacités
de nutrition des larves planctotrophes entrainant une réduction du métabolisme et des
ralentissements de croissance (Bechmann et al. 2011; Vargas et al. 2013). Les larves
lécitotrophes ont des durée de vie larvaires courte (Pawlik 1992) comparées aux larves
planctotrophes dont 55 a 85 % ont une longue durée de vie larvaire (Thorson 1950). Plus que
I’effet indirect de la diminution des capacités de nourrissage sur la croissance, I’impact direct
de la pCO; sur le métabolisme durant la longue vie larvaire planctonique dans des conditions
d’AO pourrait expliquer les tailles plus petites observées chez de nombreuses larves

planctotrophes comparé¢ aux lécitotrophes (voir revue a la fin de ’article 5).

Chez les larves planctotrophes de crépidule, aucune mortalit¢ ou changement de
métabolisme significatif n’a été¢ décelé a pH faible, ce qui souligne la grande tolérance de ces
organismes a 1’augmentation de la pCO,. Cependant, la taille des larves dans la condition de
pCO; la plus élevée (1400 patm) était inférieure a celle de la condition témoin (750 patm)
alors qu’elles avaient une taille semblable a 1’émission. L.’augmentation de la pCO, a donc
impacté la croissance larvaire, plus faible a 1400 patm qu’a 750 patm. Un ralentissement de
la croissance larvaire est susceptible d’augmenter la durée de vie planctonique et d’affecter
leur recrutement en retardant I’arrivée a la taille de métamorphose (Pechenik 2006). Cette
augmentation de la durée de vie planctonique augmente la probabilité de mortalité naturelle et
par prédation (Hickman 1999). Des larves de plus petite taille peuvent avoir des capacités de
nourrissage réduites (Pechenik et al. 2002) et étre plus sujettes a des périodes de jetine car
elles sont en contact avec moins de nourriture (Anger 1987; Kurihara et al. 2007; Talmage &

Gobler 2010).

Afin de mieux comprendre si la supposée résistance des larves lécitotrophe a I’AO
provient vraiment de leur réserves nutritives ou si elle est due au faible temps passé dans des
conditions de pCO, ¢élevée, des études comparant des especes l1écitotrophes et planctotrophes
a la durée de vie larvaire planctonique similaire devraient étre menées sur des larves

d’invertébrés provenant des mémes écosystémes.

1.3 Importance des effets mémoires a travers plusieurs phases du cycle de vie

Les études récentes sur les premiers stades de vie des invertébrés marins ont
généralement été menées sur un stade précis de ce cycle, sans conditionnement des stades

antérieurs aux traitements expérimentaux (Byrne 2011). Or, dans le milieu naturel, les effets
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d’un stress sont intégrés et se cumulent a travers les différents stades de vie avec parfois de
profondes conséquences d’un stade sur un autre a travers un “effet mémoire”. Il a par exemple
été montré que des larves véligéres de I'huitre Saccostrea glomerata, élevées dans des
conditions de fortes pCO,, avaient des tailles plus petites et des taux de survie plus faibles si
elles étaient issues de fécondation a pCO, élevée plutdt que si elles étaient issues de la
fécondation a pCO, normale (Parker et al. 2009). Une différence similaire a également été
montrée chez des larves d’échinodermes (Foo 2010 dans (Byrne 2011) soulignant
I’importance de réaliser le cycle de vie entier d’une espéce dans des conditions futures
d’augmentation de la pCO, pour définir sa vulnérabilité. Ces phénomeénes d’effets mémoires
ou d’effets cumulés peuvent ainsi créer des effets délétéres sur les stades successifs,
provoquant de fortes mortalités, des diminutions de 1’efficacité de recrutement et in fine des
goulets d’étranglement des populations menagant leur pérennité (Parker ez al. 2012; Dupont et

al. 2013).

Dans I’étude décrite dans 1’article n°5, 1’acclimatation et le maintien des géniteurs aux
différentes conditions de pH a permis que la fécondation et le développement embryonnaire
se déroulent entierement sous différentes conditions de pCO,, prenant en compte les effets
mémoire a travers différentes phases du cycle de vie de la crépidule. Malheureusement, les
larves ainsi émises n’ont pu étre mises en culture pour poursuivre I’étude des phases de vie
successives dans des conditions de pCO, ¢élevées. Une des perspectives de travail serait de
réaliser le cycle complet de la crépidule dans des conditions de forte pCO, afin d’observer si

la résistance a I’AO diminue quand toutes les stades sont exposés.

2. Tolérance des adultes a ’AO

2.1 Réponses physiologiques et régulation du pH interne

L’hypercapnie (augmentation de la pCO; interne) engendre immédiatement une
acidose interne dans les fluides corporels et tissus des invertébrés marins par diffusion du CO,
depuis le milieu ambiant vers le milieu interne a travers les membranes de 1’organisme
(Burnett 1997; Portner et al. 2004; Portner et al. 2005; Melzner et al. 2009). Les effets de
I’augmentation de la concentration de CO, a des petits niveaux organisationnels comme les

molécules peuvent étre intégrés et cumulés a des niveaux fonctionnels supérieurs induisant
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une diminution des capacités fonctionnelles, premiers signes d’une réponse a I’AO (Portner et
al. 2005). Des conditions d’hypercapnie prolongée, comme prévues dans le contexte d’AO,
induisent des changements dans les régulations acide-base et les concentrations ioniques,
amenant & de nouveaux équilibres acido-basiques spécifiques de 1’espece et susceptibles
d’entrainer des conséquences a long terme. Ces perturbations et la compensation incompléte
de I’équilibre acido-basique causée par la diminution du pH intra- et extra-cellulaire peuvent
entrainer chez certains invertébrés une diminution des taux métaboliques aérobies,
phénomene appelé “dépression métabolique” (Guppy & Withers 1999). Les taux de
respiration sont alors réduits afin de diminuer la consommation d’ATP de méme que les taux
de biosynthese des protéines (Langenbuch & Portner 2002; Langenbuch et al. 2006). Ces
phénomenes peuvent expliquer la diminution de croissance observée chez de nombreux

invertébrés dans des conditions de pCO, élevées.

Les réponses métaboliques (respiration et excrétion ammoniacale) mesurées chez les
crépidules adultes montrent que cette espéce ne présente pas de dépression métabolique sous
conditions de pCO, ¢élevées comme la majorit¢é des mollusques et autres invertébrés
benthiques (Michaelidis et al. 2005; Christensen ef al. 2011; Liu & He 2012; Collard et al.
2013; Navarro et al. 2013). Cette tolérance de la crépidule peut étre due a des mécanismes
efficaces de régulation interne de 1’équilibre acide-base sous des conditions de pCO; élevées.
Dans la condition de pCO, la plus drastique (1400 patm), une augmentation d’excrétion
ammoniacale a ét¢ mesurée chez les crépidules, preuve de la production accrue de protéines,
ce qui est suggéré comme mécanisme de compensation permettant la régulation du pH interne
(Michaelidis et al. 2005; Thomsen & Melzner 2010; Fernandez-Reiriz et al. 2011; Fernandez-
Reiriz et al. 2012). Ces capacités tampons, permettant de protéger le pH extracellulaire (et
intracellulaire) des pCO; ¢élevées du milieu environnant, sont fortement suspectées chez la
crépidule mais restent encore a approfondir. Les mesures de pH réalisées dans ’hémolymphe
des adultes maintenus dans différentes conditions de pCO, ont en effet montré que les
crépidules pouvaient maintenir leur milieu interne a des valeurs plus élevées que celles du

milieu ambiant.

2.2 Réponses de calcification

Chez les organismes calcifiants, le processus de calcification est susceptible d’étre

fortement impacté par I’augmentation de la pCO,, donnant notamment lieu a des diminutions
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de la croissance (Findlay e al. 2009). L’impact de la pCO, sur la calcification est spécifique
de D’espece et varierait selon trois facteurs principaux : la forme de CaCO; sécrétée, la
capacit¢ de l'organisme a réguler son équilibre acide-base et 1’environnement physico-

chimique de la population (Parker ef al. 2013).

Tous les invertébrés ne forment par leur coquille ou piéces calcifiées avec la méme
forme de CaCOs (Ries et al. 2009) et ne sont donc a priori pas impactés de la méme manicre
par la diminution de I’état de saturation de I’eau de mer en CaCO; (Q) prévue dans un
contexte d’AO. La méta-analyse de Kroeker et al. (2010) a mis en évidence de manicre
surprenante que les invertébrés précipitant de la calcite faiblement magnésienne ou de
I’aragonite avaient une calcification plus fortement affectée par 1’augmentation de la pCO,
que ceux qui formaient de la calcite hautement magnésienne, forme de CaCO; normalement
la plus soluble. La différence de résistance pourrait alors provenir de la matrice organique
protectrice (périostracum chez les mollusques) entourant la coquille plutot que de la forme de
CaCOs; sécrétée (Ries et al. 2009) ou de la capacité a réguler leur pH interne et autour du site

de calcification (Findlay et al. 2009; Ries 2011b).

L’augmentation de la pCO; induit chez de nombreuses espéces une diminution de la
calcification (Kroeker et al. 2013c). Comme discuté précédemment, les processus de
régulation du pH interne n’ont pas la méme efficacité chez toutes les especes. Le stress généré
par la diminution du pH peut amener a une redistribution énergétique des ressources de
I’organisme au profit des mécanismes de résistance et au détriment de la calcification (Gazeau
et al. 2013). L’augmentation de la pCO, peut aussi induire une diminution générale du
métabolisme, la dépression métabolique, impactant la calcification (Portner 2008). Cependant
cette réponse n’est pas universelle et la calcification de certains organismes peut augmenter de
maniere trés localisée avec la diminution de pH (Wood et al. 2008; Findlay et al. 2009;
Gutowska et al. 2010a). L’accumulation des bicarbonates, utilisée par les invertébrés comme
processus de régulation du pH interne, peut augmenter  au niveau du site de calcification,
créant a cet endroit des conditions favorables a la calcification méme sous conditions

hypercapniques (Hiebenthal et al. 2012).

Il a également été suggéré que les organismes exposés régulicrement a de fortes
variations des paramétres physico-chimiques et notamment du pH dans leur habitat pouvaient
étre plus tolérants a 1’augmentation de la pCO, (Hofmann & Todgham 2010). Des especes

adaptées a de faibles conditions de pH pourraient posséder les mécanismes de compensation
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permettant de mieux résister aux futures conditions d’AO (Lannig et al. 2010; Waldbusser et
al. 2011).

La crépidule est une espéce des milieux cdtiers, dont les conditions physico-chimiques
de I’habitat sont trés fluctuantes, ce qui rend potentiellement cette espéce plus résistante a
I’augmentation de pCO,. Elle est capable de maintenir une calcification brute positive, méme
dans des conditions sous-saturées en CaCOs (voir Figure 2 Article n°4). Cependant, quand on
consideére 1’organisme et sa coquille dans son ensemble, le taux de calcification diminue
jusqu’a atteindre des taux de dissolution nette dans les conditions de pCO; les plus drastiques
(1400 patm). Notre étude met en évidence que, malgré une potentielle régulation interne du
pH et une forte capacité¢ de 1’organisme a calcifier, les processus de dissolution chimique
impactant la coquille des invertébrés benthiques peuvent étre trés importants et dépasser les
capacités de compensation de 1’individu. Mesurer la part de processus de dissolution de la
coquille et de calcification de 1’organisme est nécessaire afin d’observer si la capacité de
calcification de I’individu est directement affectée par I’augmentation de la pCO, (Findlay et

al. 2009; Andersson & Mackenzie 2011).

3. Interaction de ’AO avec d’autres facteurs abiotiques

L’augmentation de la pCO, est susceptible d’interagir avec d’autres stress
environnementaux, ce qui amene a considérer ’interaction de différents facteurs dans le

contexte de changement climatique.

La température est un facteur influengant tous les processus biologiques, de la réaction
biochimique a la distribution des espeéces. Connaitre la fenétre de tolérance thermique des
organismes est crucial pour déterminer les effets de I’AO (Portner et al. 2005). Les réponses a
I’augmentation couplée de la température et de la pCO, dépendent principalement de la
température témoin de départ utilisée (2 partir de laquelle I’augmentation est appliquée) et de
sa situation dans la fenétre de tolérance thermique de 1’organisme (Portner & Farrell 2008).
Pour les organismes dont la température témoin est en dessous de leur optimum, une
augmentation de la température pourrait améliorer les performances et la résistance a
I’augmentation de la pCO,. Au contraire, ’augmentation de la température amenant au-dela

de 'optimum thermique exacerbera les effets négatifs de la pCO, (Portner 2008; Portner
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2012). Contrairement a de nombreux mollusques dont la sensibilité a la diminution de pH a
¢té accrue par 1’augmentation de la température (Lannig et al. 2010; Hiebenthal et al. 2012;
Matozzo et al. 2012; Watson et al. 2012a; Matozzo et al. 2013), la crépidule ne semble pas
affectée négativement par le couplage des deux facteurs. On peut donc supposer que la
température de 16°C, a partir de laquelle a été faite I’augmentation de 3°C, n’a pas généré de
stress important affectant négativement les organismes. La crépidule est une espece
eurytherme qui supporte une large gamme de température (Newell & Kofoed 1977b;

Diederich & Pechenik 2013), ce qui laisse supposer un optimum thermique supérieur a 16°C.

La quantité et la qualité de nourriture disponible est un second facteur important
influant sur la réponse des mollusques a I’AO, qui a été souligné pour différentes especes de
bivalves (Bechmann et al. 2011; Talmage & Gobler 2011; Hettinger et al. 2013; Vargas et al.
2013). Melzner et al. (2011) ont montré que des organismes en bonne santé et bien nourris
avaient de meilleures capacités de résistance et de compensation face a I’augmentation de la
pCO, que les organismes ayant jeiiné. La nourriture serait en effet un facteur majeur de
régulation de la croissance somatique et de la calcification, conditionnant prioritairement les
réponses des organismes a I’augmentation de la pCO, (Thomsen et al. 2013). Ce paramétre
est a prendre en compte dans les expériences sur les ’impact de I’AO sur les invertébrés. Pour
obtenir des réponses non biaisées, les organismes devraient étre nourris ad libitum. Outre la
quantité et la qualité de la nourriture, I’augmentation de la pCO, peut impacter les capacités
de filtration de certaines especes (Bamber 1990; Fernandez-Reiriz ef al. 2011; Navarro et al.

2013) ce qui peut également affecter la rendement du métabolisme.

L’AO n’est pas un phénoméne isolé et, en zone coticre, de nombreux autres
parametres comme la salinité (Egilsdottir e al. 2009; Dickinson et al. 2012), la quantité
d’oxygene (Portner ef al. 2005; Portner & Farrell 2008; Melzner et al. 2013) ou la présence de
métaux (Han et al. 2013; Lewis et al. 2013) peuvent influencer les réponses physiologiques
des organismes. Les études actuelles tendent a montrer que 1’augmentation de la pCO, agit en
synergie avec les autres facteurs abiotiques (Parker er al. 2013) mais des études testant les
effets de stress multiples doivent étre menées pour mieux appréhender les réponses des

organismes aux futures conditions physico-chimiques des océans.

-216 -



4. Impacts de ’AO sur les communautés

Les changements de communautés ne sont pas seulement dépendant des réponses
physiologiques individuelles des organismes les composant mais résultent aussi de
changement des pressions écologiques au sein de 1’écosystéme. Ainsi, les variations
d’abondance spécifique et de diversit¢ des communautés dans un contexte d’AO et de
réchauffement climatique sont liés a la fois a la physiologie et aux interactions €cologiques
des especes. Des études sur les écosystémes naturellement acidifiés comme le site d’Ischia en
Italie suggerent que I’AO pourrait causer une réorganisation totale des communautés marines
(Hall-Spencer et al. 2008; Fabricius et al. 2011; Kroeker et al. 2011; Porzio et al. 2011) mais
peu de choses sont connues sur les mécanismes écologiques sous-tendant ces changements et

sur les conséquences induites sur le fonctionnement des écosystémes.

L’impact de I’AO sur les interactions biologiques, et notamment les relations proies-
prédateurs, est un domaine relativement peu exploré (Portner & Farrell 2008) malgré
I’évidence de la diminution de la résistance de la coquille (Ries et al. 2009) et des réponses
immunitaires (Bibby et al. 2008; Matozzo et al. 2012) de certaines especes. Ces interactions
proies-prédateurs sont trés importantes au sein des communautés car elles exercent par
exemple une régulation sur les herbivores brouteurs qui modelent les communautés algales
(Underwood & Jernakoff 1981). Elles sont susceptibles d’étre impactées par I’ AO, modifiant
ainsi la structure des communautés par une cascade d’impacts successifs (Asnaghi et al. 2013;
Borell ef al. 2013; Kroeker et al. 2013a). Quelques études ont mis en évidence un changement
de comportement face a la prédation (stimuli chimiques ou visuels représentant le prédateur)
sous des conditions de pCO, élevée (Bibby et al. 2007; Manriquez et al. 2013) mais peu ont
étudi¢ simultanément les réponses de la proie et du prédateur a la diminution de pH. Une
étude de 5 mois sur la proie Littorina littorea et son prédateur Carcinus maenas a montré que
I’interaction proie-prédateur ne changeait pas dans un contexte d’augmentation de la pCO; et
de la température malgré un impact négatif sur les performances individuelles de deux
espéces (Landes & Zimmer 2012). Parallélement a la diminution de la résistance de la
coquille de la littorine, le crabe développe un muscle de la pince servant a écraser les
coquilles plus court et moins puissant, ce qui maintient I’équilibre de prédation présent sous
conditions de pCO, actuelle. Un suivi de plusieurs années sur les cotes nord-est américaines a

montré que 1’abondance de deux especes de balanes avait augmenté potentiellement grace a la
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diminution de la compétition et de la prédation due a une faible diminution de pH (Wootton et

al. 2008).

Les différences de sensibilité des espeéces a I’AO, liées aux capacités physiologiques
différentes des organismes, pourraient a long terme entrainer des changements majeurs en
terme de diversité, structure et fonctionnement des communautés marines dans 1’océan de
demain (Fulton 2011; Harley et al. 2012; Kroeker et al. 2013a). Dans 1’une des rares études
sur I’impact de I’AO sur les communautés d’invertébrés en mésocosme, Hale ef al. (2011) ont
mis en évidence qu’apreés 60 jours d’exposition a de faibles pH, les communautés montraient
une perte de diversité et des changements de structure avec, notamment, une réduction de la
diversité et de 1’abondance des mollusques et aucun effet sur les annélides. Des réponses
similaires ont également été soulignées dans une récente étude sur d’autres communautés
benthiques d’especes proches (Christen ef al. 2013). Les expérimentations menées in situ sur
le site d’Ischia suggerent que la diminution de pH pourrait réduire la variabilité naturelle de
la structure des communautés, donnant lieu a des communautés plus homogenes et plus

simples (Kroeker et al. 2013a).

La crépidule ne semble pas posséder de prédateurs majeurs dans son aire
d’introduction (Thieltges et al. 2004) et apparait tres tolérante a I’augmentation de la pCO, et
de la température, plus résistante que certaines de ses compétitrices comme la coquille Saint-
Jacques (Schalkhausser et al. 2012; Andersen et al. 2013) ou les moules (Michaelidis et al.
2005; Berge et al. 2006; Thomsen & Melzner 2010; Melzner et al. 2011). Cette espece
invasive, qui provoque déja un fort impact sur les communautés d’accueil, pourrait jouer un
role encore plus important dans les écosystemes ou elle s’est implantée, influencant la
structure et la diversité des communautés cotieres nord européennes. Cependant, I’AO est un
phénoméne qui s’inscrit dans le temps et les réponses des espéces obtenues actuellement ne
sont représentatives que du moment présent. Il faut envisager que des processus d’adaptation
permettront peut-étre aux especes de développer des mécanismes de résistance a I’AO a
travers I’héritage génétique et de survivre dans les océans de demain sans que les fonctions

¢cologiques des écosystémes ne soient profondément bouleversées.
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Discussion générale et perspectives

1. Importance du compartiment benthique dans les écosystémes cotiers

Les écosystemes cotiers abritent de multiples communautés benthiques dominées par
des especes ingénieures comme par exemple en Manche et Atlantique Nord Est des algues
calcaires (Martin et al. 2007b; Basso 2012), des zoostéres (Ouisse et al. 2011), des
mollusques (Gutiérrez et al. 2003; Martin et al. 2007c) ou des échinodermes (Migné et al.
1998; Davoult et al. 2009) qui générent d’importants flux de carbone et carbonates par les
processus de production primaire, respiration et calcification (Gattuso et al. 1998). Les flux
métaboliques générés par ce compartiment benthique, dont I’intensité est régulée par de
nombreux facteurs biotiques et abiotiques (Stachr er al. 2012), influencent les cycles
biogéochimiques et impactent les concentrations de CO, et d’ions carbonates, 1’alcalinité et le
pH de la colonne d’eau. Les communautés benthiques sont des éléments moteurs des
variations de la chimie des carbonates en zone coticre et les effets de I’AO sur leur
physiologie sont susceptibles de bouleverser les flux de carbone et carbonates des

écosystemes cotiers.

Dans beaucoup de zones coticres abritant des populations d’organismes calcifiants, la
pCO;, de I’eau de mer est déja plus ¢€levée et le pH plus bas que I’équilibre attendu avec la
pCO, atmosphérique actuelle (Duarte ef al. 2013; Waldbusser & Salisbury 2013). De plus, ces
écosystémes sont soumis a une grande variabilité des parameétres environnementaux tels que
la température, la lumiére, la salinité et la quantité de nutriments de par leur proximité avec
I’embouchure de fleuves. Dans nombre de ces écosystémes cotiers proches des littoraux et
sous influence estuarienne, le pH cotier peut fluctuer de plus d’une unité pH au cours de la
journée (Duarte et al. 2013), influencé par de multiples sources (flux métaboliques, apports
d’eau douce ...) qui varient en intensité et en direction. Les conditions de faibles pH (et pCO,
¢levées) sont principalement dues a [’hétérotrophie des systémes dont les taux de
reminéralisation de la matiére organique dépassent les taux de production primaire
(Mackenzie et al. 2011). D’autre part, les taux importants de calcification font diminuer
I’alcalinité des eaux coticres et liberent d’importantes quantités de CO, (Frankignoulle &

Canon 1994). En outre, de nombreux ¢€cosystémes coOtiers sont soumis a des variations
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nycthémérales de la chimie des carbonates induites par 1’intensité des processus de
photosynthése/respiration en fonction de la lumiére et des cycles de marée. De ce fait, les
conditions physico-chimiques rencontrées dans ces milieux sont souvent bien plus variables et
de plus forte amplitude que celles de I’océan ouvert. Dans ces conditions, les diminutions de
pH et de concentrations de CO, induites par I’AO en milieu cotier pourraient dépasser les
prédictions faites pour la fin du si¢cle par I'IPCC et basées sur un schéma applicable a I’océan
ouvert. Les combinaisons entre les apports anthropiques, les flux induits pas les communautés
et I’hydrologie locale créent des “dynamiques chimiques” localisées ou les changements de la
chimie des carbonates et du pH peuvent étre complétement différents d’une zone a I’autre,
rendant trés difficiles les prédictions futures de variations du pH et de I’alcalinité (Borges et

al. 2005; Waldbusser et al. 2013a).

2. Impacts de ’AQO sur les flux des communautés calcifiantes des milieux

tempérés cotiers

Des extrapolations au niveau des populations de maérl et de crépidules faites a partir
des taux individuels de production brute, respiration et calcification mesurés durant cette these
ont mis en évidence un impact de I’AO sur les flux de CO, et le stockage du carbone par ces
populations (Figure D-1). Dans des conditions de pCO, proche des prédictions du RCP 2.6 de
I’IPCC 2013 (IPCC 2013) (550 patm), la production brute des bancs de maérl pourrait
augmenter de 20 % sans que la calcification ne soit trop impactée, provoquant une
augmentation de la consommation de carbone. Un scénario semblable n’a pas été testé pour
les crépidules. Dans un scénario plus pessimiste prévu pour 2100 (750 patm pour les
crépidules et 1000 patm pour le maérl, valeurs proches des 800 patm du RCP 6.0), les taux de
calcification diminueraient de 63 a 80 % avec l’augmentation de la pCO,, pour les
populations de crépidules et de maérl respectivement, diminuant ainsi le stockage du carbone
par précipitation de CaCOs. Sous le méme scénario, les taux de respiration et de production
brute de ces deux populations ne seraient que faiblement impactées. Enfin, dans le scénario le
plus pessimiste (RCP 8.5, 1370 patm, IPCC 2013) prévu pour 2100, les populations de
crépidules pourraient subir de la dissolution nette dans des conditions de pCO; tres élevée
(1400 patm), processus consommant du CO,. Dans cette condition, 1’augmentation de

I’excrétion des populations de crépidules (+ 13 %) pourrait stimuler la photosynthése et la
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croissance du phytoplancton. Ainsi, grace aux processus de dissolution et a I’augmentation de
la production primaire, I’absorption du CO, par I’océan serait de plus en plus importante. Les
impacts de I’AO sur la physiologie du maérl et de la crépidule, deux espéces calcifiantes
majeures des communautés des eaux cotieres bretonnes, seraient donc susceptibles d’entrainer
une augmentation des capacités d’absorption du CO, de ces communautés benthiques tout en

subissant une diminution importante des phénomenes de calcification et donc des pertes de

masse.
Martin et al. 2006, 2007 2100 2100
Scénario optimiste Scénario pessimiste
380 patm 550 patm 1000 patm

Production primaire Production Production primaire ~ Production Production primaire Production
-180 mol C m2 an’! CaCo0, +20 % CaCO, stable CaCO;,
487 g CaCO; m2ant stable -80 %
Martin et al. 2006 2100 2300
390 patm 750 patm 1400 patm

CO, libére Production CaCO; CO, libéré Production CaCO, CO, libéré Production CaCO4
289 g Cm2an! 515 g CaCO; m?an? -12 % -63% -2 % -294 %

Figure D-11: Flux de carbone (C) et carbonate (CaCOQO;) des populations de maérl et crépidules mesurés in
situ sous des conditions actuelles de pCO, (Martin et al. 2006a; Martin et al. 2006b; Martin ef al. 2007a) et
extrapolées a partir des mesures faites durant cette thése pour des conditions de pCO, prévues pour la fin
du siécle. Les fléches bleues représentent les flux de CO, assimilé ou libéré par les processus de photosynthése
et de respiration alors que les fléches violette traduisent les flux de CaCOs; induits par les processus de
précipitation et de dissolution. La largeur des fléches est proportionnelle a I’intensité des flux.
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De maniére plus générale, Mackenzie ef al. (2011) ont établi par modélisation que les
augmentations des concentrations en carbone, azote et phosphore dans les systémes cotiers
mondiaux atteindraient respectivement 7, 23 et 22 % entre la période préindustrielle (1850) et
2100 a cause de I’intensification des forcages anthropiques. Corrélée a I’apport de nutriments,
la production primaire pourrait augmenter de 50 % en zone cotiere (contre 4 % en zone
hauturiére) sur cette période. Ceci conduirait a une augmentation de I’accumulation nette de
carbone dans les sédiments aprés dépot et reminéralisation. En parallele de cette augmentation
de la productivit¢ de I’écosystéme, le taux de calcification net des écosystémes cotiers
pourrait diminuer de 65 % entre 1850 et 2100 a cause de la diminution de 1’état de saturation
de I’eau de mer en CaCOs, Q (Mackenzie et al. 2011). La dissolution des carbonates pourrait
alors dépasser la production cotiére de CaCO; au début du 22°™ siccle, et les récifs et
systémes accumulant des carbonates pourraient faire face a des pertes de masse considérables
(Andersson et al. 2005; Andersson et al. 2006). Sous ces conditions, les écosystémes cotiers
tempérés européens d’Atlantique Nord et de Manche (proche des littoraux), généralement
eutrophes et caractérisés par d’importantes communautés d’organismes benthiques calcifiants
(Borges & Gypens 2010), pourraient voir leur production primaire augmenter sous les effets
de Deutrophisation et leur calcification diminuer dans un contexte d’AO. Ainsi, ces

¢cosysteémes pourraient devenir de moins en moins hétérotrophes tout en réduisant le stockage

de carbone opéré par le processus de calcification.

Ce changement de régime des €cosystémes pourrait impacter la fonction puits ou
source de CO, des zones coticeres. Alors que les écosystémes tropicaux sont des sources de
CO; (Borges et al. 2005), les écosystémes cotiers des cotes européennes sont principalement
des puits de CO, avec une absorption moyenne de 1,85 mol m™ an™ de CO, atmosphérique
(Borges et al. 2006). Cependant, la Manche et particulierement sa partie ouest présente un
bilan annuel de flux de CO, air-eau trés 1égérement positif (0,5 mol CO, m™ an™ ; (Borges &
Frankignoulle 2003) ou négatif (0,1 & -1,2 mol CO, m™ an' ; Marec et al. 2013) suivant les
¢tudes et la résolution de mesure. Que ce soit une source ou un puits de CO,, sa contribution
est trés faible et varie suivant la période de 1’année (Marrec ef al. 2013). La rade de Brest ou
les populations de maérl et crépidules ont une importance majeure dans les flux
biogéochimiques (Martin et al. 2007b; Martin et al. 2007a; Martin et al. 2007c) a également
un bilan de CO, air-mer positif de 0,7 mol m™ an’! (Bozec et al. 2011). Ainsi, dans des

conditions futures d’AQO, la diminution des taux de respiration, I’augmentation des taux de
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production brute et la dissolution nette des coquilles de crépidules pourrait augmenter la

capacité de puits de CO; de la Manche occidentale et de la rade de Brest.

3. Impacts des communautés sur les parameétres de la chimie des carbonates

dans un contexte d’AO

Par leurs wvariations de production primaire, respiration et calcification, les
communautés peuvent moduler le pH et I’alcalinité¢ des habitats, modifiant localement les
conditions de diminution de pH prévues dans un contexte d’AO. Par exemple, Waldbusser et
al. (2013a) ont mis en évidence sur les bancs d’huitres (composés d’organismes vivants et de
coquilles vides), que la diminution de pH induite par la respiration des organismes était
tamponnée par de la dégradation des coquilles, provoquant une régénération de 1’alcalinité
dans ces habitats et favorisant le recrutement des larves d’huitres. Dans un contexte d’AQO, la
dissolution pourrait augmenter d’avantage et créer des zones a 1’alcalinité et au Q bien plus
¢levés que sur les milieux adjacents produisant un “refuge” pour les organismes calcifiants
dans des conditions plus corrosives. Un phénomene similaire pourrait se produire au niveau
des populations de crépidules de Manche et des autres populations dominées par les especes

calcifiantes, potentiellement soumises a des phénomenes de dissolution a 1’horizon 2100.

Dans certains récifs tropicaux, les flux de carbone induits par le compartiment
benthique se superposent aux émissions de carbone d’origine anthropique, et peuvent dans
certaines situations masquer les variations de pH et de la chimie des carbonates induites par le
phénoméne d’AO (Anthony et al. 2011). Les communautés dominées par des producteurs
primaires non calcifiants (macroalgues, microalgues benthiques et herbiers de phanérogames)
peuvent faire baisser significativement les concentrations de CO,, contrant localement les
effets de ’AO dans les eaux de faible profondeur et faisant remonter € dans les habitats
proches et connectés (Anthony et al. 2013). En fonction de la vitesse du courant et du taux de
production primaire, il a ét¢ montré que les récifs en aval de communautés importantes
d’algues brunes pouvaient bénéficier de leur effet tampon sur le pH environnant, et ce malgré
d’autres effets indirects comme la compétition pour 1’espace ou pour les nutriments (Anthony
et al. 2013). De méme, Hendricks et al. (2013) ont démontré qu’en fonction de

I’hydrodynamisme, de la saison et de la taille de I’herbier, le métabolisme des phanérogames

-223 -



pouvait influer sur le pH, non seulement au niveau de la sous-canopée mais aussi sur les bancs

de sable nus adjacents, sur plusieurs metres en dehors des limites de 1’herbier.

4. Une zone cotiére aux multiples stress

De par leur connexion avec le continent, les écosystémes cotiers proches du littoral
sont également soumis a d’autres stress abiotiques venant interagir avec les variations de pH,
comme les changements de salinité et de température induits par les arrivées d’eau douce ou
les zones d’hypoxie générées par 1’eutrophisation des systémes d’origine anthropique (Borges
& Gypens 2010; Melzner et al. 2013). Dans les zones cotieres soumises a 1’hypoxie,
I’amplitude du phénomene d’AO est plus importante que dans les différents scénarios prédits
pour la fin du sieécle dans les zones oxygénées de 1’océan. En outre, I’interaction de ces
facteurs abiotiques (pH, salinité, concentration d’O,, UVs, ...) a généralement un effet
significatif sur les réponses des organismes marins (Melzner ef al. 2013) et peut influencer la
production primaire, la respiration et la calcification des organismes cdtiers qui représentent
des processus majeurs de régulation de la chimie des carbonates en zone cotiere (Gattuso et

al. 1998).

De plus, les apports d’eau douce par les fleuves peuvent générer des perturbations
physiques (création de fronts entre les masses d’eau) ou biologiques (eaux chargées en
matiere organique) susceptibles de stratifier les masses d’eau et de perturber localement le pH
et ’alcalinité des milieux (Waldbusser & Salisbury 2013). Des éveénements régionaux comme
les upwellings cotiers font remonter en surface des eaux froides des profondeurs, chargées en
nutriments et en CO,. IlIs peuvent provoquer une acidification locale et ponctuelle, faisant
brutalement diminuer le pH et le Q des eaux cotiéres avant que I’apport de nutriments stimule
la production phytoplanctonique et fasse rapidement remonter le pH par consommation de
CO; (Capone & Hutchins 2013). Ces variations locales créent des micro environnements
chimiques dans lesquels la diminution globale de pH et de Q prévue dans un contexte d’AO

n’est pas du tout maintenue (Duarte ef al. 2013).

Le concept général d’AO décrit pour I’océan ouvert est difficilement applicable a la
zone cotiere de par la variabilité de sa chimie des carbonates et les nombreux facteurs

physico-chimiques qui s’y combinent et interagissent avec les communautés benthiques et
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pélagiques. Pour prédire les futures variations du pH dans les ces environnements cotiers et
comprendre les réponses des €écosystémes benthiques a 1’augmentation de la pCO,, I’accent

doit étre mis sur 1’étude a des échelles locales et une meilleure caractérisation des milieux.

5. Perspectives

Cette thése est centrée sur deux modeles d’études principaux, les algues Corallinacées
et la crépidule. Deux pistes privilégiées, chacune en rapport avec un modele d’étude,

pourraient étre explorées dans la continuité du travail déja initié.

> Il a été montré au cours des expériences réalisées durant cette thése que les réponses a
I’AO des macroalgues calcifiantes dépendaient de résistances spécifiques certainement
acquises en fonction des variations physico-chimiques de leur habitat. Les différentes
canopées algales créent au sein des communautés des microenvironnements au pH différent
de la masse d’eau qui impactent les especes de sous-canopée de manicre différente d’un
milieu compleétement ouvert (Cornwall et al. 2013a). Il serait intéressant d’étudier les
réponses physiologiques et les processus de compétition spécifique se développant au sein de
communautés naturelles de macroalgues en prenant par exemple des assemblages d’especes
présents dans les cuvettes, composés a la fois d’especes calcifiantes et non calcifiantes et

soumises a de fortes variations naturelles de pH.

> La crépidule a montré d’importantes capacités de résistance a la diminution de
pH/augmentation de la pCO,, bien supérieure a celles communément admises chez d’autres
especes de mollusques. Une des perspectives de travail serait de caractériser plus précisément
la physiologie de cette espéce afin de comprendre ses mécanismes de régulation du pH
interne. Cette étude pourrait s’étendre aux différents stades de vie de la crépidule en

travaillant notamment sur I’environnement physico-chimique des capsules embryonnaires.

Dans un contexte plus général, ce travail de thése a mis en évidence que des espéces
calcifiantes des milieux tempérés benthiques pouvaient présenter différentes résistances a
I’augmentation de la pCO, en fonction de leur habitat naturel mais aussi que leurs réponses

pouvaient étre modulées par I’interaction de différents facteurs comme le pH et Ia
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température. Cela ameéne a développer d’autres perspectives dans le cadre général de la

recherche sur ’AQO.

> Connaitre et mesurer précisément les paramétres abiotiques du milieu de vie des
especes étudiées est un ¢lément trés important a développer pour les futures expérimentations
car il est nécessaire d’appliquer en mésocosme des valeurs de pH réalistes pour tester I’impact
futur de ’AO. Les espéces développent des mécanismes de résistance en fonctions des
conditions physico-chimiques qu’elles subissent dans leur habitat. Il faut donc appliquer une
gamme de pH correspondant aux variations futures pour éviter de sur- (ou sous) évaluer leurs
réponses physiologiques. Trop d’études utilisent encore des gammes de pH inappropriées qui
ne reflétent pas les variations subies par les organismes dans 1I’environnement naturel. En
outre, les variations de pH au cours du cycle nycthéméral dans les habitats cotiers peuvent
atteindre une unité pH et cette rythmicité peut influencer les réponses des organismes, facteur

a prendre en compte dans les études d’organismes intertidaux.

> En zone cdtiere, I’interaction entre les différents facteurs abiotiques peut avoir des
effets positifs, négatifs ou neutres sur les réponses des organismes comme cela a été montré
avec la température. Les études multifactorielles se développent de plus en plus dans le champ
de I’AO mais un effort doit étre fait pour augmenter le nombre de composantes ou diversifier
les facteurs étudiés. Puisque reconstituer en laboratoire la totalité des parameétres in situ est
impossible, cerner les facteurs majeurs influant sur les systemes étudiés et les reproduire en
mésocosme permettrait d’optimiser les ressources humaines, financiéres et logistiques tout en

observant des réponses physiologiques plus probables dans le contexte futur des océans.

> Au cours de cette thése, les expérimentations sont restées monospécifiques. Or, en
milieu naturel, une espece fait partie d’une biocénose. Les réponses individuelles peuvent étre
fortement modulées par les interactions biotiques et abiotiques au sein des €écosystémes, ce
qui ne peut étre observé dans le cadre d’études monospécifiques. Une derniére perspective
proposée dans le cadre de cette thése serait de développer des approches a I’échelle des
communautés et écosystemes afin d’observer les effets des différentes interactions dans des
conditions d’AO et les flux globaux réels générés sous conditions d’augmentation de la pCOx.
Dé¢ja mise en place dans des études in situ (Ischia ...) cette approche pourrait étre développée
de facon plus importante en laboratoire mais aussi avec des dispositifs augmentant in situ la
pCO, comme les mésocosmes KOSMOS (Riebesell ef al. 2013) ou les projets x-FOCE (Kline
et al. 2012 ; www.mbari.org/highCO2/; http://efoce.eu/).
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1. Publications

Noisette F, Duong G, Six C, Davoult D, Martin S, (2013) Effects of elevated pCO, on the
metabolism of a temperate rhodolith Lithothamnion corallioides under different temperature
levels, Journal of Phycology, 49: 746-757

Noisette F, Egilsdottir H, Davoult D, Martin S, (2013) Physiological responses of three temperate
coralline algae from contrasted habitats to near-future ocean acidification, Journal of
Experimental Marine Biology, 448: 179-187

Egilsdottir H, Noisette F, Noé€l L, Olafsson J, Martin S, (2013) Effects of pCO, on physiology and
skeletal mineralogy in a tidal pool coralline alga Corallina elongata. Marine Biology, 160 (8):
2103-2112

Noisette F, Richard J, Le Fur I, Martin S, Response of Crepidula fornicata metabolism to
temperature stress under elevated pCO;
(en révision dans Journal of Experimental Marine Biology and Ecology)

Noisette F, Comtet T, Legrand E, Bordeyne F, Davoult D, Martin S, Impact of near-future ocean
acidification on C. fornicata larvae from pCO,-acclimated parents
(soumise dans Plos One)

Noisette F, Bordeyne F, Davoult D, Martin S, Species resist to climate change: through metabolic
responses of Crepidula fornicata to elevated pCO, at different temperature levels
(en préparation)

2. Communications
Juin 2013 “Ocean Acidification Workshop for Marine Photosynthesisers”, Plymouth, GB

Mai 2013 Séminaire invit¢ au Mediterranean Institute of Oceanography (MIO), Marseille,
Communication

Déc. 2012 4°™ Journée des Jeunes Chercheurs Roscoff, France
Poster

Sept. 2012 “Third Symposium Ocean in a high CO, world”, Monterey, Californie, Etats-Unis
Poster

Mai 2012 Meeting final EPOCA (European Project on Ocean Acidification), Nice, France
Poster + communication courte

Nov.2011 3™ Journée des Jeunes Chercheurs, Roscoff, France
Communication

Sept. 2011 “World conference on Marine Biodiversity”, Aberdeen, Ecosse, GB
Digital object



Sept. 2011

Juin 2011

Mai 2011

Oct. 2010

Meeting Centre des Sciences Marines (CSM), Paris, France

Poster + chairman session “Changement climatique et impacts”

1° meeting Interreg Marinexus, Plymouth, GB
Poster

3°™ meeting EPOCA, Bruxelles, Belgique
Poster + communication courte

2éme

meeting EPOCA, Bremerhaven, Allemagne



ANNEXE 2 : Poster relatif a I’article n°1 présenté au 3¢éme Symposium “Ocean in a

High CO; World” (Monterey, Septembre 2012)
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ANNEXE 3 : Poster relatif a D’article n°2 présenté au 3eme meeting annuel
d’EPOCA (European Project for OCean Acidification) (Bruxelles, mai 2011) ainsi
qu’aux doctoriales du Centre de Sciences de le Mer (Paris, septembre 2011)

EFFECTS OF ELEVATED pCO, ON PHOTOSYNTHESIS
AND CALCIFICATION OF THE TEMPERATE CORALLINE ALGA
LITHOTHAMNION CORALLIOIDES (MAERL)

Uemc

RS UPMC

Station Biclogique

Fanny Noisette, Gwendoline Duong, Dominique Davoult, Sophie Martin Baseat

Laboratoire Adaptation et Diversité en Milieu Marin, CNRS & Université Pierre et Marie Curie, Paris VI, Station Biologique, Roscoff, France

INTRODUCTION |

Coralline algae (Rhodophyceae, Corallinaceas) are one of the most abundant and widespread caldfiers in benthic coastal ecosystems. They can be found in most marine
habitats from intertidal to subtidal zones. They are of significant ecological importance and play a major role in the carbon and carbonate cycles. However, some recent
publications demonstrate that they are among the calcifying organisms the most sensitive to ocean acidification. A few studies are dedicated to them, particulary in temperate
waters.

d the effects of elevated pCO, on the metabolic response (photosynthesis, respiration and calcification rates)
and the interactions with seasonal change in temperature.

o

» Thalli collection et - T ® Experimental design

Bay of Brest . - UG -

(Br?‘ttany France) '*-.‘ £ e BT | { < < 2 months experiment in mesocosms
. 3 1 uﬁ ] ¥ L

December 2010 { i B = - < 4 pH {onthe total scale) conditions:

13 m depth

8.1 (ambiant pC0;), 7.9, 7.8, 7.7 (elevated pCO;)

<+ 3 temperature levels as seasonal change:
10°C (winter), 13°C (spring & autumn), 16°C (summer)
Acclimation: 10days before incubations

® Random distribution in 12 aguaria

Lithothomnion  coraliicides  (Rhodophyceae, = Metabolicrates assessed inincubation chambers
Corallinaceae), named maerl, is a free living
coralline alga. Very high concentrations over
large areas form “maerl” beds in the subtidal

zone. They form an habitat for high and peculiar

<+ Photosynthesis and respiration
Mesurements of [O;]
Optical fiber system

biodiversity: their conservation is considered of
international interest. In Brittany, maerl is used
for decades by traditional farming and represents
economical and patrimonial interests.

<+ Light and dark calcification
Measurements of total alkalinity
Alkalinity anomaly method

_ | RESULTS |

Photosynthesis & Respiration Calcification
pH: little effect on gross production (GP) - 10°C
= At pH 7.9 (10-16°C) and pH 7.8 (13°C): GP affected  §7% 2= \
positively g2 2 = .
> A littde decrease in pH could slightly rises the €O, - . R b
concentration. Red algae use preferentally CO: form for ®ES - i
photosynthesis. Therefore this reaction would be boosted and 3 E

consequently, GP lightly increased.

® At lowerpH 7.7: no effecton GP
= CO; excess stopbeing an advantage.

g =
T°: 13°C significantly different (p<0.05) Bx
b 3g
B, Z 2
g3 o £3
g = SF
3 a
i opHal
= .‘_;. BpHTS N
g g2 BpHTE 3 =
WpHTT E
- o]
i
€8
" OpHE1 -
= apHTe
E: BpH7a Lt
5] MpHTT
o
=3
ES

® No temperature effect
® Calcification rates: light >dark [ K-Wtest, p <0.05)
1- to 3-fold higherin the light than inthe dark
® General declining trend with decreasing pH
= light: calcification only different at pH 7.7
(permanova, p < 0.05)
=> dark: all the calcification rates are different

pH: no effectonrespiration (R)
T°: 13°C significantly different (p<0.05)

OpHS81

Diel caledication
pmol a0, gy &

® Diel calcification = (light calcification + dark calcification)
= skeletal growth perday
® No difference in calcification between pH8.1and 7.9
-> maerl could support small pHvariations
= At lower pH, calcification is highly affected
=> reduced by 50% at pH 7.8 and 70% at pH 7.7.

Cale fical som
ol CaCo, gy h?

® Significant relationship between primary production and
calcification = The more photosynthesis produces energy,
the more calcification occurs in maerl.

Poor acclimation of maerl to elevated pCO,

Maintenance of photosynthetic activity at low pH but decrease in calcification rates

CONCLUSIONS

‘ EPOCA This work is a contribution to the "European Project on Ocean Acidification” (EPOCA) which received funding from the European Community's Seventh Framework n

Decrease in diel calcification by up to 70% in response to low pH
Impact on maerl beds developmentand all the very peculiar biodiversity leaving among them

Programme (FP7/2007-2013) under grant agreement n® 211384.



ANNEXE 4 : Poster relatif 2 ’article n°3 présenté a la 2°™ session pléniére du
programme Marinexus (Plymouth, juin 2011)

T=111]e RESPONSE OF THE INVASIVE GASTROPOD
o CREPIDULA FORNICATA TO ELEVATED TEMPERATURE AND pCO,

Station Biologique

Roscoff
Fanny Noisette?, Joélle Richard?, Ines Le Fur!, Dominique Davoult?, Sophie Martin® N
Cor ding author: fanny. .0 )
1 aboratoire Adaptation et Diversité en Milieu Marin, CNRS & Université Pierre et Marie Curie, Paris VI, Station Biologique, Roscoff, France »
2 gritish Antarctic Survey, High Cross, Madingley Road, Cambridge CB3 OET, United Kingdom Wexus
INTRODUCTION SET UP & PROTOCOL
~ Slipper limpet collection ~ Experimental design \
Bay of Morlaix . + Mesocosm experiment
(Brittany, France) = oy
February2010 =~ | TUCEL + 4 pH (pCO,) conditions
250 chains X “‘- - .,‘; 8.08 380ppm) > ambianl pCO,
(5-10 individuals | chasn) ¥ % \ 1.94 (550 W'ﬂ!
5ol hema 7.81 (750 ppm) elevated pCO
~ Separation into individual young males and females 7:70 (1000 ppm)

The American slipper limpet Crepidula ~ Random dislribution in 12 aquaria
fornicata (Calyptraeidae) has been an
invasive species in Europeans bays and
estuaries since the 1950s. East American
native, C. fornicata were carried on by oyster
farming and spread on European costs
along the XX century. They tolerate high
range of salinity and temperature and live in
shallow waters (bays and estuaries). As a
very tolerant species, it competes native

species (space and food web), disturbs 3 % (“ : : 3 e
aquaculture and fishing and modifies : - P e

~ Respiration assessed in incubation
chambers by measurements of [O,]
using optical fibber system

wt

carbonate and carbon fluxes.

SEASONAL CHANGE IN TEMPERATURE TEMPERATURE STRESS
Objective Objective
To test the response of C. fornicata respiration to seasonal To test the response of C. fornicata respiration to
change in temperature under different pCO, levels temperature stress under different pCO, levels
16°C e
Temperature 13°C summer Te_m%lure e
conditions spring — gonditions =
autumn r
10°C ;
winter 2days 4d &d g a8d gd 1w0d
Ayl zr:o.anu w.(}lum |4‘u;rm = 120 3.7 ‘. : .J-O 2.4 3.7
cE 10 |
=
= 82 w0
= B i
~—10°C ——13°C ——16°C 2 b e iy o18°c
s0 < ES  wid 022°c
=3 g_ T ‘ o,
40 o = RN =] zﬁug
* 0 § o o
2 120 8.08 ®30°C
= = 3 20 2 = m32°C
—§ = 10 & '-g g 18 W 34°C
g Eqn 80
o °© Y
pH  8.08 7.94 7.81 7.70 T
o) a0 g :
* bndicates o gnificative diffevence { ANGIOA, < 0.05) “5 200510
o |
<+ Respiration rates : from 11 to 35 pmol O, g' AFDW h-' ey p" ;
+ T°C effect: respiration signit_"lcantly higher at 16°C <  respiration > ~ respiration
(1.4 to 2.6-fold higher) 2610 97 pmol O, g AFDW ' 2110 62 pmol O, g AFDW h!
+ No pH effect except at 16°C (pH 7.7) < T°C effect : increase of respiration with temperature

1 13 pmol 02 g AFDW h*C1 / & 2 ymol 02 g7 AFDW h*C1

< No pH effect

» Increase of respiration with temperature

CONCLUSIONS > High resistance to temperature stress

» High tolerance to elevated pCO,
> Highly competitive species




ANNEXE 5 : Poster relatif a I’article n°4 présenté au meeting final d’EPOCA (St
Jean Cap Ferrat, juin 2012) ainsi qu’aux Journées des Jeunes Chercheurs de la Station
Biologique de Roscoff (décembre 2012).

u2mC

OF THE INVASIVE SLIPPER LIMPET CREPIDULA FORNICATA

Fanny Noisette, Frangois Bordeyne, Dominique Davoult, Sophie Martin

EFFECTS OF ELEVATED pCO, ON THE METABOLISM

Station Biologique
Roscoff

Laboratoire Adaptation et Diversité en Milieu Marin, CNRS & Université Pierre et Marie Curie, Paris VI, Station Biologique, Roscoff, France

The American slipper limpet Crepidulo fornicata (Calyptraeidae) has been an invasive species in European bays and estuaries
since the 1950s. North-East American native, C. fornicata was introduced in association with imported American oysters at the
end of the 19" century. They spread in shallow waters along the European coast along the 20" century. They can reach very high
densities in Brittany bays (Blanchard 1997, Chauvaud 1998) disturbing shellfish farming and fisheries. C. fornicata tolerates high
range of salinity and temperature, out-competing local species for space and food (Beninger et al. 2007). They also have
ecological impacts affecting carbon, carbonate and nitrogen cycles by enhanced respiration, calcification, filtration and excretion
processes (Martin et al. 2006).

In an ocean acidification context , how C. fornicata physiology

Organism collection

Corresponding author: fanny.noisette@sb-roscoff.fr

can be affected by decreasing pH?

Experimental set up

Metabolic rates

s oy . i
o ] PP P Assessed in incubation chambers
Morlaix Bay - ! 1 o+ - T i i

weptm B
€

(Brittany, France)
11 m depth
December 2011

. l

Respiration -> [0,] measurements

Optical fibber system

Calcification > Total alkalinity measurements

(I Alkalinity anomaly method
3 pH, conditions
8.07 (380 patm) / 7.81 (750 patm) / 7.56 (1400 patm) Excretion > [NH,’] measurements
L Spectrophotometry
Focus on & wc
10 small individuals (< 3 cm length) 10°C L we Acclimatization: 2 weeks Filtration = Cell counts

10 large individuals (>4 cm length) Aquarium

/ 8.07 7.82 7.56
o

— Measurernents: 2 weeks

TC rising: 2 weeks

Flux cytometry

small C fornicate
- No pH effect 3 = large Cfornicata Effect of pH

z 2 | on respiration ¥ on calcification

z . (KW test, p-value=0.657, n=6) 1 1 only at pH 7.56
AT 1] ——

] {2-way ANOVA, p-value=0.01, n=6)
i % Respiration rates -1 e &=

1. Small > Large -2 At pH 7.56, 0, < 1: chemical
H l 3 dissolution favoured

£ 10 small C.lornicata i -4 ' Shell dissol > calcification
i Small C. fornicata need %

3» ® large C.fornicata Wturenon @ h
pH rowth, 807 7.82 2.56 ificati
v motility..) v Calcification rates

Calcification rates

\

- Small > Large /

Excretion rates

A\ |
e / g N

Filtration rates

# small C.fornicata
i I — No pH effect 4000 small C. fornicata No pH effect
Z on excretion 3500 "largeCformicata on filtration
g o3 (KW test, p-value=0,721, n=6) i (2-way ANOVA, pH p-value > 0.05, n=3)
- z
b 92 g 2500 Filtration rates
= E
2 o . - IHI ] Low excretion at 10 °C £ 2000 Small > Large
E 00 i ‘l‘ S e l (2way ANOVA, Size p-value < .05, n=3)
01 = g 1000 |
For small individuals, Small C. fornicata have more
02 . 500 :
ammoniac fluxes were not . | ] i active metabolism and need
o different fi 0 higher ene
807 7.82 7.56 BT LAY 8.07 7.82 7.56 e ey
PHy

Same order of magnitude
/ \ Filtration mtes {1 thanotherbivalves/
Low winter metabolism (consistent with the litterature, Martin et a/. 2006)

High resistance of C. fornicata to near-future ocean acidification
(pH; 7.8/pC0O, 750 patm, as projected by 2100)

Calcification affected (net dissolution) at lower pH
(pH; 7.56/pC0O, 1400 patm, 5-fold higher than preindustrial level)
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Sophie, ma seconde directrice de thése, pour ton encadrement et tes multiples corrections permettant
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Agnes pour ses ouvertures de cloisons inopinées et sa fagon différente de voir les choses.

Les buveurs de café ponctuels (souvent en déplacement ou résidants du batiment d’en face) :
Sarah, pour ton grain de folie, nos visionnages du “Meilleur patissier”, tes supers macarons et tes

capacités de travail et d’endurance impressionnantes. Ta thése, elle va déchirer jeune padawan !
Eric pour ta grosse voix et tes conseils statistiques.

Charlotte qui se soucie toujours de savoir si “ca va toi ? ”

Fred pour tes conseils avisés et tes remarques constructives.

Les buveurs de café¢ de passage :
Stagiaires, vacataires et CDD qui sont passés par le couloir au cours de ces 3 ans. Parmi eux, un grand
merci aux stagiaires qui se sont investis dans mes manips de thése, par ordre chronologique
Gwendoline, Frangois B., Jordan, Erwann et Francois-Elie. Ce travail n’aurait pas pu se faire sans
votre aide et ¢’est avec beaucoup de plaisir que je vous ai encadré et que j’ai travaillé avec chacun
d’entre vous.

Les anciens buveurs de caf¢ :
Laure, pour nos montages de set-up expérimentaux, les virées chez ces “cochons d’anglais”, la gym
des mémés, les blagues racontées a 1’envers, et tellement d’autres choses encore... merci la mére
Noél !
Jocelyn, notre chevalier des temps modernes. Messire Eguerrand le Vertueux, je vous remercie d’avoir
amené un peu de douceur médiévale dans notre monde de brutes actuel.
Alex, et son interprétation mémorable du “gros ours” lors du congrés en Ecosse. C’est a toi que je dois
I’ajout de “olivette” et “cabsoute” a mon vocabulaire.
Flo, fan inconditionnelle de Kate et Williams et une des meilleures radio-potins de la station.

Fanny L., 1a pro du Just dance pour son sourire et sa gaieté.

S’il y a bien une pause privilégiée que j’ai eu le plaisir de partager avec le groupe des
papoteuses du déjeuner, c’est celle commengant par un “j’fais chauffer d’ I’eau !” en fin de repas. Au
grand dam d’Aline, je n’ai pas beaucoup fréquenté les tables du Gulf Stream au cours de ces trois ans.
Cependant j’ai rarement mangé seule, partageant nombre de mes repas avec Fanny L., Agnes, Sarah,
Jennifer, Céline et Caro. Merci les filles pour ces moments de détente, de discussion parfois trés
instructives (“Mais ¢a vient d’ou les aphtes ?”’), de commérage (“Oh tu sais pas, y’a déja un couple
dans les nouveaux licences”) mais toujours d’échanges amicaux.



Je tenais aussi & remercier ceux avec qui je n’ai pas partagé ces pauses-café mais qui ont
contribués de prés ou de loin au bon déroulement de cette thése, aussi bien d’un point de vue
logistique et technique (les gars des équipes 3M, du SMO et des ateliers) qu’administratif (les filles du
pole RH, de I’administration + Gugu, Brigitte), ainsi que les collégues thésards pour les tuyaux sur le
fonctionnement bizarre des ED (Aliou, Fred, Domi, Florian...).

Une pensée pour ceux avec qui je bois des cafés en dehors de la station, les loulous a
Carentan, les “coupains” bretons, les expatriés a Marseille (Pierre, Aurélie, Marine), les amis du Pays
Basque et ma famille. Méme si vous n’avez pas toujours bien cerné en quoi consistait cette these,
pourquoi je passais autant de week-end au labo et rentrait aussi tard a la maison, merci de m’avoir
toujours assurée de votre soutien.

Un dernier mot pour celui avec qui je bois mon café a la maison. Romain, merci pour ton
soutien indéfectible et ta patience. Merci pour tout...
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Impacts de P’acidification des océans sur les organismes benthiques
calcifiants des milieux cotiers tempérés

RESUME

L’acidification des océans (AO) est un phénoméne induit par 1’augmentation de la pression partielle
en CO, (pCO,) atmosphérique d’origine anthropique caractérisé par une diminution du pH de I’eau de mer et
une modification des paramétres de la chimie des carbonates. L’AO est susceptible d’impacter toutes les
especes marines mais les organismes calcifiants y seraient les plus sensibles. Dans le cadre de cette thése, les
réponses physiologiques des algues Corallinacées (algues rouges calcaires) et de la crépidule (mollusque
gastéropode) ont été étudiées sous des conditions de pCO, actuelles et prévues pour la fin du siécle. Les
réponses des Corallinacées a I’AO en termes de production primaire et de calcification ont varié suivant les
especes, d’une absence de réponse chez Corallina elongata a une diminution de 80% de la calcification nette
journaliére chez le maérl Lithothamnion corallioides. La crépidule est en revanche une espéce trés tolérante a
I’augmentation de la pCO,. Aucune dépression métabolique n’a été observée chez les adultes malgré une
diminution de la calcification nette induite par 1’augmentation de la dissolution de la coquille externe. La
taille des jeunes stades de son cycle de vie (embryons et larves) a été réduite sous conditions de pCO,
¢levées mais aucune diminution de la respiration ou mortalité importante n’a été observée. Ces especes
calcifiantes ont une importance écologique majeure au sein des écosystémes cotiers de Manche et Atlantique
nord-est. Les changements physiologiques induits par I’AO sur ces especes clé sont susceptibles de modifier
les flux de matiére et d’énergies au sein des écosystémes dans lesquels elles sont des espéces ingénieures.

Mots clés : acidification des océans, calcification, crépidule, écosystémes cotiers, maérl, métabolisme

ABSTRACT

The anthropogenic increase in atmospheric CO, partial pressure (pCO,) causes a decrease in
seawater pH and changes in carbonate chemistry called ocean acidification (OA). All the marine species
could be impacted by OA but calcifying organisms are known to be the most sensitive. This PhD thesis
focused on the physiological responses of coralline algae (red calcareous algae) and the slipper limpet
Crepidula fornicata (gastropod mollusc) exposed to current and future pCO, conditions. Coralline algae
showed variable species-specific responses to OA with a lack of effect in Corallina officinalis and a 80 %
decrease in diel net calcification in Lithothamnion corallioides (maerl). Conversely, C. fornicata was highly
tolerant to OA. Although net calcification decreased due to external shell dissolution, no metabolic
depression has been shown under high pCO,. Size of early life stages (embryos and larvae) decreased with
increasing pCO, but there were no effect on larval respiration and survival. These calcifying species are of
major ecological importance in coastal ecosystems from the Channel and Northeastern Atlantic. Changes
induced by OA on the physiology of these key species are likely to impact energy and matter fluxes in the
ecosystems they dominate.

Keywords: calcification, coastal ecosystem, maerl, metabolism, ocean acidification, slipper limpet



