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Tandis que les océans couvrent plus des deux tiers de la plancte, les récifs coralliens
en représentent moins de 1% (van Oppen et Gates 2006). Pourtant, les récifs coralliens
comptent parmi les plus riches écosystémes, en terme de biodiversité, productivité, biomasse
et complexité structurelle (Roberts ef al. 2002). Ils sont essentiellement distribués dans les
océans tropicaux entre 30°N et 30°S (Figure 1), ou ils bordent le littoral et forment des
barricres externes et des atolls (Veron et Stafford-Smith 2000). Les eaux récifales sont
caractérisées par des eaux chaudes (18-35°C, avec un optimum moyen de 26 et 28°C), peu
profondes (rarement au-deld de 70 m) et oligotrophes (pauvres en sels nutritifs NO3;< 2
umol.L™ et PO4 < 0.2 pmol.L™" ; D’Elia et Wiebe 1990). Cet écosystéme héberge prés d’un
tiers des espéces marines connues (Hoegh-Guldberg et al. 2007), principalement dans une
région située au centre de 1’Indo-Pacifique et dénommée le « triangle de biodiversité » (Huges
et al. 2004). 11 est estimé que seulement 10% de la biodiversité récifale, comprenant virus,

bactéries et champignons est actuellement recensée (Reaka-Kulda ez al. 1997).
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Figure 1 : Distribution des récifs coralliens hermatypiques (© Von Steuben Metropolitan
Science Center).

A ce jour, ces écosystemes coralliens sont fortement menacés et subissent un déclin
drastique depuis les 30 dernieres années (De’ath et al. 2012). Le contexte actuel des récifs
coralliens est la conséquence de 1’augmentation en fréquence, sévérité et diversité de facteurs
synergiques incluant les stress globaux, tels que le changement climatique et I’acidification
des océans, ainsi que les stress locaux caractérisés par des facteurs anthropiques et naturels
(Hughes et al. 2003) qui entrainent des éveénements massifs de blanchissement corallien et/ou

des maladies coralliennes, pouvant mener a la mort. Les menaces sur les récifs coralliens sont
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principalement: i) la sédimentation (Zann 1994 ; Wilby et al. 1997), ii) la pollution, incluant
des substances toxiques provenant par exemple de rejets de pesticides et herbicides liés a
I’agriculture ou a d'autres activités, iii) 1’eutrophisation du milieu (Wilkinson 2004), iv) les
déséquilibres du réseau trophique, dus notamment a la surpéche de certaines especes cibles a
intérét commercial, pouvant engendrer une diminution du niveau trophique herbivore
(Hughes et al. 2007), v) I’augmentation des températures maximales, vi) ’acidification des
océans, vii) les fortes perturbations atmosphériques (e.g. cyclones) et marines (e.g. la houle),
viii) les invasions de prédateurs corallivores tels que les étoiles de mer Acanthaster planci au
niveau du Pacifique (Moran 1986). Aussi, tandis que les récifs ont su montrer par le passé une
certaine résilience face aux perturbations naturelles (Veron 2000), I’apparition des stress
anthropiques a fait évoluer les facteurs environnementaux au-dessus de leur gamme de
variations naturelles (Halpern ef al. 2007). Ainsi, on peut citer I’incidence de 1’enrichissement
en nutriments (lessivage des sols) sur la fréquence des phénomenes de pullulations

d’Acanthaster planci (Brodie et al. 2005).

Face a ce bilan plus que préoccupant, il devient urgent de mieux comprendre les
mécanismes de résistance et de résilience des récifs coralliens. Cela permettrait de pouvoir
prédire le seuil de perturbations pouvant étre toléré par les coraux avant que les fonctions de
cet écosysteme ne soient perdues et qu’il soit remplacé par un autre état stable (Nystrom et al.
2000). Plus particulicrement, dans un contexte de changement climatique global associé aux
pressions locales, il est indispensable de connaitre les réponses des coraux face a ces
différents stress. Ces réponses concourent a des tolérances variées selon la combinaison des
effets génétiques de 1’hdte (Loya ef al. 2001) de I’histoire environnementale et notamment de

ses communautés algales endosymbiotiques.

I LES CORAUX: UNE ASSOCIATION MULTI-PARTENAIRES
PERFORMANTE

1.1 Les coraux

L1.1 Classification et morphologie

La fondation structurelle des récifs coralliens tropicaux est due aux coraux durs,

¢galement appelés scléractiniaires. Une telle architecture est assurée par les polypes,
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organismes métazoaires appartenant a 1’embranchement des cnidaires, caractérisés par un
corps de symétrie radiaire simple, composé de deux feuillets cellulaires (diploblastique,
Figure 2). L’ectoderme, feuillet externe, est séparé de I’endoderme, feuillet interne, par une
mésoglée qui comprend un systeme nerveux. L’endoderme délimite une cavité digestive, qui
communique avec l'extérieur par un orifice, servant a la fois de bouche et d’anus. Cette
ouverture est entourée d’une couronne de tentacules, composées de cellules urticantes

(cnidocystes) utiles pour la défense ou la capture de proies dans le milieu environnant.

Colonie corallienne Symbiodinium

Ectoderme oral
| + cnidocystes

Endoderme oral
+ zooxanthelles

Bouche Cavité gastrique
+ bactéries

Coelenteron

X *Squelette
© CNRS/ Thomas Vignaud + bactéries

Figure 2: Association multipartenaires des coraux. Symbiose entre le polype et les algues
photosynthétiques du genre Symbiodinium. Vue schématique du polype et du tissu coenosarqual.

Schéma de coupe modifié du Centre scientifique de Monaco.
(centrescientifique.mc/fr/BiologieMarine/CorailTropical/AnatomieScleractiniaires.aspx)

Plus précisément dans la taxonomie, les coraux appartiennent a la classe des anthozoaires,
caractérisée par 1’absence de la phase « méduse » durant leur cycle de vie en faveur d’un
mode de vie sessile, et a la sous-classe des hexacoralliaires a symétrie multiple de six. La
particularité des scléractiniaires repose sur leur capacité a synthétiser un squelette externe en
carbonate de calcium (CaCOs) sous forme d’aragonite. La plupart des coraux (~60%) sont des
organismes coloniaux modulaires, chaque module ou polype pouvant étre répliqué une
centaine voire plusieurs millions de fois (Cairns 1999 ; Veron et Stafford-Smith 2000). Ces

polypes sont reliés les uns aux autres par I’exosquelette en carbonate de calcium et par une
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couche tissulaire horizontale appelée coenosarque (Mullen et al. 2004). Ils sont donc
interdépendants et génétiquement identiques (Baird et al. 2009).

Les coraux présentent des morphologies tres distinctes (Figure 3), pouvant étre de formes
massives (e.g. Porites), foliacées (e.g. Pavona), encrolitantes (e.g. Montipora) ou branchues
(e.g. Acropora, Pocillopora). Selon ces différentes morphologies, des tolérances distinctes
aux conditions environnementales peuvent étre observées (Baker ef al. 2004 ; van Woesik et
al. 2011). Les coraux de formes massives (e.g. Porites) regroupent les especes considérées
comme les plus résistantes, car avec un taux de mortalité et/ou de blanchissement nettement
plus faible apres exposition a des perturbations environnementales (e.g. élévation de
température des eaux de surfaces ou de la pCO; ; Fabricius et al. 2011 ; Penin et al. 2012), en
comparaison aux coraux de formes branchues, souvent associés a des especes décrites comme
sensibles (e.g. Acropora, Pocillopora). Par ailleurs, une plasticité morphologique peut étre
observée, pour une seule et méme espece corallienne définie. Elle découle de conditions
environnementales variées (Todd 2008), telles que I’hydrodynamisme (Sebens et al. 1997) ou
I’éclairement (Padilla-Gamino et al. 2012a), impliquant la notion d’écomorphes et/ou de

morphotypes distincts (Veron et Pichon 1976).

it

Massive coral

TRENDS in Ecology & Evolution

Figure 3: Principaux types de morphologies de colonies retrouvées chez les coraux
Scléractiniaires. © Ainsworth et al. 2010.

112 La biologie du corail

La maintenance des récifs coralliens repose principalement sur le mode de

reproduction des coraux. Les coraux scléractiniaires se reproduisent selon deux modes. Les
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colonies sont généralement hermaphrodites (~75%), et abritent des polypes simultanément
males et femelles, alors que d’autres peuvent étre gonochoriques et donc associées a des
polypes de sexe unique durant toute leur vie (Harrison et Wallace 1990), ce mode étant évalué
comme un caractere primitif (Harrison 1990). Selon les espéces coralliennes, la fécondation
des gametes aura lieu soit dans le milieu environnant apres ¢émission (i.e. ‘broadcast
spawner’), soit a I’intérieur de la colonie corallienne (i.e. ‘brooding’), les deux cas menant au
développement d’une larve planula ciliée qui sera a 1’état libre durant plusieurs jours avant de
venir se fixer au substrat (Baird ef al. 2009). Apres cette phase de recrutement, les taux de
croissance vont varier en fonction des especes et des conditions environnementales. Les
coraux branchus tels que les Acropora et les Pocillopora sont connus pour leur croissance
plus rapide que celle des coraux de forme massive, tels que les Porites (Guest et al. 2012).
Egalement dépendantes de la morphologie, des différences de propriétés a la fois
physiologiques et structurales ont été¢ observées au niveau du squelette (e.g. porosité,
composition en calcite ; Bucher et al. 1998) et des tissus coralliens (Yolst et al. 2013). Les
coraux branchus sont la plupart du temps caractérisés par des ressources limitées (Loya et al.
2001) avec une forte activité métabolique (Gates et Edmunds 1999) et constitués d’un
squelette non perforant, sur lequel les tissus coralliens vont rester a la superficie (Yolst ef al.
2013). A l’inverse, les coraux massifs, foliacés ou aplatis sont généralement composés d’un
squelette perforant avec une intégration des tissus en profondeur (Yolst ef al. 2013), suggéré
comme un avantage par exemple dans la survie (Jokiel et al. 1993) ou encore pour la

calcification (Gladfelter 1983).

Comme tout organisme vivant, le métabolisme des coraux nécessite des apports
énergétiques. Pour cela, ils possedent deux modes de nutrition, 1’autotrophie et I'hétérotrophie
(i.e. mixotrophie). La contribution de 1’hétérotrophie chez les coraux est possible par la
capture, grace aux cnidocystes et au mucus produit par 1’épiderme (Figure 2), de plancton
allant de la fraction pico- a meso- (Abrego et al. 2008 ; Houlbréque et Ferrier-Pages 2009).
Une autre possibilité d’acquisition de composés organiques ou inorganiques (i.e. carbone
inorganique exogene ; Allemand et al. 1998) sous forme dissoute est possible par voie trans-
tégumentaire (Houlbréque et Ferrier-Pages 2009). Néanmoins, 1’autotrophie, qui repose sur
I’assimilation du carbone via 1’association symbiotique des coraux avec des algues
photosynthétiques unicellulaires, reste chez les coraux la voie d'apport énergétique la plus

utilisée et la plus performante en condition normale.
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De plus, malgré quelques spécificités métaboliques et activités dépendantes de la morphologie
de I’espece ou encore de la colonie corallienne citées précédemment, les coraux présentent
des mécanismes communs, notamment au niveau de la biosyntheése de pigments et de la
défense immunitaire. La renommée des coraux tient essentiellement a leurs couleurs vives
(Dove et al. 2001 ; Bandaranayake 2006), dues a la présence de pigments accumulés dans
leurs chromatophores ou cellules pigmentaires. Ces pigments peuvent avoir une fonction de
stimulis visuels en prévention des prédateurs, de moyen de communication entre con-
spécifiques (Protas et Patel 2008), de protection directe contre les radiations solaires ou
encore de résistance immunitaire (Roulin 2004). Les pigments des invertébrés incluent des
petites molécules telles que les caroténoides (Cornet et al. 2007), des polymeres insolubles
tels que la mélanine (Meredith ef al. 2006) ou des protéines comme celles impliquées dans la
bioluminescence et la fluorescence (Matz ef al. 1999). Les protéines de fluorescence (PF)
possedent la faculté de convertir la lumiere de faible longueur d’onde en lumiére de plus forte
longueur d’onde, ayant ainsi un réle de photo-protection (Salih et al. 1998), d’anti-oxydant
(i.e. élimination des ions H;O;) et de source lumineuse exploitable par le systeme
photosynthétique (Catala 1959). En complément de la prévention de la formation d’especes
réactives de l'oxygene (ROS) pouvant étre a l'origine d'un stress oxydatif, les coraux
produisent également des protéines de choc thermique (Baird er al. 2009) ou encore des
protéines avec des activités anti-oxydantes (e.g. SOD, catalase ; Lesser 2006).

Concernant leur syst¢tme immunitaire inné, il présente la particularité d'avoir un mécanisme
s'apparentant a celui des métazoaires en permettant d'identifier les organismes étrangers par le
biais de récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (e.g. protéines lectines ; Vidal-
Dupiol et al. 2009), qui vont pouvoir reconnaitre les motifs moléculaires des entités
étrangeres (e.g. groupement carbohydrates de surface des pathogenes) et les lier a des
structures de surfaces externes (Janeway et Medzhitov 2002). Ces éveénements de liaison sont
a ’origine d’une cascade induisant une réponse immunitaire telle que I’agglutination des
cellules invalides et 1’opsonisation (processus biochimique recouvrant la membrane d’une
cellule cible) pour en favoriser la phagocytose (Madan et al. 1997 ; Janeway et Medzhitov
2002). Un autre moyen de lutter contre 1’invasion des pathogénes provient de la sécrétion
permanente de mucus riche en polysaccharides acides par des cellules spécialisées (i.e.
mucocytes) situées dans 1’ectoderme oral (Mullen et al. 2004). Ce mucus, sert a la fois de
réservoir, de piege et de barriere physique avant I’acces aux tissus coralliens (Mullen et al.

2004; Bosch 2008).
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113 Réseau d’associations mutualistes/symbiotiques

L’importance des associations mutualistes pour la fonction des organismes (e.g. survie,
reproduction) et de 1’écosystéme est hautement reconnue (Kiers et al. 2010). Pour les
écosystemes coralliens, la structure et le fonctionnement reposent sur un réseau complexe
d’associations mutualistes, dépendant directement des coraux scléractiniaires (Bruno et al.
2003 ; Hay et al. 2004). De plus, les coraux forment eux-mémes un systéme symbiotique
multi-partenaires, car ils vivent dans un équilibre dynamique avec une communauté
microbienne mutualiste, incluant bactéries, virus, champignons, microalgues endolithes, en
addition avec des zooxanthelles (algues endosymbiotiques; Figure 2), ’ensemble étant
qualifi¢ d’« holobionte » (Rohwer et al. 2001 ; Knowlton et Rohwer 2003 ; Rosenberg et al.
2007 ; Olson et al. 2009). Cette biodiversité occupe une variété de niches écologiques a
I’intérieur des tissus coralliens ou du squelette ou encore du mucus corallien (Ainsworth et al.
2010; Bourne et Munn 2005). Ainsi, chacun des partenaires de cet assemblage va interagir
avec le corail hdte, a une plus ou moins grande échelle relationnelle et contribuer
positivement ou négativement a sa survie et a son état de santé¢ (Rohwer et al. 2001 ;
Knowlton et Rohwer 2003 ; Rosenberg et al. 2007).

Parmi ces partenaires, la symbiose avec les Symbiodinium (Figure 2) revét un caractere
particulier car elle est responsable de la construction et de la productivité des récifs coralliens.
En effet, les Symbiodinium, qui sont des organismes primaires, peuvent transférer jusqu’a
95% des produits carbonés issus de la photosynthese a 1’hdte (Muscatine 1990), lui procurant
ainsi des avantages métaboliques dans les eaux oligotrophes, incluant ses capacités de
calcification (Hoegh-Guldberg 2004). Elles participent également a la couleur qu’arbore les
coraux en produisant des substrats pigmentaires tels que la chlorophylle a ou des caroténoides
qui sont ensuite métabolisés par 1’hote (Douglas 2003 ; Weis et al. 2008). En contre partie, le
corail procure aux zooxanthelles un environnement favorable, protégé de la prédation et des
rayonnements ultra-violets (UV) (Matz et al. 2006 ; Venn et al. 2008 ; Yellowlees et al. 2008)
et un enrichissement en CO; et en nutriments (Muscatine et Porter 1977 ; Muller-Parker et
D’Elia 1997).

Les autres microorganismes du type bactéries ou virus présents dans le mucus, le squelette
ou dans les tissus de 1’hote corallien, lui conférent également, en condition normale, des
bénéfices, par le biais de nombreux mécanismes incluant la fixation de I’azote (Lesser et al.

2004), I’approvisionnement et le recyclage des nutriments (Beman et al. 2007 ; Olson et al.
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2009) et la défense contre les infections de bactéries pathogenes, a I’origine de I’hypothese

probiotique (Rosenberg et al. 2007).

A ce jour, les Symbiodinium, en raison de leur rdéle dans la santé de I’hdte corallien, sont
ses partenaires endosymbiotiques les plus €tudiés notamment dans leur contribution a la
résistance des coraux face a divers stress environnementaux, dépendante de leur identité

génétique (Stat et Gates 2011).

1.2 Les Symbiodinium

12.1 Diversité, phylogénie et systéematique des Symbiodinium

Les Symbiodinium sont les dinoflagellés les plus couramment retrouvés associés en
symbiose aves les invertébrés marins, incluant cnidaires, plathelminthes, mollusques,

poriferes et foraminiferes (Trench 1979 ; Pawlowski et al. 2001 ; Gordon et Leggat 2010).

Chez les coraux, les zooxanthelles ont longtemps €té considérées comme appartenant a
une seule espece cosmopolite, Symbiodinium microadriaticum (Freudenthal 1962 ; Taylor
1974), en raison de leurs caractéristiques morphologiques similaires. En association avec les
coraux, les Symbiodinium mesurent entre 5 et 15 um (Stat et al. 2006) sous forme de cellules
brunes coccoides. L’arrivée de la génétique moléculaire a permis de révéler I’'importante
diversité du genre Symbiodinium (e.g. Rowan et Powers 1991), nettement supérieure aux
dinoflagellés non symbiotiques. L’¢étude de la diversité de ce genre est donc basée sur la
comparaison de séquences de différentes parties du génome, telles que le géne nucléaire
codant notamment la petite sous-unit¢ 18S (Rowan et Powers 1992 ; Darius et al. 2000 ;
Brown et al. 2002) et la grande sous-unité 28S (Wilcox 1998 ; Baker 1999 ; Loh et al. 2001 ;
Pawlowski et al. 2001 ; Pochon ef al. 2001 ; Savage et al. 2002a ; Toller 2001b ; van Oppen
et al. 2001) de ’ARN ribosomal, ou les séquences inter-géniques transcrites ITS1 et ITS2 de
ce méme gene (LaJeunesse 2001 ; Pochon ef al. 2001 ; Savage et al. 2002), ou bien encore le
gene du grand ARN ribosomal chloroplastique (cp23S-ADNr ; Pochon ef al. 2004 ; Rowan
2004 ; Pochon et Gates 2010). Les geénes codant les ARN ribosomaux sont sub-divisés en
domaines, définis selon leur similarité de séquences lors de comparaison de différents

génomes. Les séquences de ces domaines peuvent €tre plus ou moins conservées, reflétant

21



différents niveaux de pression de sélection pour chacun d’eux, dus a des contraintes de
structures secondaires, tertiaires et quaternaires distinctes de ces régions dans les produits
géniques (Gerbi 1986 ; Hillis et Dixon 1991 ; Muse 1995). Ainsi, les différentes régions de
I’ADNr peuvent étre utilisées pour comparer la distance entre taxons proches ou distants,

selon leurs taux de variation et d’évolution depuis leur apparition.

Ainsi, la nomenclature phylogénétique, basée sur I’ADNr permet a ce jour de
distinguer 9 clades chez Symbiodinium, notés de A a I (Figure 4 ; Rowan et Powers 1991 ;
Baker 2003, Stat et al. 2006, 2008a ; Pochon et Gates 2010). Parmi eux, des sous-clades ont
été¢ identifiés (e.g. LaJeunesse 2001 ; Rodriguez-Lanetty 2003 ; van Oppen et al. 2005),
pouvant €tre assimilés a des especes (LaJeunesse et al. 2012), méme si cela reste encore a étre
confirmé taxonomiquement. Les analyses phylogénétiques décrivent le clade A comme étant
la lignée de Symbiodinium la plus ancestrale, datée a environ 50-65 Ma, les autres clades
semblent diverger les uns des autres depuis I’époque de I’Ecocéne jusqu’a la moitié du
Miocene, soit a environ 15 Ma (Pochon ef al. 2006 ; Tchernov et al. 2004). De plus, le fait
que des séquences ITS identiques aient été retrouvées dans des cultures souches de
Symbiodinium originaires de différentes espéces d’hotes collectées et de différentes
localisations géographiques (Atlantique et Pacifique), suggere que certains Symbiodinium
seraient capables de grandes dispersions et de s’associer a une large gamme de types d’hotes
(LaJeunesse 2001). Le clade C est considéré comme étant la lignée dominante chez les coraux
présents dans les écosysteémes coralliens du Pacifique, et co-dominant avec le clade B chez les
coraux de I’Atlantique (LaJeunesse et al. 2003 ; LaJeunesse et al. 2004 a,b ; Abrego et al.
2009). En revanche, le clade D considéré comme relativement rare, est décrit comme étant
souvent présent a moins de 10% dans les communautés endosymbiotiques, mais largement
réparti en association avec les coraux (LaJeunesse 2010b). En lien avec ces observations
d’abondance distinctes, le clade C présente plus d’une centaine de types de séquences de
sous-clades basées sur les séquences ITS2, tandis que le clade D n'en présente qu'une dizaine

(LaJeunesse et al. 2005; Pochon et al. 2007).
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Figure 4 : Arbre phylogénétique du genre Symbiodinium élaboré par la méthode du maximum
de vraisemblance, basé sur l'analyse a) de la région nucléaire codant la grande sous-unité
ribosomale (ADNr 28S), et b) de la région codant pour le géne chloroplastique codant la grande
sous-unité ribosomale (ADNr 23S). Les valeurs au niveau des nceuds indiquent les résultats de
bootstrap (BP ; soulignés) de I'analyse de la méthode du maximum de vraisemblance ainsi que
les probabilités bayésiennes (BiPP). Les points noirs représentent les valeurs de bootstrap de
100% et les probabilités baysiennes de 1. Les noeuds sans valeur correspondent a des supports
de BP inférieurs a 70% et de BiPP inférieurs a 0.8. Toutes les séquences sont présentées par leur
numéro de référence d’accés Genbank. Modifié de Pochon et Gates 2010.

Les fossiles retrouvés permettent méme d’évaluer I’apparition des premieres traces de
barrieres coralliennes a 500 millions d’années, mais ces especes de coraux ont aujourd’hui
disparu. Les coraux que 1’on retrouve actuellement trouvent leur origine au secondaire, il y a
245 Ma. Toutefois, peu d’informations sont disponibles sur 1’évolution de leurs algues
endosymbiotiques. Le temps de divergence entre les quatre clades A a D est estimé entre 30-
65 Ma, temps durant lequel ils ont accumulé d’importantes différences fonctionnelles
(Anisimova et al. 2001 ; Tchernov et al. 2004 ; Pochon et al. 2006). L’observation des taux
de différenciation génomique indique que les clades B et C montrent le plus faible degré de
divergence, le clade D un niveau de divergence intermédiaire avec ces deux derniers, tandis

que le clade A montre le plus fort taux de divergence comparé a tous les autres clades (Ladner
etal 2012).
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122 Coexistence de la symbiose corail-Symbiodinium

Chez les coraux durs, différentes études ont montré une association majoritaire avec
les quatre clades de Symbiodinium appartenant aux lignées A, B, C et D (Rowan et Powers
1991 ; Rowan 1998; Pochon et al. 2001, 2006 ; Baker 2003 ; Coffroth et Santos 2005 ; van
Oppen et al. 2005), et de manicre beaucoup plus rare, avec les clades F et G (e.g. LaJeunesse
2001; Rodriguez-Lanetty et al. 2004 ; Pochon et al. 2006 ; Goulet 2007 ; Pettay et LaJeunesse
2007). Le clade H a tout récemment été identifié chez un morphotype du corail Pocillopora
damicornis (Schmidt-Roach et al. 2012a), alors que jusqu’a présent, tout comme le clade I, il
avait été exclusivement observé chez les Foraminifeéres (Pochon et al. 2006). Enfin, le clade E
représente, a priori, en majorité des algues a 1’état libre (Pochon ef al. 2006, Pochon et Gates
2010). Des suivis biogéographiques et d’habitats des Symbiodinium associés aux coraux ont
permis d’établir deux principaux modeles de répartition selon: i) des adaptations a
I’environnement (Savage et al. 2002a ; Baker 2003 ; LaJeunesse ef al. 2003), comme pour les
clades A, B, et F plus communs dans les hautes latitudes, tandis que le clade C est plus
abondant aux latitudes tropicales, ii) le(s) processus de vicariance, notamment di(s) a la
fermeture de I’isthme américain central il y a environ 3 millions d’années, pouvant expliquer
I’abondance plus importante des clades A et B (LaJeunesse et al. 2003 ; LaJeunesse 2005) ou
encore une population d’algues et une communauté multi-symbiotes plus diverse dans les
Caraibes par rapport aux coraux de 1’Indo-Pacifique (Baker 2003 ; Knowlton et Rohwer
2003 ; LaJeunesse ef al. 2003). Ainsi, les clades de zooxanthelles et les communautés multi-
symbiotes ne sont pas uniformément distribués d’un point de vue géographique, inter- ou
intra-espéces coralliennes, ou encore selon des profondeurs et les latitudes (Knowlton et
Rohwer 2003 ; Laleunesse et al. 2003). Au niveau du Pacifique, les études antérieures
avancent les traits ubiquistes du clade C tandis que le clade D a plus rarement été identifié
(LaJeunesse 2001 ; Baker 2003 ; Laleunesse et al. 2003). De plus, certains types de
Symbiodinium observés dans des localisations particulieres et/ou restreints a un taxon
particulier d’hdte, sont décrits comme ‘spécialistes’, tandis que ceux largement distribués et
pouvant s’associer a beaucoup d’hoétes sont qualifiés de ‘généralistes’ (Rowan 1998 ; Baker
1999 ; Toller et al. 2001b ; LaJeunesse 2002 ; Fabina et al. 2012 ; Putnam ef al. 2012). De la
méme manicre, certaines especes coralliennes sont associées a un seul clade, et qualifiées de
‘spécialistes’, tandis que d’autres abritent avec flexibilité plus d’un type de Symbiodinium
pour former des symbioses avec des propriétés écologiques distinctes, dites ‘généralistes’

(Rowan et Knowlton 1995 ; Rowan ef al. 1997 ; Baker 2003 ; Banin ef al. 2003 ; Fabina et al.
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2012). Contrairement aux idées avancées d’une association chez les coraux avec une
communauté de Symbiodinium mono-clade (e.g. Goulet 2006), le développement des
techniques de biologie moléculaire beaucoup plus sensibles (i.e. gPCR) permet maintenant de
déceler un(des) clade(s) cryptique(s) au sein d’un méme hoéte corallien (Ulstrup et van Oppen
2003; Correa et al. 2009 ; Mieog et al. 2007, 2009 a, b ; Yamashita ef al. 2011 ; Silverstein et
al. 2012). Cette observation met en avant le potentiel de flexibilité corail-Symbiodinium,
notion nettement vérifiée depuis quelques années (Ulstrup et van Oppen 2003 ; Mieog et al.

2007; Berkelmans et van Oppen 2006).

12.3 Propriétes physiologiques des différents clades de Symbiodinium

L'une des particularités physiologiques des algues du genre Symbiodinium est
l'utilisation unique de la RuBisCo de type II lors de la photosynthése. Cette enzyme a une
affinité plus faible pour le carbone inorganique que la RuBisCo de type I (Rowan et al. 1996 ;
Tortell 2000), la laissant sous-saturée en CO,, dans les conditions actuelles de pression
partielle de dioxyde de carbone (pCO,). Elle possede €galement des capacités avec les ions
bicarbonates (HCO3") et se caractérisent par I’existence de mécanismes de concentration de
carbone (Leggat er al 1999). Néanmoins, des différences physiologiques semblent
caractériser les différents types de Symbiodinium. En effet, dés 1983, Chang et al. (1983) ont
mis en évidence une photo-adaptation entre des souches de Symbiodinium provenant d’hotes
distincts, un corail, un bénitier et une anémone, suggérant la présence de génotypes différents.
Ainsi, la photo-adaptation pour le corail a été caractérisée par un changement des activités des
enzymes ayant un role dans la fixation du CO;, ou des systémes de transport d’électrons
(Chang et al. 1983). Dans une ¢tude plus récente (Hennige et al. 2009), dans laquelle
I’identité génétique des souches de Symbiodinium, clades A, B et F originaires de différents
hotes, a été identifiée, des différences significatives des capacités photosynthétiques a
différentes irradiances ont été constatées entre les sous-clades mais pas entre les clades. Il a
été montré par ailleurs, que selon les conditions thermiques, allant de 27°C a 31°C, les clades
A, B et C présentent des modifications (augmentation/diminution) de leur taux de croissance
distinctes (Kinzie et al. 2001), pouvant étre contraires selon les souches testées au sein du
clade A. Enfin, une caractéristique particuliere des Symbiodinium appartenant au clade A est
la production privilégiée d’acides aminés de type mycosporines (AAM) en réponse a une

exposition aux radiations UV, non observable pour les algues appartenant aux clades B et C
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(Banaszak et al. 2000).

Méme si peu de travaux ont été effectués sur des souches de Symbiodinium en culture,
dus a la complexité d’isoler les algues de leurs hotes (e.g. anémone, bénitier, coraux), ils
démontrent néanmoins l'existence de certaines différences physiologiques propres aux
différents génotypes des Symbiodinium. Ces données fournissent un appui aux études
¢cologiques beaucoup plus nombreuses, étudiant la répartition des Symbiodinium en fonction
des conditions environnementales permettant d'établir d'éventuelles corrélations entre des

types particuliers d’algues et des parametres environnementaux donnés (voir partie I1.2).

II SYMBIOSE CORAIL-SYMBIODINIUM

I1.1 Formation et stabilité de I’association symbiotique

L’histoire de vie de 1’algue implique une phase mobile (pourvue d’un flagelle) et/ou

une phase végétative (Schoenberg et Trench 1980).

A. Vertical/Maternal transmission B. Horizontal transmission
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Figure 5 : Les stratégies d’acquisitions des Symbiodinium chez les coraux par transmission: a)
verticale ou maternelle, ou b) horizontale du milieu environnant d’apres Stat et al. 2006
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La transmission des symbiotes entre génération chez les coraux, peut s’effectuer selon deux
types (Figure 5), soit par acquisition via le milieu environnemental (transfert horizontal) soit
par transmission maternelle (transfert vertical). La transmission verticale serait favorable a
I’augmentation de la fidélité symbiotique due a un couplage du corail avec des Symbiodinium
plus spécialisés et mutualistes, augmentant le potentiel de coévolution favorable au fitness de
I’holobionte (Douglas 1998, 2010). Mais la plupart des espéces coralliennes émettent des
ceufs asymbiotiques qui sont ensuite fertilisés dans la colonne d’eau et qui devront ensuite
acquérir des Symbiodinium au stade larve planula et/ou une fois métamorphosée en polype

primaire (van Oppen 2001 ; Hirose ef al. 2008).

Dans le cas d’une acquisition des symbiotes par transfert horizontal, 1’h6te utilise des
‘attractifs’ chimio-sensoriels comme leurre pour attirer les zooxanthelles vivantes a 1’état
libre, a proximité de leur bouche, puis dans la cavité gastrique, ou elles se feront ingérer par
les cellules endodermiques limitrophes (Figure 6 ; Fitt et Trench 1983 ; Pasternak et al.
2006). Ce procédé de capture serait initialement non-sélectif envers les types de zooxanthelles
(i.e. clades et sous-clades ; Coffroth et al. 2001 ; Little et al. 2004 ; Gomez-Cabrera et al.
2008), puis impliquerait progressivement un processus de sélection spécifique de certains
types de Symbiodinium pour une symbiose stable a long terme (Dunn et Weis 2009).
L’établissement de la symbiose s’établit en premier lieu par une phase de reconnaissance de la
part des deux organismes. Les mécanismes de reconnaissance semblent impliquer des
récepteurs de reconnaissance ou « Pattern Recognition Receptors (PPR) », tels que les lectines
(protéines de liaison des sucres ; Muller ef al. 1981 ; Hirsch 1999 ; Bulgheresi et al. 2006),
capables de reconnaitre et de se lier a des glyco-composés spécifiques conservés de la paroi
des symbiotes (glucides, protéines, lipides; Kilpatrick 2002). Ces protéines ont déja été
identifiées chez différents coraux, comme Acropora millepora (Kvennefors et al. 2008),
Montastrea faveolata (Hayes et al. 2010) et P. damicornis (Vidal-Dupiol et al. 2009). Dans
les associations cnidaires-Symbiodinium, les algues photosynthétiques sont ensuite hébergées
dans les vacuoles de I’hote (symbiosomes) a I’intérieur des cellules gastrodermiques (Fitt et
Trench 1983 ; Wakefield et Kempf 2001 ; Yellowlees et al. 2008). Les études récentes en
transcriptomique mettent en avant [’absence de déclenchement du systetme de
reconnaissance/rejet de 1’hote en cas d’acquisition avec des Symbiodinium « compatibles »
(génotype particulier), tandis que les symbiotes « incompatibles» engendrent, apres
inoculation, une forte modification du transcriptome de 1’héte (Voolstra et al. 2009).

A terme, lorsque ’association est effectuée celle-ci doit rester stable et doit donc étre
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maintenue avec un systeéme immunitaire de 1’hote fonctionnel (voir partie 1.2.1), avec le
maintien du potentiel de défense contre les micro-organismes potentiellement pathogénes
provenant de 1’environnement (Reynolds et al. 2000). La régulation de la densité¢ de
population des algues est maintenue avec plusieurs mécanismes déclenchés par 1’hote, tels
qu’une limitation en apports nutritifs, la digestion des algues, I’expulsion directe des algues
excédentaires ou encore par une régulation de leur division cellulaire. Les coraux en bonne
santé abritent en moyenne des millions de Symbiodinium par centimetre carré de tissus, et en
relarguent quotidiennement, a 1’échelle de la colonie, des milliers voire des millions

(Titlyanov et al. 1996 ; Stimson et al. 2002).
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Figure 6 : Modéle de contrdle cellulaire de I'h6te pour la formation, le maintien et la disruption
de la symbiose avec les zooxanthelles. Modifié d’apres Wooldridge et al. (2010) et Fransolet et
al. (2012)

Enfin, la nature des associations corail-algue peut évoluer par des changements de
populations de Symbiodinium apparaissant durant 1’ontogénie du corail, suivis d’une sélection
de symbiotes particuliers au stade adulte (Belda-Baillie et al. 1999 ; Coffroth et al. 2001 ;
Goulet et Coffroth 2003b; Little e al. 2004), et/ou en réponse a des changements

environnementaux (Berkelmans et van Oppen 2006 ; Thornhill ez al. 2010).

28



I1.2 Associations privilégiées face aux conditions environnementales

Les répartitions écologiques et bio-géographiques des Symbiodinium associ€s aux
coraux permettent aujourd’hui de mettre en avant I’hypothése de propriétés physiologiques
distinctes entre les différents clades de Symbiodinium (e.g. Knowlton et Rohwer 2003). En
effet, la distribution des clades et des sous-clades de Symbiodinium a été corrélée avec
différentes conditions environnementales, souvent en lien avec la température et la lumiere
(Rowan et al. 1997 ; Glynn et al. 2001 ; Baker 2003 ; Rowan 2004 ; Berkelmans et van
Oppen 2006 ; Abrego et al. 2008 ; Sampayo et al. 2008 ; Jones et al. 2008 ; Thornhill et al.
2008), ou encore avec la qualité des eaux (LaJeunesse ef al. 2004 ; LaJeunsesse et al. 2010 ;
Fabricius et al. 2004 ; Bongaerts et al. 2010 ; Garren et al. 2006), suggérant des tolérances
propres a chacun en réponse a des conditions environnementales et/ou stress particuliers (e.g.,
Baker 2003 ; Fabricius ef al. 2004 ; Jones et al. 2008). Les coraux du récif ouest Atlantique,
Montastrea annularis et Montastrea faveolata, sont un trés bon exemple d’hdtes abritant des
communautés symbiotiques multi-spécifiques, distribuées spécifiquement au sein de la
colonie sous influence de 1I’environnement (Rowan et Knowlton 1995 ; Rowan et al. 1997).
Ces especes coralliennes contiennent des algues appartenant aux clades A, B et C dans des
habitats distincts ou chevauchants et selon un gradient d’irradiance. Ainsi, les Symbiodinium
A et B sont communs dans les faibles profondeurs (0-6 m) associées a une importante
irradiance, tandis que les Symbiodinium C se retrouvent a des profondeurs plus importantes
(3-14 m), caractérisées par une faible irradiance (Rowan et al. 1997). De plus, chez certaines
especes de coraux, les communautés de Symbiodinium évoluent au cours des stades
ontogéniques, notamment chez les Acropora (Berkelmans et van Oppen 2006 ; Mieog ef al.

2009).

A ce jour, I’état actuel des connaissances sur les propriétés physiologiques des différents
clades de Symbiodinium associés aux coraux laisse supposer que les clades A et D aient
d’importantes retombées sur la résistance des coraux (mutualistes vs. opportunistes) et donc
sur le devenir des récifs coralliens (Stat et Gates 2011 ; Lesser et al. 2013).

Le clade D est identifié comme thermo-tolérant, car il est souvent retrouvé dans des
conditions de températures d’eau extrémes (Baker 2003 ; Stat et Gates 2011), ou encore dans
des colonies résistantes lors d’éveénements massifs de blanchissement corallien (Glynn et al.
2001 ; Baker et al. 2004). Compar¢ aux autres clades, le clade D semble conférer a ses hotes

une augmentation de leur tolérance thermique comprise entre 1-1.5°C (Rowan 2004 ;
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Berkelmans et van Oppen 2006 ; Jones et al. 2008), pouvant s’expliquer par différentes
saturations lipidiques au niveau de la membrane des thylakoides (Tchernov ef al. 2004). Par
exemple, Gilette (2012) a montré chez P. damicornis que les variations de croissance entre un
assemblage corail-clade D et corail-clade C n’étaient plus observables apres augmentation de
la température de 24 a 30°C. Ainsi, il semblerait que le clade D soit sous-optimal pour les
coraux a faibles températures, tandis qu’il serait aussi bénéfique voire plus performant en cas
d’élévation de température de ’eau. De méme, a température normale (~28°C), il a semblé
étre plus avantageux pour les juvéniles d’Acropora tenuis d’étre associés au clade C1 plutot
qu'au clade D, et cela, en raison d’une meilleure acquisition en azote. En revanche, a 30°C
cette tendance est inversée et I’association de 1’hote avec le clade D est plus compétitive et
avantageuse pour sa santé (Baker ef al. 2013). Ces observations laissent également supposer
une importante compétition entre les clades, notamment C et D, selon les conditions
environnementales. Plus généralement, le clade D est retrouvé dans des environnements
anthropisés, ce qui étend son domaine de tolérance face a divers stress environnementaux
(e.g. sédimentation, eutrophisation ; van Oppen et al. 2001 ; van Oppen et al. 2005¢ ; Ulstrup
et van Oppen 2003 ; LaJeunesse ef al. 2010c ; Cooper et al. 2011). Cependant, hormis le
bénéfice pour I’holobionte d’abriter des symbiotes clade D afin d’acquérir une tolérance aux
températures élevées, I’'un des stress les plus menacants, la nature de cette association
« mutualiste » est depuis peu remise en cause pour le « fitness » de I’hote. En effet, les
symbiotes clade D sont décrits comme étant moins impliqués dans la nutrition des juvéniles
des Acropora spp. par rapport aux symbiotes de type CI1, se traduisant par une croissance
moins rapide a un stade critique (i.e. nombres de polypes ; Little et al. 2004 ; Jones et
Berkelmans 2010 ; Ortiz et al. 2013), pouvant s’expliquer par une translocation des sucres
moins efficace (Cantin et al. 2009). Par ailleurs, certaines études contredisent cette idée de
capacité thermo-tolérante pour les coraux associés a des Symbiodinium clade D, notamment
au stade juvénile ou I’exposition a un stress thermique (32°C) implique une nette diminution
des capacités photosynthétiques du photosystéme II, tandis que la symbiose avec le type C1 a
montré une photo-protection (Takahashi et al. 2004 ; Abrego et al. 2008). Cela suggere un
investissement plus important de la part de I’h6te associé au clade D dans le processus de
réparation lié aux colts métaboliques encourus lors du stress thermique, pouvant étre au
détriment de la croissance et de la reproduction de (Michalek-Wagner et Willis 2001; Baird et
Marshall 2002). En conséquence, la présence du clade D aprés un phénomene de
blanchissement corallien pourrait étre simplement due a la mortalité différenciée des colonies

ne bénéficiant pas des ses propriétés thermo-tolérantes ou bien alors mettrait en avant les
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traits de vies « opportunistes » de ce clade qui prendrait avantage d’une nouvelle niche
écologique libérée par les autres clades dans les tissus blanchis (Stat et Gates 2010 ;
Berkelmans et van oppen 2006 ; Jones et al. 2008 ; van Oppen et al. 2005).

De la méme maniére, le role mutualiste du clade A est remis en cause (Stat et al.
2008 ; Lesser et al. 2013). Ce clade, peu observé au niveau du Pacifique, est connu pour ses
propriétés de protection contre les radiations solaires ultraviolets grace a la synthese d’acides
aminés de type mycosporines (AAM ; Banaszak et al. 2000), contribuant nettement a
améliorer la photo-protection de 1’holobionte contre la lumicre et/ou la température (Robison
et Warner 2006; Reynolds et al. 2008; Suggett et al. 2008; Ragni et al. 2010). Cette propriété
peut justifier la distribution des symbiotes clade A a faibles profondeurs (0-3 m) et leur
capacité efficace a résister au blanchissement (Rowan et al. 1997). Cependant, comme pour le
clade D, il semble présenter des traits opportunistes car il est retrouvé dans les coraux
récupérant d’un événement de blanchissement corallien (LaJeunesse et al. 2005 ; Stat et al.
2008). II est caractérisé par un faible taux de fixation de carbone li¢ a un faible relargage de
ses produits carbonatés destinés a I’hdte, en comparaison au clade C (Stat et al. 2008).
Finalement, les coraux associés au clade A, plutdt qu’au clade C, ont montré une incidence a
étre malade (Stat et al. 2008). Toutes ces observations laissent penser que pour cette lignée de
Symbiodinium A, la plus ancestrale, il n’y ait pas réellement de notion d’association a
bénéfices mutuels, les symbiotes n’attribuant que peu d’énergie pour le « fitness » de leur hote
(Stat et al. 2008; Mieog et al. 2009b). Par ailleurs, a la différence du clade D, peu d’avantages
ont été mis en avant jusqu’a ce jour pour les coraux associés au clade A, et cela méme en

condition de stress.

Quoiqu’il en soit, I’existence de réponses d’acclimations réactives face a un changement
environnemental (e.g. élévation des températures d’eau de surface), via un changement de
communautés de Symbiodinium, impliquent un contréle et un maintien spécifique de la

symbiose par I’hdte.

I1.3 Perturbation de la symbiose corail-Symbiodinium

Malgré 1’efficacité et les nombreux avantages de la symbiose corail-Symbiodinium,
celle-ci reste tres fragile face a de nombreux stress environnementaux tant d’origine globales

que locales. L’emploi de «stress environnementaux » est utilis€ comme un terme
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caractérisant des facteurs ayant des effets négatifs sur les organismes. Ces stress, incluant
notamment les variations de température, de salinité, de sédimentation, de polluants, etc., sont
tres largement variés et peuvent induire une rupture de la symbiose corail-Symbiodinium

(blanchissement corallien), voire mener a la mort de 1’holobionte.

11.3.1 Déclencheurs: variations environnementales

11.3.1.1 Echelle globale

Depuis la révolution industrielle les émissions de dioxyde de carbone (CO;) dans
I’atmosphere n’ont cess¢ d’augmenter, dues principalement a I'utilisation des combustibles
fossiles et a la déforestation, affectant les écosystemes marins a différents niveaux (Hoegh-
Guldberg et Bruno 2010 ; Fabricius ez al. 2011). En effet, depuis le début du XX™ siécle, la
température moyenne de I’océan a augmenté de 0.74°C (Hoegh-Guldberg et Bruno 2009) et
les prévisions faites par I'IPCC (2007) annoncent une €lévation comprise entre 1.5°C et 4°C,
d’ici la fin de ce siecle, selon des scénarios d’émission de CO, faible ou importante,
respectivement. Cela aura pour conséquence une augmentation des températures des eaux de
surfaces ainsi qu’une baisse du pH des océans, phénoméene d’acidification des océans (Hoegh-

Guldberg et al. 2007; Hoegh-Guldberg et Bruno 2010).

Variation des températures des eaux de surfaces

Les coraux, étant des sténothermes, possédent une tolérance thermique restreinte (Jokiel et
Coles 1990). En effet, il suffit d’une augmentation de la température des eaux de surface de 1
a 2°C par rapport aux températures moyennes estivales pour générer un stress physiologique
qui peut se traduire par un blanchissement corallien (Porter ef al. 1989 ; Glynn 1993 ; Hoegh-
Guldberg 1999 ; Berkelmans 2002), voire par la mort du corail si les conditions de stress
persistent (Glynn 1993). La température est considérée comme 1’un des principaux facteurs
du blanchissement et cela d’autant plus en combinaison avec d’autres facteurs tels que
I’augmentation des radiations solaires (Hoegh-Guldberg et al. 2007; Hughes et al. 2003). Ces
conditions sont retrouvées durant les périodes de El Nino Southern Oscillation (ENSO),
événement impliquant des blanchissements massifs des récifs, comme en 1998 a travers
I’Indo-Pacifique (Wilkinson et al. 2000 ; Glynn 2001 ; Hoegh-Guldberg 2007), ou en 2005

quand tous les récifs des Caraibes furent affectés (Donner et al. 2007).
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Le stress thermique a donc suscité un grand nombre d’études, menées expérimentalement
(Hoegh-Guldberg et Smith 1989; Glynn et D'croz 1990; Iglesia-Prieto et al. 1992; Fitt et
Warner 1995; Warner ef al. 1996) ou bien directement en milieu naturel (Glynn 1983; Glynn
1984; Glynn 1993) et ont mis en évidence que des augmentations de la température de I’eau
induisaient une augmentation des demandes énergétiques pour la respiration (Previati et al.
2010), ainsi qu’une diminution de la quantité de nourriture et de nutriments disponibles, due a

la « stratification thermique » (Coma et al. 2002).

Modification de la chimie des eaux marines via le cycle du carbone

L’élévation de la pression partielle en dioxyde de carbone (pCO,) atmosphérique
implique, en plus de ’augmentation de la température, un déséquilibre chimique des eaux, ce
qui a d’importantes conséquences sur la calcification des coraux (De’ath et al. 2009 ; Cantin
et al. 2010). L’absorption du CO; par 1’océan est d’environ 30-40%, et conduit, par le biais
d’une cascade de réactions chimiques, a une augmentation de la production d’ions
bicarbonates (HCO5") et donc d’ions hydrogénes (H"). Cela se traduit par une baisse du pH,
ainsi que par une diminution de la disponibilité en ions carbonates (COs>) et donc du niveau
de saturation en aragonite () (Orr 2011). Ainsi, depuis I’¢re pré-industrielle la pCO,
atmosphérique est passée de 280 ppm a 380 ppm, diminuant le pH de 0,1 unité (Feely et al.
2004 ; Orr et al. 2005 ; Kleypas et al. 2006). Par ailleurs, les prédictions faites par I'IPCC
(2007) annoncent d’ici 2100 une diminution supplémentaire de 0,14-0,35 unités pour le pH
(Caldeira et Wockett 2003 ; Feely et al. 2004 ; Orr et al. 2005 ; Meehl et al. 2007) et donc une
diminution du taux de saturation en aragonite (Hoegh-Guldberg et al. 2007). Des estimations
récentes annoncent une augmentation du CO; atmosphérique entre 440 et 700 ppm d’ici 2075
(Van Vuuren et al. 2011), voire jusqu’a 490, 650, 850 et 1370 ppm pour 2100 (Moss et al.
2010).

De tels scénarios prédisent une altération des mécanismes de calcification pour un certain
nombre d’organismes calcificateurs (Feely et al. 2004 ; Hall-Spencer et al. 2008 ; Doney et
al. 2009 ; Ries et al. 2009 ; Hendriks et al. 2010 ; Hoffman et al. 2010 ; Kroeker et al. 2010 ;
Ries 2012) bio-géographiquement distincts car représentatifs des différents écosystemes
marins ; tempérés, polaires (Bednarsek et al. 2012 ; Ries 2012) et tropicaux (Turley et al.
2010 ; carte Figure 7). Néanmoins, ces organismes présentent un large spectre de réponses de
calcification face a 1’acidification des océans (Ries 2009). Par exemple, les ptéropodes et les

mollusques montrent des sensibilités plus importantes a 1’effet de 1’acidification (Qaragonite<<1),
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que d’autres organismes marins calcificateurs, tels que les crustacés, les algues calcaires, les
oursins et les coraux (Ries 2009, 2012 ; Trotter et al. 2011 ; Rodolfo-Metalpa et al. 2001).
Une des principales causes de cette différence de sensibilité pourrait s’expliquer par un faible
controle, chez les mollusques, de la régulation du pH et de la concentration en carbonate de
leur fluide extracellulaire calcifiant (Crenshaw 1972). Cela les rend plus sensibles a
’acidification que les calcificateurs qui ont le potentiel d’¢lever leur pH interne (pHi) de leur
fluide calcifiant par rapport au milieu environnant, tels que les foraminiferes (Rink et al.
1998), les algues rouges coralligénes (Borowitzka 1987), les crabes (Cameron 1985) et les

coraux (Figure 8a et b ; Al-Horani ef al. 2003; Cohen et Holcomb 2009; Holcomb et al. 2009).

Cependant malgré, les capacités importantes chez les coraux a réguler le pH de leur
site de calcification (>1 unité pH par rapport au pH de I’environnement ; Figure 8b), le
phénoméne d’acidification des océans a grande échelle reste 1’une des menaces les plus
préoccupantes pour le devenir et le maintien de 1’écosystéme corallien actuel (Erez ef al.
2011). En effet, d’apres les prévisions faites sur I’évolution de la pCO, d’ici 2100, il est
attendu a ce que le taux d’érosion (Silverman et al. 2009) exceéderait le taux de calcification,
accélérant ainsi la destruction de certains récifs (Hoegh-Guldberg et al. 2007). Ainsi, ’'une
des fonctions vitales de cet écosysttme en lien avec la structure est remise en cause,
notamment en tant que source de biodiversité (i.e. habitat et nourriture) et source de
protection des cotes (Glynn et Colgan 1992). Parallelement, a échelle écosystémique, il
semblerait que des conditions de pH plus faibles, parfois naturellement observées (cheminées
de CO,), impliquent d’importants changements de communautés benthiques, a savoir un
meilleur développement des macro-algues (Hall-Spencer ef al. 2008), des invertébrés
¢rodeurs et des coraux massifs (i.e. genre Porites) et une diminution de la richesse spécifique

et du recrutement corallien (Fabricius ef al. 2011).
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Figure 7 : Carte des prévisions des changements de la chimie des océans dans différentes
régions du monde (localisations en couleurs). Six écosystémes marins menacés sont représentés
(océan Arctique, océan du Sud, marge Nord-Est du Pacifique, Atlantique NE (entre 500-1500 m),
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courbes représente les variations saisonniéres. © Turley et al. 2010
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A ce jour, I’effet de I’acidification des eaux sur les coraux reste peu maitrisé et controversé
(Jury et al. 2010). Certains travaux ont montré que la diminution du pH entraine une
diminution du taux de calcification et de la croissance du squelette chez différentes espéces de
coraux (Leclercq ef al. 2002 ; Langdon et Atkinson 2005 ; Cohen et al. 2009 ; Marubini et al.
2008 ; Ries et al. 2009 ; Albright et Langdon 2011 ; Inoue et al. 2011 ; Iguchi et al. 2012 ;
Review Erez et al. 2011). A I'inverse dans d’autres ¢tudes, la calcification n’a pas été
affectée, voire méme augmentée (Houlbréque et al. 2012 ; Kaniewska et al. 2012), mais avec
un colt énergétique plus important (Vidal-Dupiol et al. 2013) pouvant étre au détriment
d’autres fonctions biologiques (e.g. reproduction, systéme immunitaire). En revanche, malgré
I’aspect fondamental de la symbiose corail-zooxanthelles, essentielle pour la persistance, la
résilience et la distribution des récifs coralliens (Iglesias-Prieto ef al. 2004; Berkelmans et van
Oppen 2006), tres peu de connaissances sont acquises quant a la réponse de 1’holobionte face
a l’augmentation de pCO, via les Symbiodinium. Pourtant I’augmentation de la pCO;
implique une hausse de la concentration en ions HCOs', utilisés par les algues symbiotiques
pour la photosynthése (Marubini et al. 2008; Jury et al. 2010), et pourrait donc avoir
d’importantes implications pour les Symbiodinium. Quelques études focalisées sur les
réponses physiologiques des Symbiodinium (e.g. teneurs en chlorophylles a, densités,
croissance) a 1’acidification des océans (OA) se sont basées sur des cultures d’algues (Buxton
et al. 2009 ; Brading et al. 2011), sur des communautés de Symbiodinium associées aux
coraux sur de courts temps d’exposition (Anthony et al. 2008 ; Marubini et al. 2008 ; Herfort
et al. 2008 ; Crawley et al. 2010; Suwa et al. 2010; Iguchi et al. 2012), ou des
Symbiodinium associés a d’autres taxa que les coraux (Towanda et Thuesen 2012 ; Uthicke et
Fabricius 2012). Les travaux in vitro de Brading et al. (2011) ont mis a jour des réponses a
I’acidification spécifiques selon les clades de Symbiodinium, a savoir aucun effet pour Al et
B1, et en revanche un effet positif pour la croissance chez Al13 et de [Dactivité
photosynthétique pour A2. En revanche, sur des récifs exposés a un gradient naturel
d’acidification en Papouasie Nouvelle-Guinée (pCO, entre 500 et 900 ppm) et donc
acclimatés, les communautés de Symbiodinium associées a 6 espeéces coralliennes différentes
(Acropora millepora, Galaxea fascicularis, Pocillopora damicornis, Porites cylindrica,
Porites massive et Seriatopora hystrix) n’ont montré aucun changement en fonction des pH
associés (Noonan et al. 2013), a savoir la présence des clades C et D, quel que soit 1’hote

corail et la localisation dans le gradient.

Néanmoins, ces premicres informations, ne permettent pas de prédire a long terme 1’effet
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de I’acidification des océans sur la symbiose avec les zooxanthelles (Rands ef al. 1993). La
réponse des Symbiodinium et leur role éventuel dans la résistance de leur hote corallien face a

I’acidification des océans reste encore une voie peu explorée.

11.3.1.2 Perturbations a échelle locale

A échelle locale, les récifs coralliens sont sujets aux pressions d’origines anthropiques
et naturelles, qui, en interaction avec les changements globaux, ameénent a une intensification
des invasions de prédateurs corallivores tels que les Acanthaster planci, des tempétes et des
précipitations. En conséquence, on observe une altération de divers parametres tels que la
salinité¢ et les apports terrigénes en nutriments et en sédiments, pouvant engendrer une
augmentation des phénoménes d’eutrophisation (Fabricius 2005 ; Hoegh-Guldberg et al.

2007 ; Baker et al. 2011).

I1.3.1.2.a Apports terrigenes: eutrophisation, sédimentation et pollution

Les lagons, et plus précisément les récifs frangeants des écosystemes coralliens, sont les
plus exposés aux pressions anthropiques, dues a 1I’expansion démographique de la population
humaine et des activités associées (e.g. agriculture, aménagement des cotes ; Fabricius et al.
2005). Cela a pour cause directe une modification de la qualité des eaux coticres récifales
(Tilman et al. 2001) qui sont normalement caractérisées par de faibles concentrations en
nutriments, limitant la biomasse des communautés phytoplanctoniques (Dufour et al. 1999).
En effet, les concentrations en phytoplancton et en matieére organique particulaire sont
relativement faibles et dépassent rarement 1 pg.chl a”' et 0,7 mg.L™" respectivement (Pages et
al. 2001 ; Pouvreau et al. 2000). En termes d’abondance, les communautés planctoniques sont
la plupart du temps caractérisées par une nette dominance des organismes pico-
phytoplanctoniques (e.g. bactéries hétérotrophes, cyanobactéries) sur les organismes

unicellulaires nano-microplanctoniques (Gonzales et al. 1998, Sournia et Ricard 1976).

En cas de fortes précipitations ou de rejets directs dans le milieu marin, des phénomenes
d’hyper-sédimentation et d’eutrophisation (enrichissement en nutriments, principalement de
nature azotée et/ou phosphorée (Hodgson 1990 ; Lacaze 1996 ; Howarth et al. 2000 ;
Anderson et al. 2002 ; Baker ef al. 2011) peuvent se produire et entrainer des conséquences

éco-physiologiques négatives sur les coraux (Figure 1) ainsi qu'une prolifération d’algues, en
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compétition pour le méme espace (e.g. croissance et/ou recrutement). En effet, une
augmentation de la turbidité de 1’eau et donc une diminution de 1’accés a la lumiere, peuvent
causer, a 1’échelle de la colonie, un étouffement des tissus coralliens, des perturbations au
niveau de la structure trophique en minimisant la voie autotrophique (Lapointe 1997;
Fabricius 2005 ; Grottoli et al. 2006), et une réduction de la photosynthese et donc du taux de
calcification. A ceci peut €tre associée une augmentation de 1’épaisseur des tissus coralliens
(Anthony et Hoegh-Guldberg 2003; Rogers, 1979; Telesnicki and Goldberg, 1995), et de la
production de mucus (Telesnicki et Goldberg 1995), le tout ayant un important cott
énergétique. De plus, en cas d’eutrophisation importante, certains coraux montrent une
accélération de la perte tissulaire, associ€ée a une plus grande incidence a développer des
maladies coralliennes, telles que les maladies de la bande jaune et de la bande noire (Bruno et
al. 2003; Voss et Richardson 2006). A 1’échelle de la communauté récifale, I’augmentation de
la turbidité peut conduire a une diminution du recrutement corallien due a une indisponibilité
du substrat (McCulloch et al. 2003; Loya et al. 2004 ; Fabricius 2005) et ainsi, a terme,

réduire la couverture corallienne (Rogers 1990).

Tableau 1 : Synthése des effets directs sur la santé et la survie des coraux adultes, des quatre
principaux parameétres dus au lessivage des sols. Les principaux parametres sont: l'azote
inorganique dissous (DIN), le phosphate inorganique dissous (DIP) et la matiere organique
particulaire (POM). Les fléches indiquent la force et la direction de la réponse (vers le bas négatif
et vers le haut positif et la taille des fleches étant proportionnelles a l'accentuation de la
réponse), tandis que les cases vides indiquent le manque de connaissances. Modifié de Fabricius
2005.

Biologie/physiologie Stress environnementaux

holobionte DIN DIP POM Faible luminosité Sédimentation
Calcification N N 2 N N
Epaisseur des tissus coralliens 2 N \
Densité de zooxanthelles % 7 7 N
Photosyntheése 7 2 2 Y N
Survie de I'holobionte 2 N N

De telles conditions peuvent aboutir a un « changement d’état » correspondant a un
changement radical plus ou moins stable dans le temps de la dominance des communautés
benthiques des récifs coralliens (McManus et Polsenberg 2004). L’un des changements d’état

le plus souvent observé est la diminution de la couverture corallienne en faveur des
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macroalgues, présentant une meilleure compétitivité en raison d’un fort taux de croissance

(Norstrom et al. 2009).

11.3.1.2.b Evénements naturels

Les récifs subissent également de nombreuses perturbations naturelles, incluant les
cyclones, les tsunamis et les fortes houles (Cheal et al. 2002 ; Guillemot et al. 2010 ;
Rousseau et al. 2010), les explosions démographiques de prédateurs corallivores (Faure 1989;
Rotjan et Lewis 2008 ; Pratchett et al. 2009 ; Kayal et al. 2011, 2012) et les crises
dystrophiques associées aux blooms phytoplanctoniques (Adjeroud ef al. 2001). Une étude
récente réalisée en Australie suggere que de ces perturbations de grandes amplitudes influent
sur la structuration génétique des Symbiodinium associés aux coraux des récifs coralliens de la
Grande Barriere (Howells et al. 2013).

Ces évenements, qui apparaissaient de maniere cyclique (e.g. événements cycloniques tous
les 10-15 ans), sont aujourd’hui fortement influencés par les changements globaux, avec pour
conséquence une augmentation de leur fréquence et de leur intensité. Cela entraine
d’importantes modifications du recouvrement (Hughes et al. 2003 ; Bellwood et al. 2006 ;
McClanahan et al. 2005) et influe sur la dynamique (Hughes et Connell 1999 ; Wakeford et

al.2008) des populations de coraux, leur période de résilience étant alors réduite.

Face a tous ces changements environnementaux a échelle globale et locale, les récifs
subissent actuellement une augmentation des fréquences et des amplitudes de stress, a
l'origine des évenements de blanchissement corallien (Hoegh-Guldberg 1999 ; Hughes et al.
2003 ; Hoegh-Guldberg et al. 2007 ; Donner et al. 2007 ; Oliver et al. 2009) et des maladies
coralliennes (Harvell et al. 2004 ; Sutherland et al. 2004 ; Hoegh-Guldberg 2007 ; De’ath et
al. 2009).

I1.4 Conséquences sur I’holobionte

114.1 Les mécanismes du blanchissement corallien

Le blanchissement corallien, résultant de la perte d’algues symbiotiques, a été¢ décrit

pour la premiere fois au début du siecle dernier (Vaughan 1914 ; Yonge et Nicholls 1931). Ce
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phénomeéne est considéré comme un symptome de déséquilibre de la symbiose corail-algue en
réponse a un stress environnemental, pouvant étre induit par une variété de stimuli, tels que
des valeurs anormales de températures, de salinités, d’irradiances, de sédimentation et de
nutriments, ou de polluants du types des métaux lourds (voir partie I1.3.1 ; Coles and Brown
2003 ; Douglas 2003). De telles conditions agissent sur I’association corail-zooxanthelles, et
menent a une dégradation des pigments photosynthétiques contenus dans les chloroplastes des
zooxanthelles et/ou a une rupture de la symbiose menant a une perte des algues contenues
dans les tissus de 1’hote (Glynn 1993 ; Karako-Lampert et al. 2006 ; Weis et al. 2008). La

perte des algues et/ou de ses pigments se traduit alors par un « blanchissement corallien ».

Plus précisément, au niveau cellulaire, cette phase de stress occasionne une série de
réponses physiologiques et des dommages cellulaires (Perez et Weis 2006), notamment au
niveau de la machinerie photosynthétique des zooxanthelles (Perez ef al. 2001 ; Lesser et
Farell 2004 ; Smith et al. 2005 ; Figure 9). L’effet du stress thermique, le plus étudié,
provoque un disfonctionnement des photosystemes II (PSII), menant & une diminution de
I’activité photosynthétique (Jones et al. 1998 ; Smith et al. 2005) processus appelé photo-
inhibition (Iglesias-Prieto et al. 1992), avant qu’il y ait perte des zooxanthelles (Franklin ef al.
2004). Basé sur D’effet synergique du stress thermique et de la lumiére, mais supposé
identique pour les réponses aux stress environnementaux en général, il y a disfonctionnement
des centres réactionnels des photosystémes II (PSII) et surproduction d’especes réactives
oxygénées (e.g., Oy et HyO,; Lesser 2006 ; Venn ef al. 2008 ; Weis 2008), pouvant étre dus
a: (i) une dégradation de la protéine D1 du PSII (Takahashi et Murata 2008), (ii) une
affectation de la phase sombre de la photosynthese (cycle de Calvin), via une diminution de la
fixation du carbone, de I’activité du complexe Rubisco et donc de la consommation d’ATP et
NADPH provenant de la phase claire, et (iii) une dégradation directe de la membrane des
thylakoides (Tchernov ef al. 2004) causant 1’arrét de la synthése d’ATP et de NADPH durant
la phase claire. Les seuils de ROS atteints dépassent alors les capacités de détoxification des
cellules (activités enzymatiques anti-oxydantes : i.e. Super Oxyde Dismutase, catalase) et
menent a des interactions encore mal comprises, entre 1’hote et les symbiotes, se traduisant
par la perte de 70% voire a plus de 90% des algues abritées dans les tissus coralliens (Fitt et
al. 2000 ; Douglas 2003 ; Weis 2008). D’apreés Cunning et Baker (2012), les coraux associés a
de plus grandes densités de zooxanthelles, potentiellement a 1’origine d’une plus forte
quantit¢ de ROS libérées, seraient plus susceptibles au blanchissement durant le stress

thermique. Durant cette phase de sensibilité, le principal de 1’énergie sera alloué aux systemes
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de défense du corail au détriment des fonctions biologiques primaires (croissance,
reproduction, etc.), phénomene pouvant €tre réversible et donc mener a une résilience au bout
de quelques semaines voire plusieurs mois. Si le stress se prolonge, le processus ne pourra
plus étre inversé et le corail mourra puisque la majeure partie de sa nutrition provient des
produits photosynthétiques de 1’algue qu’il héberge (Glynn and D’croz 1990 ; D’Elia et al.
1991).

Les importants évenements de blanchissement corallien ont des conséquences
dramatiques sur les assemblages de coraux, a travers la mortalité ou encore des effets a long
terme incluant des diminutions des taux de croissance et de reproduction, des réductions de
compétences de compétitivités et des augmentations de sensibilité a la maladie (McClanahan
et al. 2009). Avec le réchauffement de certaines régions intertropicales, les événements de
blanchissement corallien massifs devraient se multiplier, s’intensifier et s’étendre plus
largement géographiquement (Donner et al. 2007; Hoegh-Guldberg et al. 2007). Les
évenements de blanchissement corallien massifs représentent a ce jour 1'une des principales
préoccupations quant au futur des récifs coralliens (Hughes et al. 2003). En effet, une des
questions persistantes est de savoir si les mécanismes adaptatifs des coraux seront assez
efficaces pour les maintenir dans un tel contexte de changement climatique (Woodridge

2009 ; Pandolfi et al. 2011).
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Figure 9 : a) Vue conceptuelle du cycle intracellulaire du carbone dans la symbiose corail-
Symbiodinium. La photosynthese des Symbiodinium intervient dans le chloroplaste de I'algue,
avec la phase claire (photosynthese) qui apparait dans les membranes des thylakoides, et la
phase sombre (cycle de Calvin) dans le stroma du chloroplaste. La grande majorité des
photosyntats assimilés (CH20), sont transférés a I'hote corallien. b) Représentation conceptuelle
de la rupture de la symbiose (= expulsion des Symbiodinium) initiée par une limitation en CO2(aq),
substrat nécessaire durant la phase sombre de la photosynthese. L’absence de turn-over d’ATP
et de NADPH, bloque la chaine de transport des électrons photosynthétiques, endommageant les
photosystemes et générant la production d’especes réactives a 'oxygene (ROS). Modifié d’apres
Wooldridge (2010)
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11.4.2 Les maladies coralliennes

Les écosystémes marins ne sont pas exempts de 1’expansion des maladies (Harvell et al.
1999), puisque depuis une 30°™* d’années des éruptions ont été reportées dans une large
gamme de taxa, notamment chez les coraux (Harvell et al. 2004 ; Lafferty et al. 2004 ; Ward
et Lafferty 2004). La recrudescence des maladies coralliennes a d’abord été observée au
niveau de I’Atlantique (essentiellement Caraibes), puis s’est étendue au niveau de 1’Indo-
Pacifique (Bourne et al. 2009), région présentant une biodiversité plus riche (Harvell ef al.
2007). D’apres la littérature, pres d’une vingtaine de maladies coralliennes ont été décrites a
travers le monde (Sutherland et al. 2004 ; Harvell et al. 2007), la plupart d’étiologie inconnue
(Richardson 1998 ; Richardson et Aronson 2002 ; Sutherland et al. 2004). En général, les
maladies coralliennes sont observées in situ par des lésions ou par des bandes distinctes

dépourvues de tissus (Figure 10).

a Oculina patagonica Zorfeonia vientall C Acropordcervicornis Diploria strigosa
patag - 8 goiRs 18
F Y e g AN
oy 15 1

h Diploria strigosa

Figure 10 : Maladies infectieuses des coraux: a) blanchissement chez Oculina patagonica, b)
I'aspergillose chez Gorgonia ventalina; c) maladie de la bande blanche (white band) chez
Acropora cervicornis; d) maladie de la plaque blanche (white plague) chez Diploria strigosa; €)
maladie de la plaque blanche (white plague) chez Favia favius; f) maladie de la vérole blanche
(white pox) chez Acropora palmata; g) maladie de la tache jaune (yellow blotch) chez
Montastraea faveolata; et h) la maladie de la bande noire (black band) chez Diploria strigosa. ©
Rosenberg et al. 2007

Ces maladies peuvent étre causées par des bactéries, des virus, des protozoaires ou des
champignons (Harvell et al. 2007). Néanmoins, pour seulement sept d’entre elles, 1’agent

pathogene a été caractérisé (Tableau 2; Rosenberg ef al. 2007 ; Bourne et al. 2009), dont cinq
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d’entre eux répondent au postulat de Koch' (Figure 11).

Les maladies coralliennes sont actuellement recensées sur la base de la description des signes
macroscopiques, souvent associés a un blanchissement des tissus (Pollock et al. 2011). Le
syndrome blanc ou « White Syndrom (WS)» (rentrant dans plusieurs cas de maladies) est le
plus fréquent, et I’origine de ce syndrome reste, dans la plupart des cas, a étre déterminée
(Bythell et al. 2004 ; Sutherland et al. 2004 ; Jones et al. 2004 ; Aeby et al. 2006 ; Roff et al.
2006 ; Haapkyld et al. 2007). La claire distinction entre la zone touchée (i.e. exposition
progressive du squelette par perte ou lyse des tissus dans une bande blanche ; Willis ef al.
2004) et la zone indemne (Richardson ef al. 2001 ; Bythell ef al. 2002) n’a, dans la majorité
des cas, pas permis la découverte du potentiel agent pathogeéne. Dans certains cas, la perte des
tissus serait due a des réactions de défense déclenchées par le stress physiologique et/ou
l'agent pathogéne (Dunn et al. 2004). Plus de six maladies « blanches » (WS) sont décrites
(i.e. progression de la perte en tissus ou exposition directe du squelette) uniquement dans la
région des Caraibes (Sutherland et al. 2004). Pour la région Indo-Pacifique, le terme
générique de WS, correspondant a une perte ou lyse des tissus coralliens, a été répertorié
depuis 2003 (i.e.; Ben-Haim et al. 2003 ; Willis et al. 2004 ; Jones et al. 2004 ; Aeby 2006 ;
Roff et al. 2006 ; Haapkyld et al. 2007), principalement chez les Acropora tabulaires (Willis
et al. 2004 ; Roff et al. 2006 ; Stat et al. 2008 ; Sussman et al. 2008).

Les Vibrionaceae représentent la famille bactérienne la plus représentée dans toutes les
maladies coralliennes recensées. Ces bactéries sont retrouvées notamment dans les cas de
blanchissement corallien (Kushmaro et al. 1996 ; Ben-Haim et al. 2003 ; Sussman et al.
2008), la maladie de la bande blanche (Ritchie et Smith 1998) et la maladie des taches jaunes
(Cervino et al. 2004, 2008). La prévalence de ces maladies infectieuses est généralement
associée aux mois les plus chauds et donc aux températures d’eau élevées (thermo-
dépendance ; Kushmaro ef al. 1998; Rosenberg ef al. 1999; Banin et al. 2000 ; Vezzulli et al.
2010; Vidal-Dupiol et al 2011), d’ou des apparitions principalement en tant
qu’épidémies/épizooties (Jones et al. 2004 ; Bally et Garrabou 2007 ; Bruno et al. 2007 ;
Rodriguez et Croquer 2008). Par ailleurs, comme pour le blanchissement corallien, d’autres
facteurs que I’élévation de température peuvent déclencher les maladies coralliennes, tels que

des eaux anthropisées, polluées et/ou enrichies (Szmant 2002 ; Bruno ef al. 2003 ; Richardson

1 Postulats de Koch permettent de valider une maladie par un agent pathogénes selon plusieurs conditions : (i) 'agent
pathogéne est présent dans les régions malades, (ii) il est cultivable, (iii) son inoculation pure dans des organismes
sains provoque les méme symptdmes, et (iv) l‘agent peut étre récupéré de ces organismes contaminés (Rosenberg
2004b)
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2004 ; Kuntz et al. 2005 ; Bruno et al. 2007 ; Williams et al. 2010), ou l'arrivée de nouvelles
especes pathogenes (Daszak et al. 2000 ; Harvell et al. 2002 ; Plowright et al. 2008). Ces
stress entrainent des réponses physiologiques et biochimiques de 1'holobionte, comprenant le
corail hote (Lesser 2004) et un changement des communautés bactériennes associces. Les
communautés microbiennes naturelles, décrites comme spécifiques et durables, seraient
remplacées par une communauté de pathogenes virulents (Bruno ef al. 2007). Ainsi, les effets
bénéfiques procurés par les communautés bactériennes naturelles, tels que la participation au
cycle des nutriments, la fixation de 1’azote (Lesser et al. 2004b; Wild et al. 2004 ab;
Naumann et al. 2009), ne seraient plus accessibles a I’hdte. De plus, a la base de 1’hypothése
probiotique (Rosenberg et al. 2007), il est suggéré un role antibiotique de la part de ces
communautés de microorganismes (Rohwer et al. 2002 ; Rohwer et Kelly 2004 ; Bourne et
Munn 2005 ; Rosenberg et al ; 2007 ; Bourne et al. 2009), protection également perdue en cas
de perte de ces bactéries. Certains auteurs (Pantos et al. 2003) proposent de suivre les
communautés microbiennes des coraux comme bio-indicateurs, ce qui permettrait, par
l'observation d’un changement des communautés microbiennes, la détection précoce de la

maladie d’un corail, avant l'apparition des signes macroscopiques (e.g. blanchissement),

Ainsi, la plupart du temps, le développement d’une maladie dépendra des interactions
entre I’hdte, ’agent et/ou ’environnement (Bourne et al. 2009). Etant sensible aux mémes
stress environnementaux, en particulier les fortes températures des eaux de surfaces, il existe
une synergie clairement établie entre le blanchissement et les maladies. Cependant, I’effort de
recherche sur les maladies étant récent et les mécanismes complexes, il reste encore beaucoup
d’incompréhensions, laissant ouvert un débat qui est de savoir si les maladies coralliennes
sont issues: (i) d’un agent pathogeéne primaire infectieux dans la nature, ou en revanche (ii)
d’un stress environnemental provoquant un stress physiologique de I’héte et donc une
nouvelle niche écologique favorable au développement de pathogénes opportunistes (Harvell

et al. 2007 ; Lesser et al. 2007 ; Ainsworth ef al. 2008 ; Sussman et al. 2009).
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Figure 11 :

Aspergillus sydowii®
(fungus)

Vibrio coralliilyticus
(shown) and
V. shiloi
(bacterium)

montrant la maladie, '’h6te corallien et le pathogéne microbien. © Harvell et al. 2007

Tableau 2 : Pathogénes des coraux. © modifié de Rosenberg et al. 2007

Représentation des 5 maladies coralliennes répondant au postulat de Koch,
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I1.5 Théorie sur I’évolution de I’association symbiotique en réponse aux
changements environnementaux

La symbiose est actuellement considérée comme une association intime et durable
entre deux organismes appartenant a des especes différentes (Goff 1982) qui, en cas

d’altération, sera en défaveur d’au moins un des deux partenaires (Bronstein 1994).

Dans le cas de la symbiose des coraux avec les Symbiodinium, établie au niveau
intracellulaire, le type de relation est décrit dans un spectre large, pouvant intégrer la notion
de mutualisme ou d’opportunisme (Stat et Gates 2011 ; Lesser et al. 2013). Ces algues
symbiotiques sont représentées par de nombreux clades et sous-clades, offrant a I’hdte une
variété de possibilités de partenariat. Face a des changements environnementaux, une
plasticité de la composition des Symbiodinium associés aux coraux, peut étre observée. Ce
changement de la communauté symbiotique, par favoritisme d’un clade plus tolérant aux
nouvelles conditions, peut dévier la nature initialement mutualiste de 1’association corail-
Symbiodinium vers une relation antagoniste de type parasitique et/ou opportuniste (Kiers et al.
2010 ; Lesser et al. 2013). Reprenons le cas des clades A et D (voir partie 11.2), qui
posseédent des capacités d’acclimatation aux conditions extrémes de radiations solaires et/ou
thermiques, mais sont moins bénéfiques que les autres clades du corail en condition normale
(e.g. fixation de carbone, croissance, reproduction). Génétiquement, le clade D présente une
faible diversité et est largement distribuée au niveau géographique. Toutefois, on estime que
le clade D représente moins de 10% de la population des Symbiodinium chez les coraux et
qu’il est souvent réparti dans des assemblages multi-clades (Stat et Gates 2011), traits des
opportunistes. La présence transitoire de ce clade au sein des coraux lors de stress particuliers
(e.g. apres événements de blanchissement corallien) rappelle une stratégie caractéristique des
opportunistes (Sachs et al. 2011). D’une maniere générale, les différentes observations
concernant les clades A et D, laissent penser certains auteurs (e.g. Stat et Gates 2011 ; Lesser
et al. 2013) que dans un contexte de maintien de la pression écologique sur les récifs

coralliens, leur prévalence pourrait augmenter au sein des coraux scléractiniaires.

L’intensité et 1’évolution de la symbiose en opportunisme dépendent également du
type de transmission des coraux avec les Symbiodinium (Figure 12). La transmission verticale,
ou transfert maternel, conduit & une plus forte stabilité et privilégie la coopération

symbiotique, tandis que la transmission horizontale est plus favorable a 1’opportunisme
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(Sachs et Wilcox 2006). Dans ce dernier type d’interaction, le symbiote opportuniste évolue
rapidement pour échapper aux défenses de 1’hote et entre en compétition avec les autres types

de symbiotes. On parle méme de parasitisme (Sachs et al. 2011).

Ainsi, les compétences individuelles de I’hdte corallien et des symbiotes, ainsi que la
stabilité de leur association pourrait avoir des conséquences écologiques et évolutives

significatives si elles sont considérées comme un continuum opportunisme-mutualisme

(Lesser et al. 2013).

i Parasitisme et /ou
Mutualisme .
opportunisme
* Transmission verticale * Transmission horizontale
* Symbiose obligatoire * Association facultative
* Réduction des génotypes * Génotypes rares
* Homogénéité génétique * Compétitivité

Génotype de
I'hote

Genotype du Environnement
symbionte

Figure 12 : Illustration de la théorie de I'évolution du continuum opportunisme/parasitisme-
mutualisme sous influence du génotype I'hote corallien et des Symbiodinium et de
I'environnement. Modifié de Lesser et al. (2013).

III MAINTIEN DE L’ECOSYSTEME CORALLIEN: RESISTANCE,
RESILIENCE ET ADAPTATION DES CORAUX

Durant les différents événements de blanchissement corallien (massif ou localisé), les
coraux présentent des variations dans leur résistance et leur résilience, pouvant étre inter ou
intra-spécifique voire méme intra-colonie (Hughes ef al. 2003 ; Berkelmans et al. 2004 ;
Rosenberg et al. 2007 ; Maynard er al. 2008). Une explication possible aux différentes
réponses physiologiques inter-spécifiques, en cas d’anomalie thermique par exemple
(Edmunds 1994 ; Hoegh-Guldberg et Salvat 1995 ; Marshall et Baird 2000 ; Fitt et al. 2001 ;
Brown et al. 2002 ; Stimson et al. 2002 ; Douglas 2003), pourrait faire intervenir les stratégies

de vie des especes associées a des métabolismes distincts, notamment au niveau des taux de
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respiration (Jokiel et Coles 1990 ; Baird et Marshall 2002). Les espéces a stratégie « r » sont
caractérisées par une croissance rapide et un fort taux de reproduction et présentent en général
des taux de respiration plus élevés. A 1’inverse, les especes a stratégie « K » sont caractérisées
par de faibles taux de croissance et de reproduction. Les espéces « winners » qui s’averent
étre les plus résistantes aux anomalies de températures et au blanchissement et donc les plus a
méme de perdurer dans les futurs récifs sont celles appartenant aux Porites, décrits par une
croissance lente (McClanahan et al. 2007). A contrario le genre Acropora de stratégie « r»
(croissance rapide) regroupe des espéces trés sensibles au blanchissement, considérées
comme « loosers » car fortement menacées face au changement climatique (McClanahan et
al. 2007 ; Carpenter et al. 2008). Cela implique, lors d’épisodes de blanchissement corallien,
des changements majeurs de dominance dans les communautés de coraux (Berumen et
Pratchett 2006 ; McClanahan et al. 2007), un des facteurs caractéristiques de la « crise des
récifs coralliens » (Bellwood et al. 2004).

A échelle temporelle, dans le cas d’une succession d’événements de blanchissement sur un
méme récif (e.g. événements de blanchissement massifs en 1998, 2005, 2007), pouvant étre
de méme nature (stress) et, dans certains cas, de méme intensité (valeur), les assemblages de
coraux peuvent répondre par une meilleure résistance en terme de susceptibilité et de
mortalité (Penin et al. 2007b; Maynard et al. 2008). Les suivis a Moorea, de Penin et al.
(2012) ont montrés une intensité¢ de blanchissement moins importante en 2007 qu’en 2005,
alors que les conditions de température et d’insolation étaient similaires, acclimatation qui
appuie 1’hypothése d’une augmentation de leur photo-protection en 2007 (Dunne et Brown

2001).

L’historique des évenements de blanchissement et/ou les conditions environnementales
sont donc des prédicteurs importants de la réponse des coraux a de futurs stress (Coles et
Jokiel 1978), I’idée étant que des coraux ayant déja récupéré d’un blanchissement sont plus
résistants & de futures perturbations (Baker 2003, 2004 ; Carilli et al. 2012). Cela peut
s’expliquer a la fois par une acclimatation physiologique et/ou un ajustement de I’holobionte
face a des températures et irradiances élevées (Berkelmans et al. 2004 ; Rosenberg et al.
2007 ; Maynard et al. 2008 ; Fitt et al. 2009). En effet, chacun des partenaires de la symbiose,
I’hote et les symbiotes, vont contribuer a la santé et la survie de 1’holobionte par des
mécanismes de résistance qui leur sont propres ou communs (e.g. systéme anti-oxydants ;

Baird et al. 2009).
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L1 Role des Symbiodinium

La diversité et la flexibilité des communautés de Symbiodinium au sein de I’héte, peut
permettre aux coraux de survivre face aux prévisions climatiques et anthropiques (Rowan et
Knowlton 1995; LaJeunesse 2001; van Oppen ef al. 2001; Baker 2003). En effet, sous
I’emprise d’un ou plusieurs stress, cette souplesse symbiotique devrait permettre une
évolution génétique via le changement de communauté de Symbiodinium, en faveur du ou des

type(s) le(s) plus tolérant(s).

“HAB” Hypothese du blanchissement adaptatif

L’hypothese du Blanchissement Adaptatif (Adaptative Bleaching Hypothesis, ABH) a
été proposée au début des années 1990 comme un mécanisme d’adaptation rapide
(Buddemeier et Fautin 1993). Cette hypothese stipule que le blanchissement procurerait une
opportunité pour le corail d’établir une symbiose avec un nouveau type de Symbiodinium plus
tolérant au stress exposé (e.g. thermo-tolérant), menant a une meilleure acclimatation de
I’holobionte aux conditions environnementales altérées. Cette hypothese est basée sur 5
principes qui sont : (i) la coexistence de multiples associations corail-Symbiodinium, (ii) le
degré de flexibilité des associations a la fois chez 1’hote et chez les symbiotes, (iii) les types
de Symbiodinium sont physiologiquement distincts et influencent fortement la physiologie du
corail, (iv) le blanchissement corallien procure 1’opportunité pour le corail d’étre repeuplé
avec un type de symbiote dominant différent, et (v) les holobiontes sensibles au stress ont des
avantages compétitifs en conditions normales, qui impliquent une réinversion de la
combinaison tolérante sous des conditions non stressantes. De tels changements augmentent
la chance de survie sur du long terme chez les coraux et peut expliquer comment jusqu’ici, ils
ont survécu a des fluctuations climatiques rémanentes a travers le temps géologique (Pandolfi
etal. 2011, 1999 ; Buddemeier et Smith 1999). Ayant initialement pour idée que les colonies
coralliennes ne possédaient qu’un type d’algue symbiotique, la nouvelle acquisition ne
pouvait venir que du milieu environnant, par un ‘switching’, et par conséquent impliquer un
changement génétique de 1’holobionte (Buddemeier et Fautin 1993). Or, le développement de
nouvelles techniques de biologie moléculaire, plus sensibles (i.e. qPCR) a permis de mettre a
jour une association du corail avec plusieurs clades et/ou sous-clades de Symbiodinium,
simultanément au sein d’une méme colonie (e.g. Mieog et al. 2007) et dans des proportions

tres contrastées. Il a donc été reconnu a posteriori que le changement des communautés de
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symbiotes pouvait s’opérer par modulation interne des types de Symbiodinium pré-existants,
le ‘shuffling’ d’un type dominant sensible au stress avec un type présent a 1’état de trace mais
résistant au stress exposé (Fautin et Buddemeier 2004). Pour les deux voies d’acquisition, le
phénomene sera décrit comme une acclimatation, étant donné que méme pour une acquisition
nouvelle via le milieu externe, cela n’implique pas d’évolution génétique durant la vie du
corail.

La flexibilité temporelle des associations de Symbiodinium, observée lors d’anomalies
de températures, a mis en évidence des évenements de ‘shuffling’ entre des types de
symbiotes thermo-sensibles et thermo-resistants, a 1'échelle du mois jusqu'aux années
(Berkelmans et van Oppen 2006 ; Jones et al. 2008 ; Thornhill et al. 2010). Ces changements
de I’abondance relative, génétique et physiologique, des différents types de Symbiodinium
(Baker 2003), ont été recensés pour plusieurs especes coralliennes (Toller et al. 2001b ; Little
et al. 2004 ; Chen et al. 2005 ; Thornhill er al. 2006a) et a différents stades de vie des coraux
(Little et al. 2004). Pour beaucoup des événements de ‘shuffling’ recensés, le changement
dans la composition des communautés de symbiotes s’est fait dans le sens d’une
augmentation du clade D au détriment du clade C, slirement en lien étroit avec ses propriétés
stress-tolérantes (Chen et al. 2005 ; Little ef al. 2004 ; Berkelmans et van Oppen 2006 ; Jones
et al. 2008). En revanche, les événements d’acquisition de nouveau(x) type(s) de
Symbiodinium n’ont jamais été clairement identifi€és comme provenant du milieu extérieur.
Des apports exogenes de symbiotes ont été observés chez un octocoralliaire (Lewis et
Coffroth 2004), ou encore chez des coraux artificiellement blanchis puis exposés a des
génotypes différents de Symbiodinium (Coffroth et al. 2010), mais actuellement, 2 ma

connaissance, jamais chez les coraux en conditions naturelles.

I11.2 Role de I’hote corallien

Indépendamment des Symbiodinium, des résultats suggérent que le patrimoine génétique
de I’hdte corallien joue également un rdle sur I’ensemble de I’holobionte (Baird ef al. 2009 ;
Barshis et al. 2010). En effet, une des premicres évidences du role de 1’hdte corallien vient de
I’observation de différentes sensibilités inter-spécifiques et/ou intra-spécifiques aux stress
environnementaux (e.g. thermique, sédimenteux) et au blanchissement, malgré des
communautés de Symbiodinium identiques (Edmunds 1994 ; Hoegh-Guldberg et Salvat 1995 ;
Marshall et Baird 2000 ; Fitt et al. 2001 ; Loya et al. 2001 ; Brown et al. 2002 ; Stimson et al.
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2002 ; Douglas 2003 ; LaJeunesse et al. 2003 ; Penin et al. 2007b). Les effets spécifiques de
I’hote ont également été observés chez des coraux provenant de différents environnements
thermiques caractérisés par des physiologies thermo-tolérantes divergentes (Barshis et al.
2010). De plus, les coraux sont connus pour la flexibilité de leurs réponses physiologiques
(e.g. Gates et Edmunds 1999 ; Salih et al. 2000; Dove et al. 2001; Stimson et al. 2002 ;
Prescott et al. 2003 ; Dove 2004) et morphologiques (Loya ef al. 2001) a la lumiere et a la

température, impliquant des différences de sensibilités.

Face au blanchissement corallien (e.g. lumicre et température), I’hdte peut tout
simplement se rétracter pour diminuer la part d’énergie solaire recue (Brown et al. 2002). De
plus, certains mécanismes cellulaires actifs ont été¢ mis en avant chez I’hote corallien, tels que
I’exocytose et I’apoptose des cellules animales contenant des symbiotes défectueux (Dunn et
al. 2002 ; Perez et Weis 20006), ainsi que des procédés passifs, tels que la nécrose (Gates et al.
1992). Au niveau physiologique, il peut y avoir réduction de 1’épaisseur de 1’épiderme
(Ainsworth et al. 2007 ; Padilla-Gamino ef al. 2012a). En complément, 1’héte pourrait limiter
I’exposition de ces symbiotes aux UV et a la chaleur, et donc réduire la photo-inhibition et la
sévérité du blanchissement, par différents procédés (cf. Figure 6) :

(1) la production de pigments fluorescents (FP). Ces pigments, apparentés aux
protéines fluorescentes vertes (GFP ; Matz et al. 1999), sont abondants chez les coraux (e.g.
97% sur la GBR ; Salih et al. 1998 ; Salih ef al. 2000). Des teneurs plus ¢levées de ces FP
sont corrélées aux genres coralliens les plus résistants (i.e. Porites vs. especes sensibles
d’Acropora et de Pocillopora ; Salih et al. 1998) ou encore a des résistances accrues entre
colonies de méme espece (Salih et al. 2006), suggérant une nette implication pour la
sensibilité. Salih ef al. (2000, 2006) décrivent un moyen d’action initié par une absorption,
puis une dispersion et enfin une évacuation de 1’énergie lumineuse des radiations solaires par
fluorescence (Salih et al. 2000 ; Salih et al. 2006) ;

(i1) I’acquisition d’acides aminés de type mycosporines (MAA) connu pour leur effet
protection anti-UV. Non synthétisés par les animaux, et donc chez le polype, ils sont pourtant
retrouvés en quantité plus importante dans ses tissus que dans ceux des Symbiodinium (Shick
et Dunlap 2002), suggérant son rdle dans le contrdle de cette répartition ;

(iii))  la synthése d’anti-oxydants (SOD, catalase, acide ascorbique, etc. Dykens et
Shick 1982 ; Kiihl ez al. 1995 ; Lesser 2006 ; Desalvo et al. 2008 ; Voolstra et al. 2009) ;

(iv) un changement de voie d’alimentation (autotrophe vs. hétérotrophe). En

conditions de stress, les coraux peuvent favoriser la nutrition hétérotrophe afin de suppléer le
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manque énergétique du a la perte de 1’activité photosynthetique des Symbiodinium (Anthony
et Fabricius 2000 ; Grottoli ef al. 2006 ; Houlbréque et al. 2009) ;

(V) une syntheése de protéines de choc-thermique (HSP). Ces protéines chaperons
maintiennent la structure des protéines, permettant d'entretenir les fonctions cellulaires et

protegent ainsi les voies cellulaires en condition stressante (Baird et al. 2009).

IV OBJECTIFS ET PRESENTATION DE CETTE THESE

Le fait que les coraux puissent s’associer a divers symbiotes semble étre un des mécanismes
par lequel I’holobionte peut répondre rapidement a un changement environnemental
(Buddemeier et Fautin 1993 ; Baker 2003 ; Fautin et Buddemeier 2004 ; Berkelmans et van
Oppen 2006 ; Jones et al. 2008 ; Baskett et al. 2009 ; Correa et Baker 2011).

A ce jour, beaucoup d’études écologiques concernées par le devenir des coraux face aux
pressions a échelle globale et locale se sont particulierement intéressées aux caractéristiques
de la symbiose corail-Symbiodinium dans des conditions environnementales particulieres. Ces
études ont permis de mettre en avant une importante flexibilité et diversité des associations
algues-coraux. L’idée étant que les coraux s’acclimatent a un stress grace aux différentes
propriétés physiologiques distinctes des clades, voire des sous clades. Néanmoins ces études
ont la plupart du temps été faites sans tenir compte des clades cryptiques présents au sein de
I’hote, et cela souvent dans des conditions particulieres de stress environnementaux in vivo ou
in vitro (e.g. effet d’élévation de température durant un phénomeéne de blanchissement
massif). Pourtant dans les systémes naturels, les stress environnementaux interagissent en
synergie, et peuvent impliquer des réponses variées selon la combinaison et I’intensité de ces
facteurs multiples (e.g. conjonctions d’effets positifs, négatifs et neutres pour ’effet de
I’enrichissement du milieu sur la croissance des coraux ; Gil 2013).

Une question persistante et primordiale est de savoir si les coraux et tout son €cosystéme
seront capables de survivre a de telles prévisions et changements climatiques et anthropiques,
impliquant de multiples stress en interaction, dans un laps de temps restreint ? Et si oui,

comment seront-ils restructurés (‘winners’ vs. ‘loosers’) ?

I manque encore beaucoup de connaissances quant aux différentes capacités

d’acclimatation des espéces de coraux associées a des sensibilités différentes et a leur capacité
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a résister et/ou a résilier via leur communauté de Symbiodinium (mono ou multi-clades) dans
leur milieu naturel (e.g. variations saisonnicres, effet anthropique local). Dans ce contexte,
peu d’études se sont intéressées aux modifications des communautés de symbiotes a travers
une échelle spatio-temporelle longue et réguliere (e.g. Thornhill et al. 2006a ; LaJeunesse et
al. 2010 ; Cooper et al. 2011 ; Howells ef al. 2013), ou en suivi régulier lors d’un stress
chronique, afin de comprendre si ces dynamiques sont fréquentes, associées ou non a des
clades particuliers et/ou a des hotes particuliers, et si une fois établies, elles sont durables ou
provisoires ? De méme, les implications des clades cryptiques et les conséquences de leur
augmentation en proportion sur la physiologie de I’holobionte en réponse a certaines
conditions environnementales (e.g. stress thermique) sont des notions écologiques encore tres

mal comprises.

C’est dans ce cadre que s’inscrit cette these réalisée au Centre de Recherches Insulaires
et Observatoire de I’Environnement. L’objectif étant d’étudier le role des organismes associés
aux coraux lorsque ceux-ci sont soumis a différents stress : « Dynamique et flexibilité des
clades de Symbiodinium associés aux coraux dans différents environnements, naturels et

controlés »

L’approche principale de cette these a pour but de mieux comprendre les notions de
I’Hypothése du Blanchissement Adaptatif en étudiant la dynamique (bimensuelle) des
communautés de Symbiodinium, incluant le(s) clade(s) cryptique(s), associées a différentes
especes coralliennes a échelle spatiale et temporelle, dans des environnements variables et
contrastés €galement suivi pour un certain nombre de parametres environnementaux. Dans
une deuxieme approche, D’effet d'un stress spécifique, ’augmentation de la pCO;
(acidification), sur la dynamique des communautés de Symbiodinium associées a différentes
especes de coraux est €tudié, afin d’évaluer leur role éventuel dans la résistance des coraux a
I’acidification.

A travers ces deux approches, cette thése a pour objectif d’identifier les relations entres des
conditions environnementales particulieres et les communautés de Symbiodinium associées au
sein de leur hote corallien. D’aprés ces relations les objectifs sont :
- d’évaluer la flexibilité des associations corail-Symbiodinium
- d’évaluer I’influence des clades de Symbiodinium sur la santé du corail, mutualistes vs.
opportunistes

- d’identifier les réorganisations des populations de Symbiodinium dans une communauté
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en fonction de parametre(s) environenmental(ux) particulier(s)
- de déterminer I’origine de la dynamique observée: interne par ‘shuffling’, ou externe par

‘switching’.

Apres cette introduction générale (chapitre I), ’organisation de ce manuscrit s’articule
en six chapitres. Le chapitre II correspond au matériel et méthodes utilisés pour réaliser
I’ensemble des approches a la fois in vivo et in vitro, les protocoles et les principes des
parametres utilisés durant le suivi, ainsi que la présentation de la mise au point des techniques
de biologie moléculaire intégrant a la fois une mini-préparation d’extraction d’ADN et la
technique de PCR en temps réel (QPCR) adaptée au modele complexe des coraux (i.e. hote
corallien, Symbiodinium et bactéries du genre Vibrio). Le chapitre III, sous-divisé en 3
parties, présente les résultats obtenus lors du suivi spatio-temporel effectu¢ sur Moorea. Le
chapitre III-1 présente la mise en place du suivi spatio-temporel de la diversité et de la
dynamique des clades de Symbiodinium associ€s aux coraux, avec la caractérisation des sites
d’étude et des trois especes coralliennes cibles choisies. Dans un second temps, le chapitre
II1-2 expose les résultats qualitatifs et quantitatifs obtenus durant ce suivi des communautés
de Symbiodinium associées a différentes especes coralliennes, vivant dans des
environnements contrastés et variables. Et enfin, le chapitre III-3 s’attache au rdle particulier
de deux clades de Symbiodinium, clades A et D, sur la santé de leur hote corallien A. cytherea
et contre une infection bactérienne de Vibrio spp.. Dans le chapitre IV sont exposés les
résultats obtenus sur la réponse des communautés de Symbiodinium associées chez des
especes de coraux caractérisées par des sensibilités et flexibilités symbiotiques variées (i.e.
Acropora pulchra, Pocillopora damicornis, Pavona cactus, et Porites rus) face a une
exposition de gradient de pressions partielles en pCO, (baisse de pH). Pour finir, I’ensemble
des résultats et des observations obtenues lors des différentes approches est discuté dans le

chapitre V.
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Chapitre 11 Mateériels, Méthodes et
Principes
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I CADRE D’ETUDE
I.1 Description géographique

La Polynésie francaise se situe au Sud de I’océan Pacifique (Figure 13, 17° 30’ S,
149°50° O). Celle-ci est constituée de 118 fles et atolls regroupés en 5 archipels: les
Marquises, les Tuamotu, les Gambiers, les Australes et la Société, représentant 4 200 km? de
terre émergée (Figure 13). Ces territoires, distants les uns des autres et tres éloignés du reste
du monde, présentent une grande variété d’édifices insulaires, allant des atolls aux iles hautes
comprenant récif barriere et récif frangeant. Ainsi, les iles de la Polynésie francaise
constituent un laboratoire naturel et original pour 1’étude du fonctionnement des récifs

coralliens.
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Figure 13 : Localisation géographique de I'lle de Moorea, dans I'archipel de la Société.

L’archipel de la Société est de loin le plus peuplé, comprenant les deux iles du Vent les plus
développées de Polynésie, Tahiti et Moorea. En effet, tandis que 76 iles de la Polynésie sont
inhabitées, pres de 75% (recensement de 2012 de I’Institut de la Statistique de la Polynésie
francaise) de la démographie polynésienne est regroupée sur ces deux files principales,

distantes seulement de 17 km, en expansion continue depuis le début du XX siécle. Dans le
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cadre de cette étude, les sites de suivis sont localisés sur Moorea. Elle s’étend sur 132 km? de
superficie, et compte environ 17 434 habitants (recensement ISPF 2012) répartis
principalement sur le long des 61 km de cdtes. De forme triangulaire et au paysage tres
découpé, elle se compose de deux baies principales sur la cote Nord, les baies de Cook et
d’Opunohu. La cote est protégée par une barriere récifale, interrompue au niveau de 12

passes, réparties tout autour de 1’ile.

Le climat polynésien est tropical de type maritime humide, marqué par I’alternance de
deux grandes saisons: humide et séche. La premiére est comprise entre novembre et avril, et
subit d’importantes précipitations, tandis que la seconde, comprise entre mai et octobre, est
moins pluvieuse et plus fraiche. Les cotes exposées aux alizés d'Est et les sommets sont
particulierement arrosés, a savoir des précipitations pouvant atteindre les 8 m d’eau dans
I’année. La majeure partie du temps, la Polynésie est soumise aux alizés de Nord-Est pendant
la saison chaude et de Sud-Est (Mara’amu) pendant la saison froide. En saison chaude, le
passage de perturbations se traduit le plus souvent par un régime de vent de secteur Ouest.
Les courants de surfaces des régions tropicales et sub-tropicales ont surtout pour origine

I’action mécanique du vent (Laurent et al. 2004).

1.2 Sites d’études

Les récentes perturbations naturelles survenues peu de temps avant le démarrage de
cette theése, a savoir une invasion d'Acanthaster planci entre 2003 et 2010 et le passage du
cyclone Oli en 2010, n’ont pas permis d’intégrer le suivi de coraux provenant de la pente
externe. En effet, ’effet conjugué¢ de ces deux perturbations naturelles a conduit a un
changement d’état important du récif, caractérisé par un remplacement des coraux,
initialement dominants, par du gazon algal, des macroalgues et des débris coralliens en fin
d’année 2010 (i.e. suivi des cotes Nord et Ouest; Kayal et al. 2012). Le recouvrement
corallien atteignait a peine 5% du recouvrement total. Aussi, dans le cadre de cette étude,
I’ensemble des coraux étudi€s ont été sélectionnés au niveau du récif frangeant du lagon de
Moorea. Cette section du récif est généralement peu profonde, proche de la cote et
directement soumise aux apports terrigenes. Les différentes cotes de I’ile sont soumises a
différentes conditions environnementales, en raison notamment de leur exposition aux

régimes de vent et de houle, variables au cours de 1’année.
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Pour cette these, 4 sites ont été choisis sur le récif frangeant (1-2 m de profondeur) pour
leurs conditions environnementales et anthropiques contrastées sur différentes cotes de 1’ile.
Deux des sites correspondent a des milieux sous influence anthropisée, car a proximité des
activités humaines: le site de Maharepa (‘Ma’, 17°28°518S, 149°48°150) expos¢ a de fortes
activités touristiques (e.g. hotel, activités nautiques) et a proximité de I’embouchure d’une
riviere (i.e. apports terrigenes) et le site de Vaiare (‘V1°, 17°31°118S, 149°46°380) au pied du
quai des ferries (~ 10 ferries par jour). A I’inverse, 2 autres sites ont été sélectionnés pour leur
¢loignement des influences humaines : le site de Vaiare 3 (‘“V3’, 17°30°7538S, 149°46°410) et
le site de Linareva (‘Li’, 17°33°1978S, 149°53°780). Le choix et la caractérisation de ces sites

sont détaillés dans le chapitre III.

II ESPECES ETUDIEES

11.1 Poritidae: Porites rus

La famille des Poritidae est bien représentée sur I’ensemble de 1’Indo-Pacifique. Elle
regroupe les coraux du genre Porites, caractéris€és par une grande résistance face a diverses
perturbations, et donc faiblement concernés par les phénomenes de blanchissement
(McClanahan et al. 2007 ; Penin et al. 2007b), les cyclones (De’ath et Moran 1998 ; Adjeroud
et al. 2005) ou encore les invasions d’étoiles de mer corallivores du type Acanthaster planci
(Faure 1989 ; De’ath et Moran 1998 ; Pratchett et al. 2009 ; Kayal et al. 2011). En terme de
stratégie de développement, le genre Porites investit peu dans la production et la dispersion
des ceufs (Adjeroud et al. 2007; Penin 2007). Malgré cette compétitivité d'expansion et de
propagation (espace, especes de coraux, etc.) plus faible au regard d'autres genres coralliens
(Connell er al. 2004), leur plus grande résistance et stabilité, face aux conditions
environnementales, leur permet de compenser cette faiblesse.

Dans cette étude, nous ciblerons les coraux P. rus (Figure 14 a,b). Cette espéce, de
morphologie branchue, se retrouve dans des environnements variés (Jaubert, 1977),

notamment autour de Moorea dans le lagon ou elle est observée abondamment.
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I1.2 Pocilloporidae: Pocillopora damicornis

Les Pocilloporidae représentent une famille également largement distribuée au niveau de
tout I’Indo-Pacifique (Véron 2000). Leur spécificit¢ morphologique se caractérise par des
formations squelettiques particulieres, appelées verrues, qui sont en fait des protubérances de
1 2 5 mm composées de plusieurs calices. Au niveau de leur stratégie de développement, le
genre Pocillopora suit une croissance rapide et investit largement dans la production et la
dispersion des larves déja zooxanthellées par transfert maternel (Adjeroud et al. 2007 ;
McClanahan et al. 2007 ; Penin 2007; Van Woesik et al. 2012). Les capacités compétitrices et
la sensibilité aux perturbations (e.g. température, prédateurs) chez les Pocillopora sont
intermédiaires entre celles des genres Acropora et Porites (Harriott 1999 ; Connell et al.
2004; McClanahan et al. 2007 ; Adjeroud et al. 2009).

Dans cette étude, nous nous intéresserons a P. damicornis (Figure 14 c,d) car c’est une espéce
modele utilisée comme “rat de laboratoire”, due a son abondance, sa croissance rapide, son
taux de reproduction intensif (i.e. larves planula; Schmidt-Roach ef al. 2012b) et a sa
plasticité phénotypique (Flot ef al. 2010; Pinzén et LaJeunesse 2011; Schmidt-Roach et al.
2012a,b). Parmi le genre Pocillopora, cette espece est particulierement sensible aux pressions
naturelles et anthropiques et de ce fait trés étudiée, représentant ainsi une espece sentinelle
utile pour diagnostiquer 1’état de santé d’un récif (Gates et al. 1992; Stimson et al. 2002;
Hashimoto et al. 2004; Vidal-Dupiol et al. 2009). L habitat de P. damicornis se trouve en
eaux peu profondes et confinées et donc principalement dans le lagon au niveau du récif

frangeant.

I1.1 Agariciidae : Pavona cactus

La famille des Agariciidae regroupe le genre Pavona, pouvant étre de forme foliacée
entre autres, largement distribuée dans les océans Pacifique et Indien (Véron 2000).
L’espéce P. cactus (Figure 14 e,f), de forme foliacée, est relativement abondante dans le lagon
de Moorea et cela principalement au niveau du récif frangeant. Peu d’informations sont
disponibles sur cette espéce, notamment sur sa sensibilité, sa croissance et ses compétences de
reproduction, celle-ci étant rarement étudi¢e. Néanmoins, elle a été choisie dans cette étude
pour ses particularités morphologiques, a savoir un squelette de forme foliacé, fin et non-

perforant.
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PORITES

w
= PAVONA
=

ACROPORA

Figure 14 : Photographies in situ des especes de coraux étudiées, illustrées de gauche a droite
en format paysage et en macro (© P. Bosserelle), respectivement: a) et b) P. rus, ¢) et d) P.
damicornis, €) et f) P. cactus, g) et h) A. cytherea, i)etj) A. pulchra.
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I1.1 Acroporidae: Acropora cytherea & Acropora pulchra

Les Acroporidae, représentent la troisieme famille de coraux la plus représentée au niveau
de I’'Indo-Pacifique. Les coraux du genre Acropora sont largement connus comme étant les
plus sensibles aux perturbations a la fois naturelles et anthropiques (Faure 1989 ; De’ath et
Moran 1998 ; McClanahan ef al. 2007 ; Penin et al. 2007 b ; Pratchett et al. 2009 ; Anthony et
al. 2008 ; Albright et al. 2010). Ils possédent un taux de croissance élevé ainsi qu’une bonne
compétitivité pour 1’espace et les ressources sur le récif (Stimson 1985 ; Hariott 1999 ; Baird
et Hughes 2000 ; Connell ef al. 2004). Leur taux de recrutement est relativement faible, entre
celui des Pocillipora et des Porites (Adjeroud et al. 2007 ; Penin et al. 2007).

Dans cette étude, nous étudierons comme représentantes des Acroporidae, les especes A.
cytherea (Figure 14 g,h) de forme tabulaire et A. pulchra (Figure 14 1i,j) de forme branchue.
Ces deux especes se retrouvent également dans le lagon et plus particulieérement au niveau du

récif frangeant.

IIIT CARACTERISATIONS ENVIRONNEMENTALES DES SITES

1.1 Paramétres chimiques de I’eau de mer

L’ammonium (NH4") est quantifié d’aprés la méthode de Holmes et al. (1999),
utilisant un réactif composé d’o-phtaldialdehyde (OPA). Pour chaque point d’échantillonnage,
un volume de 2 mL de réactif OPA (procédure détaillée dans I’ouvrage de Aminot et Kerouel
2007) est ajouté directement apres prélevement des échantillons d’eau de mer de 40 mL en
triplicat. Apres 6h d’incubation a température ambiante, le dérivé iso-indol produit est dosé a
I’aide d’un fluorimetre Turner TD-200 équipé d’un filtre d’excitation a 365 nm et d’un filtre
de réception entre 410 et 600 nm. L’estimation des teneurs en NH*" est effectuée d’aprés des
courbes étalons, établies concomitamment avec les échantillons, a partir de solutions de
concentrations de NH;"  connues. Cette méthode estime un coefficient de variation entre
réplicat allant de 30% pour les sites les plus oligotrophes (NH;" < 10 nM) & 5% pour les sites
les plus eutotrophes (NH4™ > 500 nM).

Le phosphate (PO4) est quantifié d’aprés la méthode décrite par Murphy and Riley (1962),
basée sur la teneur en bleu de molybdeéne, obtenu par réaction avec le molybdate et réduction
subséquente avec de 1’acide ascorbique. Directement apres le prélevement de 5 réplicats de 20

mL d’eau de mer, les échantillons sont traités par ajout de chlorure de mercure (20 pL
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d’HgCl, a 20 mg/L) afin d’inactiver les micro-organismes, puis conservés a 4°C jusqu’a la
quantification. L’analyse s’effectue ensuite par 1’ajout en simultané dans chacun des
¢chantillons du réactif contenant du molybdate (1,6 mL), et de I’acide ascorbique (0,8 mL),
selon la procédure décrite dans 1I’ouvrage de Aminot et Kerouel (2007), suivi d'une incubation
de 20 minutes avant une lecture au spectrophotometre a une longueur d’onde de 885 nm.
L’estimation des teneurs en PO,* s’effectue également a I’aide de courbes standard, réalisées
avant chaque nouvelle quantification.

Les nitrates (NOj3"), nitrites (NO;') et silicates (Si(OH),) ont été¢ quantifiés par une
méthode colorimétrique au Technicon Autoanalyzer III system, a la plate-forme du vivant du
centre IRD de Nouméa en Nouvelle-Calédonie. Comme indiqué précédemment, I’activité des
micro-organismes a ¢té stoppée par empoisonnement de I’ensemble des échantillons d’eau de

mer de volume de 20 mL, prélevés en triplicat, par ajout de 20 pL. d’HgCl, avant leur envoi.

1.2 Paramétres biologiques de I’eau de mer

Les teneurs en chlorophylle a (chl @) des échantillons d’eau de mer ont été déterminées
en triplicat, comme proxy pour le phytoplancton, dissoci€s en deux fractions de taille, pico- (<
2 um) et nano-micro (> 2 um). Les échantillons d’eau de mer (500 mL) ont été filtrés sur des
filtres Millipore (2 um), puis sur des filtres GF/F (0,7 pm), permettant ainsi le fractionnement
par taille. La chl a, contenue dans les cellules du phytoplancton retenues sur chacun des
filtres, a été extraite a I’éthanol 96% (5 mL) durant 5h a ’obscurité¢ et a 4°C, selon la
procédure décrite par Wasmund et al. (2006). Les mesures ont été¢ effectuées sur un
spectrofluorimetre (Turner Designs 700 fluorometer), initialement calibré selon une gamme

de concentration étalon de chlorophylle a.

L3 Variables physiques et météorologiques

Température. Le suivi de la température des eaux a été effectué sur les différents sites
d’étude, avec des enregistreurs permanents (HOBO Water Temp Pro, Onset Computer Corp.
Bourne, Massachusetts, USA; précision + 0,2 °C). Ces enregistreurs ont été déployés entre 0,5
et 1,5 m, hauteurs représentatives de celles des coraux suivis, avec un intervalle de mesure

toutes les 5 minutes, durant la totalité du suivi de 18 mois.
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Irradiance. L’intensité lumineuse (lux :SI) regue sur chaque site a été évaluée avec
des enregistreurs (HOBO® Pendant Temperature/Light Data Logger) fixés prés de ceux
déployés pour la température. Deux séries d’enregistrement, a intervalle de 5 minutes, ont été
effectuées aux différentes saisons seéches et humides pendant 7 jours chacune. Les mesures
utilisées ont seulement été utilisées comme indicateur d’irradiance, étant donné qu’elles ne
représentent que 30% environ des radiations actives photosynthétiques (PAR, 400-700 nm).

La sédimentation sur chaque site a été¢ évaluée a ’aide de trois trappes a sédiment
permanentes, correspondant a des tubes en PVC (40 cm de haut et 58 mm de diametre). Elles
ont permis de capturer les particules sédimentaires dans la colonne d’eau. Les sédiments
cumulés chaque mois ont été récupérés dans des contenants séparés, puis filtrés aprés une
phase de décantation sur des filtres GF/F au laboratoire. Les filtres ont été séchés a 1’étuve
durant 48h a 60°C et pesés. Le taux de sédimentation (mg.jr'.cm™) a été calculé en divisant le
poids sec de sédiment (mg) par le temps d’exposition dans 1’eau (jours) et par I’aire du
cylindre (26,41 cm?).

Des analyses de pesticides et d’hydrocarbures ont été effectuées dans les sédiments.
Pour chacun des sites d’étude, le procédé d’échantillonnage a été effectué en mars 2011 par
trois prélevements de sédiment de surface, situés au plus proche des coraux marqués, répartis
dans des bouteilles Nalgéne opaques de 250 mL. Les sédiments ont ensuite été congelés, puis
lyophilisés. 100g de sédiments d’un réplicat par site a été envoyé pour une analyse
préliminaire, dans les laboratoires de Hill, en Nouvelle-Zélande.

La pluviométrie a été obtenue d’apres les données de météo France. Celles-ci sont
exprimées en précipitations journaliéres (mm.jr') sur différentes stations autour de Moorea,
choisies pour leur proximité avec les sites d’étude : la station Haapiti-1 (17°33°9) pres du site
de Linareva ‘Li’, la station Paopao-1 (17°31°4) pres du site de Maharepa ‘Ma’ et la station
Teavaro (17°30'6) localisée pres de Vaiare et donc des sites V1’ et “V3’.

111.4 Composantes benthiques

La composition benthique sur les différents sites a été estimée par la méthode des
transects points intercepts. Sur chacun des sites, 6 transects de 20 m ont été¢ déployés
parallelement a la cote et accolés au substrat benthique. Sur ces lignes d’eau, un relevé du
benthos (e.g. coraux, algues, turf) a été enregistré tous les 40 cm, soit 300 points par site, au

plus bas niveau taxonomique possible. Les données recueillies sont d’abord classées par
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groupe benthique: (i) corail (« CORAL »), (ii) macroalgues (« MALG »), (iii) gazon algal ou
turf (« TURF »), (iv) sable (« SAND »), (v) débris (« DEB ») et (vi) algues encroiitantes
calcaires sur roche (« CCA »). Puis, la communauté corallienne a été¢ identifiée au niveau du
genre, afin d’estimer et de comparer leur fréquence et leur représentativité entre les différents

sites.

IV APPROCHES EXPERIMENTALES

Ivi1 Suivi spatio-temporel autour de Moorea

Un suivi spatio-temporel de 18 mois a été effectué entre février 2010 et aott 2012. Le
suivi des communautés de Symbiodinium a été réalisé sur des colonies coralliennes marquées
(~10 colonies par espece) appartenant a trois especes de sensibilités différentes, Acropora

cytherea, Pocillopora damicornis et Porites rus (Figure 14 ; Tableau 3).

Tableau 3: Périodes d’échantillonnage des différents parametres biologiques, physiques et
chimiques durant le suivi spatio-temporel de Moorea entre février 2010 et aoilt 2012. Les croix
(x) représentent les points d’échantillonnage.

Echantillonnage

Paramétres fév mar avr mai jui jui aoll sep oct nov déc jan fév mar avr mai jui jui aol
2011 2012

Biologique

Symbiodinium

P. damicornis X X X X X X X X X X

A. cytherea ND ND X X X X X X X X

P. rus ND ND ND ND X X X X X X

Phytoplancton
nano-micro X X X X X X X X X X

piCO- X X X X X X X X X X

Physico-
chimique
Sédimentation
Température
pluviométrie
Ammonium

X X X X X

Phosphate
Silicates
Nitrates
Nitrites

X X X X X X X X
X X X X X X X X
X X X X X X X X
X X X X X X X X
X X X X X X X X
X X X X X X X X
X X X X X X X X
X X X X X X X X
X X X X X X X X

Le choix de ces especes particulieres s’est justifié d’apres des tests génétiques, effectués au
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préalable, assurant une composition multi-clades de leurs communautés de Symbiodinium
(voir Chapitre III partie II). L’échantillonnage de chacune des colonies marquées dans les
quatre sites d’étude a été fait a une fréquence bimestrielle, temps minimum estimé pour les
maintenir vivantes tout au long du suivi (i.e. stress lors des prélevements et risques de
détachement des colonies). Les prélévements ont été effectués sur les dix colonies de chaque
espece sur chaque site, toujours en position apicale des colonies, afin de limiter la variation de
distribution intra-hote des communautés de Symbiodinium (e.g. exposition a la lumiére non
homogeéne des branches d’une colonie ; Rowan et al 1997 ; Ulstrup et al. 2007).

Parall¢lement, les données environnementales chimiques et biologiques ont été recueillies

(Tableau 3).
Iv.2 Effet de 1a pCO;
.21 Organismes d’étude, récoltes et acclimatation

Les quatre especes coralliennes choisies pour cette expérimentation sont Acropora

pulchra, Pocillopora damicornis, Porites rus et Pavona cactus (Figure 14).

L’échantillonnage des fragments de 1’ensemble de ces especes a été effectué sur le
récif frangeant, a une profondeur comprise entre 1 et 2 m. Pour chaque espéce de corail, six
boutures sur six colonies meres différentes ont été prélevées, soit trente-six fragments par
espece. Directement aprés la récolte, les fragments maintenus en immersion ont été
transportés a la station américaine GUMP pour étre fixés a 1’époxy (colle Z-Spar A 788) sur
des carrés de grillages plastiques, annotés selon 1’identité de la colonie mere, puis laissés une
nuit en acclimatation dans des bacs a flux continu d’eau de mer, afin d’éliminer des toxines
contenues dans la colle. Enfin, ’ensemble des boutures ainsi constitué a été placé durant deux
semaines dans un bassin d’acclimatation (1000 L) en circuit ouvert d’eau de mer pré-filtrée a
100 pm (10 L.min™', Aqualogic, e.g. Comeau ef al. 2013) et rotatif (effet emplacement réduit),
spécialement con¢u pour mimer le plus possible des conditions naturelles lagonaires (e.g.
Comeau et al. 2013) : (i) température de ~27°C équivalent a la moyenne sur 1’année, (ii) un
cycle journalier jour/nuit 12:12, et (iii) une luminosité de 700 pmol photons m?.s™. Ces
mémes parametres (température, éclairement et cycle journalier) ont été appliqués dans les

aquariums d’expérimentation. Cette procédure de prélevements a été effectuée sur deux séries
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consécutives, faisant un total final par espece de 72 boutures, provenant de 12 colonies meres

distinctes.

.22 Modele expérimental de [’incubation a différents niveaux de pCO,

Le modele expérimental est schématisé sur la Figure 15. Aprés les 2 semaines
d’acclimatation, les 36 boutures d’une méme espece corallienne ont été réparties dans six
aquariums “mésocosmes” a des concentrations de pCO; distinctes, en prélevant aléatoirement
une bouture de chaque colonie donneuse par condition (i.e. effet intra-spécifique). Les
conditions de pCO, des mésocosmes ont été définies au regard du bilan et des différentes
prévisions établies pour 2100 par I'TPCC (2007). Un gradient composé d’une pCO, d’eau de
mer correspondante a 1’aire pré-industrielle de 280 ppm, de la valeur actuellement enregistrée
a 380 ppm, de trois concentrations supérieures d’aprés un scénario prévisionnel de faible
augmentation a 550 ppm, d'une augmentation modérée a 800 ppm et d'une forte augmentation
a 1050 ppm et enfin, d’'une concentration extréme a 2300 ppm, a ainsi été établi. Les valeurs
réelles de pressions partielles en pCO2 lors de 1’expérience ont été légerement modifiées (cf.
Chapitre IV). Cette dernicre valeur correspond a la valeur seuil de Qaragonite cOnduisant a une
vitesse de calcification inférieure a celle de la dissolution. L enrichissement en CO, a été fait
par un systéme solénoide contrdlé de régulation de gaz (Model A352, Qubit Systems), mixant
du CO; pur et de I’air ambiant. Un systéme indépendant était attribué a chaque mésocosme

pour délivrer les différentes concentrations de pCOs,.

Chacune des especes coralliennes a été incubée a l'une des concentrations de pCO;
pendant une durée de 2 semaines. Deux séries d’expériences indépendantes ont &té
nécessaires pour réaliser cette étude. Une série d’expériences correspondait a 2 blocs de 6
mésocosmes (150 L tanks; Aqualogic, San Diego), chaque bloc étant attribué¢ a une espéce
corallienne. Les mésocosmes étaient confinés dans les mémes conditions que celles décrites
pour la phase d’acclimatation (e.g. température, salinité, oxygeéne), avec un apport d’eau de
mer du lagon de 100 ml.min™ et différentes pCO, (2 mésocosmes par concentration, de 280
ppm a 2 300 ppm). Chaque mésocosme contenait 6 boutures, chacune correspondant a une
colonie mere différente de la méme espece corallienne. Les especes 4. pulchra et P. rus ont
été étudices lors des deux premicres série d’expériences, notées S1 et S2, P. cactus et P.

damicornis dans les deux séries suivantes, S3 et S4.
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Figure 15 : Plan expérimental de 'expérience d’incubation a différentes pCO; (théoriques mais
voir les concentrations dans I’expérience), correspondant a une série d’expérience, réalisées au
nombre de deux pour chacune des 4 espéces: A. pulchra, P. rus, P. cactus et P. Pocillopora.
Exemple d'une série d’expérience sur A. pulchra: prélévement de 6 boutures sur 6 colonies
meres différentes, mis en période d’acclimatation (T1) pendant 2 semaines, puis période
d’exposition d’'une bouture par colonie mére a différentes conditions de pCO-.

1v.2.3

Variables physiologiques des algues symbiotiques

Afin d'apprécier I’état de santé des coraux, et plus particulierement l'activité des

Symbiodinium sous I’effet d'une concentration de pCO,, deux bio-marqueurs ont été utilisés :

l'activité photosynthétique et la teneur en chlorophylle.

Iv.2.3.1

Activité photosynthétique: fluorescence chlorophyllienne

IV.2.3.1.a Le principe

La fluorescence chlorophylienne est un phénoméne de renvoi d’une partie de 1’énergie

lumineuse incidente captée par les pigments durant la photosynthese. L’essentiel de cette

fluorescence, produite avant toute conversion en €nergie photochimique ou perte de chaleur,
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provient du photosysteme II (PSII), tandis que le photosysttme I (PSI) n’y participe
quasiment pas. Cette fluorescence chlorophylienne peut étre évaluée par la méthode de PAM-
fluorométrie (Pulse amplitude Modulation-fluorométrie ; Schreiber and Bilger 1993). 1l s'agit

de mesurer la réémission de fluorescence du PSII dans différentes conditions (Figure 16).

Figure 16 : Procédure pour évaluer l'activité photosynthétique des zooxanthelles par méthode
de PAM-fluorimétrie, a) avant excitation lumineuse et b) pendant excitation lumineuse.

Durant une phase obscure, ou les centres réactionnels sont ouverts et préts a aborber un
maximum de lumiére, une faible émission d’énergie provoquée par le PAM-fluorimetre
entraine une réémission de fluorescence minimale, soit Fy ou fluorescence de base. Le Fy peut
servir de proxy de la densité des zooxanthelles (Jones 2004) ou de la teneur en chlorophylle a
(Barranguet et Kromkamp 2000, Eggert et al. 2006). A 1’opposé, la fluorescence maximale F,
est estimée apres exposition a un flash saturant dans des conditions de photochimie inactive.
D’apres ces deux mesures 1’efficacité photosynthétique peut étre calculée selon 1’équation :
Fy/Fm= (Fm-Fo)/Fm, avec F, décrit comme la fluorescence variable. Plusieurs études
antérieures ont montré que le rapport Fv/Fm est un bon indicateur de photo-inhibition
chronique (Gorbunov et al. 2001), les coraux blanchis montrant des valeurs réduites de Fv/Fm
par exemple (Warner et al. 1999 ; Fisher et al. 2012).

Suivant le méme principe, mais en condition d’éclairement naturel, D’efficacité
photosynthétique effective est estimée d’apres le rapport Fy/Fy. Le niveau de fluorescence
est variable jusqu’a une valeur stable F, supérieure a Fy. L’application d’un flash saturant
permet d’accéder au F,,, inférieur a F,. L’ éfficacité photosynthétique effective se calcule
d’apres 1’équation : Fy/Fp = (Fy - Fy)/ Fry.

L’activité photochimique active en phase d’éclairement implique qu’une partie des PSII soit

fermée et donc avec un rapport F,-/Fp, inférieur a F,/F,,. En condition de stress, les efficacités

69



photosynthétiques maximales et effectives du PSII diminuent (Jones ef al. 1998, Warner et al.

1999), servant ainsi de bon indicateur d’état de santé des coraux.

1V.2.3.1.a Efficacité du PSII

L’effet de la pCO; sur la santé des boutures des différentes especes de coraux a donc été
évalué par la méthode de PAM-fluorométrie. Les efficacités photosynthétiques maximales
(Fv/Fn) et effectives (Fy/Fn) ont été mesurées pour chacune des boutures, en condition
d’obscurité (1h apres le coucher du soleil) et de jour, respectivement. Afin de limiter les
variations, pour chaque bouture, les mesures ont été prises a 1 cm des tissus coralliens (Figure
16) du méme co6té de la bouture (repere sur les socles des boutures) : avant (T0O), pendant

(semaine 1 : T1) et apres (semaine 2 : T2) I’incubation a une concentration donnée de pCOs,.

Iv.2.3.2 Teneurs en chlorophylles et densités des Symbiodinium dans les
tissus coralliens

Egalement utilisées comme indicateur de l’état de santé des coraux, les teneurs en
chlorophylles a et ¢, ont été évaluées par la technique d’extraction a 1’acétone 100% (Jeffrey
et Humphrey 1975). Apres 2 semaines de culture dans les différentes conditions de pCO.,
I’ensemble des boutures, appartenant aux différentes espéces de coraux, a été congelé a -40°C
jusqu’au traitement des extractions des chlorophylles (conservation maximum de 4 mois).
Pour chaque fragment corallien, la séparation des tissus du squelette calcaire a été faite par
pilage au mortier (Grottoli et al. 2004), le choix de cette méthode étant important pour des
especes a squelette perforé (e.g. P. rus ; Edmunds et Gates 2002). Par succession de courtes
¢tapes de resuspension dans de I’eau de mer filtrée (0,45 pm, filtre GF/F) /vortex/décantation
(30 sec / 30 sec), le mélange de tissus corallien (i.e. polype, Symbiodinium et micro-
organismes) contenu dans le surnageant a été prélevé et isolé dans un nouveau tube, afin
d’assurer une préparation contenant le moins de débris calcaires possible. Apres une étape de
centrifugation (20 min a 14 000 rpm) pour concentrer I’homogénat tout en gardant la totalité
des composants des tissus coralliens, le surnageant contenant 1’eau de mer a été retiré, puis le
culot resuspendu dans 7 a 8 mL d’eau de mer filtrée (i.e. GF/F: 0,45 pm). Pour les
chlorophylles, 1 mL d’homogénat a été récupéré et placé dans un nouveau tube de 2 mL, puis
centrifugé 3 minutes a 12 000 rpm (4°C). Le culot contenant les zooxanthelles a été repris

dans 1 mL d’acétone a 100% et incubé a l'abri de la lumicre pendant 24H a 4°C. Une
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premicre lecture des teneurs en chlorophylles a (chl @) et chlorophylles ¢, (chl ¢;) a été
effectuée sur chaque fraction acétone a une absorbance de 630 nm, 663 nm et 750 nm (blanc).
Afin d’assurer ’extraction totale des pigments, ce procesus a ¢té répété sur une seconde
période de 24h avec renouvellement de 1’acétone a 100%. Les concentrations en
chlorophylles (ng.ml™") ont été calculées aprés 24H et 48H d’aprés les équations de Jeffrey et
Humphrey (1975) suivantes:

[chl a] = (11,43 x (Absess — Abszso )) — (0,64 x (Absezo— Absrsp))

[chl 2] = (27,09 x (Absezo— Abszsp )) — (3,63 x (Absess — Absssp))
Ainsi, pour chacune des boutures de coraux, les concentrations de chl a et chl ¢, estimées a
24h et 48h ont été additionnées pour donner une estimation globale de la concentration en
chlorophylle.
Afin de normaliser les teneurs en pigments, le poids sec total des Symbiodinium (mg.mL™)
ainsi que leur densité pour chaque bouture coralienne ont été estimés a partir des homogénats.
L’estimation de la biomasse de tissus corallien a été obtenue par filtration de 7 mL
d’homogénat de tissus corallien sur un filtre GF/F, le filtrat mis a sécher a 1’étuve (60°C) plus
de 24h et ensuite pesé. Les comptages de densité de zooxanthelles ont été efectués sur des
volumes de 250 puL d'homogénat dilués au 1/5°™ dans une eau de mer filtrée et formolée pour
la fixation des échantillons. Six comptages consécutifs sur une cellule de numérotation de
Thoma (ensemble de la plaque soit 25 carrés) ont été effectués pour estimer une densité

moyenne du nombre de Symbiodinium par pL. d'homogénat.

V OUTILS DE BIOLOGIE MOLECULAIRE

V.1 Extraction d’ADN total de corail

Une mini-préparation d’extraction d’ADN a été mise au point afin de minimiser la
quantité de matériel prélevé sur les colonies coralliennes, indispensable pour la survie des

coraux lors de suivis a long terme impliquant des échantillonnages réguliers.

V.2 Stratégie d’échantillonnage et de prélévement des tissus

Les prélevements de tissus coralliens de différentes espéces de coraux ont été effectués,

soit sur des colonies coralliennes (e.g. suivi temporel in situ), soit sur des boutures de coraux
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(e.g. expériences ex situ). Etant donné la différence d’échelle entre ces deux types de
prélevement, des stratégies d’échantillonnages spécifiques ont été mises en place.

Le prélevement de matériel biologique sur colonie corallienne s’est fait sur des
fragments de petites tailles (0,5-1 cm’), prélevés directement dans des tubes de 1,5 mL. Pour
les especes coralliennes ayant des branches fines, le tube a été directement placé sur des
extrémités de branches, ensuite détachées par un effet levier avec le tube (e.g. cas des
branches fines pour P. damicornis). En revanche, les espéces de coraux plus massives ont été
échantillonnées a I’aide de sachets plastiques a usage unique, utilisés comme un gant pour le
prélevement manuel de fragments de petites tailles (e.g. P. rus). Chacun des échantillons
coralliens prélevés a été préservé dans de 1’éthanol (EtOH) a 80% a une température de -
20°C, jusqu’a extraction de I’ADN.

Pour les prélevements sur boutures de coraux (~4-6 cm), les tissus coralliens ont été
échantillonnés par raclage a 1’aide d’une lame de scalpel stérile, puis directement placés dans
un tube de 1,5 ml contenant de I’EtOH 80%. Entre chaque échantillon d’une méme espéce
corallienne, la lame était nettoyée a I’alcool et/ou remplacée entre les différentes espeéces de
coraux. Cette technique permet de prélever les tissus coralliens sur une surface réduite,

limitant le stress de la bouture.

V.3 Choix de la technique d’extraction d’ADN

Le choix de la méthode d’extraction d’ADN a nécessité plusieurs tests, afin de
sélectionner la plus optimale parmi les différents protocoles disponibles dans la littérature
(Hoarau et al. 2007 ; Loram et al. 2007 ; Rowan et Powers 1991 ; Thornhill et al. 2006a ;
Mieog et al. 2009), intégrant a la fois des techniques différentes (e.g. kits, robots a billes,
manuel) et des produits d’extraction différents (e.g. phénol, Cetyl Trimethyl Ammonium
Bromide (CTAB) 1% ou 2%, Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)).

Le choix de la technique s’est basé sur une méthode entrainant le moins de perte possible, a
savoir I'utilisation d’un tampon de lyse dans le tube initial, limitant ainsi la perte de matériel
biologique et les risques de contamination entre échantillons. Ainsi, les tests impliquant le
broyeur a bille (cassure mécanique des fragments de coraux) ou encore des kits d’extraction
sur colonnes (Qiagen), n’ont donc pas été retenus, les rendements et la qualité de I’ADN
extrait in fine n’étant pas meilleure. Par ailleurs, I'emploi du tampon de lyse CTAB 2X avait

été testé par Mieog et al. (2009) qui avait décrit des qualités d’extractions supérieures a celles
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obtenues avec le tampon SDS. Ce tampon a donc été retenu apreés vérification. En
complément, afin d’optimiser la quantité d’ADN extraite, une étape a été ajoutée au protocole
¢tabli, correspondant & des cycles de chocs thermiques (congélation/décongélation dans de
l'azote liquide et/ou carboglace). Cette étape a pour but de faire éclater les cellules des tissus

vivants et facilitent ainsi ’extraction d’ADN, donnant une qualité d’extraction optimale.

Ainsi, le protocole d’extraction d’ADN retenu pour tous les prélévements de coraux
traités dans cette étude, est le suivant:
L’EtOH 80% est retiré des tubes contenant les fragments coralliens. Les échantillons sont
rincés trois fois par pulvérisation d’eau douce pure (eau injectable), afin d’éliminer les traces
d’alcool. Trois cycles de congélation/décongélation sont ensuite effectués en immergeant 5
minutes les tubes dans de 1’azote liquide, ensuite décongelés 10 minutes a 4°C. Un volume de
600 puL de tampon d’extraction CTAB 2X (2% CTAB, 1,4 mM NacCl, 20 mM EDTA (pH 8),
100 mM Tris-HCI (pH 8) et 20 pg/mL proteinase K) est ajouté dans chacun des tubes, mis a
incuber durant la nuit a 60°C avec agitation (vitesse de rotation ~30 tr.min™"). La solution de
CTAB contenant les tissus coralliens (i.e. polype, zooxanthelles et autres microorganismes)
est récupérée et transférée dans un nouveau tube de 1,5 mL, dans lequel 600 pL de
chloroforme/alcool isoamylique (24:1) est ajouté, le tout mélangé par renversements et
centrifugé 15 min a 12 000 g a 4°C. La phase aqueuse est transférée dans un nouveau tube et
mélangée a 600 plL d’isopropanol, homogénéisée par des inversements successifs du tube
I’ensemble étant ensuite placé a -20°C pendant 20 minutes. Les tubes sont ensuite centrifugés
20 minutes a 12 000 g a 4°C, le surnageant vidé et le culot contenant I’ADN précipité rincé
avec 500 uL. d’EtOH a 70%, et de nouveau centrifugés 10 minutes a 12 000 g. L’éthanol est
éliminé et les tubes contenant le culot d’ADN sont mis a sécher, retournés, sur une feuille de

papier essuie-tout. Le culot séché est ensuite resuspendu dans 50 pL d’eau et stocké a -20°C.

Toutes les concentrations des acides nucléiques ont été estimées par spectrophotométrie a

I’aide d'un NanoDrop (ND-1000 spectrophotometer).

V.4 Principe de la PCR en temps réel (qPCR)

La PCR en temps réel ou PCR quantitative (qPCR) est une technique ayant pour intérét,

dans cette these, de détecter et quantifier les clades de Symbiodinium associés aux coraux,
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notamment les clades cryptiques présents a 1’état de trace (‘background clades’) dans le cas
de communautés algales multi-clades (Mieog et al. 2007 ; Siverstein ef al. 2012 ; Thornhill et
al. 2006a). Cette technique est basée sur le principe d’une réaction en chaine de
polymérisation classique d’ADN (PCR) pour laquelle I’amplification est mesurée en temps
réel par émission et quantification de la fluorescence émise, grace a un agent intercalant
fluorescent contenu dans la solution réactionnelle (méthode SYBR Green). Ce marqueur émet
ainsi une fluorescence proportionnelle a la quantité d’amplicons double brin produits apres

chaque cycle (Figure 17).

SYBR-Green libre

Amorces
5' m—p 3’

3 5

ADN

5 3
SULIHTITITRINIE

/ 3 5
1 2 3 IOl
‘h\ 5 3

1: Dénaturation 2: Hybridation 3: Elongation

Figure 17 : Principe de la qPCR: 1) dénaturation de '’ADN double brin, 2) hybridation des
amorces sur ’ADN simple brin et 3) élongation et insertion de 1'agent intercalant fluorescent.

L’appareil de qPCR enregistre en temps réel cette fluorescence au cours des différents cycles
dans chacun des puits. Les quantifications successives lors de la qPCR augmentent selon une
courbe sigmoidale. Lors des premiers cycles, la quantité d'amplicons produits ne permet pas
d'émettre un signal de fluorescence suffisant pour étre détecté, correspondant & un temps de
latence. Apres un certain nombre de ‘n’ cycles, sachant qu'une quantité exponentielle
d'amplicons est produite a chaque cycle (théoriquement 2"), une fluorescence peut étre
détectée avec une augmentation exponentielle de ce signal fluorescent a chaque cycle. Par
épuisement de réactifs et/ou perte de l'activité enzymatique, une quantité maximale

d'amplicons est obtenue, formant alors un plateau. Par cette méthode, la spécificité de la
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réaction peut également étre estimée. En effet, chaque amplicon posséde une température de
fusion caractéristique, dépendante de sa composition en base. A chaque cycle, lors de la
fusion des amplicons, correspondant au passage d'un ADN double-brin & un ADN simple brin
impliquant la libération de I'agent intercalant marqué, la température a laquelle est constatée
la perte du signal permet d'estimer cette température caractéristique. Un méme pic de
température de fusion a chaque cycle signale 1'amplification d'un seul et méme produit. Une
fois cette spécificité réactionelle vérifiée, la quantification se mesure en fonction du nombre
de cycles effectués a partir duquel le produit PCR est significativement détectable (seuil de
fluorescence basal), défini comme cycle seuil (Ct). Le Ct obtenu est inversement
proportionnel au logarithme décimal du nombre de copies initiales du géne cible dans

I’échantillon.

V.5 Conditions de la qPCR

Les qPCR ont été effectuées avec un thermo-cycleur MX3000 Stratagéne en microplaque
de 96 puits. Chaque réaction d’amplification a été faite dans un volume final de 25 pL par
puits, contenant : 12,5 pLL de tampon Brillant® SYBR Green Master Mix (Agilent), 2,5 puL
d’oligonucléotides (sens + anti-sens) dilués a 4 uM et 10 pL d'une préparation d'ADN a 1
ng.uL™" (NanoDrop® ND-1000 spectro-photométre).

Les cycles successifs d’amplification par qPCR ont les caractéristiques suivantes :

- 1 cycle de pré-incubation a 95°C pendant 10 minutes,

- 40 cycles d’amplification comprenant chacun les 3 étapes suivantes : 30s a 95°C
(dénaturation), puis 1 minute a 60°C pour les Symbiodinium, 64°C pour le polype et
65°C pour les Vibrio (hybridation), et enfin 1 minute a 72°C (élongation),

- 1 cycle final, pour I’analyse de la courbe de température de fusion, comprenant une

incubation a 95°C pendant 1 minute, 30s a 60°C puis 30s a 95°C.

Pour chaque microplaque de qPCR, 3 réplicats de la méme préparation mere d'ADN
¢taient ajoutés aux échantillons a tester. Les résultats de ces 3 puits ont servi d'inter-
calibrateur, pour ajuster la valeur des Ct, et ainsi permettre de comparer les résultats des

¢chantillons obtenus sur différentes plaques.

75



V.6 Quantification des endo-symbiotes (Symbiodinium) associés aux coraux

L’analyse des communautés de Symbiodinium associées aux coraux d’especes variées a
été réalisée par PCR quantitative (qPCR), au Centre Océanologique du Pacifique (COP),

Ifremer, plateforme de PCR en temps réel, en collaboration avec Y. Gueguen et D. Saulnier.

V.6.1 Détermination des amorces universelles des polypes adaptées a la
qPCR

Récemment Yamashita ef al. (2011) ont développé six couples d’amorces clade-spécifique
des Symbiodinium de A a F (Tableau 4) localisés dans le gene nucléaire de 'ADN ribosomal
45S (Figure 18) et adaptés a la qPCR. Afin de pouvoir estimer les proportions relatives et de
comparer les échantillons les uns aux autres, il est nécessaire de normaliser la quantification
d'un clade donné par la quantité de polype (e.g. normalisation avec le polype sur ’actine,
Mieog et al. 2009). Etant donné les petites tailles des polypes des especes de coraux
communes du Pacifique (i.e. genre Pocillopora, Acropora et Porites), il n’était pas
envisageable d’effectuer un comptage visuel direct du nombre de ces polypes compris dans
chaque échantillon, comme cela a été réalisé par Correa et al. (2009). Cette quantification de
I'hote (polype) total a donc été réalisée par qPCR, nécessitant I'élaboration de nouvelles

amorces.

Répétition des tandem ADNr

/

NTS 5-ETS 18S ITS1 58S ITS2 285 3-ETS
5 2 4 1 4 3 5

Figure 18 : Organisation du gene de I’ARN ribosomal 45S. NTS : espace non transcrit; ETS:
espaceurs externes transcrits et ITS: espaceurs internes transcrits internes. Les niveaux de
divergence des différentes régions de 'ARNr 4585, indiqué de 1 a 5, avec 1 le plus faible taux et 5
le taux le plus fort. © Modifié de Mieog 2009
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Ainsi, I’identification et la quantification des clades de Symbiodinium ont été
effectuées griace aux couples d’amorces clade-spécifique déterminés par Yamashita et al.
(2012), représentant a ce jour le choix le plus important en nombre de clades (A-F). En
parallele, des couples d'amorces universelles permettant I'amplification d'une méme région
génomique pour l'ensemble des coraux ont été dessinés a partir d'un alignement multiple de
séquences, effectué avec le logiciel Mega5. Ces dernicres ont été choisies en raison de leur
disponibilité¢ dans la base de données Genbank et leur capacité a posséder des domaines
conservés permettant d'avoir une séquence consensuelle pour les différents coraux tout en
excluant les organismes proches phylogénétiquement. Les amorces pour la quantification de
polype ont donc été dessinées a partir d'un alignement de séquences de référence de la région
18S du géne ADNr ribosomal 45S, appartenant a un large nombre d’especes coralliennes,
dont celles étant les plus communes en Polynésie (i.e. P. damicornis, A. pulchra, P. rus, P.
cactus). L’alignement comprenait comme témoin négatif des séquences spécifiques aux
différents clades de Symbiodinium. Néanmoins, étant donné la divergence des séquences
appartenant aux coraux du genre Acropora, deux séries d'amorces ont été retenues a partir des
propositions soumises par le logiciel Primer 3 : une proposition pour tous les genres
coralliens, excepté les Acropora (Align.1) et une seconde proposition comprenant uniquement
les Acropora (Align.2). Au final 6 couples d’amorces de la région 18S ont été sélectionnés
pour quantifier les polypes, dont 4 selon « Align.1 » (P1, P2, P3 et P4) et 2 selon « Align.2 »
(Acrol et Acro2), paramétrés pour correspondre a des tailles d’amplifiats proches des 100 pb

avec une Tm de 60°C.

V.6.2 Détermination des caractéristiques d'amplification des couples
d’amorces
V.6.2.1 Matériel biologique utilisé pour les tests de caractérisation des

couples d'amorces clade-spécifiques.

Afin d'évaluer les performances des différents couples d’amorces ciblés pour la
quantification des Symbiodinium, des tests de spécificité et d’efficacité ont été réalisés,
nécessitant une source d'ADN mono-clade. Cette mise au point technique a donc été effectuce
a partir d'extraction d'ADN total de souches pures des clades A a F, issues d’organismes hotes
variés (Tableau 5), fournies par le laboratoire BURR (équipe de M.A. Coffroth ;
http://www.nsm.buffalo.edu/Bio/burr/BURR _Cultures.html).
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Tableau 5 : Caractéristiques des souches de Symbiodinium de référence obtenues du laboratoire
BURR (M.A. Coffroth).

Souche Clade Espéce de I'hote Type d’hote Localisation Océan

CasskKB8 A Cassiopea sp. Méduse Hawaii Pacifique Central

FLAP1 Aiptasia pallida Anémone Floride Caraibes

Pe B Porites evermanni Corail dur Hawaii Pacifique Central

FLAP2 Aiptasia pallida Anémone Floride Caraibes

Mp C Mastigia paupa Méduse Palau Pacifique Ouest

A001 D Acropora sp. Corail dur Okinawa Pacifique Ouest

A014 Porites australiensis Corail dur Okinawa Pacifique Ouest

RT383 E Anthopleura elegantissima Anémone Californie Pacifique Ouest

Pdiv-44b E Porites divaricata Corail dur Floride Caraibes

Sin Sinularia sp. Corail mou Guam Pacifique Ouest
V.6.2.2 Evaluation et caractérisation des performances des couples

d’amorces en gPCR

Afin de sélectionner les couples d’amorces les plus appropriés pour cette étude, une série
de tests par qPCR a été effectuée afin d'apprécier, pour chaque combinaison de couples

d’amorces, leur spécificité, sensibilité et efficacité d’amplification.

La notion de spécificité (S) est évaluée en pourcentage, reflétant l'importance de la

séquence cible dans I'obtention d'une valeur de Ct, selon 1’équation (1).

(1)S=1- X (100/2°"™) avec x= couple d'amorces considéré et i=couple d'amorces autre

Par exemple, pour évaluer la spécificité du couple d’amorces spécifique au clade A, une
comparaison a ¢té effectuée entre les valeurs de Ct obtenues a partir de ’amplification de
matériel génétique de Symbiodinium clade A et celles obtenues avec des préparations
génomiques provenant de clades de Symbiodinium différents (clade B a F) avec ce méme

couple d'amorces.
L’efficacité¢ (E), ¢galement exprimée en pourcentage, permet d'apprécier la

proportionnalité entre les quantités d'ADN initiales et les valeurs de Ct résultantes, sachant

qu'une efficacité de 100% correspond a un gain d'une unité Ct par dilution 1/2 de la
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concentration initiale. Elle est donc déterminée en analysant les valeurs de Ct obtenues sur
une gamme de dilution d’une préparation d’ADN. Le coefficient de la pente de 1'équation de
la droite des valeurs de Ct en fonction des différentes concentrations d'ADN initiales,

transformées en log, est comparé au coefficient théorique de -3.32.

La sensibilité correspond au seuil de détection minimal, permettant d’évaluer jusqu’a
quelle concentration d'ADN la qualité de détection est performante. Ce seuil renseigne sur la
limite de détection de chacun des couples d’amorces et établit la valeur maximale de Ct

acceptable, pour estimer, dans un échantillon donné, la quantité de la région cible.

V.6.2.3 Analyse des amorces spécifiques d'un clade (A-F)

Pour les six couples d’amorces clade-spécifique précédemment validés par Yamashita et
al. (2011), toutes les spécificités et efficacités ont dii étre testées de nouveau pour des
nécessités de calibrations avec nos propres conditions et échantillons. La spécificité,
I’efficacité et la sensibilité¢ d'amplification des différents couples d’amorce clade-spécifique
ont été évaluées par qPCR en utilisant I'ensemble des ADN génomiques (10 ng / réaction

qPCR) des différentes souches de Symbiodinium A-F (Tableau 5).

Les spécificités de reconnaissance des différents couples d'amorces clade-spécifique ont
été vérifiées par comparaison des Ct obtenus sur les différents ADN génomiques extraits des
différentes souches de Symbiodinium pour chaque couple d'amorces donné (Tableau 6). Les
Ct obtenus a partir des amplifications d'une méme quantité d'ADN extrait d'un clade distinct
de Symbiodinium avec le couple d'amorces spécifique du méme clade sont compris dans une
gamme allant de 15,28 pour le couple d'amorces clade D spécifique a 19,28 pour le couple
d'amorces clade A (Tableau 6). Cela suggere des affinités et des performances proches entre
les différents couples d’amorces clade-spécifique. L'évaluation globale de la spécificité d'un
couple d'amorces donné a pu étre calculée d’apres 1’équation (1). Par exemple pour le couple
d’amorce spécifique au clade A, les Ct obtenus étaient de 19,72 pour la souche clade A, 29,76
pour la souche clade B, sans détection pour le clade C et E, 37,26 pour le clade D, et 31 pour
le clade F. Pour le calcul de spécificité, les amplifications nulles obtenues sur les souches de
Symbiodinium clade C et E, ont été fixées a un Ct de 40 (Annexe 1). D’apres 1’équation (1), le
couple d’amorces spécifique au clade A présente une spécificité estimée a 1-[100/2%722%70)

1007219740 1 100/21%7%37:26 1 100/21%740 1 100/21%73D7, s0it 99,88%.
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Au final, pour les six couples d’amorces clade-spécifique, les spécificités ont été évaluées a
des taux supérieurs a 99% (Tableau 4). De plus, les Ct obtenus lors des amplifications par
qPCR des ADN extraits des différentes souches d'un méme clade de Symbiodinium ont
montré une faible variation intra-clade, les différences de Ct étant rarement au-dela de 1 (0,93

pour le clade A, 1,23 pour le clade B, 0,42 pour le clade D et 0,88 pour le clade F ; Tableau 6).

Tableau 6 : Evaluation des Ct seuil par qPCR des ADN génomiques des souches de Symbiodinium
pures des clades A a F, avec les couples d’amorces : clade-spécifiques. Les étoiles (*) indiquent
les ADN de souches retenus pour composer une préparation d'ADN mixte, utilisée pour les tests
d’efficacité.

Souche de Symbiodinium Clade Clade-spécifique
CasskB8 * 19,28
FLAP1 A 18,34
Pe* 18,29
FLAP2 B 17,06
Mp* C 17,45
A001* 15,7
A014 D 15,28
RT383* E 15,75
Pdiv-44b r 18,55
Sin* 17,67

Les taux d’efficacité de chaque couple d'amorces ont été évalués a 1'aide d'une gamme de
dilution d’un mélange des ADN de Symbiodinium A-F, pouvant simuler la complexité
naturelle retrouvée chez les coraux. Cette gamme de dilution, constituée de sept dilutions
successives au 1/10°™, a été faite en tripliquat a partir d’une concentration initiale (C1) d'un
mélange des ADN génomiques de méme concentration (1 ng/ul) extraits de 6 différentes
souches de Symbiodinium représentatives de chaque clade, de A a F (clade A : CassKBS&, B :
Pe, C: Mp, D : A0OIL, E : RT383 et F : Sin). Le Ct observé, proportionnel aux concentrations
d’ADN de la gamme (transformé en log ; Figure 19a), a permis d’évaluer, pour chacun des
couples d’amorces, leur taux d’efficacité (E) et d’identifier leur seuil de détection minimal,
correspondant a la valeur seuil. Les couples d’amorces clade-spécifique ont ainsi présenté des
taux d'efficacités compris entre 96 et 100% (Tableau 4), évalués comme non significativement
différents (test de Student : p>0.05) a partir d’une comparaison des pentes obtenues d’apres
les différentes régressions linéaires (Figure 19a). Les seuils de détection limites obtenus pour
les différents couples d’amorces ont été retenus a des valeurs de Ct proches de 27-28 pour C

et F, proches de 31 pour A, D et E, et plus tardive pour B avec un Ct seuil de 34 (Tableau 4).
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Figure 19 : Courbes standards et équations des régressions linéaires des différents couples
d’amorces clade-spécifique A a F et universels aux Symbiodinium sur des gammes de dilutions
obtenues d’apres une gamme de dilution au 1/10eme :

a.) d'un mélange de 6 ADN génomique de souches de Symbiodinium : 2.107 x e(-0668x) (clade A,
r2=0,988), 2.107 x e(-0679%) (clade B, r2=0,999), 2.107 x e(0.68) (clade C, r2=0,986), 4.10¢ x e(-0.697x)
(clade D, r2=0,997), 3.10¢x e(-0681x) (clade E, r2=0,992), et 1.107x e(-0659%) (clade F, r2=0,982).

b.) d’'un mélange de 6 ADN des amplicons 28S de souches de Symbiodinium : 1.101! x e(-0681x)
(clade A, r2=0,999), 1.1011 x e(-0676x) (clade B, r?=0,999), 2.1012 x e(-0687%) (clade C, r2=0,983),
1.1012 x e(-0.69%%) (clade D, r2=0,998), 7.1010 x e(-0.663x) (clade E, r2=0,998), et 1.1011 x e(-0694x) (clade
F, r2=0,997).

De plus, une comparaison des différentes quantifications obtenues pour chacun des couples
d’amorces clade-spécifique a été effectuée d’apres les valeurs des ordonnées a 1’origine des
différentes régressions linéaires, sachant qu’une méme concentration d’ADN cible était
présente pour chacun de ces couples. Cette comparaison des ordonnées indique, pour une
méme concentration de matrice cible, des détections plus tardives pour les couples d'amorces
spécifiques aux clades A, B, C et F (i = 21.234+0.26) par rapport aux couples d’amorces
spécifiques aux clades D et E (i = 18,41%0.01) clades (fg.p : p<0,01, g5 : p<0,01 ; Tableau 7).
Les genes ribosomaux peuvent présenter des variations du nombre de copies entre les
différents clades, voir les sous-clades (Zhang et al. 1990; Rogers et Bendich 1987 ; Mieog et
al. 2009). De plus, les tailles de génomes des Symbiodinium sont variables (LaJeunesse et al.
2005). Les Ct plus grands pour les derniers couples d’amorces peuvent donc se traduire par
un nombre plus faible de copies d'ADNr dans les préparations d'ADN génomiques di a une
différence de taille des génomes et/ou du nombre de copies par génome et/ou une sensibilité

plus faible de ces couples d'amorces.
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Tableau 7 : Résultats statistiques du test de Student sur la comparaison par paire des
ordonnées a l'origine des courbes standards des différents couples d’amorces clade-spécifique
A-F et universelles aux Symbiodinium, réalisées sur le mélange des ADN génomiques des souches
de Symbiodinium A-F. Les étoiles (*) représentent les p-values significativement différentes.

Matrice Amorces A B C D E F
B 0,99
C 0,91 0,86

ADN

o D 0,09 0,005 *

génomique
E 0,09 0,006 *
F 0,86 0,69
V.6.2.4 Analyse des amorces universelles de polypes

La démarche pour sélectionner le meilleur couple d’amorces universelles aux polypes a
¢galement été la méme que celles décrites précédemment, mais avec des tests effectués sur
des ADN de coraux de différentes especes communément trouvées en Polynésie. Il s'agit des
5 especes d’intérét (P. damicornis, P. rus, A. cytherea, P. cactus et A. pulchra) étudiées
durant cette étude et 5 autres pour étendre le caractére universel (Pocillopora meandrina,
Pocillopora verrucosa, A. hyacynthus, Montipora spp. et Fungia spp.). Pour 1’ensemble des

tests, les différents ADN de coraux ont été préparés a 5 ng/uL.

Tous les couples d’amorces universelles aux polypes ont été testés sur les ADN des 10
especes de coraux en individuel, ainsi que sur un mélange des 5 ADN appartenant aux
especes d’intérét et enfin sur un mélange des 10 ADN d’espéces différentes simultanément.
Pour les 6 couples d’amorces, basés sur les alignements de séquences « Align.1 » (sans
Acropora) et « Align.2 » (seulement Acropora), les tests de reconnaissances polype sur
I’ensemble des combinaisons (ADN en individuel ou mélange) ont été positifs et de valeurs
proches avec un écart constant moyen de ACt=3,38+0.5 entre les différents couples (Figure
20a). Les couples d’amorces dessinés a partir des mémes alignements ayant montré des
résultats comparables, les résultats d'un seul couple par alignement sont représentés ici
(P1 :*UnivPolyp-18S’ et Acro 1 :‘AcroPolyp-18S’). La différence de la région amplifiée
(couples d'amorces particuliers) entre les échantillons d'Acropora et ceux des autres espeéces
de coraux, a contribué a l'obtention de courbes de fusion distinctes, avec des températures de
fusion pour les Acropora de 81,5°C et de 79°C pour le reste des especes coralliennes.

Les amplifications sur le mélange d’ADN issu des différentes souches de clades A-F ont

révélé un signal positif pour les différents couples d’amorces 18S dans les conditions
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standardisées utilisées. Il a donc fallu augmenter la stringence des conditions d’amplification
en élevant la température d’hybridation & 62°C, puis finalement 64°C pour qu’il n’y ait plus
de signal parasite, sans affecter la détection des polypes. Le couple d’amorces ‘UnivPolyp-
18S’ provenant de I’ « Align. 1 » s'est révélé le plus performant et a donc été retenu pour le

reste des expériences.

L’efficacité de ce couple d’amorces a été évaluée sur une gamme de sept points de dilution
au 1/10°™ a partir d'un mélange des 10 ADN de coraux, chacun & 5 ng/uL pour la premiére
concentration. De plus, pour les especes d’intérét (P. damicornis, P. rus, A. cytherea, A.
pulchra et P. cactus), des gammes d’efficacité, propres a I’espece considérée, ont également
été effectuées sur des mélanges de plusieurs ADN d’une méme espece, permettant de vérifier
la similitude des résultats avec le mélange d’ADN multi-espéces (prise en compte d’une

variation intra-spécifique).
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Figure 20 : Etude des amorces universelles des polypes, a) comparaison des Ct entre les couples
d’amorces « AcroPolyp-18 » et « univPolyp-18S » en fonction des especes coralliennes testées et
codées par genre: Pocillopora, PDAM pour P. damicornis, PMEA pour P. meandrina et PVER
pour P. verrucosa ; Acropora : ACYT pour A. cytherea, AHYA pour A. hyacynthus, APUL pour A.
pulchra, Porites : PRUS pour P. rus; Pavona: PCAC pour P. cactus; Montipora : MONT pour
Montipora spp. et Fungia : FUNG pour Fungia spp. et b) courbe d'efficacité du couple d’amorces
« univPolyp-18S » a partir du mélange d'ADN des 10 especes, définie par régression linéaire :
7,15.105x e(-0.699%)  r2=(,999.

L’équation obtenue a partir de la courbe standard (Figure 20b et Tableau 4) décrivant la
relation des concentrations initiales d’ADN en fonction, des Ct propres a un couple d’amorces
clade-spécifique, permet de convertir les Ct expérimentaux en une quantité d'ADN de polype.

Le seuil de détection a été déterminé a partir du Ct maximal atteint, identifié a 30,13.
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V.6.2.5 Analyse des amorces universelles de Vibrio spp.

L’estimation de la quantité totale de Vibrio a été effectuée avec des amorces
spécifiques dessinées pour la qPCR par Thompson et al. (2004). A partir d’'un mélange
d'ADN de différentes souches de Vibrio harveyi, calibré selon les nombres respectifs de
cellules initiales (préparation de D. Saulnier), une gamme de dilution a été effectuée, puis
testée en qPCR, permettant d’obtenir la relation entre une valeur de Ct et un nombre de
cellules bactériennes (CFU ; Tableau 4). La spécificité des amorces V. coralliilyticus a

¢galement été testée par un couple d’amorce spécifique décrit par Pollock et al. (2010).

V.7Quantification absolue par qPCR

V.7.1 Equations de conversion, quantité= f(Ct), pour les Symbiodinium

V.7.1.1 Préparation d'amplicons 28S des différents ADN souches de
Symbiodinium

Pour chacun des ADN génomiques des souches pures de Symbiodinium A, B, C, D et
F, une amplification par PCR (~580 pb) de la région comprenant les domaines D1 et D2 de
I’'unité 28S du gene nucléaire ADNr a été effectuée avec les amorces universelles de
Symbiodinium (Loh et al. 2001 ; Richter et al. 2008) : 5>-CCTCAGTAATGGCGAATGAACA-
3> (Symb28SF : brin sens) et 5’-CCTTGGTCCGTGTTTCAAGA-3" (Symb28SR : brin non-
sens). La souche de Symbiodinium E, non amplifiable avec ce méme couple d’amorces
universelles, a ét¢ amplifiée avec un autre couple d’amorces universelles (~830 pb) décrit par
Wilcox (1998): Isl.5, 5-CGCTGAAATTAAGCATATAAGTAAG-3 et 1Isl.3, 5’-
AACGATTTGCACGTCAGTATC-3". Chaque réaction PCR a été faite dans un volume final de
50 uL composé de : 10 pL de tampon Taq Buffer Promega (5X), 3 uL de MgCl, (5 mM), 1
uL de dNTPs (10 mM), 2 uL. du couple d’oligonucléotides (10 pmole/uL), 0,25 uL. de Taq
Promega (5U/uL) et 5 uL. d’ADN génomique a 10ng/ puL, complété avec de I’eau a injection.
Les amplifications ont été réalisées a 1’aide d’un systéme LightCycler suivant le programme
suivant : 2 min a 94°C ; 30 cycles de 45 sec a 94°C, 45 sec a 54°C et 45 sec a 72°C ; et une

phase finale de 5 min a 72°C. Une vérification des tailles d’amplicons a été effectuée sur un
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gel électrophorese, avant de purifier chaque amplifiat a 1’aide du kit Wizard (Wizard ® SV
Gel and PCR clean up system Promega).

V.7.1.2 Quantification de la région 28S a partir d'amplicons d'ADN de
souches pures

L'estimation du nombre de copies de la région 28S d'un clade donné est basée sur l'analyse
par qPCR des Ct obtenus a partir d'une préparation d'ADN permettant de quantifier le nombre
de copies initiales. Il s'agit des amplicons 28S, obtenus apreés une amplification clade-
spécifique d'une souche de Symbiodinium pure. Afin de déterminer une équation de la
correspondance Ct/nombre de copies, une gamme de dilution des produits d’amplification de
chaque clade, préalablement quantifiés, a été réalisée. Cette gamme de dilution se composait
de 6 points de dilutions au 1/10°™
I’équivalent de 1,73.10° copies d'amplicons 28S de 580 pb (clades A, B, C, D et F) et 1,21.10°

, avec pour premiere concentration (Cl) 1 pg, soit

copies 28S, pour les fragments de 830 pb (clade E). Les efficacités des différents couples
d'amorces clade-spécifiques, mesurées a partir d'amplicons, ont indiquée de trés bons taux,
compris entre 95 et 101%, statistiquement non différentiables de ceux obtenus avec les ADN
génomiques (Figure 19a). Comme pour les résultats observés a partir des ADN génomiques,
des groupes distincts de sensibilité ont également été distingués en fonction des couples
d’amorces clade-spécifiques (Figure 19b). Ainsi, les couples d’amorces clade-spécifique A, B,
E et F présentent un seuil de détection plus faible (i = 16,54+0,54) en comparaison avec ceux
des amorces clade-spécifique C et D (i = 19,83+0,27 ; Figure 19bTableau 8) pour un méme

nombre de copie d'amplicons.

Tableau 8 : Résultats statistiques du test de Student sur la comparaison par paire des
ordonnées a l'origine des courbes standard des différents couples d’amorces clade-spécifiques
A-F et universelles des Symbiodinium, réalisées sur des amplicons 28S. Les étoiles (*)
représentent les p-values significativement différentes : *’ p<0.05, **'p<0.005 et “*** p<0.001.

Matrice Amorces A B C D E F
B 0,85
C 1,5E-3 * 1,90E-3 **
Amplicon 285 D 8,81E-8 ***  2,48E-7 *** 0,85
E 0,66 0,58 1,9E-4 *** 4 68E-8 ***
F 0,66 0,58 8,3E-4 *** 2 53E-7 ***
Univ 0,34 0,53 4,7E-2 2,29E-5 *** 0,27 0,31

Les équations de la régression linéaire (Figure 19 ; Tableau 4), obtenues a partir de chaque
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courbe standard propre a un couple d’amorces clade-spécifiques testé sur I’amplification 28S
d'une souche de méme clade, permettent ainsi de convertir les données brutes de qPCR

exprimées par une valeur de Ct en nombre de copies 28S.

V.7.1.3 Extraction de Symbiodinium associés aux coraux

Apres avoir identifié des colonies coralliennes associées a des communautés de
Symbiodinium mono-clade A, C et D, des fragments de ces colonies ont été échantillonnés et
conservés a -20°C jusqu’au traitement. Les tissus coralliens de chaque fragment corallien ont
été détachés du squelette a 1’aide d’un jet d’eau filtrée (0.45 pum) sous pression (Waterpick),
puis homogénéisés 1 min au Turner. Chaque homogénat de tissus corallien a ensuite été
centrifugé 10 min a 12 000 g, afin de récupérer apres €limination du surnageant (i.e. polypes,
micro-organismes), les zooxanthelles contenues dans les culots. Aprés resuspension des
culots de Symbiodinium dans de 1’eau de mer filtrée a 0,45 pum (filtres GF/F), la densité
cellulaire a été estimée par comptages sur cellules de Thoma (8 comptages), permettant de
préparer des aliquots de différentes densités.

Pour la préparation de I'homogénat de cellules algales, chacun de ces aliquots a été
centrifugé, afin d’éliminer I’eau de mer, et ensuite resuspendu dans 50 pL d’eau injectable.
L’extrait cellulaire a été obtenu par un traitement des échantillons comprenant des cycles de
chauds/froids (trois répétitions), a savoir une phase d’ébullition a 98°C pendant 7 minutes et
de congélation a -80°C dans de la carboglace pendant 5 minutes, avec une phase intermédiaire

d’homogénéisation par vortex.

V.7.14 Quantification des cellules de Symbiodinium par gPCR

Suite a I’extraction du contenu cellulaire réalisée par les cycles chauds/froids, 50 pL d’eau
injectable ont été rajoutés dans chacun des homogénats. Etant donné les risques de
dégradation rapides de I’ADN suite a une extraction effectuée par la méthode d’
« ¢ébullition », les homogénats de concentrations différentes ont été directement testés en
qPCR suivant les mémes conditions que celles décrites précédemment (voir partie V.5).
Ainsi pour chaque communauté de Symbiodinium mono-clade, les valeurs de Ct
correspondant aux différentes gammes de concentration d’algues ont été évaluées en tripliquat

pour chacun des couples d’amorces spécifiques, permettant d’obtenir une relation entre un
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nombre de cellules et un Ct. Simultanément, afin de vérifier de nouveau la mono-spécificité
d’un clade dans les homogénats, ceux-ci ont également été testés avec les autres couples

d’amorces non spécifiques, servant de témoin négatif.

V.7.1.5 Quantification de la région 28S a partir d'amplicons d'ADN
d'homogénat de coraux

Parallelement, les homogénats ont également été amplifiés par PCR sur 'unité 28S du
geéne nucléaire ADNr, dans les mémes conditions que celles décrites précédemment pour les
ADN des souches de Symbiodinium pures (voir partie V.7.1.1). Apres vérification de la taille
des amplifiats (580 pb), les produits PCR ont ét¢é purifiés sur colonne (Wizard ® SV Gel and
PCR clean up system, Promega), puis quantifiés par qPCR (1 pg par réaction, soit 1,67.10°
copies 28S) pour une estimation du nombre de copies 28S par cellule.

Cette manipulation a pu étre effectuée sur des communautés mono-clade A ou C extraites
de Acropora cytherea, et D extraites de Pocillopora damicornis. En revanche, le clade B s’est
révélé étre un clade peu représenté et présent seulement a 1’état de trace, ne permettant pas

d’isoler des communautés de cellules B.

V.7.1.6 Relations cellules/Ct par clade de Symbiodinium

Les résultats des Ct obtenus sur les gammes de dilution des homogénats provenant des
différentes colonies mono-clades confirment les bonnes efficacités d'amplification des
couples d'amorces correspondants sur ce type de substrat (Figure 21). Les différentes pentes
des droites reflétant l'efficacité¢ de chaque couple d’amorces clade-spécifique distinguent
cependant le clade C des deux autres clades A et D (test de Student, comparaison par paire :
C/A p<0.016 et C/D p<0.001). Il en est de méme pour leurs ordonnées a l'origine (test de
Student, comparaison par paire : C/A p<0.018 et C/D p<0.001). En effet, d’apres les résultats
d’amplifications 28S obtenus par gPCR le clade C est estimé a 13 177 copies 28S.cell’, soit
nettement plus important comparé aux clades A et D estimés a 2 216 et 77 copies 28S.cell”

respectivement.

Les valeurs ¢élevées des pentes de régressions linéaires des différentes courbes peuvent
exprimer un biais de surestimation dans la quantification par qPCR, notamment lorsque le

nombre de cellules quantifiées augmente. En effet, I’augmentation du nombre de cellules dans
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les homogénats implique la surcharge en matériel non ciblé, tels que des débris calcaires et

des tissus coralliens, pouvant interférer dans la quantification des Symbiodinium.
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Figure 21 : Gamme standard des relations du nombre de cellules de Symbiodinium par rapport
aux Ct. Equations obtenues sur : cellules A : ya= 1.1010 e(-0.628x) (amorces A, r2=0,85), cellules C : y¢
=1.108 e(-0.459) (amorces C, r2=0,913), et cellules D : yp=1.1015 e(-045%) (amorces C, r2=0,913)

V.8 Caractérisation de marqueurs génétiques

V.8.1 Phénotypes de Pocillopora damicornis

Afin de déterminer si les P. damicornis marqués et suivis durant le suivi et ceux testés
face au gradient de pCO,, étaient de morphotypes similaires, une région mitochondriale
discriminante des morphotypes (FATP6.1- RORF) a été analysée par séquencage apres
amplification par PCR d'ADN génomique a l'aide des amorces RORF (5'-
SCCAATATGTTAAACASCATGTCA-3") et FATP6.1 (5 -TTTGGGSATTCGTTTAGCAG-3')
décrits par Flot et al. (2008D).

Les réactions PCR ont été réalisées dans un volume final de 50 uL. composé de : 10 puL de
tampon Taq Buffer Promega (5X), 3 uL de MgCl, (5 mM), 1 uL de dNTPs (10 mM), 2 pL du
couple d’oligoéléments (10 pmole/uL), 0.25 pL de Taq Promega (5U/uL) et 5 uL. d’ADN a
10ng/ puL, complété avec de I’eau a injection. Les amplifications ont été réalisées a I’aide d’un
systéme LightCycler suivant le programme suivant : 1 min a 94°C ; 40 cycles de 60 sec a
94°C, 30 sec a 40°C et 75 sec a 72°C ; et une phase finale de 5 min a 72°C. Une vérification

des tailles d’amplicons (800 pb) a été effectuée sur un gel électrophorese, avant de purifier
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chaque amplification a 1’aide des kits Wizard (Promega). Les amplifications purifiées ont
ensuite été envoyées a séquencer avec I’amorce brin non-sens ORF chez Macrogen (Corée).
Les séquences brutes regues ont ensuite été nettoyées et alignées avec des séquences de
références de Flot ef al. (2008) et Schmidt-Roach et al. (2012) référencées dans GenBank. Un
arbre phylogénétique a été construit par la méthode de Neighbour Joining afin d’identifier

I’appartenance a un morphotype particulier.

V8.2 Sous-clades de Symbiodinium

Afin de vérifier et de pouvoir caractériser le(s) sous-clade(s) correspondant a un clade
détecté par qPCR, notamment dans des communautés algales identifiées comme multi-clades,
une méthode d'identification par séquengage, rapide et calibrée d’apres les analyses en qPCR,
a été¢ mise au point. La méthode consiste a une premicre étape d’amplification 28S par PCR,
avec les amorces universelles de Symbiodinium (Symb28SF et Symb28S) (Loh et al. 2001 ;
Richter et al. 2008) et les mémes conditions décrites précédemment pour I’amplification des
souches références de clade (voir partie V.2.3). Aprés vérification de la taille de I'amplicon
(580 pb), les produits PCR ont été purifiés sur colonnes Wizard, puis quantifiés par
Nanodrop. Dans le cas d’une détection d’un clade unique dans 1'échantillon d'ADN de corail
par qPCR, le séquencage a été effectué sur les deux brins de I'amplicon avec le méme couple
d’amorces que ceux utilis€s pour I'amplification. En revanche, dans le cas d’un complexe de
clades pour un méme échantillon d’ADN de coraux, les séquengages ont été effectués avec
une amorce clade-spécifique d’intérét, utilisées pour la qPCR. Les différentes possibilités
pour chacun des clades et les tailles de fragments ainsi générés sont décrites sur la figure ci-

dessous (Figure 22) :
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Figure 22: Schéma des amplicons obtenus avec différents couples d’amorces a) avec les
couples d’amorces clades-spécifiques, ou b) avec des couples composés d'une amorce
universelle et d'une amorce clade-spécifique d’intérét.

Chacun des trois clades majoritaires chez les coraux, A, C et D, ont pu étre séquencés
avec cette technique. En raison d’une spécificité plus ou moins importante entre les amorces
clades spécifiques, il a été retenu de favoriser le séquencage des clades A avec I’amorce
SymA-F, C avec I’amorce SymC-28S -R, et D avec les amorces SymD-28S R et SymD-28S
F.

VI  Analyses statistiques

L’ensemble des analyses statistiques (descriptives et test) a été effectué avec le
logiciel R 2.15.2, incluant les modules: ‘ade4’ et ‘FactoMineR’ pour les analyses multivariées
(analyse a composantes principales-ACP ; analyse factorielle des correspondances-AFC;
analyse factorielle discriminante-AFD), ‘RVAideMemoire’ pour les comparaisons de pentes
et ordonnées a 1’origine des régressions linéaires et de ‘timeSeries’ pour les séries temporelles

de températures et lumieres. Les graphiques ont été realisés avec le module ‘gglot 2°.
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Pour les différentes analyses, I’ensemble des données brutes a été analysé (normalité —
test de shapiro, homoscédasticité — test de Bartlett, homogénéité des unités entre les
variables). L’homogénéité et/ou la normalisation des jeux de données ont été effectudes si
nécessaire par des transformations mathématiques telles que log, log+1, racine carrée ou
arcsinus de la racine carrée. La normalisation par la fonction log+1 a été systématique pour
les valeurs quantitatives (nombre de copies 28S, concentrations, nombre de cellules de
Symbiodinium) utilisées en qPCR. Pour les données temporelles, les variations (deltas) des
différents parameétres ont ¢été calculées par la différence entre les périodes t, et t,.; (voir

résultats chapitres I1I et IV).

Les modélisations des données de qPCR ont été effectuées par des régressions linéaires. Les
coefficients des équations de ces régressions (pentes et ordonnées a 1’origine) ont ensuite été
comparés par paires par un test de Student (voir partie V.5).

La réalisation des tests paramétriques, possible apres vérification de 1’hétéroscédasticité par
un test de Bartlett, s’est effectuée apres vérification d’une seconde condition de normalité
évaluée d’apres observation de la distribution des résidus. Dans les cas ou ces deux conditions
¢taient vérifides, des tests ANOVA a facteur unique ou multiples ont été effectués sur les
moyennes, et des comparaisons par paires obtenues par des tests post-hoc de Tukey.

Des tests non paramétriques ont été effectués lorsque 1’'une de ces deux conditions n’était pas
vérifiée, a savoir un test ANOVA non paramétrique sur les rangs (données homogenes), ou un
test de Kruskal Wallis.

Pour les analyses en composantes principales ACP ou AFC, les parametres développés sont
ceux qui ont un effet significatif sur les différents axes. Dans certains cas, la représentation
sous discrimination d’un parametre particulier, correspond a un intervalle de confiance de
95%.

Pour tous les résultats traitants de la dynamique des Symbiodinium, dans les deux approches
in situ et in vivo, les deltas des quantités de clade en nombre de copies 28S ont été estimés par
la différence entre t, et ty:;.

Pour les résultats des dynamiques des clades de Symbiodinium en fonction des variations
environnementales obtenues lors du suivi, ’importance des deltas obtenus a été estimée,
d’apres la répartition des valeurs de delta pour chacune des variables. Cette répartition est

souvent multimodale.

Tous les tests statistiques effectués se sont basés sur un intervalle de confiance a 95%.
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Chapitre III  Suivi spatio-temporel

1. Caractérisations des sites et choix des
espeéces de coraux
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I Caractérisation des sites d’études

1.1 Choix des sites

L1.1 Description générale de [’environnement

Afin d’essayer de mettre en évidence un lien éventuel entre la présence de certains
clades de Symbiodinium et des conditions environnementales particulieres, une recherche de
sites contrastés a été entreprise. Apres avoir fait un travail de repérage autour de Moorea
(apnée, plongée bouteille, manta-tow), qui a révélé une diversité et une abondance de coraux
tres faible au niveau de la pente externe (voir Chapitre II partie 1.2), le choix de la zone
d’étude pour le suivi spatio-temporel s’est arrété sur le lagon. Plus précisément, les sites ont
été¢ sélectionnés au niveau du récif frangeant, partie la plus @ méme de subir I'effet des
pressions anthropiques sur les cotes développées les plus habitées (e.g. développement des
cotes, zones agricoles en amont ; Benet 2010). Quatre sites d’étude (Figure 23) ont donc été
sélectionnés, selon leur exposition aux pressions anthropiques et/ou naturelles et 1'état de
santé apparent des coraux (e.g. part des couvertures coralliennes et algales), a une profondeur
comprise entre de 0,5-2 metres (Figure 23):

* Linareva (Li), premier site de « référence », est situé¢ sur la cote Ouest de Moorea. Ce
site est caractérisé par un tres fort recouvrement corallien (70-80%) et d’une importante
richesse spécifique composée des genres coralliens les plus représentatifs de Polynésie
francaise (e.g. Acropora, Pocillopora, Porites, Pavona, Montipora). La couverture algale en
revanche est tres faible, ce qui suggere un récif en bonne santé.

* Vaiare 3 (V3), deuxieme site de « référence », est situé sur la cote Est de Moorea. Le
recouvrement corallien est important (~60%) ainsi que la richesse spécifique en corail,
similaire a ce qui a été décrit pour le site précédent. Malgré la présence de macro-algues
Turbinaria sp., le récif est apparu comme étant en bonne santé.

* Maharepa (Ma), premier site ‘impacté’, est localisé sur la c6té Nord-Est de Moorea.
Ce site est localis¢ a ’embouchure d’une riviere (Vaiterupe) et a proximité d’un hdtel,
suggérant des eaux riches en nutriments, en sédimentation, en contaminants, etc., notamment
durant la saison des pluies. D’apreés les analyses bactériologiques répertoriées dans les
rapports faits par le Ministére chargé de la Santé - Direction de la Santé - Centre d’Hygiéne et

de Salubrité Publique (CHSP), les eaux du Pearl Resort, a proximité du site, peuvent étre
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momentanément polluées et impropres a la baignade. La couverture corallienne et sa richesse

spécifique y sont tres faibles, tandis qu'une importante communauté d’algues colonise le site.

Figure 23 : Localisation des sites de suivi autour de Moorea, Vaiare cote Est avec les sites ‘V1’ et
‘V3’, Maharepa cote Nord avec le site ‘Ma’, et Haapiti cote Ouest avec le site ‘Li’.

* Vaiare 1 (V1), deuxie¢me site ‘impacté’, sous influence anthropique, correspondant au
quai des ferries de Moorea, est localisé sur la cote Est de Moorea. Le port de Vaiare est un
site tres fréquenté, dii aux flux quotidiens des ferries (navettes Moorea-Tahiti), a raison
d’environ 8 rotations par jour. Celui-ci est caractérisé par une importante sédimentation, entre
autres due a la remise en suspension des particules a chaque passage de bateaux. Ce site
portuaire, avec une zone d'activité économique, laisse suggérer la présence possible de
polluants (e.g. hydrocarbures). Malgré ces conditions supposées peu propices au
développement des coraux, la couverture et la richesse spécifique en corail est néanmoins tres

importante (80-90%), faisant de ce site un cas original d’étude.
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Grace au suivi régulier (analyses bimensuelles) de différents parametres
environnementaux (voir Chapitre 11, partie III), pouvant servir d’indicateurs de santé et/ou

de pollution, ces quatre sites d’étude ont pu étre caractérisés et compares.

1.2 Caractérisation globale des sites

12.1 Les parametres physiques, chimiques et biologiques globaux

L’ensemble des résultats environnementaux, regroupant les paramétres biologiques et
physico-chimiques suivis de février 2010 a aoGt 2012 a savoir, l'irradiance, le nano-micro et
pico- phytoplancton, les nitrates, les nitrites, ’ammonium, le phosphate, le silicate, le taux de

sédimentation, la température de 1’eau et les précipitations est regroupé dans le Tableau 9.

1.2.1.1 Caractérisation entre saisons

Afin d’étudier ’importance des variations environnementales saisonnieres au cours du
suivi spatio-temporel, une analyse factorielle discriminante (AFD) pour les saisons (Figure

24) a été effectuée sur I’ensemble des données transformées par la fonction log+1.

SAISONS

Axe 2

Figure 24 : Caractérisation des saisons seches 2011 (SS11) et 2012 (SS12) et humides 2011
(SH11) et 2012 (SH12) par ACP discriminante (axe 1 et 2) selon les paramétres de lumiére
(Lux), phytoplancton nano-micro (NanoP) et pico- (PicoP), nitrates (NO2), nitrites (NO3),
ammonium (NH4), phosphate (P04), silicate (SIOH), sédimentation (Sed), température de I'eau
(T°) et précipitations (Pluie).
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D’apres 1’axe 1 (45,93% de la variance totale) de I’AFD, la saison humide 2012 est
fortement corrélée aux fortes températures, précipitations et teneurs en ammonium (NHy"), et
donc distincte des saisons seches de 2011 et 2012 caractérisées par une forte irradiance. En
revanche I’axe 2 (31,51% de la variance totale) souligne la spécificité¢ de la saison humide
2011, associée a de fortes températures, mais anti-corrélée aux parametres de luminosité et de

nutriments tels que les silicates (SiOH), les nitrates (NO3") et les nitrites (NO>).

1.2.1.2 Caractérisation entre sites

De la méme manicre que précédemment, afin de visualiser les grandes caractéristiques
de chacun des sites, une analyse factorielle discriminante (AFD) pour les sites a été effectuée
sur I'ensemble des données environnementales représentées graphiquement, indépendamment
de la période d'échantillonnage (Figure 25a). Cette analyse montre, sur le premier axe
(42,14% de la variance totale), une corrélation des valeurs de sédimentation avec celles des
nutriments azotés (NO,” et NH,"), phosphatés (PO,”), ainsi que des pico- (PicoP) et nano-
micro-phytoplancton (NanoP). Le deuxieéme axe (36,76% de la variance totale) montre que les
variables du nano-micro-phytoplancton (NanoP) et de I’irradiance (Lux) sont opposées a celle
du pico-phytoplancton (PicoP). Les ellipses, regroupant au moins 95% des projections des
différentes valeurs de chacun des sites sur le graphe, permettent de visualiser que les valeurs
environnementales recueillies sur chaque site se distinguent de celles d'un autre site au regard
de la répartition des variables sur les deux premieres composantes. Ainsi, les sites V1’ et
‘Ma’ sont caractérisés par des eaux proportionnellement plus chargées en sédiments et en
nutriments azotés et phosphatés, et d’une faible irradiance par rapport aux autres sites. Ces
deux sites se différencient au niveau de leurs communautés phytoplanctoniques et irradiance,
‘V1’ étant plus riche en fraction pico (<2 um) et ‘Ma’ en fraction nano-micro (>2 pm) avec
une plus forte irradiance. A I’opposé, les sites V3’ et ‘Li’ présentent des eaux beaucoup
moins chargées (faibles teneurs en nutriments et en sédiments) et sont associés a une

irradiance (Lux) plus élevée qu'a'V1'.
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a. DONNEES ENVIRONNEMENTALES b. BENTHOS
CCA/Rog

Sed

Axe 1
MALGAE .
, > CORAL

SAND

Axe 1

Lux

Axe 2
Axe 2

c. GENRES CORALLIENS DOMINANTS
7 genres coralliens dominants :

R - ACROPORA (Acr)

- POCILLOPORA (Poc)
- PORITES (Por)

o® - MONTIPORA (Mon)
- PAVONA (Pav)

- FUNGIA (Fun)

Axel - PSAMOCORA (Psa)

; Fun

Axe 2

Figure 25 : Caractérisation des sites: a) AFD des données environnementales (axes 1 et 2) avec
les différents parameétres de lumiere (Lux), phytoplancton nano-micro- (NanoP) et pico- (PicoP),
nitrates (NO2), nitrites (NO3), ammonium (NH4), phosphate (P0O4), silicate (SIOH),
sédimentation (Sed), température de I'’eau (T°) et précipitations (Pluie) ; b) AFC (axes 1 et 2) de
la composition benthique avec le corail (CORAL), les macro algues (MALGAE), le gazon algal
(TURF), le sable (SAND), les débris coralliens (Debris) et les algues calcaires encrofitantes sur
substrat (CCA/Rock); et c) AFC (axes 1 et 2) des genres coralliens dominants: Acropora (Acr),
Pocillopora (Poc), Porites (Por), Montipora (Mon), Pavona (Pav), Fungia (Fun) et Psamocora
(Psa). Les ellipses sont délimitées comme matérialisant au moins 95% des points projetés (1 par
variable) selon les sites Vaiare 1 (V1), Vaiare 3 (V3), Maharepa (Ma) et Linareva (Li).

1.2.1.3 Composition benthique globale

1.2.1.3.a Les groupes benthiques
Au niveau de la composition des communautés benthiques, les données obtenues par
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transects points intercepts (6 x 2 m) ont été analysées avec une analyse factorielle des
correspondances (AFC). Par cette analyse, les valeurs de couverture corallienne apparaissent
négativement corrélées a celles des variables de turf et de sable sur I’axe 1 représentant
40,73% de la variance totale (Figure 25b). Le 2°™ axe (28,71% de variance totale) oppose le
sable aux débris coralliens, aux algues calcaires encrotitantes sur roche (CCA/rock) et au turf.
Ces deux premiers axes mettent en avant, une nette différenciation du site ‘Ma’ des autres
sites, dominé a la fois par du turf a 37+10% (gazon algal), du sédiment sablo-vaseux a
24+16% (plutdt vaseux) et une tres faible proportion de corail, n’excédant pas les 10%. En
revanche, les trois autres sites présentent par ordre croissant des parts importantes de corail,
soit 46£7% a ‘V3’, 47+£7% a ‘L1’ et 59+12% a ‘V1’. Les sites de ‘Li’ et ‘V3’ ne se
distinguent pas l'un de l'autre sur ces deux premiers axes et possedent une plus importante
proportion de débris que le site 'V1' qui présente un caractére sablo-vaseux plus important

qu'eux.

1.2.1.3.b Les genres coralliens dominants

L’étude détaillée des genres coralliens dominants sur les sites du suivi spatio-temporel
permet de mettre en avant sept principaux genres, a savoir : Acropora, Pocillopora et Porites,
les trois genres dominants de 1’Indo-Pacifique, ainsi que Montipora, Pavona, Fungia et
Psamocora, également des genres communs sur les récifs de Moorea (comm. pers.). Leur
répartition au sein des différents sites, analysée par AFC (Figure 25c), différe, notamment
pour le site ‘“V3’ qui est dominé par des communautés coralliennes appartenant au genre
Acropora (Axe 1 représentant 40.42% de la variance totale). En effet, ce site présente de
nombreux amas d’A. pulchra posés sur le sable, espece sensible aux stress environnementaux
et de croissance rapide. A 1’opposé, le site ‘Li’, qui posséde également un grand nombre de
colonies tabulaires d’A. cytherea, se distingue des autres sites par une proportion plus
importante de coraux des genres Pavona et Montipora. L’axe 2 de I'AFC (25,44% de la
variance totale) permet la distinction du site ‘Ma’, largement représenté par les coraux du
genre Porites, notamment 1’espéce tres résistante P. rus (comm. pers.) par rapport aux genres
Fungia et Montipora plutot représentatifs des sites ‘Li’ et “V1’. Globalement, I’AFC met en
avant une plus haute diversité corallienne aux sites ‘Li’ et “V1’ et une plus forte spécificité

des sites ‘V3’ et “‘Ma’, associés tous les deux a un genre corallien préférentiel.
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1.3 Les variations des parametres environnementaux au cours du suivi spatio-

temporel

13.1 Caracteéristiques physiques et météorologiques

1.3.1.1 Températures des eaux

Les températures moyennes des eaux de surfaces, enregistrées au cours du suivi,
permettent de distinguer les saisons froides (températures moyennes de 27°C et 27.6°C en
2011 et 2012) ou chaudes (températures moyennes de 27.9°C et 28.3°C en 2011 et 2012).
C'est au cours de la saison chaude de 2012 que les températures ont été maximales, atteignant
les 30°C entre fin février et début mars (ANOVA : df=3, F=5,52, p<0.005). Les profils de

température du suivi (Figure 26) ne présentent pas de différence significative entre les sites en

fonction des saisons (ANOVA ; df=3, F=0.1, p=0.96).
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Figure 26 : Courbes de température sur les différents sites de suivis de février 2011 a aofit
2012 : moyennées par mois.
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1.3.1.2 L’irradiance

Afin de tester les variations d’irradiance spatio-temporelles, 1’analyse a été effectuée
sur les valeurs maximales enregistrées sur chacun des sites a une saison donnée, soit les
valeurs correspondant a midi (12:00 PM) sur 7 jours consécutifs. Ces valeurs maximales de
radiations solaires recues indiquent une importante variation a la fois a 1'échelle spatiale et
saisonniere (ANOVA : df=3, F=6.101, p=0.002). De manicre générale, I’irradiance est plus
¢levée durant la saison seche que la saison humide, avec des différences de valeurs entre les
sites (Figure 27). De fortes valeurs de radiations regues en surface ont été enregistrées sur le
site ‘Ma’ durant la saison seche (12 62943 280 PAR), nettement distinctes a la fois des
valeurs obtenues sur les sites 'V1' et 'V3' de la cote Est (respectivement 4 5761 761 et 3
963+3 734 PAR; p<0.001) et du site ‘Li’ (7 182+4 883 PAR; p=0.02). En revanche, lors de la
saison humide, I’irradiance est relativement homogene entre les sites, avec des valeurs

comprises entre 2 074+778 et 4 851+1 225 PAR.
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Figure 27 : Cycle journalier moyen (sur 7 jours) des irradiances (PAR) enregistrées sur les
différents sites de suivi au cours des saisons seches et humides.

1.3.1.3 Précipitations

Les précipitations enregistrées quotidiennement aux différentes stations (Figure 28)
ont ét¢ cumulées entre chacune des périodes d’échantillonnage, soit tous les deux mois (~60
jours) pour I’analyse globale avec les autres facteurs environnementaux (Tableau 9). Les taux
de précipitations obtenus reflétent les caractéristiques d’un climat tropical, avec une
alternance entre les saisons séches et humides (ANOVA transformation en log+1; df=3,
F=13,12, p<0,001). Plus précisément, la saison humide de 2012, correspondant a la période de

décembre 2011 a avril 2012, a été marquée par les plus fortes précipitations comprises, entre

102



313 et 587 mm.jr & ‘Li’, 481 et 594 mm.jr" aux sites V1’ et ‘V3’ (station cote Est), et entre
520 et 703 mm.jr’" au site ‘Ma’.

De manicre plus générale, la cote Nord, ou est localisé le site ‘Ma’, a subi les plus fortes
fréquences de précipitations avec 49-75% et 51-89% de jours pluvieux aux saisons seches et
humides, respectivement. Par ailleurs, les plus fortes hauteurs de précipitations totales sur
deux mois y ont également été enregistrées, comprises dans une gamme allant de 67 a 452
mm en saison séche et de 126 a 703 mm en saison humide. La cote Est, comprenant ‘V1’ et
‘V3’, a souvent été enregistrée avec les précipitations les plus faibles lors des saisons seches,
avec une pluviométrie cumulée comprise entre 45 et 253 mm en saison s¢che avec des
fréquences de précipitations allant de 23 a 46%. Pour ces mémes saisons séches, le site ‘Li’,
situ¢ sur la cote Ouest, a été exposé a des hauteurs de précipitations cumulées sur deux mois
allant de 55 a 298 mm avec des fréquences quotidiennes de pluie allant de 13 a 34%. Lors de
la saison humide, les hauteurs de pluies cumulées ont été enregistrées dans des gammes allant
de 53 a 594 mm (19-68% de jours pluvieux) pour les sites de la cote Est et de 170-587 mm

(29-50% jours pluvieux par période) pour le site ‘Li’.
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Figure 28 : Précipitations (mm.jr-1) sur les différents sites de suivi durant la période de janvier
2011 aaolit 2012.

Ces quelques différences de pluviométrie, en fréquence et hauteur de précipitations,

lides a I’exposition géographique (orientation cardinale Nord, Est ou Ouest) ne sont cependant
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pas discriminantes statistiquement, en raison d'une grande variabilité des valeurs observées

pour une période donnée sur chaque site (ANOVA transformation en log+1; df=3, F=0.80,

p=0.51).

1.3.1.4 La sédimentation

Les taux de sédimentation moyens different tres distinctement a 1'échelle spatiale et

saisonniére (ANOVA transformation en log+1 : df=9, F=13.78, p<0.001).

Sur I’ensemble du suivi (Figure 29), les sites ‘Li’ et ‘V3’ ont été caractérisés par de tres

faibles taux de sédimentation, compris respectivement entre 0,91 et 6,02 mg.cm™jr" et 1,96

et 4,12 mg.cm™ jr’' (Tableau 9). Le site ‘Ma’ a été caractérisé par des taux intermédiaires, 4

fois plus importants (test de Tukey : p<0.001), compris entre un minima de 1,9 mg.cm™.jr”" et

un maxima de 12,55 mg.cm™ jr'. La plus forte amplitude de sédimentation a été enregistrée

sur ce site, durant la période de février 2012, avec un taux de plus de 20 mg.cm™ jr’'. Enfin, le

site “V1’ présente des conditions stables de tres fortes sédimentations, comprises entre 9,43 et

13,51 mg.cm’z.jr'l. Ce site, treés contrasté, est donc significativement distinct des trois autres

sites (test de Tukey :

p<0.001).
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Figure 29 : Taux de sédimentation (mg.cm2.jr-1) sur les différents sites de suivi durant la période
de février 2011 a aofit 2012.
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1.3.1.5 Les polluants (e.g. pesticides, hydrocarbures)

Les analyses de la composition des sédiments (cf Mat et Met) n’ont révélé aucune

trace de pesticides et/ou hydrocarbures, méme sur le site de ‘V1’ a proximité du quai du ferry.

132 Caractéristiques chimiques et biologiques

1.3.2.1 Nutriments

Les teneurs en ammonium (NHy") différent entre les sites et les saisons (df=9,

F=3,495, p<0,001). A l'échelle temporelle, seule la saison humide de 2012 (moyenne de 0,279
UM entre décembre 2011 et avril 2012) se distingue des autres saisons avec une augmentation
des concentrations d'ammonium d’un facteur 4 en décembre sur chaque site, exceptée pour
‘Li’ (Figure 30).
Le site ‘Li’ a ainsi montré les plus faibles valeurs d’ammonium comprises entre 0,041 et
0,256 uM (Tableau 9), le différenciant des autres sites V1’ (test de Tukey : p<0.001), ‘Ma’
(test de Tukey : p<0.001) et “V3’ (test de Tukey : p=0.0054). Par ailleurs, le site “V3’ a été
enregistré avec des valeurs comprises entre 0,06 a 0,39 uM, soit dans une gamme proche mais
Iégerement supérieure a celle de ‘Li’, le distinguant également du site de ‘V1°, récif le plus
enrichi (0,07 et 0,66 uM). Enfin, le site de ‘Ma’ associé a des concentrations allant de 0,09 a
0,59 uM, n’a pas été dissoci€ des sites V1’ et ‘V3’.

Globalement, les teneurs en NH, ' ont suivi des évolutions similaires, mais dans des
gammes distinctes selon les sites, les deux extrémes étant ‘Li’ (plus faible) et V1’ (plus

éleve).

Les concentrations de phosphate inorganique dissous (PO4”) indiquent une
importante hétérogénéité a échelle spatiale (ANOVA : transformation en log+l: df=3,
F=16,985, p<0,001). Le site de ‘V1’ a montré, tout au long du suivi, les teneurs les plus
élevées (0,29-0,86 M), significativement différentes de celles des trois autres sites (Tableau
1 ; Figure 30). Le site ‘Ma’, étant le deuxieme site le plus enrichi en nutriments phosphatés
(0,21 a 0,80 uM), se différencie du site “V3’ (test de Tukey : p=0.02) caractérisé par des
teneurs assez faibles (0,22-0,59 uM). Au niveau des saisons, des teneurs plus faibles ont été
observées durant les saisons humide 2011 (moyenne= de 0,31 uM) et séche 2012 (moyenne
de 0,23 uM), les différenciant des deux autres saisons (saisons séche 2011 et humide 2012

~0,45 uM ; ANOVA transformation en log+1: F=28,90, p<0,001).
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Globalement, les teneurs en PO, sont significativement différentes entre les sites,

‘V3’ étant le plus faible et V1’ le plus élevé, mais ont suivi des évolutions similaires.
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Figure 30: Courbes de variations des teneurs en nutriments dans la colonne d’eau des
différents récifs frangeant de février 2011 a aotit 2012 : ammonium (NH4+), phosphate (P042),
etde avril 2011 a aotit 2012 : nitrates (NO32-), silicates (SiOH) et nitrites (NO2’).
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Les eaux du lagon de Moorea présentent de faibles concentrations en nitrates (NOs>),
la plupart du temps comprises entre 0,03 et 1,25 uM (Figure 30). Néanmoins, il a été noté un
¢pisode important d’enrichissement en NO;™ durant le mois d’octobre 2011, avec des teneurs
de 25-30 uM aux sites ‘V3’, V1’ et ‘Ma’ (Tableau 9), différenciant cette saison séche 2011
des trois autres saisons (ANOVA : transformation en log+1: df=3, F=8,37, p<0,001). Les
concentrations moyennes en nitrates, enregistrées au cours du suivi, ne différent pas entre les

sites (ANOVA : transformation en log+1: df=3, F=1,025, p=0,386).

Les nitrites (NO), présents dans la colonne d’eau, sont restés en trés faibles
concentrations durant tout le suivi (<0,11 uM ; Tableau 9). Néanmoins, ces faibles teneurs ont
présenté des variations a la fois spatiale et saisonniere (ANOVA transformation en log+1 :
df=9, F=2,74, p=0,006). Les plus faibles teneurs enregistrées en saison humide 2011 (0,03
uM) se différencient significativement de celles des trois autres saisons, celles-ci ayant
montré de faibles amplitudes avec des concentrations moyennes comprises entre 0,05 et 0,06
UM (Figure 30). Parallelement aux teneurs en nitrates, un pic de nitrites a été observé en
octobre 2011 avec des valeurs moyennes, excédant 0,10 uM pour les deux sites de la cote Est
(‘V1I” et ‘V3), et égales a 0,086 uM pour le site ‘Ma’. Le site de la cote Ouest ‘Li’ est
caractérisé par de faibles teneurs (0,01-0,07 uM) et une évolution décalée par rapport aux
trois autres sites entre les mois d’octobre et décembre 2011. Le pic de nitrites est observé 2
mois aprés ceux observés sur les autres sites, le différenciant a cette période des deux sites

anthropisés ‘Ma’ et ‘“V1’, ainsi que de ‘V3’.

Globalement, les teneurs en nitrates et nitrites sont restées trés faibles durant tout le
suivi, avec un pic commun observé en octobre 2011. Elles présentent néanmoins des

différences en fonction des sites.

Les concentrations de silicates (Si(OH)), quantifi¢es durant le suivi, sont
significativement différentes selon la saison (ANOVA transformation en log+1: df=3,
F=6,76, p=0,002). Les saisons humides de 2011 et seches de 2012 ont été caractérisées par de
faibles teneurs en silicates (1,09 et 1,50 uM, respectivement) significativement différentes des
deux autres saisons (Figure 30). En effet, les concentrations en silicates mesurées en saisons
séches de 2011 et humides de 2012 sont élevées (Tableau 9), les valeurs extrémes ayant été
pour la plupart atteintes en octobre 2011 : 23,58 uM pour le site “V3’, 37,93 uM pour le site

‘V1’ et 14,78 uM pour le site ‘Ma’. En revanche, pour le site ‘Li’, la valeur maximale (15,42
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uM) a été atteinte deux mois apres, soit en décembre 2011. Les teneurs en silicates, analysées
sur chacun des sites, ont évolué dans des gammes comparables (ANOVA transformation en
log+1: df=3, F=0,33, p=0,81), et selon une méme tendance (ANOVA transformation en
log+1: df=9, F=0,16, p=0,1).

De manicre générale, sans tenir compte de 1’épisode ponctuel de trés fort
enrichissement en silicates, les teneurs dans les eaux récifales de Moorea sont réparties dans

une gamme allant de 1,42 a 13,09 uM, avec le site V1’ caractérisé par de plus fortes valeurs.

1.3.2.2 Phytoplancton

Les profils des teneurs en chlorophylles a (fractions nano-micro et pico), témoins de la
biomasse en phytoplancton (cf. Chapitre III, I1.2), permettent de distinguer les sites ‘Li’ et
‘V3’ des sites ‘Ma’ et “V1’ (Figure 31). Ces premiers sont caractérisés par de faibles valeurs
moyennes sur I’année de 0,25+0,15 et 0,35+0,13 ug.l'l, avec des maximums enregistrés en
début de saison humide 2012 (~0,90 pgl™'). Les deux autres sites, ‘Ma’ et ‘VI’, se
caractérisent par des concentrations en phytoplancton plus élevées, de valeurs moyennes
égales a 0,62+0,34 et 0,54+0,07 ug.l'1 sur ’année. De plus, contrairement aux deux sites
précédents, une augmentation des teneurs en chlorophylles a a été observée au cours des

saisons seches, notamment durant les mois de juin 2011 et 2012.
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Figure 31: Composition du phytoplancton (pg/L) sur les différents sites de suivi de février
2011 a aolit 2012, selon les fractions : Pico- (<2 pm) et Nano-micro- (>2 pm).

108



Concernant, le pico-phytoplancton (< 2 pm), les valeurs de biomasse ont montré
d’importantes variations inter-sites en interaction avec les saisons (ANOVA df=9, F=4,05,
p<0,001).

Les fortes teneurs en pico-phytoplancton analysées sur le site V1 comprises entre 0,22 et 0,39
ng.lI" (Figure 31 ; entre 47,3 et 78,5% du phytoplancton total) différent nettement des teneurs
enregistrées sur les trois autres sites (ANOVA : p<0,001). En effet, sur les autres sites, les
concentrations de plancton < 2 um sont plus faibles et réparties dans des gammes allant de
0,09 4 0,29 pg.l" (28.0-65,5% du phytoplancton total) pour ‘V3’, entre 0.04 et 0.18 pg.l”
(56,3-84,7% du phytoplancton total) pour ‘Li’, et entre 0,05 a 0,31 pg.I"" pour ‘Ma’. Sur ce
dernier site, une spécificité au niveau de ses communautés planctoniques a été observée, a
savoir une sous-représentation de la part pico-, n’excédant pas les 35% du phytoplancton total

(exception de 43.7% en février 2011).

La deuxiéme catégorie de phytoplancton, fraction > 2 pm (nano-micro-), a montré
les mémes tendances que la catégorie pico-, a savoir une variation des quantités estimées a
I’échelle spatiale et saisonnieére (ANOVA: df=9, F=4,13, p<0,001). Ainsi, les teneurs de la
fraction nano-micro- enregistrées en saison humide 2011 (Figure 31 ; 0,142 pg.I™") ont été les
plus faibles durant le suivi, les dissociant des saisons seches (test de Tukey : p=0.007) et
humides (test de Tukey : p=0.05) de 2012 évaluées 4 0,28 pg.I"' et 0,24 pg.I”", respectivement.
Le site de ‘Li’ a montré les plus faibles teneurs de nano-micro-phytoplancton, comprises entre
0.06 pg.1" et 0,15 pg.lI"', avec apparition d’un pic en décembre 2012 (0,35 pg.I™"). Ces faibles
concentrations en nano-micro-phytoplancton different significativement des sites ‘Ma’ (test
de Tukey : p<0.001) et “V1’ (test de Tukey : p=0.007). En effet, le site ‘Ma’ a présenté des
valeurs de nano-micro- élevées et relativement stables (0,12-0,47 pg.1™), excepté lors de deux
pics enregistrés au début des saisons séches 2011 et 2012, équivalent a 1,46 pg.l” et a 1,24
g™, respectivement. De méme, sur le site de “V1’ les teneurs ont été plus élevées que pour
le site ‘Li’ (0,07 4 0,32 pg.l™"). De plus, comme observé sur le site de ‘Ma’ mais dans une
moindre proportion, des pics des teneurs en nano-micro- ont été observés en juin 2011 (0,37
nglh) et 2012 (0,45 pgl'). Enfin, le site V3’ a présenté des teneurs en nano-micro-
relativement faibles et stables, comprises entre 0,07 pg.1” et 0,22 pg.l". Comme pour le site
‘Li’, une augmentation des concentrations en nano-micro- a été enregistrée en début de saison

humide 2012 (0,38 et 0,61 pg.I" aux mois de décembre et février).

Globalement, une importante différence de la composition des communautés
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phytoplanctoniques a été observée, notamment entre le site ‘Ma’ différencié de tous les autres
sites par une dominance de la fraction nano-micro-. De plus, les deux sites anthropisés ‘Ma’
et “V1’, ont montré des plus fortes concentrations phytoplanctoniques que les sites ‘Li’ et

V3.

IT Choix des especes de coraux : espéces associées a des communautés de

Symbiodinium multi-clades

Cette étude porte sur la dynamique des clades de Symbiodinium en réponse a des
changements environnementaux (suivi spatio-temporel in vivo et expérience ex situ),
notamment sur 1’importance des clades présents dans le polype a 1’état de trace. Il était donc
nécessaire d’identifier au préalable des especes coralliennes pouvant abriter plusieurs clades.
Pour ce faire, plusieurs colonies d'especes de coraux communes dans le lagon de Moorea ont
¢été échantillonnées et analysées par qPCR (cf. méthode Chapitre II), afin de sélectionner les

généralistes et ainsi définir les especes qui seront suivies dans le cadre de notre étude.

II.1  Tests préliminaires

Des tests préliminaires de 1’identification de clades de Symbiodinium par qPCR ont
donc été effectués sur six espeéces appartenant aux différents genres d’intéréts et de
sensibilités distinctes, a savoir les genres Acropora, Pocillopora et Porites. Les résultats de

ces tests préliminaires sont résumés dans le Tableau 10:

Tableau 10 : Résultats de tests préliminaires sur les clades associés a des especes coralliennes
d’intérét pour le suivi. Détermination des clades par qPCR.

Clades présents

Espéeces
P Littérature Coraux de Moorea

Acropora hyacynthus AouA/D
A th A C

cropora cytherea (4] ASD>>C
Acropora pulchra
Acropora sp. A>D>>C
Pocillopora damicornis B, CetD

P [1], [2a,b], [3a, b], [4], [5] D>C>>>B

Porites rus C>AetB

[1] Magalon et al. 2007, [2] Dong et al. 2009, [3] LaJeunesse et al. a(2007), b(2008), [4] Stat et al.
2008, 2009 a,b, [5] Smith et al. 2009
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Ces résultats montrent que pour chacune des especes analysées, les assemblages de
Symbiodinium associés sont multi-clades. Notre choix a donc été¢ de privilégier les especes
clairement identifiées et présentes en abondance autour de Moorea. Ainsi, les espéces
Acropora sp. (non identifiée) et A. hyacynthus (en faible abondance autour de Moorea), ont

été écartées.

I1.2  Sélection des espéces modeles pour le suivi

L’espece P. damicornis, déja décrite comme espéce généraliste et souvent utilisée
comme modele d’étude (e.g. Magalon et al. 2007 ; Vidal-Dupiol et al. 2013), et validée
comme étant généraliste a Moorea, a été sélectionnée pour le suivi (début février 2011). De
méme, pour 1’espéce représentante du genre Porites, ’espece P. rus avait €té initialement
sélectionnée pour son abondance et sa forte résistance aux variations environnementales
(ubiquiste présent dans tous les milieux sur Moorea, tels que les fonds de baies envasées).
Nos tests ont montré la présence de différents clades de Symbiodinium (C, A et/ou B ; Tableau
10). Le suivi de cette espece a débuté en octobre 2011. Enfin, parmi les 4 especes d’Acropora
testées, 1’espece choisie a ét€é A. cytherea pour des questions d’abondance, de facilité
d’identification, de forte sensibilité aux variations environnementales, ainsi que pour des
tailles de colonie plus importantes, préférables pour un suivi demandant des prélévements

réguliers (début avril 2011).
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2. Dynamique spatio-temporelle des
clades de Symbiodinium associées aux
coraux face a des environnements
naturels variés et variables
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Suite a la sélection des especes, le marquage d’une dizaine de colonies sur les quatre
sites d’études sélectionnés a été effectué. Le marquage aléatoire des colonies coralliennes sur
les différents sites a été cartographi¢ afin de faciliter les différentes sessions
d’échantillonnages prévues tous les deux mois, sur une durée de 12 a 18 mois (cf. Chapitre
I1I partie IV).

A T’issue de D’échantillonnage complet du suivi spatio-temporel, les communautés de
Symbiodinium associées a cinq colonies coralliennes, par especes et par sites, ont été estimées
par qPCR. Dans un premier temps, une analyse globale a été effectuée afin de déterminer les
variations de diversité et de flexibilité des clades de Symbiodinium associés a chacune des
especes appartenant aux différents genres coralliens de notre suivi. Dans un second temps,

I’aspect quantitatif des clades de Symbiodinium a été abordé.

III' Nature des communautés de Symbiodinium associées a trois espéces

de coraux des genres Acropora, Pocillopora et Porites

La premiere approche qualitative permet d’évaluer globalement pour chacune des
especes coralliennes, et cela en fonction des sites toutes périodes confondues (cf. Chapitre
II), leur diversité et leur flexibilité en clades de Symbiodinium. Pour cela, les profils des
communautés symbiotiques ont été évalués et considérés comme un indice de richesse
spécifique. Cette notion de profil est définie comme un assemblage en clades particulier de

Symbiodinium uniquement sous un aspect qualitatif.

Ainsi, durant le suivi spatio-temporel (de février 2011 a aotit 2012), les quatre clades
principaux de Symbiodinium A-D ont été détectés (Figure 32) dans les trois especes de coraux
(i.e. A. cytherea, P. damicornis et P. rus), appartenant aux trois genres les plus représentés au
niveau de 1’Indo-Pacifique. Les clades E et F n’ont jamais été détectés au cours de ce suivi.
Ainsi, sur quinze profils possibles, impliquant la présence de un, deux, trois voire quatre
clades en simultané, seulement trois n’ont jamais €té recensés, intégrant systématiquement le
clade B (AB, ABD et B). De plus, ce clade lorsqu’il est détecté, 1’est exclusivement en tant

que clade cryptique.
Sur I’ensemble du suivi, les trois especes de coraux ont montré différents degrés de

flexibilité et/ou de fidélité a un(des) clade(s) particulier(s). De plus, pour une méme espece,

des variations de flexibilité ont également été observées a 1’échelle spatiale.
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Figure 32 : Profils des communautés de Symbiodinium identifiés durant le suivi spatio-temporel
des espéces A. cytherea (ACYT), P. damicornis (PDAM) et P. rus (PRUS) selon les différents sites
de suivis ‘Li’, ‘Ma’, ‘V1’ et V3’

III.1 Richesse de la diversité des profils corail- Symbiodinium entre espéces

coralliennes et a échelle spatiale

1.1 Acropora : A. cytherea

La plupart des colonies d’A. cytherea suivies (14/16 ; Figure 32) abritaient plus d’un
clade de Symbiodinium et ont montré une importante flexibilité avec une association possible
avec les quatre clades A-D. Cette espece a été identifi¢e comme étant tres fidele au clade A,
présent de manicre quasi systématique au sein de 1’hote, excepté pour une colonie sur le site

‘V3’ dominée par le clade C.

A D’échelle de Moorea, neuf profils de communautés de Symbiodinium sur quinze
possibles (Figure 32) ont été observés chez A. cytherea, les principaux manquants €tant ceux
intégrant le clade B (i.e. AB, BD, ABD, BCD et B) en plus du profil AC. Une importante
variation spatiale de la diversité des profils a été identifiée. En effet, les 4. cytherea présents
sur le site “V1’ (N=5 colonies) ont montrés seulement trois profils différents, AD, ACD et
ABCD dans des proportions tres déséquilibrées de 72%, 26% et 3% (Figure 32). A I’inverse,

sur le site ‘V3’, situé sur la méme cote, mais trés contrasté au niveau environnemental (voir
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Chapitre III), neuf combinaisons de profils ont été enregistrées, tout en notant la présence
d’une colonie supplémentaire sur ce suivi (N=6 colonies). L’association multi-clade AD a été
identifiée comme étant le profil surreprésenté, avec une proportion d’observation de 50%,
suivi des profils mono-clade A et CD a 11% chacun, puis des profils C et ACD a 7%, et enfin
des profils BC, D, ABC et ABCD a moins de 5%. Finalement, sur le site ‘Li’ la richesse est
intermédiaire, avec 1’enregistrement de quatre profils distincts mais trés disproportionnées, a
savoir toujours une dominance du profil AD a 50%, suivi de pres par le profil A a 40%, puis

des profils D et ACD a 8 et 3%, respectivement.

1r1.2 Pocillopora damicornis

Les colonies coralliennes représentatives du genre Pocillopora ont montré une moins

grande diversité au niveau des profils des communautés de clades de Symbiodinium. En effet,
malgré I’identification des quatre clades principaux A-D, sept profils seulement ont été
recensés et tous incluent le clade D, apparu comme clade dominant au sein des polypes
(Figure 32). Les profils non observés chez P. damicornis regroupent majoritairement ceux
intégrant le clade A (i.e. A, AB, AC, ABD, ABC et ABD).
Ainsi, sur ’ensemble des sites, les communautés de Symbiodinium mono-clade D ont été
identifiées dans plus de 70% des cas, en addition a la combinaison CD identifiée dans des
proportions allant de 10-26%. En complément, une augmentation de la diversité des profils a
¢été observée dans les sites ‘“V1’° et ‘Ma’, avec les profils ACD et BCD respectivement, et de
maniere plus importante dans le site ‘Li’, regroupant les sept profils D, CD, BD, BCD, BC,
AD et ACD.

De plus, il est important de noter que pour I’ensemble des P. damicornis étudiés dans le suivi,

tous appartenaient 2 un méme haplotype, de morphotype béta (Annexe 1)

1113 Porites rus

Les colonies de P. rus, représentatives du genre Porites, ont montré une importante
stabilit¢ au niveau de leur association avec des communautés de Symbiodinium
systématiquement constituées des clades C et B (Figure 32). Ainsi, au total cinq profils

exclusivement dominés par le clade C ont été identifiés (i.e. BC, ABC, C, BCD, AC), dont
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trois intégrant les clades B et C seuls ou accompagnés des clades A ou D. Ces trois profils
représentent 90 & 100% des profils sur les différents sites. En complément, quelques cas de
communautés de Symbiodinium mono-clade C ont été identifiées, uniquement sur les sites
‘Ma’, ‘VI’ et “V3’ (4-10%), ainsi qu’un cas de communauté AC sur le site “V1’. Un gradient
de la diversité des profils a été mis en relation selon 1’échelle spatiale, plus faible a ‘Li’
présentant seulement les profils ABC et BC dans des proportions relativement équilibrées (43
et 57%, respectivement), suivi de ‘V3’ et ‘Ma’ avec quatre profils, puis V1’ avec cinq

profils.

IIL.2 Composition et dynamique des communautés de Symbiodinium au sein de

I’hote

111.2.1 Acropora cytherea

111.2.1.1 Nature des associations hote-Symbiodinium

La plupart des colonies d’Acropora cytherea suivies sur les différents sites abritaient
plus d’un clade de Symbiodinium en simultané (N=13/16) et de composition variable (Figure
33). Une grande majorité¢ d’entre elles était composée des clades A et D, les autres possédant
¢galement le clade C. Les proportions du nombre de copies 28S des clades hébergés sont
relativement stables a 1’échelle temporelle a 1’intérieur d’une colonie mais variables entre les
colonies. Ainsi, en comparant les colonies en fonction de leurs proportions en clades A et D,
trois groupes peuvent étre identifiés :

1) les communautés AD dominées par le clade D, présent en forte proportion, et
faiblement représentées en A. Ce groupe est caractérisé par un écart de 10 unités log entre les
clades A et D (A : 6-12 et D : 19-22 unités log de copies 28S clade/copies 18S polype). Cela
concerne les colonies ‘Li-Acyt-2’ et ‘Li-Acyt-5’, qui ont montré les quantités moyennes de A
les plus faibles parmi toutes les colonies analysées, d’environ 5.10° copies 28S/ copies 18S de
polype (ANOVA : df=15, F=17,39, p<0,001) ;

i) les communautés AD, toujours dominées par D (16-21 unités log de copies
28S/copies 18S de polype) mais dans de moindre disproportion avec le clade A (10-18 unités
log de copies 28S/copies 18S de polype). Cette signature symbiotique est observée pour les

colonies ‘Li-Acyt-7" et ‘V1-Acyt-3°. Il est a noter que des colonies de méme signature
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symbiotique ont été observées avec une association ponctuelle au clade C. Il s’agit des
colonies ‘V1-Acyt-4’, ‘V1-Acyt-7’, ‘V1-Acyt-8’ et ‘V3-Acyt-2’.

i) les communautés AD dominées par D, mais en plus faible quantité que les
groupes précédents (13-18 unités log de copies 28S/copies 18S de polype, soit 9,30.10° copies
28S / copies 18S de polype en moyenne) (ANOVA : df=13, F=10.58, p<0.001). Ce groupe
présente des proportions de clade A élevées (10 a 14 unités log de copies 28S/copies 18S de
polype) similaires a celles du groupe ii). Cette signature symbiotique est retrouvée par
exemple dans les colonies marquées ‘V1-Acyt-5’ et ‘V3-Acyt-4’.

A ces trois principaux groupes de colonies, définis selon leurs proportions respectives en
clades A et D appelées signatures symbiotiques, trois autres colonies ont présenté des
signatures symbiotiques différentes. La colonie ‘V3-Acyt-10" possédait une communauté de
Symbiodinium cette fois-ci dominée par le clade C, entre 18 et 20 unités log de copies
28S/copies 18S de polype soit en moyenne 3,35.10% copies 28S/ copies 18S de polype. Par
ailleurs, deux colonies du site ‘Li’ ont présenté¢ des communautés mono-clade A stables au
cours du suivi, constituant la derniére signature symbiotique observée (i.e. ‘Acyt-10" et ‘Acyt-
9’). Ces communautés ont eu des proportions de clade A stables similaires a celles des
groupes ii et iii, comprises entre 12,5 et 16 unités log de copies 28S/copies 18S de polype, soit

2,7.10° et 3,3.10° copies 28S/ copies 18S de polype.

Globalement, ces différentes signatures symbiotiques ont ét¢ maintenues tout au long
du suivi pour chacune des colonies, les différentes proportions des deux principaux clades, A
et D, lorsqu’ils sont présents, restant dans les limites des valeurs attendues (seuil de 95%). En
revanche, il est apparu une disparité au niveau de leur répartition, principalement a travers la
différence de proportion de clades D. Ainsi, sur le site ‘Li’, les colonies possédant le clade D
ont eu systématiquement une signature symbiotique avec de fortes quantités de ce clade

(ANOVA : df=2, F=7,02, p=0,002) au contraire des deux autres sites.
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111.2.1.2 Flexibilité et/ou fidélité des associations hote-Symbiodinium

Au dela des signatures symbiotiques, reflétant un aspect général des observations, une
importante dynamique des communautés de Symbiodinium a néanmoins été enregistrée au
cours de ce suivi. En effet, il a été observé, a certains temps de I’échantillonnage, des
changements importants et brusques de la quantité de certains clades (‘shuffling’) ou leur
perte et/ou gain (‘switching’) (Figure 33).

Des diminutions et des augmentations importantes du nombre de copies de 28S, entre les
intervalles de deux mois, ont été enregistrées pour les clades :

- D, de I’ordre d’un facteur 12 (e.g. ‘Li-Acyt-7’ entre aoiit et octobre 2011 ; “V1-
Acyt-3’ entre décembre et février 2012), 20 (e.g. “V1-Acyt-4’ entre aolt et décembre 2011) et
150 (i.e. “V1-Acyt-5’ entre décembre et février 2012) ;

- A, de ’ordre d’un facteur 7 (e.g.”’V3-Acyt-3’ entre octobre et décembre 2011 ;
‘V3-Acyt-4’ entre février et avril 2012), 12 (e.g. ‘Li-Acyt-7’ entre avril et juin 2012 ; V1-
Acyt-4 entre février et avril 2012) et 55 (‘V1-Acyt-5" entre décembre et février 2012) ;

- C, dans le cas unique de la colonie ‘“V3-Acyt-10" dominée par le clade C, de

I’ordre d’un facteur 11 (2,5 en unités log) entre juin et aolit 2011 par exemple.

Par ailleurs, pour les communautés AD strictes, des interactions avec le milieu externe
ont été observées, notamment avec le clade A. Plusieurs cas de perte de ce clade ont été
détectés, alors qu’il était présent a un seuil < 6 copies 28S/copies 18S de polypes (en log)
pour les deux colonies du site ‘Li’ de signature a faible A (i.e. ‘Li-Acyt-2’ et ‘Li-Acyt-5" aux
mois d’octobre et février 2011). Dés les périodes suivantes, le clade A a été réacquis, via le
milieu externe, et quantitativement retrouve immédiatement le seuil équivalent a celui
identifi¢ avant la perte, et donc propre aux caractéristiques de la signature symbiotique de la
colonie, entre 6 et 8 unités log de copies 28S/copies 18S de polype. Dans une autre gamme,
des colonies du site “V3’ ont perdu leur association avec le clade A a partir d’un seuil < 10-11
unités log de copies 28S/copies 18S de polype. Ces événements sont apparus par exemple au
sein des colonies ‘V3-Acyt-2’ entre décembre et février 2012 (quantité avant perte de 10,09
unités log de copies 28S/copies 18S de polype), ou ‘V3-Acyt-4’ entre octobre et décembre
2011 (quantité avant perte a 11,54 unités log de copies 28S/copies 18S de polype). Une
réacquisition au cours des deux mois d’intervalle a été observée et quantifiée, cette fois-ci a
des valeurs plus élevées que celles initialement quantifiées (12,95 et 16,36 unités log de

copies 28S/copies 18S de polype pour les colonies ‘V3-Acyt-4’ et ‘V3-Acyt-2’,
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respectivement). En revanche, des pertes de clade D ont trés rarement été observées, a savoir
seulement deux fois au cours du suivi au sein des colonies ‘V3-Acyt-1’ et ‘V3-Acyt-2’. Pour
ces deux colonies, le clade D identifié¢ a 19,5 (‘V3-Acyt-1’) et 20,8 (‘V3-Acyt-2’) unités log
de copies 28S/copies 18S de polype en février 2012 a été perdu la période suivante (avril
2012). Les deux mois suivants, seule la colonie ‘V3-Acyt-2’ a réacquis le clade D a des
quantités comprises dans la gamme de la signature symbiotique de la colonie (17,83 unités

log de copies 28S/copies 18S de polype).

Pour les clades cryptiques C et/ou plus rarement B (2/16 colonies), faisant des
apparitions ponctuelles, les quantités enregistrées ont systématiquement atteint un seuil
minimum de 10,5 unités log, équivalent a 36 300 copies 28S/copies 18S de polype, et de 6,6
unités log équivalent a 665 copies 28S/copies 18S de polype, respectivement. Une fois acquis,
la présence du clade cryptique C a pu s’étendre sur une période pouvant aller de 4 a 8 mois
(e.g. “VI-Acyt-4’) et alors montrer des dynamiques trés marquées par des variations pouvant
excéder un facteur de 150 (5 unités log), comme dans le cas de la colonie ‘V1-Acyt-4’ entre
décembre et février 2012 ou encore dans le cas de la colonie ‘V1-Acyt-8 entre février et avril

2012, et ainsi atteindre les 6,6.107 copies 28S/copies 18S de polype.

111.2.1.3 Interaction entre clades de Symbiodinium

Les interactions entre clades de Symbiodinium ont été¢ évaluées par une analyse en
composante principale (ACP) en analysant les quantités des clades identifiés (A-D) dans
chacun des ADN génomiques d’A. cytherea, suivis durant 14 mois. D’aprés les interactions
entre ces variables, les liens entre les clades ont été évalués selon différents contextes par des
discriminations par site, par profil de communauté de Symbiodinium, par type d’association

mono vs. multi-clades, et enfin selon les clades dominants des communautés (Figure 34).

La premicre composante de I’ACP (43.95% de la variance totale) indique une forte
opposition des quantités de clades A et D avec celles des clades C et B. L importance des
clades A et D dans les coraux est d’autant plus marquée dans les sites ‘V1’ et ‘Li’ (Figure
34a). Indépendamment, 1’axe 2 (27.11% de la variance totale) met en évidence les
interactions positives entre les quantités de clades D et C. Ces observations ont été faites lors

des apparitions ponctuelles de clade C de Symbiodinium, associées a de nettes augmentations
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des quantités de clade D, comme par exemple au sein de 1’hote “V1-Acyt-7" en aolt 2011 ou
I’apparition du clade C et une augmentation de 93% (2,1.10° a 1,47.10° copies 28S/copies 18S
de polype) du clade D a été enregistrée. De plus, des diminutions importantes ont été
détectées simultanément pour les clades C et D, comme le montre la colonie ‘V3-Acyt-2’ qui
a subit en décembre 2011 une chute des Symbiodinium de clade C, de 1’ordre d’un facteur 115
(7,1.10° & 6,1.10* copies 28S/copies 18S de polype) et de 1’ordre d’un facteur 15 pour les
clade D (3,5.10° a 2,4.10° copies 28S/copies 18S de polype), apparaissant néanmoins dans la

gamme naturelle de variations (cf. méthode Chapitre II, partie IV).

La discrimination par profils de communautés de Symbiodinium (sauf ABCD et ABC
sous représentés ; Figure 34b) met en évidence, sur I’axe 1 de I’ACP, des quantités plus fortes
de A lorsqu’il est associé au clade D, avec en moyenne 1,1.107 copies 28S/ copies 18S de
polype (ANOVA avec prise en compte de la variation inter-colonies : df=2, F=9,88, p<0,001).
Les colonies de communautés de Symbiodinium appartenant au profil ACD ou encore mono-
clade A comptaient en moyenne 9,9.10° et 3,2.10° copies 28S par copies 18S de polype
respectivement. Ce clade représente la plupart des associations mono-clades observées tout au
long du suivi dans les colonies d’A. cytherea (Figure 34 c,d), et constitue d’ailleurs une
‘signature symbiotique’ particuliere retrouvée dans deux colonies (voir partie 1.2.1.1.). En
revanche, pour le clade D, apparu dans des communautés de Symbiodinium de profils ABCD,
ACD, AD, CD et D, les quantités de ce clade sont assez hétérogenes entre profils (4,2.10°-
5,2.10° copies 28S/copies 18S de polype) sans différence significative liée & un effet interactif
potentiel lorsqu’il est présent avec d’autres clades en particulier (ANOVA avec prise en
compte de la variation inter-colonies p>0,05: df=3, F=1,26, p=0,29).

Les faibles occurrences des clades C et B n’ont pas permis d’analyser les variations de

leurs quantités en copies 28S selon des profils donnés de communautés de Symbiodinium.
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Figure 34 : Analyse en composantes principales (ACP) utilisant les quantités des clades A-D en
nombre de copies 28S chez A. cytherea durant le suivi spatio-temporel de juin 2011 a aoiit 2012,
représentées par: a) site, b) profils de communautés de Symbiodinium, c) nombre de clades

associés, et d) clade dominant.

11.2.2 Pocillopora damicornis

111.2.2.1 Nature des associations hote-Symbiodinium

Contrairement a la nature multiple des associations hote-Symbiodinium constatée chez
A. cytherea, celle observée chez P. damicornis présente une constance remarquable. En effet,
100% des colonies (n=20), observées durant la totalité du suivi, possédent le clade D comme

unique clade dominant stable (Figure 35). Cependant, les quantités en nombre de copies 28S
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de ce clade sont réparties dans une gamme quantitative trés étendue comprise entre 4,4.10° et
1,3.10" copies 28S/ copies 18S de polype (15-20 unités log). Cette large gamme, pouvant
¢galement constituer des signatures symbiotiques selon les colonies (e.g. D<15 unités log :
‘Ma-Pdam-4’, ‘Ma-Pdam-9°, D entre 15-20 unités log: ‘Li-Pdam-4’, ‘Li-Pdam-7’), est
fortement corrélée a la situation géographique des hotes coralliens (ANOVA : df=3, F=27,71,
p<0,001). En effet, les coraux ayant abrité les plus fortes quantités de clade D ont été observés
sur le site ‘Li’, comme chez A. cytherea. Cela représente des quantités de copies 28S clade D
environ 6 fois supérieures a celles trouvées chez les P. damicornis de “Ma’ (3,65.10°, soit 2
unités log d’écart) ou 2 fois supérieures (écart de 1 unité log) a celles de V1’ (1,64.107) et de
V3’ (6,66.10°), ces derniers n’étant pas distincts entre eux.

Pour les clades cryptiques, leurs quantités au sein des hotes coralliens étaient détectées a un
seuil minimum de 2 200 copies 28S (10 en unité log) pour le clade C et de seulement 150
copies pour les clades B et A (~5 en unité log). Les Symbiodinium clade C ont fréquemment
¢té enregistrés de maniere sporadique chez la plupart des colonies (18/20) sur les différents
sites, mais sans réelle tendance au niveau temporel avec des apparitions réparties de aolt

2011 a aott 2012.

111.2.2.2 Flexibilité et/ou fidélité des associations hote-Symbiodinium

Malgré, la tres nette fidélité de 1’association des coraux P. damicornis avec le clade D,
un fort potentiel de dynamique de cette association corail-algue a été mis en avant avec
d’importantes fluctuations temporelles, pouvant varier de facteurs: 12 (~2,5 en unité log)
comme par exemple pour les colonies ‘Li-Pdam-4’ et ‘Li-Pdam-11’, ou 20 (~3 en unité log)
comme par exemple pour les colonies ‘Ma-Pdam-9° et ‘V1-Pdam-5’ entre aofit et octobre
2011 et février et avril 2011, respectivement. De plus, méme si cela est resté tres rare, la perte
exclusive du clade D en faveur des clades cryptiques C et B a pu étre observée en aott 2012
dans la colonie ‘Li-Pdam-2’.

Concernant les clades cryptiques, détectés a 1’état de trace, une importante flexibilité a
¢té observée pour le clade C avec des apparitions ponctuelles et répétées dans la plupart des
colonies suivies de P. damicornis (18/20 colonies), a 1’opposé des clades A et B moins
fréquemment identifiés (3/15 et 5/15, respectivement). On note une dynamique particuliére de
ces clades dans la colonie ‘Li-Pdam-2’, avec une forte fréquence d’alternance d’apparitions et

de disparitions.
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111.2.2.3 Interaction entre clades de Symbiodinium

Par le méme principe que précédemment, une analyse en composante principale a été
réalisée pour étudier les éventuelles interactions entre les clades de Symbiodinium associés
chez P. damicornis (Figure 36). Les interactions entre ces variables ont été évaluées selon
différents contextes par visualisation des projections selon les sites, les profils de
communauté de Symbiodinium, les types d’association mono vs. multi-clades, et enfin selon

les clades dominants des communautés.

Cette analyse montre, sur le premier axe (42,83% de la variance totale), une opposition
des quantités du clade D, dominant, avec celles des clades B et C. Le deuxiéme axe (25,42%
de la variance totale) montre que, malgré sa trés faible occurrence, les quantités du clade A
sont opposées a celles du clade D. Les ellipses, regroupant au moins 95% des projections des
différentes valeurs de chacun des sites sur le graphe (Figure 36a) permettent de visualiser des
compositions algales peu divergentes entre les sites ‘V1°, ‘Ma’ et ‘“V3’. Elles distinguent,
néanmoins le site ‘Li’ par une plus grande diversité des communautés de Symbiodinium
(IT1.1.2), db a la présence des quatre clades A-D.

De plus, les interactions positives entre les clades C et B sont de nouveau observées
par I’analyse discriminante par profils (Figure 36b) de communautés de Symbiodinium. D’une
part, la présence quasi exclusive du clade B en présence du clade C (sauf en avril 2012 dans la
colonie ‘Li-Pdam-11") a été observée, cette condition n’étant pas vérifiée dans 1’autre sens.
D’autre part, une nette augmentation de la quantité du clade C est identifiée au détriment de la
quantité¢ du clade D, lorsque le clade B est également présent (Figure 36b). Par exemple, les
quantités de clade C dans une communauté algale de profil BCD ont été évaluées entre
5,47.10" et 1,57.10° (n=6, moyenne de 5,69.107) copies 28S/copies 18S de polype. Ces
quantités sont significativement supérieures a celles évaluées dans les profils CD comprises
entre 2,34.10° et 2,29.10" (n=35, moyenne de 1,03.10%) copies 28S/copies 18S de polype
(ANOVA : df=1, F=13,37, p=0,001 avec prise en compte de la variabilité de la colonie).

En revanche, sans tenir compte des profils sous représentés (i.e. AD et BD), le nombre de
copies 28S de Symbiodinium clade D est resté important (~15-20 en unité log) et n’a pas été
influencé selon le type de profil donné (ANOVA avec prise en compte de la variation inter-
colonie : df=3, F=1,35, p=0,26) ou encore selon le nombre de clades cumulés (ANOVA avec

prise en compte de la variation inter-colonies : df=2, F=1,55, p=0,21), a savoir un seul clade
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(profil D, moyenne de 2,18.107), deux clades (profil CD, moyenne de 1,40.10") ou trois clades
(profils ACD et/ou BCD, moyenne de 6,63.10°).

a. SITE

Axe 1 (42.83%)

Axe 2 (25.42%)

A

b. PROFILS

Axe 2 (25.42%)

ACD

Axe 1 (42.83%) C / D

BD

¢. ASSOCIATION MONO vs. MULTI

Axe 1(42.83%)

Axe 2 (25.42%)

d. CLADE DOMINANT

Axe 2 (25.42%)

Axe 1 (42.83%)

Figure 36 : Analyse en composantes principales (ACP) utilisant les quantités des clades A-D en
nombre de copies 28S au sein des polypes chez P. damicornis durant le suivi spatio-temporel de
février 2011 a aotit 2012 représentées par : a) site, b) profils de communautés de Symbiodinium,
c) nombre de clade associés, et d) clade dominant.

Les représentations selon le nombre de clades présents et le type de clade dominant

dans les communautés de Symbiodinium, mettent en avant la tendance trés marquée des

associations mono-clades D chez P. damicornis. Dans un second temps, le lien entre ces deux

représentations indique un ‘shuffling” de communautés symbiotiques a dominance clade D vs.

clade C, la plupart du temps lorsque le clade B est également impliqué (Figure 36 c,d).
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11.2.3 Porites rus

111.2.3.1 Nature des associations hote-Symbiodinium

Les colonies de P. rus suivies durant 10 mois ont montré une importante fidélité¢ a
I’association multi-clades BC (100% des colonies), avec pour clade dominant exclusif le
clade C (Figure 37). Les quantités de ce clade en nombre de copies 28S au sein des polypes
ont été identifiées dans une gamme comprise entre 2,55.10% et 5,70.10". La colonie ‘V3-Prus-
7’a présenté les plus fortes quantités de copies 28S clade C (ANOVA : df=16, F=338,
p<0,001), de valeur moyenne de 3,07.10’ (17,24+1,25 en unité log). Les autres colonies ont
présenté de plus faibles quantités comprises entre 6,52.10° et 9,53.10° (‘Li-Prus-3’, ‘Ma-
Prus’-3, ‘“V1-Prus-3’ et “V3-Prus-10"). Ainsi, en écartant la colonie ‘V3-Prus-7’, les quantités
de clade C ne diffeérent pas entre les différents sites (ANOVA: F=0,62, p=0,06).

En complément, malgré la présence du clade B a I’état de trace dans une gamme
comprise entre 1 et 2.10° copies 28S/ copies 18S de polype (0,54-7,56 en unité log), ce clade
cryptique apparait aussi comme un clade fidele a ’espece P. rus. En effet, la présence de ce
clade a été détectée dans I’intégralité des colonies de maniere stable, durable et homogene
(ANOVA : df=16, F=0,4658, p=0,957). Les quantités de clade B en nombre de copies
28S/copies 18S de polype ont montré des différences a 1’échelle spatiale, avec une plus forte
proportion sur le site ‘V3’ (ANOVA : df=3, F=9,71, p<0,001) présentant une moyenne de
75,73 (4,34 en unité log), soit environ 2,5 fois plus qu’aux autres sites (~30 copies). En
retirant du jeu de données la colonie “V3-Prus-7°, qui présente une quantit¢ moyenne de 129
copies 28S de clade B, supérieure a celles des autres colonies meres n’ayant pas excédé les 66
copies 28S/ copies 18S de polype, les quantités moyennes de copies 28S de clade B
quantifiées dans les coraux de ‘V3’ (79,31 copies 28S/copies 18S de polype) sont toujours
plus importantes que celles des autres sites ‘Li’, V1’ et ‘Ma’ (ANOVA sur les rangs : df=3,
F=8,38 et p<0.001), ceux-ci étant caractérisés par des valeurs moyennes proches d’environ
30.

Le clade A, deuxieme clade cryptique détecté, a montré une fidélité beaucoup moins marquée
avec une présence stable et durable pour les colonies des sites ‘Li’ et ‘“V1’ seulement,
présentant des quantités de copies 28S/copies 18S de polype similaires (KW: df=1, K=0,716
et p=0,39), équivalentes a 154 (4,5 en unité log) et 212 (4,83 en unité log), respectivement. En
revanche, les colonies des deux autres sites, ‘V3’ et ‘PL’°, n’ont été associées au clade A que

sous forme de pics en avril 2012 pour quelques colonies seulement (e.g. V3-Prus-1, V3-Prus-

127



10, Ma-Prus-8, Ma-Prus 8), dans des quantités proches des 77 copies 28S par polype
(4.36£1.02 en unité log). Enfin, la présence du clade D a ¢é&té enregistrée tres
exceptionnellement (n=3/114) dans des colonies coralliennes différentes (i.e. V1-Prus-7, V3-
Prus-1 e