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Je terminerai par cette citation qui me correspond bien :

« Il est tellement important de
laisser certaines choses disparaitre.
De s’en défaire, de s’en libérer.

Il faut comprendre que personne
ne joue avec les cartes truquées.

Parfois on gagne, parfois on perd.
N’attendez pas que I’on vous rende
quelque chose, n’attendez pas que
I’on comprenne votre amour.

Vous devez clore des cycles, non
par fierté, par orgueil ou par
incapacité, mais simplement parce
que ce qui précede n’a plus sa
place dans votre vie.

Cessez d’étre ce que vous étiez et
Devenez ce que vous étes... »
- Paulo Coelho



Et, avec toute la tendresse que je voue aux dicotylédones :
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_- Franc Nicolas
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Je dédis cette these a ma grand-mere, Antoinette Millet.



1% prix du concours de poésie, Raraka (Tuamotu)

Merci Annie Aubanel pour cette petite merveille.

Le bénitier vu avec toute l'innocence et la candeur d’un regard d’enfant...
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ADNm : ADN mitochondrial

ADNrr : ADN ribosomique

AG : Acide gras

AG NMI : Acide gras non interrompu de méthyléne

ARA : acide arachidonique
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CCES : Contre Courant Equatorial Sud

CES : Courant Equatorial Sud
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COlI : cytochrome c oxydase |
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Avant-propos

Les bénitiers, organismes iconiques des récifs coralliens, font partie des especes
menacées, mais I'espéce T. maxima reste encore trés présente en Polynésie francaise, ce qui en
fait un lieu d’étude privilégiée. Tout comme les coraux, les bénitiers sont présents dans les zones
récifales et vivent en symbiose avec des organismes unicellulaires symbiotiques, les
Symbiodinium. Malgré ces caractéristiques communes, les bénitiers sont connus pour étre plus
résistants au stress que la majorité des espéces de coraux (Mumby et al., 2001 ; Leggat et al.,
2003). Dans le contexte du réchauffement climatique et du déclin des récifs coralliens, I'étude de
la réponse de ces organismes au stress thermique représente un des enjeux majeurs de la
recherche actuelle en biologie marine dans le but d’aider a ala gestion des ressources naturelles
récifales. Peu d’études ont été réalisées sur les mécanismes mis en ceuvre chez le bénitier, lui
conférant ses facultés d’adaptation aux variations environnementales. Afin de pouvoir mettre a
jour leur faculté et capacité de réponse a un stress thermique, une approche intégrée de
génomique fonctionnelle a été réalisée dans le cadre de cette these. Elle fait appel a 3 approches
« omiques » : génomique, transcriptomique et métabolomique. Ce travail représente ainsi la
premiere étude intégrée utilisant a la fois les outils de génomique, de transcriptomique et de
métabolomique, réalisée chez un bivalve.

Dans un premier chapitre, une synthése des connaissances actuelles des différents
domaines exploités lors de ce travail sera présentée. Le second chapitre est consacré aux
techniques et matériels utilisés. L'étude de la diversité génétique de T. maxima et des
Symbiodinium associés est développée dans le troisieme chapitre. Ces travaux ont permis dans
un premier temps de sélectionner et disposer d’individus avec un fond génétique homogéne,
pour pouvoir ensuite réaliser I'étude comparative de la réponse cellulaire en condition
stressante, développée dans le quatrieme chapitre. L'étude génétique également a permis de
mettre a jour la structuration génétique des populations de bénitiers en Polynésie francaise et
leur connectivité. Les résultats permettent d’émettre des hypothéses sur les facteurs
déterminant les flux géniques présents entre les populations et sur I'histoire de la colonisation
de la Polynésie francaise par les bénitiers. De plus, la diversité génétique d’une espéce
représente un indicateur de sa vulnérabilité aux variations des conditions environnementales.
Un second chapitre de cette thése est consacré a I'étude de la capacité de réponse cellulaire des
bénitiers au stress thermique. Ne disposant d’aucunes données génomiques ou

transcriptomiques, il a été nécessaire dans un premier temps, de disposer d’un transcriptome de
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référence afin de pouvoir analyser les expressions géniques différentielles en fonction des
conditions environnementales. Ainsi, ce chapitre est constitué de I'analyse du transcriptome de
novo de T. maxima réalisé au cours de cette thése, premieres données génomiques de
Tridacnidae, de [I'analyse des expressions géniques différentielles et des variations
métabolomiques en fonction des conditions. Le dernier chapitre est consacré a la présentation
du bilan de ce travail et de son apport aux connaissances actuelles dans ce domaine, ainsi que

les perspectives qui en découlent.
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Les océans couvrent environ 70% de la surface terrestre, et les récifs coralliens seulement
1,5% de la surface des océans. Bien que leur aire de répartition soit assez restreinte, ces
écosystémes présentent une biodiversité, une productivité et une biomasse importantes, parmi
les plus riches des écosystémes de la planéte (Roberts et al., 2002). Ils représentent une zone de
diversité marine souvent comparée a la forét amazonienne sur terre. En effet, les récifs
coralliens hébergent plus de 30% des espéces marines connues et sont importants a bien
d‘autres égards : tourisme, péche, protection des cotes, etc. lls sont caractéristiques des eaux
chaudes tropicales et subtropicales peu profondes et oligotrophes, situées entre 30° de latitude
sud et 30° de latitude nord (Figure 1) ou ils forment des barrieres externes et des atolls (Veron,

2000).

MAJOR CORAL REEF REGIONS OF THE WORLD

® Coral Reefs = £ ig -

Source: WRI, Reefs at

I:] Atlantic D Australia I:] Indian Ocean D Middle East D Pacific D Southeast Asia Risk Revisited, 2011.

Figure 1. Répartition mondiale des récifs de coraux

(WRI, Reefs at Risk Revisited, 2011)

Certains types de coraux, les scléractiniaires, sont capables de synthétiser un squelette
externe en carbonate de calcium, et l'agrégation de ces coraux constitue la fondation
structurelle des récifs coralliens. Ces récifs représentent a la fois un support et une ressource
trophique pour les nombreuses espéces qu’il héberge. Parmi ces espéeces se trouve un des
groupes présentant la plus grande diversité spécifique, les mollusques. Ce groupe comprend des
organismes calcificateurs, les bivalves, dont font partie les bénitiers. Le support de la plupart des
bénitiers est le corail lui-méme (Figure 2), bien que certains se retrouvent également

directement sur le sable.
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Pocillopora damicornis
(scléractiniaire) blanchi

Tridacna maxima

Porites rus (scléractiniaire) blanchi

Figure 2. Photo d’un bénitier de I'espéce T. maxima sur son support corallien, prise a Marutea sud

(Tuamotu-sud). © Yannick Chancerelle, CRIOBE.

La pression humaine sur les littoraux se traduit par un processus d’occupation et
d’utilisation progressive de I'espace naturel littoral lié au développement des activités humaines
(Lefebvre, 2011). L’effet synergique des stress globaux liés au changement climatique et des
stress locaux liés a des facteurs anthropiques et naturels (Hughes et al., 2003) a entrainé le
déclin drastique des coraux observé ces 30 derniéres années (De’ath et al, 2012). Les
organismes des récifs coralliens sont également affectés par ces stress environnementaux,
auxquels se rajoutent l'effet subséquent lié au blanchissement massif et a la mortalité des
coraux qui les hébergent.

Les mécanismes de résistance et de résilience de coraux constructeurs de récifs font
I'objet de nombreuses études, comparativement aux organismes qu’ils hébergent. L'étude de la
capacité d’adaptation aux changements climatiques globaux d’organismes emblématiques des
récifs coralliens représente un enjeu majeur de la recherche actuelle en biologie marine. Les
zones cotieres les plus vulnérables dans le monde sont celles des petites iles océaniques, dont
font partie les fles de la Polynésie francaise, qui vivent économiquement de I'exploitation des
ressources cotiéres et marines ainsi que des activités de tourisme (Lefebvre, 2011). L'étude de la
diversité génétique de I'espéce de bénitier majoritaire en Polynésie frangaise et de sa capacité
d’adaptation au réchauffement climatique devrait fournir des éléments permettant d’optimiser

les plans de gestion de la ressource en bénitiers de cet écosysteme fragilisé.
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I. La diversité des mollusques bivalves

I.1 Généralités

Le bénitier fait partie de la classe des bivalves appartenant a I'embranchement des
mollusques (Cuvier, 1795). Cet embranchement du regne animal contient plus de
130 000 especes. La classification phylogénétique définit les mollusques comme des métazoaires
triploblastiques bilatériens protostomiens dont les synapomorphies sont la présence d'une
radula et d'un manteau (G. Lecointre & H. Le Guyader, 2006). Les eumollusques (Figure 3)
correspondent aux mollusques a corps mou, non segmenté, et présentant une symétrie
bilatérale. lls regroupent tous les mollusques a I|'exception des solénogastres et des
caudofovéates. Les conchiféres sont un sous-embranchement des eumollusques regroupant les
mollusques possédant une coquille d'une seule piéce au moins a I'état larvaire. A ce titre, les
conchiféres regroupent I'ensemble des eumollusques a I'exception des polyplacophores. Les
ganglioneures sont une classe de conchiferes se distinguant par la réduction du nombre de
muscles rétracteurs a une ou deux paires. lls comprennent tous les conchiferes a I'exception des
monoplacophores. La sous-division des ganglioneures en deux classes, les viscéroconques et les
diasomes, est aujourd’hui remise en question par plusieurs études (Giribet et al., 2006; Kocot et
al., 2011; Smith et al., 2011). Les viscéroconques étaient caractérisés par la présence d'une téte
particulierement développée, ils comprenaient les gastéropodes et les céphalopodes (G.
Lecointre & H. Le Guyader, 2006). Les premiers sont caractérisés par la torsion de leur masse
viscérale et les seconds par un pied, divisé en bras, qui surmonte la téte. Les diasomes étaient un
clade réunissant les ganglioneures dont la téte a secondairement presque disparu, c'est-a-dire
les scaphopodes et les bivalves, dont un représentant, le bénitier Tridacna maxima, fait I'objet

de cette these.

29


http://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9tazoaire
http://fr.wikipedia.org/wiki/Triploblastique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Bilat%C3%A9riens
http://fr.wikipedia.org/wiki/Protostomiens
http://fr.wikipedia.org/wiki/Synapomorphie
http://fr.wikipedia.org/wiki/Radula
http://fr.wikipedia.org/wiki/Manteau_%28mollusque%29
http://fr.wikipedia.org/wiki/Mollusques
http://fr.wikipedia.org/wiki/Sous-embranchement
http://fr.wikipedia.org/wiki/Mollusques
http://fr.wikipedia.org/wiki/Coquille_%28mollusque%29
http://fr.wikipedia.org/wiki/Eumollusque
http://fr.wikipedia.org/wiki/Polyplacophore
http://fr.wikipedia.org/wiki/Mollusque
http://fr.wikipedia.org/wiki/Visc%C3%A8re
http://fr.wikipedia.org/wiki/Visc%C3%A8re
http://fr.wikipedia.org/wiki/Bras_%28c%C3%A9phalopode%29
http://fr.wikipedia.org/wiki/Clade
http://fr.wikipedia.org/wiki/Scaphopode
http://fr.wikipedia.org/wiki/Bivalve

b, 8

Conchiféres 6

g

Gangl

Diasomes

{¥] Scaphopodes \‘%'

Figure 3. Classification phylogénétique des mollusques indiquant I’emplacement des bivalves.

(D'apres G. Lecointre & H. Le Guyader, 2006)

Les données phylogénomiques récentes ont remanié cette classification phylogénétique,
avec entre autres le groupe des gastéropodes qui se retrouve évolutivement plus proche des
bivalves et les céphalopodes plus proches des monoplacophores (Kocot et al. 2011; Smith et al.

2011).

Les bivalves sont parmi les organismes les plus communs des environnements marins. lls
représentent une classe de mollusques aquatiques comprenant 12 000 espéces vivantes. lls sont
munis, comme leur nom l'indique, d'une coquille a deux valves. Ils sont caractérisés par la

disparition de la téte, le manteau et la coquille entourant alors la totalité de I'animal et un pied
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en forme de doigt. La classification des bivalves est en perpétuel remaniement, et celle adoptée
par le World Register of Marine Species (WoRMS) en 2012 a été établie a partir de données
moléculaires, anatomiques, morphologiques (des coquilles) ainsi que de données
biogéographiques, paléobiogéographiques et stratigraphiques (Bouchet et al., 2010). Dans cette
classification, 324 familles sont reconnues, dont 214 connues uniquement a partir de fossiles et

110 qui ont encore des représentants aujourd'hui.

Le plus ancien fossile de bivalve remonte au début du Cambrien, il y a 530 millions
d'années. Une phylogénie des bivalves, établie a partir de 4 génes mitochondriaux, les petites
sous-unités ribosomiques mitochondriales ADNr 12S et ADNr 1685, le géne codant la cytochrome
c oxydase | (COI) et le cytochrome b (cytb) (Plazzi & Passamonti, 2010) a permis de calibrer dans
le temps les événements importants de I'histoire évolutive des bivalves. Les nceuds, dont la
datation est la plus robuste, sont ceux des bivalves (530 Ma), des Arcidae (449,5 Ma), des
Cardiidae (427,2 Ma), des Pectinidae (385,9 Ma), des Limidae (360,7 Ma), des Veneridae (345,3
Ma), des Unioninae (216,5 Ma) et des Barbatia (166,2 Ma) (Figure 4). Les espéces appartenant a
chacune de ces classes présentent ensuite une diversité génétique qui leur est propre, et qui
dépend de nombreux parameéetres dont lisolement géographique et les conditions

environnementales.
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Figure 4. Arbre
ultramétrique des
bivalves réalisé avec
I’échelle des temps
géologiques (selon la
méthode « Penalized
Likelihood » avec r8s) et
les limites des intervalles
majeurs (en millions
d’années). Seuls les
nceuds robustes sont
nommeés. Pc,
Precambrien ; Ca,
Cambrien ; Or,
Ordovicien ; Si, Silurien ;
De, Devonien ; Mi,
Mississipien ; Pn,
Pennsylvanien ; Pr,
Permien ; Tr, Trias ; Ju,
Jurassic ; Cr, Cretaceous ;
Ce, Cenozoic. (D’apres
Plazzi et Passamonti,
2010)
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1.2 Le cas particulier des bénitiers (Tridacnidae)

1.2.1 Classification et datation

Selon le World Register of Marine Species, les bénitiers appartiennent a la sous-classe des
Heterodonta, a [l'ordre des Veneroida et a la famille des Tridacnidae
(http://www.marinespecies.org). Cette derniére compte 2 genres: Hippopus et Tridacna. Le
genre Hipoppus comporte deux espéces, Hippopus hippopus (Linnaeus, 1758), et Hippopus
porcellanus (Rosewater J., 1982). Le genre Tridacna comptait 8 espéces jusqu’a récemment :
Tridacna gigas (Linnaeus, 1758), Tridacna maxima (Roéding, 1798), Tridacna derasa (Roding,
1798), Tridacna crocea (Lamarck, 1819), Tridacna squamosa (Lamarck, 1819), Tridacna tevoroa
(Lucas J.S., 1991), Tridacna rosewateri (Sirenko Bl, 1991) et Tridacna costata (Richter et al.,
2008). Une nouvelle espéce, proche de T. crocea et T.squamosa, vient d’étre décrite (Huelsken
et al., 2013). Une autre, Tridacna noae, déja décrite en 1965 (Rosewater, 1965), avait été
regroupée avec T. maxima lors d’une révision plus récente, avant d’étre reproposée en tant
gu’espece distincte (Su et al., 2014), portant ainsi a 12 le nombre d’espéces de Tridacnidae
décrites a ce jour. Tridacna teveroa a été décrit a partir d'un individu vivant en 1991, mais il avait
déja été décrit auparavant, uniquement a partir de sa coquille, et identifié alors en tant que
Tridacna mbalavuana (Ladd, 1934). De méme, T. costata, décrit en 2008 a partir d’individus de la
mer rouge, avait déja été décrit lors de la « Pola » expédition qui avait eu lieu en mer rouge en
1899, et avait été alors nommé T. squaminosa (Huber, M., 2011; Sturany R., 1899).

Une premiére classification phylogénétique, basée sur I’ADN mitochondrial 16S, a été
proposée en 1999 (Schneider and Foighil, 1999). Cette classification a permis de déterminer les
liens de parenté de 8 espéces de Tridacnidae. Les deux especes du genre Hippopus sont séparées
des 6 espéces du genre Tridacna qui sont classées dans deux clusters distincts, le premier
comprenant T.gigas, T. derasa et T. teveroa, et le second comprenant T. maxima, T. squamosa et
T. crocea (Figure 5). En 2008 une nouvelle espéce de Tridacnidae, T. costata, est identifiée en
mer rouge (Richter et al.,, 2008a). L'analyse phylogénétique réalisée a partir du méme marqueur
que celui utilisé par Schneider & Foighil, I’/ADN mitochondrial 16S, a révélé que T. costata est plus
proche du cluster formé par T. maxima, T. squamosa et T. crocea que celui de T.gigas, T. derasa
et T. teveroa. La classification phylogénétique la plus récente (Huelsken et al., 2013), établie a
partir des séquences mitochondriales concaténées (16S et COIl), remet en cause cette
classification puisque T. maxima est plus proche de T. costata que de T. squamosa et T. crocea,

qui se retrouvent proches de la nouvelle espéce décrite par Huelsken (2013) (Figure 6). L'espéce
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T. rosewateri, pourtant décrite depuis 1991 (Sirenko & Scarlato, 1991), ainsi que T. noae,

n’apparaissent dans aucune de ces classifications.

19
H. hippopus Genre Hippopus
18
98/10
27
11
53/1
17
53/2
21
T. tevoroa
17
86/4
Genre Tridacna
L
118 T. maxima
100/94
11
94/3
7
88/3
T. crocea
25
26

C. élaucum
Figure 5. Classification phylogénétique de 8 espéces de Tridacnidae établie grace au marqueur

mitochondrial 16S. C. : Cerastoderma, H : Hippopus, T. : Tridacna. (D’aprés Schneider & O’ Foighil, 1999)
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Tridacna squamosa (ET358: JX974925, JX974841)

Tridacna squamosa (ET1961: JX974924, JX974840)
100, 96 ’_E Tridacna squamosa (EU346363)

100, 100 92 | fidacna squamosa (AM909753)
100 Tridacna crocea (EU341346)
100, 100|_|: Tridacna crocea (EU341354)
98 |_[ Tridacna crocea (ET544: JX974956, JX974872)
985;599 Tridacna crocea (ET1879: JX974945, JX974861)

30 Tridacna sp. (DQ168140, DQ119339)
' Q|_|.V[ Tridacna sp. (ET920: JX974910, JX974879)

100, 1
ODG; 5 0 Tridacna sp. (ET918: JX974908, JX974878)
801=[;000 Tridacna sp. (ET2339: JX974919, JX974895)
Tridacna maxima (ET2386: JX974932, JX974849)

99, 56 [ Tridacna maxima (ET303: JX974936, JX974855)
67 \—: Tridacha maxima (AM909743)
55, - ] 96, - Tridacna maxima (DQ155301, DQ115320)

B 60 | 100, 58 [ Tfidacna squamosina (AM909732)
96 L Tridacna squamosina (AM909726)
80,10 Tridacna derasa (ET356: JX974957, JX974902)
] 68, - 99 Tridacna derasa (GQ166591)

- \M‘: Tridacna gigas (AF122975)
63 Tridacna mbalavuana (AF122977)
98, 100——— Hippopus porcellanus (AF122974)
100 b—m—o—ouo— _ Hippopus hippopus (AF122973)

25 20 15 10 5 0

Millions of years before present

Figure 6. Arbre phylogénétique de 10 espéces de Tridacnidae basé sur des séquences d’ADN
mitochondrial (COI et 16S) concaténées et réalisé avec le logiciel StarBEAST selon un modeéle « birth-
death ». Les probabilités Bayesiennes postérieures issues de StarBEAST et MrBayes se trouvent au
dessus des branches, et les valeurs de bootstrap RAXML en dessous. Les individus indiqués avec deux

références Genbank, possédent a la fois les séquences COI et 16S. (D’apres Huelsken, 2013)

Ainsi, I'histoire évolutive ancienne des bivalves est toujours soumise a débat. Les
phylogénies établies ont été depuis peu largement remaniées suite aux études basées sur I’ADN.
Afin d’améliorer les études phylogénétiques sur les bivalves, plusieurs essais d’études utilisant a
la fois les données morphologiques et moléculaires ont été proposées (Giribet et Wheeler 2002;
Giribet et Distel 2003; Harper et al., 2006; Mikkelsen et al. 2006; Olu-Le Roy et al. 2007). Depuis,
en accord avec Giribet et Distel (2003), il est admis que les données morphologiques sont
adaptées a la résolution des nceuds profonds alors que les données moléculaires sont adaptées
pour la datation des embranchements récents.

L’établissement d’une échelle des temps géologiques s’effectue grace a des données de
géochronologie relative (stratigraphie et paléontologie) et absolue (radiochronologie) (Harland
et al., 1990). L'observation de fossiles dans des couches stratigraphiques datées de facon relative

et surtout absolue indique a quelle époque ces organismes étaient présents sur terre, et permet

35



ainsi d’estimer I'dge de leur apparition. Il est aujourd’hui possible de recouper des résultats
phylogénétiques obtenus a partir de données moléculaires avec I'observation de fossiles dans
certaines couches stratigraphiques, et d’estimer ainsi la datation de certains noeuds (Figure 7).
Par exemple avec ces résultats, la divergence entre les espéces T. squamosa et T. derasa est

estimée autour de 18 Ma.

I I I I

Hippopus hippopus
H. porcellanus

—E: Tridacna (Tridacna) gigas
T. (T.) derasa
T. (T.) tevoroa
T. (Chamerrachea) maxima

T. (C.) squamosa
—L= T.(C.) crocea

Figure 7. Recoupement des résultats phylogénétiques obtenus pour 6 espéces du genre Tridacna et 2
especes du genre Hippopus a partir de séquences d’ADN mitochondrial 16S avec les données
stratigraphiques sur les fossiles. L’échelle des temps, tirée de Harland et al. (1990), est en millions
d’années avant le temps présent. L’observation stratigraphique de chaque espéce est représentée en

trait gras. (D’aprés Schneider et O’Foighil, 1999)

Une phylogénie établie a partir d’un plus grand nombre d’espéces de Tridacninae
(Harzhauser et al. 2008) confirme les résultats de Schneider et O’Foighil (1999). La chronologie
établie a partir des publications de Schneider et Harzhauser (Harzhauser et al. 2008; Schneider
et O'Foighil 1999) a été reprise par Huelsken (Huelsken et al., 2013) afin de calibrer dans le
temps ses résultats obtenus a partir de séquences mitochondriales (Figure 6). La divergence
entre les especes T. squamosa et T. derasa est alors a nouveau estimée autour de 18 Ma. Le
clade comprenant T. maxima s’est séparé des autres clades il y a 14 Ma, et T. maxima s’est

séparé de T. costata il y a 9 Ma.
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1.2.2 Distribution et état des stocks

12.2.1 La répartition mondiale des bénitiers

Les bénitiers sont treés prisés pour le marché de I'aquariophilie, ils font partie des 10
invertébrés les plus exploités ornementalement dans le monde (Tisdell, 1992; Wabnitz et al.,
2003; Othman et al., 2010) mais aussi exploités a des fins agro-alimentaires avec leur chair
(manteau, muscles et gonades) ou pour leur coquille qui est également tres prisée pour réaliser
des objets de décoration (Usher, 1984). Ces différents marchés lucratifs ont amené a une
surexploitation des stocks de bénitiers sauvages (Lucas, 1994), qui peut avoir des conséquences
importantes sur la dynamique des populations (Planes et al., 1993, Planes et Laurent, 2004).
Comme c’est le cas pour de nombreux organismes marins, le nombre de bénitiers a été ainsi
grandement réduit a cause de la surpéche mais aussi par la diminution des habitats (CITES,
20044, b, c et d; Othman et al., 2010). De plus, ils sont sensibles au blanchissement induit par le
stress, souvent associé a l'augmentation de la température des océans (Leggat et al,. 2003;
Norton et al., 1995; Othman et al., 2010). lls sont également affectés par I'augmentation de la
sédimentation et de la pollution (Roberts et al., 2002). Selon la liste rouge de I'lUCN
(http://www.iucnredlist.org), 8 espéces de bénitiers sont identifiés comme « Lower Risk
Conservation Dependant » (dont T. maxima) ou « Vulnerable », et T. crocea est classé comme
« Lower Risk Least Concern », depuis 1996 (Othman et al, 2010). Concernant les espéces
découvertes aprés cette classification, pour T. costata, les auteurs (Richter et al.,, 2008)
proposent de l'inscrire dans la catégorie « Critically endangered », et pour la derniére espéce
décrite (Huelsken et al., 2013), aucune suggestion ne semble avoir été énoncée pour 'instant. La
plupart des bénitiers sont classés dans I'annexe Il de la « Convention on International Trade in
Endangered Species of Wild Fauna and Flora » (CITES), qui regroupe les organismes pas
nécessairement menacés d’extinction, mais dont I'exploitation doit étre controlée afin
d’interdire une utilisation incompatible avec leur survie (CITES 2008), et leur transport a
I'international doit obligatoirement faire I'objet d’'un permis (Othman et al., 2010). En revanche
cette convention ne concerne pas I'exploitation locale, qui est donc autorisée.

Les bénitiers vivent au niveau des rivages de faible profondeur et sur les récifs situés entre
30°E et 120°W et entre 36°N et 30°S. Leur répartition n’est pas équitable, avec la diversité la plus
importante au centre de I'Indo-Pacifique (Spalding et al. 2007). Les populations de bénitiers de
certains récifs peuvent dépasser 500 individus par meétre carré en Polynésie francaise
(Andrefouét et al., 2005) ou a Taiwan (Su et al., 2014). A I'opposé, certaines fles comme les
Philippines, le Vanuatu et la République des Kiribati présentent des densités inférieures a 1

individu par hectare. T. maxima est I'espéce qui présente la distribution la plus vaste : son aire
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de répartition englobe celles de toutes les autres especes de bénitiers (Figure 8). En revanche,
les especes T. costata, T. Rosewateri, T. tevoroa et H. porcellanus présentent les aires de
répartition les plus restreintes (Othman et al., 2010). L'abondance de chaque espéce sur les sites
étudiés est également un parameétre important. Par exemple 7 espéces différentes ont été
identifiées au Sud-Est de I’Asie, mais de nombreuses populations sont aujourd’hui en déclin, voir
éteintes, a priori a cause de la surexploitation. De méme, on dénombre 6 espéces en Malaisie,
mais seul T. crocea a une population stable (Tan & Zulfigar, 2003). T. gigas est probablement
éteint dans la péninsule Malaisienne alors qu’H. porcellanus et T. derasa sont restreints a I'Est de
la Malaisie (Tan & Zulfigar, 2003). A Singapour, H. hippopus et T. maxima sont éteints, et T.
squamosa et T. crocea sont présents seulement en tres petit nombre (Guest et al., 2008). Des 3
especes de bénitiers trouvés en Thailande, T. squamosa et T. maxima sont considérés comme
« rares » (Thamrongnavasawat et al., 2001). On trouve des bénitiers dans toute I'Océanie, méme
si leur diversité y est faible (Othman et al., 2010). Cette diversité diminue au fur et a mesure
gu’on s’éloigne de I'Australie: 7 espéces sont présentes pres de I'Océanie alors qu’on ne
retrouve que T. maxima a la limite Sud-Est de la distribution des bénitiers dans le Pacifique. T.
derasa, T. gigas et T. squamosa ont été introduits par 'Homme a Hawai et en Micronésie (Wells,
1996). T. tevoroa présente une aire de répartition limitée a Fidji et aux Tonga (Klump et Lucas,
1994). L’océan indien comprend 4 espéces de bénitiers : T. maxima, T. squamosa, T. costata et T.
Rosewateri. T. costata se trouve uniquement en mer rouge (Richter et al, 2008a) et T.
Rosewateri uniqguement a I'tle Maurice (CITES, 2008). Le Japon représente la limite la plus au
Nord de la distribution des bénitiers, avec 4 espéces présentes: T. crocea, T. maxima, T.

squamosa et H. hippopus.
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=== H. hippopus T. derasa T. rosewateri - == 7. maxima T. costata

H. porcellanus T. gigas T. squamosa w— T. mbalavuana T. crocea

Figure 8. Répartition mondiale des différentes espéces de bénitiers. Les triangles bleus représentent les
observations de bénitiers n’allant pas jusqu’a la détermination de I'espéce. T. = Tridacna, H. = Hippopus.

(D’aprés Othman et al., 2010)

Les densités de bénitiers sont faibles dans de nombreuses régions, certainement a cause
de I'augmentation de la pression de péche et de la destruction des habitats, liée essentiellement
a l'augmentation démographique. Des 1987, Heslinga et Fitt suggéraient aux communautés
locales de développer la culture de bénitiers pour contrebalancer la péche de subsistance. De
nombreux pays, incluant les Tonga, Palau, Fidji, les fles Salomon, les iles Cook et la Polynésie
francaise ont essayé de contrer le déclin des populations de bénitiers par le développement de
I’aquaculture assorti de programmes de réensemencements (Bell et al. 1999; Clarke et al. 2003;
Lucas 1994; Anonyme 2006).

Les efforts de surveillance sont limités et les mesures pour protéger les bénitiers
réintroduits sont souvent peu respectées. Néanmoins, le Marine Science Institute (MSI) de
I’'Université des Philippines a depuis longtemps mis en place un élevage de bénitiers conséquent
qui lui permet de restaurer les stocks épuisés depuis 20 ans. Les bénitiers sont adaptés a
I'aquaculture, ce qui offre I'opportunité de maintenir les stocks, mais la survie des bénitiers
réensemencés nécessite I'investissement des communautés locales (Gomez et Mingoa-Licuanan,
2006) et le réensemencement des bénitiers peut augmenter les risques sanitaires. De plus, la
mise en place d’élevages de bénitiers peut entralner une homogénéisation du patrimoine

génétique (Benzie et al. 1995; Bell et al. 1999).
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1.2.2.2 Le cas particulier de la Polynésie frangaise
Le triangle de corail, situé au niveau de la région Indo-Pacifique, constitue un « hotspot »
de biodiversité (Veron et al., 2009) a partir duquel la biodiversité diminue d’ouest en est, comme
par exemple la diversité corallienne (Figure 9). Concernant les bénitiers, 7 especes différentes
sont présentes en Malaisie (T. maxima, T. squamosa, T. crocea, T. gigas, T. derasa, Hippopus
hippopus et Hippopus porcellanus), alors qu’au bout du gradient de biodiversité, en Polynésie
francaise, seulement 2 espéeces (7. maxima et T. squamosa) sont présentes (Ahmad Syukri Bin

Othman et al., 2010).

-

P LS P LSS PP

R O O I I T R O O

Figure 9. Variation du nombre d’espéces de coraux dans le monde mettant en évidence le gradient de
biodiversité présent dans I’océan Pacifique que I'on retrouve aussi bien chez les espéces animales que
végétales, terrestres que marines. Fléche = gradient de biodiversité décroissant. (D’aprés Veron et al.,
2009)

En plus d’étre située a la fin du gradient de biodiversité, la Polynésie francaise est
relativement isolée des autres pays : elle se trouve a 7 500 km a I'Ouest du Chili et 6 000 km a
I'Est de I’Australie. Elle est composée d’un ensemble de 118 fles (comprenant des iles hautes et
des atolls) situées dans le Pacifique sud, regroupées en 5 archipels, et couvrant un espace aussi
grand que I'Europe. Sa surface marine est de 5500 000 km? et sa surface terrestre d’environ 3
500 km?. Les fles sont entourées d’un lagon, excepté dans I'archipel des Marquises qui possede
guelques massifs de coraux mais pas de vraie barriere récifale. Elles sont séparées les unes des
autres par des eaux profondes (plus de 2000 métres de profondeur) et les courants locaux
appuient encore davantage cette discontinuité et cette fragmentation (Rougerie, 1995).

La géomorphologie des iles de Polynésie frangaise se définit en fonction de leur histoire
géologique, et essentiellement de leur age, puisque plus une ile s’éloigne du point chaud dont
elle provient, plus elle subit la subsidence et évolue vers le stade atoll. L’histoire géologique de la
Polynésie francaise est découpée en plusieurs épisodes puisqu’elle se situe sur la plaque
Pacifique qui se déplace vers le Nord- Ouest d’environ 11 cm/an (Dupon et al.,1993) et qui

possede plusieurs points chauds dont I'activité pouvait étre séparée de plusieurs dizaines de
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millions d’années (Figure 10). Trois de ces points chauds sont a I'origine des alignements d’fles
de la Polynésie francaise et ont défini les différents archipels qui la composent. Le plus ancien est
I'archipel des Tuamotu, formé entre -60 et -40 Ma (excepté I'lle de Mehatia, agée de 30 000
ans), puis I'archipel des Australes vers -10 Ma, les Gambier vers -5 Ma, et enfin la Société entre -
4,5 et -0,5 Ma. Parmi les 14 iles qui constituent I'archipel de la Société, Tahiti est la plus grande
et une des plus récentes puisque tres proche du point chaud qui a donné naissance aux iles de
cet archipel. L'activité volcanique conséquente qui a donné naissance a Tahiti est estimée entre -
1,4 et -0,5 Ma (Hildenbrand, 2002). On distingue ainsi les fles plus récentes, hautes, dans les
archipels de la Société, des Australes et des Gambier, et les atolls situés essentiellement aux
Tuamotu (n = 77, soit presque 20% des atolls du monde), archipel le plus ancien de Polynésie
francaise. Les atolls sont cependant présents également dans I'archipel de la Société (n = 5) et
celui des Australes (n = 1) (Anonyme, 2010). Les Marquises ne sont pas prises en compte dans le
contexte de cette étude puisque c’est le seul archipel de Polynésie francaise dans lequel on ne

trouve pas de bénitiers.
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Figure 10. Bathymétrie et histoire géologique de la Polynésie francaise. (D’aprés Anonyme, 2010)

Les atolls peuvent présenter des caractéristiques différentes en fonction du nombre de

passes présentes, qui déterminent I'ouverture sur I'océan, et donc les courants lagonaires et les
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échanges entre le lagon et I'océan (Figure 11). C'est dans les atolls et plus particulierement les
lagons que se trouve la majorité des zones d’exploitation des bivalves, dont les bénitiers.

Ainsi, chaque ile de Polynésie francaise présente des caractéristiques uniques : localisation
géographique, géomorphologie de I'ile, pression anthropique et densité de bénitiers. La pression
anthropique exercée sur |'écosystéme lagonaire est caractérisée par le nombre d’habitants,
d’industries, d’exploitations agricoles et de complexes hételiers. Le dernier recensement de la
population humaine effectué en Polynésie francgaise indique que 75% de la population (270 000
habitants) est concentrée sur Tahiti (68%) et Moorea (6%) (ISPF, 2012).

Deux espéces de bénitiers ont été identifiées en Polynésie francaise : T. maxima et T.
squamosa, au niveau de la Société, des Tuamotu, des Gambier et des Australes (Gilbert et al.,
2007; Andrefouét et al., 2014). L'espece T. maxima mesure jusqu’a 35 cm et sa durée de vie peut
atteindre cinquante ans, mais la taille moyenne constatée varie de 10 a 20 cm pour une
longévité de 10 a 20 ans en fonction des milieux. On les trouve dans les lagons, a de faibles
profondeurs (inférieures a 10 m), au niveau de la partie externe des récifs frangeants, des
platiers et récifs barriere, ainsi que sur le tombant des pinacles (Richard, 1982). lls sont
cependant trés rares sur la pente externe des récifs barriére.

Son abondance est trés hétérogéne au sein des iles de Polynésie francaise. Dans certaines
fles des Australes (Raivavae et Tubuai) et surtout dans les atolls fermés des Tuamotu de I'Est
(Fangatau, Fakahina, Tatakoto, Pukarua, Reao, Napuka, etc), T. maxima est I'espéce dominante
du lagon (Anonyme 2006, Salvat, 1972; Andréfouét et al., 2005; Gilbert et al., 2006, 2007). Dans
de nombreuses files, leur densité reste particulierement élevée et largement supérieure a celle
de toute la région Indo-Pacifique. Des données de télédétection associées a des observations in
situ ont permis d’estimer les populations de bénitiers dans plusieurs iles : 544 individus par m’
ont été observés a Tatakoto (Gilbert et al., 2005) avant I'épisode récent de mortalité massive
(Andréfouét et al., 2013), et respectivement 224 et 236 individus par m” & Reao (Salvat 1972;
Gilbert et al., 2005) et a Fangatau (Andréfouét et al., 2005).

Les caractéristiques des populations de bénitiers et leur dynamique sont trés différentes
d’une fle a une autre (Anonyme, 2010). Au niveau des Tuamotu, les populations fonctionnent en
systeme hydrodynamique relativement fermé. Elles sont fragiles car sensibles aux périodes de
calme et d’absence de houle pendant lesquelles les apports venant de I'océan sont tres limités.
Les individus s’y reproduisent toute I'année. La structure des peuplements est différente d’un
atoll a I'autre : a Tatakoto, ol les densités étaient les plus élevées de Polynésie francaise, les
individus étaient majoritairement de petite taille (94% des individus de taille inférieure a 12 cm).

Par opposition, a Fangatau, les densités sont plus faibles mais les individus plus grands (23% des
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individus de taille supérieure a 12 cm, contre 6% a Tatakoto). Ces deux files possedent des
accumulations structurelles de coquilles connues sous le nom polynésien de « mapiko » (Figure
12). Au niveau des Australes les populations fonctionnent en systeme hydrodynamique ouvert
(présence de plusieurs passes), leur croissance est plus lente et leur reproduction est saisonniére
(Figure 11), certainement en raison des températures plus basses (23°C: www.guida-
polinesia.com/fr/polynésie_francaise/iles_australes/climat.html) dans cette région pendant
I’hiver austral. A Tubuai, la biomasse de bénitiers est particulierement importante et 64% des
individus présentent une taille supérieure a 12 cm (Anonyme, 2010). Contrairement a ce qui
était énoncé lors des observations de densités de bénitiers impressionnantes aux Tuamotu
(Salvat, 1967, 1970), ces fortes densités ne semblent pas inféodées uniquement aux seuls lagons
d’atolls fermés, puisque des densités importantes ont également été observées dans plusieurs
fles hautes, sans passes, comme Tubuai et Raivavae (Gilbert et al., 2007; Gilbert et al., 2005,
2006), iles qui disposent d’un grand lagon avec de nombreux « motu ». Au final, il semblerait
gue cette hétérogénéité de densité des populations de bénitiers soit le résultat de conditions
environnementales différentes qui peuvent varier au cours du temps (Planes et Laurent, 2004),
et également, de I'impact de la collecte locale qui, placée a I'échelle de plusieurs générations,

peut avoir modifié la dynamique des populations de bénitiers (Planes et al., 1993).
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Figure 11. Localisation et caractéristiques des stocks de bénitiers. (D’aprés Anonyme 2010)
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TATAKOTO

Figure 12. Photo d’un « mapiko » de Tatakoto.®© Yannick Chancerelle, CRIOBE

L'espéce T. maxima est inscrite dans I'annexe Il de la Convention de Washington depuis
1985, son transport et son commerce international sont ainsi soumis a des autorisations
délivrées par la CITES. Elle est également inscrite sur la liste de I'UICN depuis 1996, dans la
catégorie « Lower risk/Conservation dependant » (www.iucnredlist.org). En Polynésie frangaise,
face a leur exploitation massive (50 tonnes de chair en 2002, Anonyme 2002, 70 tonnes en 2013
d’apres la Direction des Ressources Marines et Minieres), les autorités locales et spécialistes des
récifs coralliens ont adopté dés 2001 des mesures combinant études scientifiques et régulation
du commerce afin d’avoir une gestion sur le long terme de cette ressource. La mise en place du
programme « Bénitier » comprend des travaux portant sur des essais de collectage, d’élevage,
de transport et de réensemencement, ainsi que des études des stocks (IRD-UPF), de la
dynamique des peuplements et des pécheries (IRD-ENSAR et UPF) et une étude de génétique
(CNRS-EPHE-UPVD). En Polynésie francaise, un arrété datant de 1988 (délibération n° 88-184/AT
du 08/12/1988) interdit la péche de bénitiers de taille coquillére inférieure a 12cm, aussi bien
pour le commerce que pour la consommation personnelle, dans le but de permettre aux
organismes d’atteindre la maturité sexuelle et de se reproduire. Comme le renouveélement des
stocks ne peut plus s’effectuer aujourd’hui de fagon naturelle, des conventions établies avec le
Secrétariat de la Communauté du Pacifique (SPC), I’Agence francgaise de développement (AFD) et
la Direction des Ressources Marines et Minieres (DRMM) permettent de financer une étude
visant a rassembler les données économiques nécessaires au développement de la filiere

bénitier (Anonyme, 2013).
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Etant donné que la Polynésie francaise dispose de stocks de bénitiers recensés dont
I'abondance, le recouvrement et les densités sont les plus importants des récifs coralliens de la
planéte (Gilbert et al., 2006), et que les études locales sont principalement axées sur le suivi et
I’entretien des stocks, cela en fait un lieu d’étude privilégié de la diversité génétique de I'espéce

T. maxima.

1.2.3 Diversité génétique des bénitiers dans différents contextes
géographiques et géomorphologiques
1.2.3.1 En région Indo-Pacifique et en Mer Rouge

L’échange d’individus entre populations dans un contexte spatial et temporel détermine la
connectivité d’'une espéece (Lowe et Allendorf, 2010; Palumbi, 2003; Lemer, 2010). La
connectivité génétique représente I'étude des flux géniques entre populations et leurs effets sur
les processus évolutifs au sein de ces populations (Waples et Gaggiotti, 2006; Lemer, 2010). La
variabilité génétique des bénitiers est étudiée dans plusieurs régions depuis les années 1970,
grace aux marqueurs allozymiques. En ce qui concerne I'espéce T. maxima, dans le Pacifique
centre et ouest, un haut niveau d'échange de génes sur de longues distances (jusqu’a 5000 km) a
été observé mais seulement dans les chaines d'iles (Benzie et Williams, 1997). Le flux de génes
trouvé lors de cette étude, hautement directionnel, est décrit par les auteurs comme
perpendiculaire aux courants actuels (Figure 13). Ce résultat est identique a ceux obtenus chez
de nombreuses espéces comme les bivalves T. gigas, T. derasa et Pinctada margaritifera (Benzie
et Williams, 1997; Benzie et Ballment, 1994). L'étude de populations de bénitiers de I'espece T.
maxima de la grande barriere de corail australienne, séparées de plusieurs milliers de km, a
montré des variations génétiques réellement importantes pour des organismes marins (22 %
d’hétérozygotie). Les résultats ont mis en évidence que des espéces vivant dans des
environnements trophiques stables peuvent présenter une forte variabilité génétique (Campbell
et al., 1975), mais également que la différence génétique augmente en fonction de la séparation

géographique (Benzie et Williams, 1992).
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Figure 13. Cartes illustrant : (a) les flux géniques (N.m) parmi les populations de T. maxima dans I'Indo-
Ouest Pacifique, (b) les courants de surface océaniques actuels et ceux présents a 100m de profondeur

dans le Pacifique central. (D’aprés Benzie et Williams, 1997)

L’étude de la connectivité des populations a connu un essor important, notamment dans
le contexte des récifs coralliens, depuis le développement récent d’outils de génétique
moléculaire tels que les marqueurs génomiques (Jones et al., 2005), ce qui a permis notamment
de compléter et de préciser les données précédemment obtenues sur les bénitiers avec les
marqueurs allozymiques. Ainsi, la structure génétique de populations de T. maxima et T. crocea
du triangle de corail a été étudiée a partir d’'un fragment du gene de la cytochrome c oxydasel
(Col) (DeBoer et al., 2008; Kochzius et Nuryanto, 2008; Nuryanto et Kochzius, 2009). Ces études

ont montré une différenciation génétique significative parmi les sites dans le Pacifique Indo-
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ouest et a travers I'archipel Indo-malais, indiquant un flux de genes limité entre les populations
de bénitiers. Chez T. crocea, huit clades différents ont été identifiés par Kochzius et Nuryanto
(2008) dans l'archipel Indo-malais, alors que DeBoer et ses collaborateurs (2008) n’en ont
identifié que trois. En dépit de cette différence quantitative, les auteurs s’accordent sur le fait
que les clades sont spécifiques d’une localisation géographique, ce qui indique une forte
structuration génétique et un flux de genes limité. L'existence de 3 clades distincts parmi les
individus de T. crocea de l'archipel Indo-Malais ainsi que leur répartition géographique sont
également mis en évidence par des analyses phylogénétiques, réalisées avec le marqueur
mitochondrial 16S (DeBoer et al. 2008) et des marqueurs nucléaires (DeBoer et al., 2014). Dans
cette derniére étude, I'utilisation de microsatellites a confirmé I'existence d’un isolement par la
distance.

Dans la méme région, en ce qui concerne T. maxima, trois clades ont été identifiés
(Nuryanto et Kochzius, 2009). Chaque clade est inféodé a une zone géographique particuliere, le
4°™ clade de T. maxima étant limité aux individus de la Mer Rouge (Figure 14). Le clade 1 semble
le plus répandu, il correspond au centre de la zone étudiée, autour de Sulawesi, ou les courants
ascendants et descendants engendrent certainement des flux géniques et augmentent ainsi la

connectivité entre les individus.
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Figure 14. A : Réseau d’haplotypes représentant le lien entre les 117 haplotypes obtenus a partir de 211
séquences COIl de T. maxima prélevés dans I’archipel Indo-Malais et la Mer Rouge. B: Carte de la
répartition des clades dans I'Indo-Ouest Pacifique. Les fleches pleines représentent les courants

dominants, les fleches discontinues les courants saisonniers. (D’aprés Nuryanto et Kochzius, 2009)

L’étude de la diversité génétique de T. maxima et T. crocea dans le Triangle de corail a
partir de marqueurs mitochondriaux (CO/ et 16S) et nucléaire (ITS) (Huelsken et al., 2013) a
renforcé le paradigme émergent de l|'existence fréquente d’espéces cryptiques parmi les
invertébrés marins, méme parmi les taxons connus et étudiés. De plus, cette étude a permis
d’ajouter des régions qui présentent une importante différenciation génétique a celles déja
identifiées dans I'Indo-Pacifique central. Enfin elle souligne comment les modeles

phylogéographiques peuvent différer méme entre espéeces proches et sympatriques.
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1.2.3.1 En Polynésie francaise

En Polynésie francaise, la structure génétique des populations de T. maxima a été étudiée
a des échelles spatiales différentes : dans une ile, entre les fles du méme archipel et entre les
archipels de la Société, des Tuamotu et des Australes (Laurent et al.,, 2002; Planes et Laurent,
2004). Des différences génétiques significatives ont été observées seulement entre des
populations d'archipels différents et la différenciation génétique était corrélée avec la séparation
géographique. Cependant, ces résultats, basés sur I'étude des allozymes, n’ont été soutenus que
par un locus sur les dix étudiés. Les auteurs pensent que la structure génétique peut s’expliquer
par la sélection et que les facteurs sélectifs dépendent trés probablement de I'habitat respectif
de chaque archipel. Aucune étude s’appuyant sur les marqueurs mitochondriaux et nucléaires
n'a été réalisée en Polynésie francaise a ce jour, ce type d’étude a donc été réalisée pour la

premiere fois au cours de cette thése.

Il. Biologie et écologie des bivalves marins

I1.1 Généralités sur les bivalves

Les bivalves possedent une coquille composée de deux valves, articulées entre elles par
une charniére et manceuvrées grace aux muscles adducteurs (http://www.mer-littoral.org). Le
pied trés musclé sert a I'enfouissement (Figure 15). La téte se limite a la bouche et ils ne
possedent pas de radula. Ce sont des organismes filtreurs, lls se nourrissent de micro-
organismes, essentiellement du phytoplancton ou des détritus. L'eau chargée en particules
nutritives et en dioxygene est pompée par le battement de millions de cils des branchies et
pénétre par le siphon inhalant. Les particules sont triées au niveau des branchies, et les
nutriments retenus sont envoyés vers la bouche. lls passent alors dans I'estomac ol une partie
de la digestion est effectuée. Ensuite le contenu stomacal arrive dans l'intestin et les résidus sont

transformés en feces et expulsés par le siphon exhalant.
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Figure 15. Schéma simplifié de I’anatomie des bivalves.

(http://plongee.cours.free.fr/bio/mollusques.htm)

Les bivalves sont capables de coloniser tous les substrats (www.mer-littoral.org). Sur les
fonds durs, ils se fixent en cimentant une valve (huitres) ou en s'attachant a l'aide de leur byssus
(moules, bénitiers). lls peuvent s'enfouir dans les substrats meubles (palourdes) ou perforer le
bois (tarets). Les espéces marines sessiles présentent une mobilité réduite en tant qu’adulte,
mais environ 70% d’entre elles possedent une larve pélagique (Mileikovsky, 1971) qui fournit
une importante capacité de dispersion permettant de compenser les contraintes et les
limitations liées a la vie adulte fixée. La dispersion des bivalves s’effectue donc au gré des
courants lors de la phase larvaire mobile, dont la durée varie selon les espéces.

Parmi la classe des bivalves, seuls les Tridacnidae et deux espéces de Cardiidae, Corculum
cardissa (Linnaeus, 1758) et Fragum unedo (Linnaeus, 1758) vivent en symbiose avec des
organismes unicellulaires photosynthétiques du genre Symbiodinium (Dame, 2011). Cette
association symbiotique est donc une particularité d’un tout petit nombre d’espeéces de bivalves,

et en particulier, les 11 espéces de bénitiers actuellement décrites.
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11.2 Le cas particulier des bénitiers

I1.2.1 Les bénitiers, organismes symbiotiques

Les bénitiers possédent les caractéristiques classiques des bivalves et présentent la
particularité d’avoir une coquille massive, épaisse, présentant de nombreuses ondulations (les
cOtes), ainsi qu’un manteau trées développé. Avec leur grande taille (comprise a I'dge adulte
entre 15 cm chez T. crocea et 120 cm chez T. gigas), la structure caractéristique de leur coquille
et leur manteau coloré, les bénitiers sont des invertébrés iconiques des récifs coralliens. En effet,
en plus de ses couleurs vives, le manteau arbore des motifs uniques qui lui conférent un attrait
visuel trés prisé des plongeurs et des aquariophiles. La couleur du manteau est liée a la présence
d’organes particuliers, les iridophores (Griffiths et al., 1992).

Hermaphrodite protandre, la premiére étape de la reproduction du bénitier est I'émission
du sperme qui a lieu toutes les 2 ou 3 minutes, puis environ une demi-heure aprés les ovocytes
sont émis (Wada, 1954 ; Anonyme, 2006 ; observation personnelle). Aprés la fécondation et
I’éclosion, la phase larvaire, mobile, dure 8 a 10 jours chez T. maxima (Jameson, 1976; Lucas,
1988). Sa dispersion, associée aux premiers stades de vie (Cowen et Sponaugle, 2009; Hauser,
2001), dépend fortement des courants. Elle équivaudra par exemple a 8,6 km par jour pour un
courant de surface moyen de 10 cm/s. La larve se fixe au stade pédivéligére, de préférence dans
un site possédant déja des bénitiers adultes (Lucas, 1994 ; Anonyme, 2006) : c’est la phase de
fixation et de métamorphose en naissain (10°™ au 14°™ jour). Le cycle biologique du bénitier est

détaillé dans la figure 16.
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Figure 16. Cycle biologique du bénitier. (D'apres “The Giant Clam: an Ocean Culture Manual,” 1992)
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La larve pédivéligere capture les Symbiodinium présents dans I'environnement et les
maintient dans I'estomac jusqu’au stade juvénile. Elles remontent ensuite par des diverticules
digestifs, les tubules primaires et secondaires, jusqu’au manteau (Leggat et al., 2002; Norton et
al.,1992) (Figure 17). La symbiose s’établit donc aprés la métamorphose (Anonyme, 2006). Dans
la plupart des symbioses impliquant les Symbiodinium, ceux-ci sont contenus dans les cellules de
leur héte, mais dans certains cas, comme pour le bénitier, ils sont intercellulaires. C'est une

exosymbiose.

Figure 17 Anatomie du bénitier montrant I'emplacement des tubules contenant les Symbiodinium. a.
vue latérale, b. vue dorsale. La structure dense et ramifiée située a la surface de I'estomac (S) est le
diverticule digestif. Les tubules primaires (PZT) proviennent d’un des conduits diverticulaires. AM =
muscle adducteur ; BOF = organe byssal/pied ; CTN = cténidie ; K = rein ; P = péricarde ; PZT = tubule
primaire ; S = estomac ; SM = muscle siphonal ; SZT = tubule secondaire ; TZT = tubule tertiaire. (D’apreés

Norton et al. 1992)

La présence des symbiontes dans le manteau explique qu’il ait pris des proportions tres
importantes chez le bénitier, qui 'expose aux rayons du soleil pendant la journée afin que les
Symbiodinium bénéficient de la lumiére nécessaire a la réalisation de la photosynthese

(Ambariyanto et Hoegh-Guldberg, 1999; Reid et al., 1984; Trench et al., 1981; Yonge, 1975). Il
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semblerait que les iridophores présents dans le manteau permettent la diffraction de la lumiere
qui serait ainsi redirigée vers les Symbiodinium, permettant ainsi d’optimiser la photosynthése.

Les Symbiodinium participent a la physiologie de I'organisme (Muscatine, 1967; Muscatine,
1965) ; ils jouent un role significatif dans I'alimentation et la physiologie de I'h6te (Muscatine et
Le Porteur, 1977). Par exemple, le carbone fixé par la photosyntheése, sous forme de glycérol et
d'autres molécules simples, peut étre soit excrété par les Symbiodinium soit étre directement
ingéré par digestion du symbionte afin de pourvoir aux besoins nutritionnels des hotes (Dubinsky
et al., 1990). Ainsi, si la lumiere est suffisante, le bénitier peut vivre exclusivement des produits
des Symbiodinium.

En outre, la présence de Symbiodinium facilite 'assimilation et la conservation de I'azote
(Hoegh-Guldberg, 1996), une ressource limitante dans les écosystemes lagonaires (Muller-
Parker, 1997). De plus, il semblerait que certains constituants lipidiques produits par les
Symbiodinium, comme I'acide palmitique (C16 :0) et I'acide palmitoléique (C16:1n7), soient
transférés directement a I’'h6te (Johnston et al, 1995). Ainsi, la présence de ces organismes
symbiotiques qui possédent des voies de biosynthéses des lipides spécifiques, notamment celle
des acides gras a longue chaine, représente un avantage pour I'h6te qui bénéficie ainsi
directement d’acides gras qu’il n’est pas capable de synthétiser lui-méme.

Le bénitier est néanmoins capable d’extraire directement les substances nutritives
dissoutes dans I'eau et de produire les acides aminés dont il a besoin. Il peut également par

filtration ingérer de fines particules qui sont triées au niveau des branchies.

I1.2.2 La diversité des Symbiodinium associés aux bénitiers

Les symbioses impliquant des dinoflagellés photosynthétiques et des invertébrés marins
sont nombreuses (Trench, 1979; Pawlowski et al., 2001; Gordon et Leggat, 2010) et jouent un
role clé dans le maintien des écosystémes des récifs coralliens. Le développement de techniques
de génétique moléculaire a permis de révéler I'importante diversité des Symbiodinium (Rowan
et Powers, 1991). L’étude de la diversité des Symbiodinium s’est basée sur la comparaison de
séquences de différentes parties du génome (Rouzé, 2013) : le géne nucléaire codant la petite
sous-unité 18S (Rowan et Powers, 1991; Darius et al., 2000; Brown et al., 2002), la grande sous-
unité 28S (Wilcox, 1998; Baker, 1999; Loh et al., 2001; Pawlowski et al., 2001; Pochon et al,,
2001; Savage et al., 2002; Van Oppen et al., 2001) ou les espaceurs transcrits internes ITS1 et
ITS2 de cet ARN ribosomal (LaJeunesse, 2001; Pochon, 2001; Savage et al., 2002; Arif et al.,

2014) ou bien encore, le gene du grand ARN ribosomique chloroplastique 23S (Jeong et al., 2014;
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Pochon et Gates, 2010; Pochon et al., 2007; Rowan, 2004) ou le géne de la cytochrome b
mitochondriale (Jeong et al., 2014).

Ainsi, neuf clades de Symbiodinium (notés A a |: Figure 18) ont été identifiés jusqu’a
présent par la nomenclature phylogénétique basée sur I’ADNr (Baker, 2003; Correa et al., 2009;
Pochon et Gates, 2010; Rowan et Powers, 1991; Stat et al., 2006; Stat et al.,2008). Chaque clade
contient plusieurs sous-clades (Arif et al., 2014; Jeong et al., 2014; Laleunesse, 2001; Van Oppen
et al., 2005; Rodriguez-Lanetty, 2003). Selon les séquences ITS2, le clade C comprend plus d’une
centaine de sous-clades tandis que le clade D n’en comprendrait qu’une dizaine (Lajeunesse,
2005; Pochon et al., 2007, Rouzé, 2013). Le clade A montre le plus fort taux de divergence, le
clade D présente un taux de divergence plus faible que le clade A (Anisimova et al., 2001; Pochon
et al., 2006; Tchernov et al., 2004), et les clades B et C ont les taux de divergence les plus faibles
parmi tous les clades (Ladner et al., 2012; Rouzé, 2013). A ce jour le clade | a été identifié
uniquement chez les foraminiferes (Pochon et al., 2006) et le clade H, pour qui c’était également
le cas, vient d’étre observé en symbiose avec Pocillopora damicornis (Schmidt-Roach et al.,
2012). Le clade E se retrouve essentiellement a I’état libre (Pochon et Gates, 2010; Pochon et al.,

2006).
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Figure 18. Arbre phylogénétique du genre Symbiodinium élaboré par la méthode du maximum de
vraisemblance, basé sur I'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 l'analyse de la méthode du maximum de vraisemblance ainsi que les probabilités
bayesiennes (BiPP). Les points noirs représentent les valeurs de bootstrap de 100% et les probabilités
bayesiennes de 1. Les noeuds sans valeurs 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’acces

Genbank. (D’aprés Pochon et Gates, 2010)

Ces données ont bien souvent été issues d’amplification des séquences a I'aide d’amorces
universelles qui ne peuvent néanmoins pas étre exhaustives, permettant I'amplification de la
région cible, quel que soit le clade de Symbiodinium concerné. La caractérisation des clades, par
clonage de ces amplifiats et séquencage, est donc loin d’étre compléte, puisque cette technique
ne permet de cloner que les fragments les plus représentés dans I'amplifiat, c’est a dire ceux
issus de I'amplification de I’ADN des clades majoritaires. L'accessibilité récente et a moindre co(t
de la métagénomique devrait permettre trés prochainement de compléter ces données sur la

diversité des clades.
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Concernant la répartition géographique des Symbiodinium, les clades A, B et F semblent
plus communs dans les hautes latitudes, alors que le clade C semble plutét inféodé aux latitudes
tropicales (Baker, 2003; Laleunesse et al., 2003; Savage et al., 2002). Par rapport a la région
indo-Pacifique, la diversité des Symbiodinium semble plus faible au niveau de Pacifique, ou le
clade C parait ubiquiste alors que le clade D a plus rarement été identifié (Baker, 2003;

LaJeunesse, 2001; Lajeunesse et al., 2003; Putnam et al.,2012; Rouzé, 2013).

Lorsque les Symbiodinium sont spécifiques de régions ou d’hotes particuliers, ils sont
qualifiés de « spécialistes », alors que, lorsqu’ils sont largement distribués et vivent en symbiose
avec une grande variété d’hotes ils sont dits « généralistes » (Fabina et al., 2012; Putnam et al.,
2012; Rowan, 1998; Toller et al., 2001; Laleunesse, 2002; Rouzé, 2013). De la méme maniere, les
hotes associés a un seul clade de Symbiodinium sont qualifiés de « spécialistes », alors que ceux
qui vivent en symbiose avec plusieurs clades sont dits « généralistes » (Baker, 2003; Banin et al.,
2003; Fabina et al., 2012; Rowan et Knowlton, 1995; Rowan et al., 1997). Le développement de
techniques de biologie moléculaire extrémement sensibles (i.e. PCR quantitative) a permis de
mettre en évidence la présence de clades cryptiques de Symbiodinium au sein d’'un méme héte
(Correa et al., 2009; Mieog et al., 2007; Mieog et al., 2009; Silverstein et al., 2012; Ulstrup et Van
Oppen, 2003; Yamashita et al., 2011; Rouzé, 2013). Cette observation met en avant le potentiel
de flexibilité hote-Symbiodinium, notion nettement vérifiée chez les coraux depuis quelques
années (Berkelmans et van Oppen, 2006; Mieog et al., 2007; Ulstrup et Van Oppen, 2003; Rouzé,
2013).

Peu d’études ont été développées a ce jour quant aux caractéristiques des Symbiodinium.
Néanmoins, on sait que chacun d’eux possédent des caractéristiques physiologiques qui leur
sont propres et présentent des sensibilités différentes aux conditions environnementales. En
effet, dés 1983, une photo-adaptation entre souches de Symbiodinium provenant d’hotes
différents (coraux, bénitiers et anémones) a été mise en évidence (Chang et al., 1983), suggérant
la présence de génotypes différents. Une étude plus récente sur les clades de Symbiodinium A, B
et F issus d’hotes distincts (Hennige et al., 2009) a mis en évidence des différences significatives
des capacités photosynthétiques a différentes irradiances entre les sous-clades mais pas entre
les clades (Rouzé, 2013). Il a été montré par ailleurs que selon les conditions thermiques, entre
27 et 31°C, les clades A, B et C présentent des modifications de leur taux de croissance distinctes

(Kinzie et al., 2001; Rouzé, 2013). Enfin, le clade A présente la particularité de produire des
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acides aminés de type Mycosporine (MAAs) en réponse a une exposition aux radiations UV, ce

qui n’a pas été observé chez les clades B et C (Banaszak et al., 2000; Rouzé, 2013).

Pour ce qui est des bénitiers, une diversité génétique significative des Symbiodinium
présents chez les bénitiers a été observée grace aux marqueurs allozymiques et a I'amplification
aléatoire d’ADN polymorphe dés 1998 (Baillie et al., 2000; Baillie et al., 1998; Belda-Baillie et al.,
1999). Le clade A a été identifié en mer rouge chez T. maxima, T. squamosa et T. costata. Le
clade C a été identifié en mer rouge chez T. squamosa (Richter et al., 2008), a Palau chez T. gigas
(Carlos et al., 1999) et dans la région Indo-Pacifique chez T. crocea, T. gigas, T. derasa, H.
hippopus, H. porcellanus (Baillie et al., 2000). Parmi les centaines de génotypes de Symbiodinium
trouvés dans la littérature et dans la banque de données Genbank, seuls 11 types distincts ont
été retrouvés au sein des bénitiers et sont également présents au sein d’hotes n’appartenant pas
a la famille des Tridacnidae (Carlos et al., 1999; Baillie et al., 2000; Weber, 2009; Pinzén et
al.,2011 ; DeBoer et al., 2012) (Tableau 1).

57



Tableau 1. Tableau des principaux clades et sous-clades de Symbiodinium identifiés au sein des bénitiers, avec la référence de I'article et la technique utilisée. 1:T.

maxima, 2 : T. squamosa, 3 : T. crocea, 4 : T. gigas, 5 : T. derasa, 6 : T. costata, 7 : H. hippopus, 8 : H. porcellanus.

Clade de Symbiodinium C D . Référence
Technique

Sous-clade Al A3 A3-223 | A6 A6-57 |C1 | C3 | C3-130 | C15-31 |Dla | D1b/D5 | D1b-103

Mer rouge et golf de I'Agaba | 1 ADNr ITS1-5,8S-ITS2 Weber 2009

Ouest de I'océan Indien 1 ADNr ITS1-5,8S-1TS2 Weber 2009

Philippines et Palau 1,2,3,4,6,8 ADNr 18S Carlos et al. 1999

Indo-Pacifique 1,2,3,4,5,7,8 ADNr ITS1-5,8S-ITS2 Baillie et al. 2000

Indo-Pacifique 1 Marqueurs microsatellites Pinzon et al. 2011

Indonésie 1,2,3 3 1,23 |3 1,232 2 1,2,3 1,23 1,23 1 DGEE + ADNr ITS2 DeBoer et al. 2012

Fidji et Vanuatu 1 1 ADNr ITS1-5,8S-ITS2 Weber 2009

Polynésie francaise, iles

Cook et Samoa 1 ADNr ITS1-5,8S-ITS2 Weber 2009
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Il apparait donc que T. maxima, T. squamosa et T. crocea peuvent ainsi vivre en symbiose
avec une large gamme de Symbiodinium (parmi les clades A, C et D) indépendamment de leur
localisation géographique ; ils seraient donc des hotes généralistes. || semblerait que seul le
clade Al, généraliste et tolérant, ait été retrouvé au sein des individus de T. maxima en Mer
Rouge, mettant en évidence I'existence d’un holobionte endémique suggérant une adaptation
particuliere aux conditions de température et de salinité actuelles de cette région (Weber,
2009). Au-dela du caractére généraliste des bénitiers, ils peuvent héberger plusieurs types de
Symbiodinium au sein d’'un méme individu. 9 combinaisons de communautés de clades A, C et D
ont été observées pour un méme individu (Tableau 2) en proportions variables (Figure 19). T.
squamosa serait 'espéce présentant le plus fort taux de mixité de clades présents chez un

individu.

Tableau 2. Clades de Symbiodinium présents chez Tridacna spp. Nombre d’h6tes dans lesquels chaque
combinaison de clades de Symbiodinium a été identifiée. Les colonnes avec plusieurs lettres (AA, CC,
etc...) indiquent que le bénitier posséde plusieurs sous clades de Symbiodinium d’'un méme clade.

(D’apres DeBoer et al., 2012)

Host species ———— Symbiodinium clade combination
A AA C CA CAD CC CD D DA Total

T. crocea 23 ) 83 35 2 9 2 2 161
T. maxima 7 5] 3 1 6 3 28
T. squamosa 2 4 2 2 1 11 5 34 61
Total 32 5 95 40 4 2 26 10 36 250
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Symbiodinium
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90 (Clade 1, n=10)
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0.014 T. maxima
98 : 0.01 (Clade 2,n=3)
0.033 99
T. maxima
(Clade 3, n=15)
SO5a Tridacna sp. (DQ168140)

Figure 19. Arbre phylogénétique construit avec la méthode Neighbor-Joining établi avec les séquences
COI de Tridacna spp avec les clades majoritaires de chaque espéce. La valeur de bootstrap, établie a
partir de 1000 réplicats ainsi que la longueur des branches, est indiquée sous ces derniéres. (a)
pourcentage d’individus de chaque espéce (ou clade pour T. crocea) avec chaque clade de
Symbiodinium (A, C, D ou mixte). (b) pourcentage d’individus de chaque espéce (ou clade pour T.
crocea) avec chaque clade de Symbiodinium du groupe « mixte » présenté en (a). (D’aprés DeBoer et

al., 2012)

La diversité des Symbiodinium présents au sein des bénitiers a donc été étudiée dans de
nombreuses régions du monde, chez 8 des 12 espéces de Tridacnidae actuellement décrites.
Plusieurs types de clades, A, C et D, ont été identifiés au sein des bénitiers, alors que les clades B,
E et F n‘ont jamais été trouvés. Leur larve en étant dépourvue, les bénitiers doivent donc
prélever dans I'’environnement les lignées de Symbiodinium généralistes présentes dans la
colonne d’eau, et a ce jour, aucune lignée de Symbiodinium spécifique aux bénitiers n’a été

identifiée.
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lll. Les approches « omiques » chez les bivalves marins

Un organisme vivant est un systeme complexe dont le phénotype exprimé est constitué
par une part intrinséque (le fonctionnement intra et inter-cellulaire) et une part extrinseque
(contraintes environnementales). Les disciplines « omiques » ont pour objectif d’appréhender le
fonctionnement cellulaire d’'un organisme dans sa totalité en prenant en compte I'ensemble des
étapes réactionnelles: du géne au produit ou activité finale (Mohamadi, 2014). Ainsi la
génomique, la transcriptomique, la protéomique, et plus récemment la métabolomique, ont
pour but de relier les observations réalisées respectivement au niveau du génome, du
transcriptome, du protéome et du métabolome a des fonctions cellulaires. Les données issues de
ces différentes approches sont complémentaires et permettent une description globale des
systémes biologiques étudiés. Ce type d’approche intégrée est surtout préconisé pour mieux
rendre compte des influences multifactorielles ou complexes au niveau de I'évolution et de
I'adaptation d’un organisme (composition du patrimoine génétique et activités biologiques
possibles), et est adaptée au cas de I'étude de la réponse a des perturbations environnementales
(Roux et al., 2011). Elle permet de faire le lien entre un stimulus et les voies induites, pouvant
ainsi révéler la mise en place de voies particulieres (Mohamadi, 2014). Cela peut permettre, dans
un contexte ou I'on ne sait pas invalider les genes, d’aller au-dela de la simple description de ces

derniers qui sont sur ou sous exprimés, sans savoir s’ils sont réellement impliqués.

lll.1 Diversité génomique, protéomique et métabolomique

II1.1.1 Génomes et transcriptomes

Peu de génomes ou transcriptomes de bivalves marins sont actuellement disponibles (Li
et al., 2013). Cependant, grace aux progres des techniques de séquencage haut débit récentes,
I'effort porté dans ce domaine sur les bivalves marins s’intensifie et les bases de données
génomiques s’y consacrant s’enrichissent, soit spécialisées comme  Mytibase
(http://mussel.cribi.unipd.it) pour Mytilus galloprovinciallis ou DeepSeaVent
(http://transcriptomics.biocant.pt:8080/deepSeaVent) pour Bathymodiolus azoricus (Li et al.,
2013) soit généralistes comme (Giga)"DB (http://gigadb.orgdans) ou NCBI-bioproject genome
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject) avec le génome ou le transcriptome de Crassostrea
gigas, Pinctada margaritifera, P. maxima et P. fucata. Les premiéres espéces analysées
présentent généralement un intérét, ressources de valorisation comme la moule, I’huitre ou les
especes d’huitre perliere dont quatre ont fait I'objet d’analyses transcriptomiques (Huang et al.,

2013). Toutefois, des données transcriptomiques de 15 especes de bivalves, Argopecten
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irradians, Chlamys farreri, Crassostrea gigas, Crassostrea virginica, Hyriopsis cumingii, Ennucula
tenuis, Mizuhopecten yessoensis, Mytilus californianus, Mytilus galloprovincialis, Nucula nitidosa,
Pinctada martensi, Ruditapes decussatus, Ruditapes philippinarum, Solemya velum et Yoldia
limatula, ont également été obtenues récemment. (Kocot et al., 2011; Smith et al., 2011), mais
aucune n’appartient a I'ordre des Veneroides. Concernant les Veneroides, seul le transcriptome
de Ruditapes philippinarum a été réalisé, fournissant une base de données comprenant 32 606
transcrits, dont 30% ont pu étre annotés (Milan et al.,, 2011). Il semblerait qu’aucun

transcriptome de Tridacnidae n’ait encore été réalisé a ce jour.

I11.1.2 Protéome

Le protéome est I'ensemble des protéines exprimées dans une cellule, une partie d'une
cellule (membranes, organites) ou un groupe de cellules (organe, organisme, groupe
d'organismes) dans des conditions données et a un moment donné
(http://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A90me). Le protéome est de nature dynamique. A la
différence du génome qui est, a quelques exceptions prés (cluster des ARNr, séquences
répétées, télomeéres, etc) stable dans les cellules d'un organisme, le protéome varie
temporellement et spatialement, selon les réponses de I'organisme a son environnement, a des
stimuli internes (hormonaux et chronobiologiques par exemple) ou en réponse a certains
polluants (métaux lourds, etc). La taille et la complexité du protéome est plus importante que
celle du génome car un gene peut coder plusieurs protéines. Ceci est di a des modifications de
la maturation des ARNm (molécules intermédiaires de la traduction, entre le génome et le
protéome), mais aussi a des modifications post-traductionnelles des protéines comme les
phosphorylations et les glycosylations. L'étude du protéome, la protéomique, permet une
meilleure compréhension du fonctionnement cellulaire a partir de I'expression protéique dans
un contexte global.

Dans le domaine de la toxicologie aquatique, Shepard et ses collaborateurs (Shepard et
Bradley, 2000 ; Shepard et al., 2000) ont été les premiers a analyser le protéome d’un bivalve,
Mytilus edulis, et ont ainsi donné un point de départ a l'utilisation de la protéomique chez
d’autres especes aquatiques (Campos et al., 2012). Les bivalves ont ensuite été tres étudiés, car
les résultats de protéomique chez ce groupe de filtreurs fournissent des bioindicateurs de la
toxicologie environnementale. Ainsi plusieurs études, effectuées chez Mytilus galloprovincialis,
Perna viridis, Ruditapes decussatus et Chamaelea gallina (Campos et al., 2012), ont permis de

mettre en évidence de nombreux biomarqueurs de la toxicité aux xénobiotiques chez les

62


http://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ome
http://fr.wikipedia.org/wiki/Cellule_%28biologie%29
http://fr.wikipedia.org/wiki/Organisme_vivant
http://fr.wikipedia.org/wiki/Stimuli
http://fr.wikipedia.org/wiki/Hormonaux
http://fr.wikipedia.org/wiki/Chronobiologique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9omique

bivalves, tels que la deuxieme sous-unité de la cytochrome c oxydase, la catalase, ou encore la

superoxide dismutase.

I11.1.3 Métabolome

Le métabolome est constitué de molécules de faible poids moléculaire (< 2000 Da) telles
gue les acides organiques, les sucres, les acides aminés et aussi certains peptides ou vitamines
produites par les cellules (Mohamadi, 2014). Une des caractéristiques du métabolome est qu’il
s’'inscrit dans un contexte post-génomique, et représente ainsi l'ultime expression d’un
organisme (Nicholson et al.,1999). Le métabolome est également sensible a toute modification
du systeme biologique, qu’elle soit le résultat d’'un changement interne (une mutation par
exemple) ou de stimuli extérieurs (stress, xénobiotiques, etc), c'est-a-dire que les taux de
métabolites d’'un organisme évoluent en fonction de son état physiologique, pathologique, ou de
son stade de développement (Holmes et al., 2008, Mohamadi, 2014). Par conséquent tous les
éléments susceptibles de perturber I'homéostasie d’un organisme tels qu’une altération
génétique, une pathologie, une exposition a un toxique ou un facteur susceptible de perturber
son fonctionnement, peuvent étre mis en évidence au niveau du métabolome (Moco et al.,
2007). C’est sur ce principe que repose la métabolomique (Kell, 2004). La métabolomique est un
outil analytique qui refléte le phénotype d’'un systeme donné a un instant t par la composition
de ses molécules a cet instant (Miura et al., 2010; Mohamadi, 2014). Elle permet de caractériser
un état physiologique donné, de mettre en évidence les marqueurs de I'expression d’un stress
(Weckwerth et Fiehn, 2002), de dresser une signature chimique spécifique de la perturbation
étudiée et d’expliquer les mécanismes biologiques associés (Ellis et al., 2007; Van Ravenzwaay et
al., 2007; Mohamadi, 2014).

Cette discipline émergente clét ainsi la cascade des sciences exploratoires dites
« omiques ». Outre son approche dynamique, un des avantages de I'étude métabolomique est
sa flexibilité, car elle ne nécessite pas la connaissance du génome de I'espéce étudiée (Campos
et al., 2012). Un intérét croissant lui est porté puisque les organismes marins benthiques sont
maintenant la premiére source de découverte de nouvelles molécules d’intérét (Imhoff et al.,
2011; Mayer et al., 2010; Montaser et Luesch, 2011; Newman et Hill, 2006). La production de
certains lipides peut par ailleurs étre une source de molécules a caractere thérapeutique
intéressante (Gaquerel et al., 2007). En conséquence, l'intérét de la communauté scientifique

dans l'utilisation de la métabolomique chez les bivalves ne cesse d’augmenter.
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111.1.3.1 Les lipides

Les lipides font partie des métabolites primaires, c'est-a-dire des molécules qui participent
a la croissance et au maintien des cellules (Le Grand, 2010). Ce sont des métabolites d’origine
animale ou végétale regroupant divers composés désignés communément par « matiéres
grasses » ayant les propriétés suivantes : non miscibles dans I'eau, solubles dans les solvants
organiques, formés majoritairement par des longues chaines carbonées pouvant comporter des
atomes d’oxygene, de phosphore, de soufre et d’azote présentant divers groupes fonctionnels
(alcool, acides, esters, etc). Suivant leur structure et les fonctions présentes, ils peuvent étre
classés en lipides simples (comportant un ou deux groupes fonctionnels tels que les acides gras)
ou lipides complexes (comportant au moins deux groupes fonctionnels et associés a des
molécules autres que les acides gras).

Au niveau biologique, une définition plus stricte a été adoptée, considérant que les lipides
sont constitués par les acides gras, leurs dérivés, ainsi que les substances qui leur sont reliées au
niveau biosynthétique et fonctionnel (Le Grand, 2010). Cette définition englobe plusieurs types
de molécules fréquemment retrouvées dans les extraits lipidiques tels que les acides gras et
leurs dérivés, les caroténoides, les terpenes, les stéroides et acides biliaires trés diversifiées au
niveau structural et fonctionnel. Ainsi, Les lipides biologiques ont des réles multifonctionnels en
tant qu’éléments structuraux des membranes cellulaires (les phospholipides), réserves
énergétiques (mono-di- et triglycérides) et métaboliques intervenant dans la biosynthése de
molécules ayant diverses fonctions telles que précurseurs de messagers intra ou extra-
cellulaires, vitamines, etc.

Suivant leur polarité, on peut classer les lipides en deux classes : les lipides neutres (ou
apolaires) et les lipides polaires. Les lipides de réserve sont majoritairement constitués de lipides

neutres et simples, les lipides membranaires de lipides complexes et polaires (Figure 20).
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Figure 20. Répartition des principaux types de lipides en deux sous-catégories. Les lipides de réserve,

composés de lipides simples et neutres (en bleu), et les lipides membranaires, majoritairement

composés de lipides complexes et polaires (en vert). (D’aprés Legrand, 2010)

Les acides gras (AG) sont les composés structurels fondamentaux des lipides
membranaires (Le Grand, 2010). Ils sont constitués par une chaine hydrocarbonée linéaire
saturée ou insaturée comportant un groupe carboxyle. L’acide gras est identifié par le sigle C:Xn-
Y ou C indique le nombre d’atomes de carbone dans la chaine, X désigne le nombre de doubles

ére

liaisons, n le nombre de carbones entre la 1™ double liaison et le groupement carboxyl terminal

¢ double liaison comptée a partir du groupement méthyle

et Y précise la position de la 1
terminal (Figure 21). La structure chimique des AG (longueur de chaine, insaturations) a une
grande influence sur les propriétés physiques des lipides (tels que le point de fusion) qui sont en
relation directe avec la fluidité des membranes (D.Voet, 2004).

Chez les bivalves, on trouve des AG particuliers : les AG non interrompus de methyléne
(NMI) dont les doubles liaisons sont séparés par plus d’'un groupement méthyléne, et les AG

branchés caractérisés par le branchement d’'un groupement méthyle sur la chaine en position iso

ou antéiso (Figure 21).
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Figure 21. Structure et nomenclature de 3 types d’acide gras. A.Acide gras classique B. Acide gras
NMl.Les chiffres entre parenthéses indiquent la position de chacune des doubles liaisons, comptée a
partir de la fonction acide. C. Acides gras branchés de forme « iso » et « anteiso ». (Adapté de Le Grand,

2010)

La composition des AG d’un organisme dépend essentiellement de son alimentation, mais
également de sa localisation géographique et de la saison (Ventrella et al., 2008). Les lipides
marins sont caractérisés par un haut degré d’insaturations des AG qui sont particulierement
importants dans I'alimentation chez I'Homme car ils ne peuvent étre synthétisés de novo
(Sargent, 1978). Ainsi les organismes marins représentent une source majeure de structures
uniques telles que les AG méthoxylés et halogénés (Ackman, 1989; Dembitsky et al., 2002; Berge
et Barnathan, 2005; Carballeira, 2008). Les profils d’AG des lipides marins montrent des
concentrations relativement élevées d’AG en n-3 tels que I'acide linolénique (C18:3n-3), I'acide
eicosapentaenoique ou EPA (C20:5n-3) et l'acide docosahexanoique ou DHA (C22:6n-3)
(Ackman, 1983; Chu et Greaves, 1991; Sargent J., Henderson et al, 1988). Les mollusques
bivalves sont capables de synthétiser de novo des AG non méthylés dont les roles structurels et
fonctionnels dans les membranes biologiques ont été prouvés : ils conférent une résistance
importante aux processus oxydatifs et aux lipases microbiennes. Le potentiel biomédical de ces
AG particuliers fait aujourd’hui I'objet de nombreuses études, notamment pour le

développement de produits anti-cancéreux (Carballeira, 2008).

66



Des quantités considérables d’acides gras en C20:5n, C22:5n et C22:6n ont été trouvés
parmi les bivalves marins (Gardner et Riley 1972). Parmi les acides gras identifiés chez Mytilus
galloprovincialis, les acides gras polyinsaturés (PUFA) sont les plus représentés
guantitativement. Parmi ce groupe, les acides gras C20:5n-3 et C22:5n-3 sont les plus abondants
(Freites et al., 2002). La famille des Mytilidae a été particulierement étudiée (De Moreno et al.,
1980; Isay et Busarova, 1984; Joseph, 1982; Paradis et Ackman, 1977) et les acides gras identifiés
étaient essentiellement des C18:3n, C18:4n, C20:5n et C22:6n. L'analyse de la composition
lipidique de différents organes des bivalves marins Megangulus venulosus et Megangulus
zyonoensis a montré que les acides gras C16:0, C18:0, C20:5n-3 et C22:6n-3 sont les plus
représentatifs de I’ensemble des organes, avec les acides gras n-3 polyinsaturés qui sont les plus
abondants (Kawashima et Ohnishi 2003). Les acides gras C16:0 et C20:5n-3 sont neutres ou
polaires alors que les acides gras C22:6n-3 sont uniquement polaires. Le principal acide gras
ramifié, I'acide 4,8,12-trimethyltridecanoique, a été identifié dans les viscéres des deux espéces
étudiées. Les acides 2-hydroxypentadécanoique, 2-hydroxyhexadécanoique et 2-
hydroxyheptadécanoique ont également été identifiés chez les deux espéces.

La composition en lipides polaires des branchies de deux bivalves marins, Ruditapes
philippinarum et Crassostrea gigas, a montré la présence de nombreux acides gras saturés,

monoinsaturés et polyinsaturés, ainsi que des acides gras non méthylés (Tableau 3).
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Tableau 3. Composition en acides gras des branchies de Ruditapes philippinarum et Crassostrea gigas.

Valeurs exprimées en pourcentage du poids des acides gras totaux. (Adapté de Delaporte et al 2005)

Acide gras R. philippinarum C. gigas
Moyenne +/-SD Moyenne +/-SD
20:1n-11 26400 1.8+02
18:1n-9 1.4+0.1 1.9+0.1
20:1n-9 23+0.1 1.9+0.1
20:2i 0.1+0.0 0.3+0.1
22:2i 3.1+0.2 1.5+0.1
16:1n-7 2.1+0.2 1.6+0.0
18:1n-7 1.1+0.0 38+05
20:1n-7 1.7+£0.2 62+0.1
202§ 0.6+0.2 04+0.1
222 7.6+0.0 75+00
18:2n-6 0.2+0.0 05+0.1
18:3n-6 0.1+00 0.1+0.0
20:2n-6 1.7+0.1 02+0.0
20:3n-6 02400 0.1£0.0
20:4n-6 48+0.1 72+04
22:4n-6 3.2+0.1 1.1£0.0
22:5n-6 20+0.1 08+0.1
18:3n-3 03+0.1 03+0.0
18:4n-3 05+0.1 0.5+0.1
20:4n-3 0.3+00 0.1+£0.0
20:5n-3 6.2+03 17.0+0.6
22:5n-3 3.2+0.2 28+0.0
22:6n-3 26.3+0.7 208+ 0.6
TO. SAFA 198+14 172+ 1.5
TO. MUFA 156+0.6 19.8+0.5
TO. PUFA 646+12 63.0+ 1.1
TO. (n-6) 122+4+0.2 10.0+0.5
TO. (n-3) 409+09 428+08
TO. NMls 11.3+0.2 98+0.2
Total FAs (mg/g WW gill) 42+0.2 5006
% of polar lipids 95.7+0.5 86.1 +6.1

L'étude du métabolisme des acides gras chez Crassostrea gigas a montré que les huitres
possédent des acides gras a longue chaine qui ne sont pas fournis dans I'alimentation,
essentiellement des C20 et C22 mono- et poly-insaturés, et particulierement C20:5-n3. Par
contre, elles semblent capables d’ajouter de petits acides gras dans des chaines plus longues, et
de les désaturer (Waldock et Holland, 1984).

Chez Mytilus galloprovincialis, le profil d’acides gras libres révele I'estérification des acides gras
en acide okadaique, avec en majorité de I'acide palmitique. Chez Cerastoderma edule, les 7-0-
acyl esters dont I'acide palmitique, sont quasiment absents et les esters avec les isoméres C16:0
sont dominants, suivis par les esters en C15:1 et C15:0 (Vale, 2010).

Différentes voies de biosynthése sont mises en jeu en fonction du type d’AG considéré.
Concernant les AG polyinsaturés, la biosynthése comprend de nombreux intermédiaires,

essentiellement chez le phytoplancton (Figure 22). En effet, les microalgues marines, nourriture
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de base des animaux filtreurs que sont les bivalves, fabriquent les AG C18:2n-6 (acide linoléique)
et C18:3n-3 (acide linolénique), mais aussi I'ensemble des AG a chaines moyennes a tres longues
(14 a 24 atomes de carbone) des séries n-6 et n-3. En revanche, les mollusques marins
incapables de bioconvertir le C18:2n-6 et le C18:3n-3 alimentaires (De Moreno et al., 1980;
Waldock et Holland, 1984), présentent des voies de biosynthéses des AG insaturés tres limitées,

comprenant uniquement 3 composés : C16:0, C18:0 et C18:1n-9.

@ ¢ Biosynthése des acides gras polyinsaturés

16:0
Phytoplancton=1+2 +3
l +2¢ Végétaux supérieurs=1+ 2
Vertébrés, poissons d’eau douce=1+3
Poissons, crustacés et mollusques marins = 1

18:0
® v
lM +2c 24:3 —, 24:4
A6 +2c AS +2c /(Ad?) -2c
18:1(n-9) , 182 , 20:2 . 203 , 223 700 22:4(n-9)
9] 16,9] 8,11] 5,8,11] [7,10,13] [4,7,10,13]
A6
lAlZ +2¢ 24:4 __, 24:5
AB +2c A5 +2c (A42) -2c
18:2(n-6) |[—, 183 _, 20:3 __, 20:4 __, 224 ., 22:5(n-6)
[9,12] 6,9,12] 18,11,14] 5,8,11,14] [7,10,13,16] [4,7,10,13,16]
A6
lAlS +2c 24:5 —» 246
A6 +2c A5 +2¢ (A42) -2¢c
18:3(n-3) , 18:4 ,» 20:4 » 20:5 » 22:5 > 22:6(n-3)
[9,12,15] [6,9,12,15] [8,11,14,17) [5,8,11,14,17] [7,10,13,16,19] [4,7,10,13,16,19]

Figure 22. Biosynthése des acides gras polyinsaturés. Les chiffres entre [] indiquent la position de
chacune des doubles liaisons comptée a partir de la fonction acide. A : désaturase. (D’aprés Le Grand,

2010)

La biosynthése des AG NMI s’effectue a partir du C16:0 et du C18:0, aprés plusieurs étapes

d’élongation et de désaturation (Figure 23).
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Figure 23. Biosynthése des acides gras NMI et du 20:1n-11.A : désaturase.

(Adapté de Kraffe, 2003)

La biosynthése des AG ramifiés est réalisée a partir du 3-méthylbutyryl-CoA et du 2-

méthylpropanyl-CoA pour les AG de forme « iso » de forme paire et impaire, respectivement, et

a partir du 2-méthylbutyryl-CoA pour les AG de forme « anteiso » (Figure 24).

CHs fatty acid
I atty aci . .
CH;—CH—CO—CoA synthase JSD-faﬂ'_‘f acids
2-methylpropanyl-CoA (odd-numbered chain)
(isobutyry)
GHs fatty acid

| . .
CH;—CH—CH,~CO—CoA ~giiase . S0-fatty acids

(even-numbered chain)
3-methylbutyryl-CoA

(isovaleryl)
CHs fatty acid _ ,
CH;—CH,—CH—CO—CoA W anteiso-fatty acids

(even-numbered chain)
2-methylbutyryl-CoA

Figure 24. Biosynthése des acides gras ramifiés. (http://lipidlibrary.aocs.org/Lipids/fa_branc/file.pdf)

A ce jour, il est a noter qu’aucune donnée concernant les lipides et la composition en

acides gras du bénitier de I'espéce T. maxima n’est disponible dans la littérature, et une étude

relative a cet aspect est abordée dans le cadre de cette thése.
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111.1.3.2 Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires, par opposition aux métabolites primaires, ne participent pas
a I'assimilation des nutriments et au développement de I'organisme. Ce sont des molécules qui
participent a la signalisation, aux défenses (toxines, venins, etc), a |‘orchestration des
métabolites primaires et dont les voies de synthése sont généralement activées en réponse a un
stimulus externe. Les voies de synthése des métabolites secondaires peuvent étre propres a ces
derniers, mais elles dérivent, le plus souvent, des voies de biosynthése des métabolites
primaires. Parmi les métabolites secondaires connus pour jouer un réle dans la réponse au stress

abiotiques se trouvent les caroténoides et les mycosporines like amino acids (MAAs).

Les caroténoides sont essentiellement connus pour leur role photoprotecteur, mais ils
possedent aussi d’autres propriétés. lls sont notamment essentiels pour la reproduction et
augmentent I'activité immunitaire. Lorsqu’ils sont contenus dans les téguments, leur couleur
(essentiellement orange ou jaune) peut jouer un réle de camouflage ou de signalisation,
indiquant alors la période de reproduction. De plus, certains caroténoides, comme les B-
caroténes, servent également de précurseurs pour la synthése de la vitamine A (Maoka, 2011).
Enfin, en neutralisant les singulets d’oxygéne et en empéchant la péroxidation des lipides, ces
molécules présentent une activité anti-oxydante (Maoka, 2011).

Les invertébrés marins contiennent de nombreux caroténoides qui sont des pigments organiques
présentant des structures extrémement variées (Britton et al., 2004; Liaaen-lensen, 1998;
Maoka, 2009; Matsuno, 2001). Les principaux caroténoides trouvés chez les bivalves sont la
fucoxanthine et les métabolites provenant des diatomées (Maoka et al., 2010; Maoka et al,,
2008; Maoka et al., 2007). Chez Pecten maximus, la péridine, la pectenolone, la cis-péridine,
I’alloxanthine, le B,B-carotene, I'’echinenone, I'astaxanthine et le péridinol ont été identifiés
(Bjerkeng et al., 1993). Les bénitiers ne possédent pas de fucoxanthine, les principaux
caroténoides trouvés chez ces organismes sont la péridine et la pyrrhoxanthine. Le bénitier T.
squamosa contient de la péridinine, de la pyrrhoxanthine, de la diatoxanthine, des B,3-carotéenes
et de la diadinoxanthine qui semblent provenir des Symbiodinium (Figure 25 : Maoka, 2011;

Maoka et al., 2011).
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Figure 25. Caroténoides identifiés chez le bénitier T. squamosa.

(Adapté de Maoka et al., 2011)

En général les animaux ne synthétisent pas les caroténoides de novo, ces métabolites
proviennent de l'alimentation et peuvent étre modifiés par diverses réactions métaboliques
(Liaaen-Jensen, 1998). Les caroténoides trouvés chez les bénitiers correspondent a ceux trouvés
chez leurs symbiontes (Skjenstad et al., 1984; Liaaen-Jensen, 1998), ce qui suggere que les
bénitiers absorbent directement les caroténoides provenant des Symbiodinium qu’ils hébergent

sans les modifier.

Les MAAs sont des métabolites de petite taille (< 400 Da) possédant un noyau central de
type cyclohexenimine différemment substitué, le plus souvent avec un ou plusieurs acides
aminés (Mohamadi, 2014). Les MAAs ont été identifiés chez des bivalves symbiotiques et non
symbiotiques (Chioccara et al., 1986a et b; Ishikura et al., 1997). Les Mytilines A et B et la
shinorine ont été identifiées chez Mytilus galloprovincialis (Chioccara et al., 1979). La palythine,
la shinorine, la porphyra-334 et la mycosporine glycine (Figure 26) ont été identifiées chez les
bénitiers de I'espéce T. crocea, T. derasa et H. hippopus, spécifiquement a la surface du manteau

et dans le rein (Ishikura et al., 1997; Kicklighter et al., 2011).
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Figure 26. Structure moléculaire des MAAs identifiées chez les bénitiers et leur longueur d’onde

d’absorption maximum. (Adapté de Dunlap et Shick, 1998)

Les MAAs sont synthétisés par les organismes symbiotiques. Tout comme les acides aminés
aromatiques et leurs dérivés, une des voies de biosynthése des MAAs est celle du shikimate
(Gordon et Leggat, 2010). Chez de nombreux organismes symbiotiques les MAAs identifiées chez
I'espéce hote sont retrouvées dans les Symbiodinium qu’ils hébergent (Ishikura et al., 1997).
Chez les bénitiers, la palythine, la shinorine, la porphyra-334 et la mycosporine glycine n’ont pas
été retrouvées dans les Symbiodinium (Ishikura et al., 1997). Contrairement aux caroténoides,
les MAAs présents chez les bénitiers semblent donc provenir du plancton ingéré et non des
apports des Symbiodinium.

Les MAAs ont un spectre UV caractéristique avec un maximum d’absorption compris entre 320
et 360 nm. Cette caractéristique leur confére une activité photoprotectrice. Chez les bénitiers, il
est estimé qu’environ 87% des rayons a 310 nm et 90% des rayons a 320 nm sont absorbés avant
d’atteindre 0,2 mm de profondeur dans le manteau. Ce mécanisme protege les Symbiodinium
sous-jacents qui maintiennent ainsi leur activité photosynthétique, contrairement aux
Symbiodinium libres sous I'effet des mémes longueurs d’onde (Ishikura et al., 1997). La présence
de MAAs chez des bivalves non symbiotiques vivant dans la boue ou le sable, et généralement
non exposés aux rayons lumineux, suggere que ces molécules proviennent de I'alimentation et
possédent une autre fonction, encore inconnue, mais essentielle pour ces organismes (Ishikura

etal., 1997).

Ainsi, les approches intégrées « omiques » peuvent aboutir a des modélisations de la
réponse cellulaire aux changements environnementaux. Chez les mollusques, ce type
d’approche n’a été réalisé qu’au cours de deux études qui concernent le bivalve Crassostrea

gigas (Wei et al., 2014; G. Zhang et al., 2012).
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11l.2 La réponse a divers types de stress

Les organismes poikilothermes, dont font partie les bivalves, sont exposés aux fréquents
changements des conditions de I'environnement et leur survie dépend de leur capacité a
s’acclimater a ces changements. Les bivalves, généralement sessiles, ne peuvent échapper aux
stress liés a leur lieu de vie. Les habitats des bivalves marins présentent généralement des
conditions variables et instables et la plupart sont soumis aux pressions anthropiques. En effet,
la plupart de ces organismes vivent dans la zone intertidale qui peut subir des fluctuations
rapides liées a la marée, a la pluie, ou encore aux arrivées massives d’eau douce et de sédiments
(Shumway, 1977). En conséquence, les bivalves de ces habitats sont fréquemment exposés a de
multiples stress dont la diminution de I'oxygéne, de la salinité, des variations importantes de
température, ou encore la pollution (lvanina et al., 2012). De plus, les variations des
températures moyennes et extrémes et de salinité dans les aires marines cotiéres sont
amplifiées par une recrudescence des précipitations et la modification du pH de I'océan liés au
changement climatique (Tomanek, 2012). Dans les eaux tropicales, en plus des facteurs
environnementaux contraignants qui viennent d’étre énoncés, les bivalves marins doivent
également faire face a une forte radiation lumineuse (UV = 295-400 nm : Fleischmann 1989).

I a été démontré que les bivalves présentent des capacités d’acclimatation
exceptionnelles face aux variations de leur environnement (Li et Zhao, 2013). Comprendre les
mécanismes cellulaires par lesquels ces organismes répondent aux variations environnementales
et mettre a jour les facteurs limitant leurs capacités d’acclimatation représente donc un intérét
fondamental sur la compréhension du vivant et des capacités d’adaptation. C'est I'objet de

I’étude réalisée dans le cadre de cette these sur I'espéce T. maxima.

I11.2.1 Exemples d’étude intégrative de la réponse au stress

Seulement deux études intégratives semblent avoir été menées a ce jour chez les bivalves,
toutes les deux sur I'espéce Crassostrea gigas (Wei et al., 2014; Zhang et al., 2012). La premiére,
réalisée en 2012, a confronté les résultats obtenus par une approche alliant génomique,
transcriptomique et protéomique. La seconde, réalisée en 2014, s’est appuyée a la fois sur des
données obtenues grace aux techniques protéomiques et métabolomiques, mais ne s’est pas
intéressée a l'expression des genes. Ainsi, I'étude intégrée des réponses métabolomiques et
protéomiques de I'huitre C. gigas a I'acidification (Wei et al., 2014) a montré une modification
du métabolisme énergétique et de la régulation osmotique marquée par des changements au
niveau de I’ATP, du glucose, du glycogene, des acides aminés et des osmolytes organiques. Au

niveau des organes, la diminution de la quantité d’ATP dans les branchies et I'accumulation
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d’ATP, de glucose et de glycogene dans I'hépatopancréas a mis en évidence la différence dans la
distribution d’énergie entre ces deux tissus. Les réponses protéomiques ont suggéré que
I'acidification océanique n’affectait pas seulement les métabolismes énergétique et primaire, la
réponse au stress et I’homéostasie calcique, mais influengait aussi le métabolisme nucléotidique
dans les branchies. Enfin, le séquencage et I'assemblage du génome de C. gigas ont été réalisés
en paralléle de I’étude de I'expression des genes du développement et de la réponse au stress et
de celle des protéines impliquées dans la formation de la coquille (Zhang et al., 2012). Les
données génomiques, transcriptomiques et métabolomiques obtenues ont été recoupées afin
de caractériser I'adaptation a 9 types de stress incluant la variation de température, de salinité,
I'exposition aux métaux et la dessication. Les génes codant pour les HSP, les histones, les
protéines inhibitrices de I'apoptose et la production de protéines étaient surexprimés dans la
plupart des stress, alors que ceux codant pour la dégradation des protéines étaient sous-
exprimés, indiquant ainsi des réponses allant toutes vers le maintien de ’lhoméostasie cellulaire.
Les genes impliqués dans la réponse des protéines dénaturées au stress cellulaire dans le
réticulum endoplasmique étaient également sous-exprimés, indiquant que le contréle de la
qualité des protéines représente un point critique du maintien de I’"homéostasie cellulaire en
condition de stress. Ainsi, les résultats ont mis en évidence 4 groupes de génes impliqués dans la
réponse au stress, ceux reliés a la liaison des protéines, a I'apoptose, a I'activité des cytokines et
a la réponse inflammatoire. Ils ont également montré que I'expansion des génes codant pour les
protéines de choc thermique, Hsp70, et les inhibiteurs de I'apoptose représentent certainement
le point central de I'adaptation de I'huitre a la vie sessile dans la zone intertidale. Cette étude sur
Crassostrea gigas a révélé la présence de 88 genes codant pour la protéine de choc thermique
HSP70, alors que 'lhomme en posséde 17 et I’étoile de mer 39. De plus, 48 génes codant pour les
inhibiteurs des protéines de I'apoptose ont été identifiés chez I’huitre, alors que seulement 8
sont présents chez I’humain, et 7 chez I'étoile de mer. Il semble donc que I'huitre dispose d’un
équipement trés important pour répondre a divers types de stress, ce qui permettrait
d’expliquer la capacité de résistance importante observée chez ces bivalves, qui pourrait étre

une adaptation a la vie sessile dans la zone intertidale.

I11.2.2 Les grandes voies de la réponse aux stress
Les grandes voies de la réponse au stress englobent toutes les voies permettant de
maintenir I’homéostasie cellulaire : défense de I'intégrité membranaire, maintien des structures
et des fonctions ainsi que la régulation énergétique. Elles englobent ainsi les protéines

chaperones, les protéines anti-oxydantes, les cytokines, mais également les lipides (mobilisation
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des lipides de réserve et réarrangement des lipides membranaires), les protéines du
cytosquelette, etc. Certaines de ces voies sont développées dans cette partie. Les cas particulier
de la réponse au stress thermique et de la réponse des bénitiers a divers types de stress sont

traités séparément puisqu’ils font I'objet de notre étude.

111.2.2.1 Les protéines chaperones

Une des réponses moléculaires qui contribue le plus a la plasticité chez les bivalves met en
jeu les protéines de choc thermique (Fabbri et al.,2008). Ces protéines sont une classe de
protéines chaperonnes, initialement découvertes en raison de leur inductibilité par la chaleur,
mais en réalité, elles sont induites par une grande variété de stress. Les protéines de choc
thermique jouent un rble clé dans le processus de protection des cellules en rendant leur
conformation aux protéines dénaturées, et en aidant a leur élimination lorsque les dommages
sont irréversibles. L'augmentation de leur expression est un des premiers composants de la
réponse cellulaire au stress et un indicateur clé des stress environnementaux (Lockwood et
al.,2010). La protéine de choc thermique Hsp70, par exemple, protéine chaperonne ubiquitaire,
est présente tant chez les eucaryotes que chez les procaryotes. Elle est par conséquent trés
étudiée dans le cadre de la réponse au stress. Chez I'huitre Crassostrea hongkongensis, une
exposition au cuivre et au vert de malachite conduit a une expression de I'ARNm de I'Hsp 70
clairement dépendante du temps d’exposition (Zhang et Zhang, 2012). Ces résultats indiquent
qgue I'Hsp70 est une protéine inductible qui joue un réle important dans la réponse a I'exposition
a ces polluants, et gu’elle pourrait étre utilisée comme biomarqueur moléculaire potentiel de ce

type de stress.

111.2.2.2 Les protéines de stress oxydant

La concentration d’espeéces actives d’oxygene (EAO) telles que des radicaux libres, des ions
oxygénés et des peroxydes peut croitre significativement en période de stress, sous I'effet de la
chaleur, de I'acidification du milieu, ou de |'exposition aux ultraviolets par exemple. Cette
augmentation peut endommager les structures cellulaires, c’est ce qu'on appelle le stress
oxydant. A faible concentration, ces EAO peuvent causer des modifications post-traductionelles
des protéines qui jouent un réle de signal, ce qui altére leur fonction (McDonagh et al.,2006;
McDonagh et al.,2005). A des concentrations plus élevées, les EAO peuvent entrainer la
dénaturation et la dégradation des protéines. Les cellules disposent d’une batterie de protéines
qui permettent de lutter contre les effets néfastes des EAO. La réponse protéomique, mise en

route chez Mytilus edulis suite a I'exposition a des polluants comme les phtalates ou le bisphénol
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A, consiste a une augmentation des protéines de stress oxydant telles que la catalase et la
superoxide dismutase, qui détoxifient les EAO, ou encore la glutathion S-transférase qui protége
contre les EAO (Dalle-Donne et al., 2009). La réponse de Crassostrea virginica a |’acidification se
manifeste par une augmentation de protéines du stress oxydant dans le manteau, dont la
superoxide dismutase, une nucleoredoxine et plusieurs peroxiredoxines. Cette variation
guantitative semble provenir d’'une modification de I'abondance d’isoformes provenant de
modifications post-traductionnelles plutot que de la synthése de novo (Tomanek et al., 2011 et

2012).

111.2.2.3 La modification du cytosquelette

Le cytosquelette est constitué par I'ensemble organisé de polymeéres biologiques de
protéines qui conferent a la cellule I'essentiel de ses propriétés mécaniques et structurales. Les
variations du cytosquelette sous I'effet du stress sont donc étudiées grace a la protéomique. Par
exemple, I'impact de I'acidification du milieu sur le cytosquelette a été étudié chez deux espéces
d’huitres. Chez Crassostrea virginica, la diminution du pH engendre une augmentation de
plusieurs isoformes d’actine dans le manteau (Tomanek et al.,2011 et 2012) et chez Crassostrea
gigas, elle entraine une diminution de la quantité de lamine et de profiline dans
I’'hépatopancréas (Wei et al, 2014). Ces protéines sont respectivement une protéine de
structure et une protéine qui module la polymérisation de l'actine; la diminution de leur
guantité entraine donc une modification de la structure du cytosquelette. Ces résultats
suggérent que les protéines du cytosquelette constituent une cible majeure du stress lié a
I'acidification. Ainsi, la diminution du pH pourrait entrainer la production d’EAO induisant des
modifications des éléments du cytosquelette. Ces changements remettraient en cause
I’'homéostasie protéique, ce qui aurait pour conséquence d’augmenter la quantité de petites Hsp

(Hsp27) afin de stabiliser le cytosquelette (Tomanek, 2012).

111.2.3 Le cas particulier du stress thermique
La température est I'un des plus importants déterminants de la survie, de la croissance et
de la reproduction des organismes (Helmuth et al.,, 2006; Menge et al., 2008). L'analyse de
I'expression de plusieurs génes, utilisés couramment en bio-surveillance (les protéines de choc
thermique, la métallothionéine, la glutathion S-transférase, la ferritine, le cytochrome P450 et
une kinase) durant le cycle annuel de la moule Mytilus galloprovinvialis, a permis d’identifier le

stress thermique comme l'un des deux principaux modulateurs abiotiques (avec le stress
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oxydant (Jarque et al., 2014). Comprendre les mécanismes qui sous-tendent la réponse des
organismes au stress thermique devient impératif dans le contexte actuel de réchauffement

climatique (Somero, 2010).

Les changements les plus importants dans |'expression génique en réponse au stress
thermique sont observés parmi les génes qui codent pour les protéines de choc thermique,
essentiellement les HSP70 (Chapman et al. 2011; Lang et al. 2009; Lockwood et al., 2010). Chez
la moule Mytilus chilensis, 'analyse des profils d'expression génique de sept génes candidats
impliqués dans la réponse au stress environnemental (HSP70, HSP90), le métabolisme du fer
(ferritine), les pathogenes (Mytilin B, Défensine) et le stress oxydant (SOD-CuZn, catalase) dans
différentes conditions environnementales (température de surface, concentration en
chlorophylle et sédiments en suspension), a montré que les individus exposés a des
températures plus élevées présentent une surexpression des génes non seulement HSP90,
HSP70 mais aussi de la ferritine (NUfiez-Acuia et al., 2012). Une surexpression des génes codant
des protéines de choc thermique HSP69 a également été observée chez Crassostrea virginica
suite a un stress thermique, alors que I'expression d’autres protéines de choc thermique (HSC72-
77, HSP60 et HSP90) n'a pas été induite par la chaleur (lvanina et al.,2009). La quantité de
métallothionéines (MTs), des protéines présentant une haute affinité pour les ions métalliques
et qui contribuent a la détoxification des cellules, a également augmenté. La température
induisant I'augmentation des MTs était plus élevée que celle des HSP69, confirmant ainsi que les
protéines de choc thermique constituent un des premiers composants de la réponse cellulaire au
stress (Lockwood et al., 2010), réponse optimisée ensuite par d’autres voies comme celle des
MT. L'expression d’HSP70 de I'huitre creuse Crassostrea hongkongensis a considérablement
augmenté de 3 a 6 h aprés un choc thermique (augmentation de 13°C) dans le manteau, les
branchies, la glande digestive et le cceur et les muscles, puis a chuté et est retourné au niveau du
controle a 24 h (Zhang et Zhang, 2012). L'augmentation de la quantité d’HSP en réponse a un
stress thermique correspond donc a une réponse transcriptionnelle généralisée a I'ensemble de
I'organisme. Cette réponse, rapide et ponctuelle, présente donc les caractéristiques d’une
réponse précoce a un stress, confirmant que I'augmentation de I'expression des genes de ces
HSP peut constituer une des premieres voies de défense de l'organisme face au stress

thermique.
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Afin de conserver un état stable intracellulaire, de nombreuses autres voies cellulaires
sont également régulées lors d’un stress thermique. Il s’agit, entre autres, de la voie de synthése
des acides gras pour maintenir la fluidité membranaire a son optimum en modifiant la
composition des phospholipides en acide gras et ainsi préserver la fonctionnalité enzymatique
des nombreuses protéines transmembranaires, les voies permettant de consolider I'architecture
cellulaire, d’augmenter le recyclage des protéines dont la durée de vie se trouve réduite dans ces
conditions, du cycle cellulaire afin de réduire les dépenses énergétiques occasionnées par des
voies non primordiales au maintien de la survie cellulaire. Ainsi, par protéomique, une
augmentation de la quantité d’isoformes du protéasome a été observée suite a un stress
thermique chez Mytilus galloprovincialis et Mytilus troculus (Dahlhoff, 2004; Kiiltz, 2005). Une
surexpression des génes impliqués dans la protéolyse a également été observée chez Mytilus
troculus lors du stress (Lockwood et al., 2010). Dans le cas présent, la dénaturation des protéines
serait non seulement due a I'augmentation de la chaleur mais aussi a leur oxydation suite a la
production d’EAOs engendrée par le stress. L'expression de plusieurs protéines G, impliquées
dans les voies de modifications du cytosquelette, a également été modifiée. De plus, un
changement de I'abondance des protéines impliquées dans le métabolisme énergétique et
I’élimination des EAOs a été observé. Comme dans le cas de la réaction a I'acidification, certaines
modifications protéomiques ne correspondent pas forcément a une synthése de novo de
protéines mais plutét a une modification de I'abondance des isoformes liée a des modifications
post-traductionnelles (Tomanek, 2012).

Au niveau du cycle cellulaire, les génes codant pour le collagéne et les suppresseurs de cytokine
signaling-2 sont surexprimés chez Crassostrea gigas lors du stress thermique (Lang et al., 2009,
Li et al., 2013). Ces molécules jouent respectivement des rdles clé dans la croissance et la
reproduction. Le géne de la peroxynectine, molécule d’encapsulation qui posséde des fonctions
adhésives et défensives, est surexprimée lors d’expositions a des températures élevées,
augmentant ainsi la résistance aux bactéries (Chapman et al., 2011; Lang et al., 2009).
Concernant la régulation lipidique, la quantité d’acides gras hautement insaturés, de longue
chaine carbonée en conséquence, augmente avec la température chez Argopecten purpuratus
(Farias, 2003). De plus, l'augmentation de température augmente le rapport acide
éicosapentaénoique ou EPA (20:5n-3)/acide arachidonique ou ARA (20:4n-6) de la
phosphatidylcholine et diminue le rapport acides gras monoinsaturés/acides gras saturés de la
phosphatidyléthanolamine. Le rapport n-6/n-3 des acides gras polyinsaturés des lipides totaux
est resté constant aux différentes températures. L’huitre Crassostrea virginica ajuste son rapport

phospholipides/stérols ainsi que Iindex d’insaturation des lipides polaires lors d’une
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acclimatation thermique a long terme (Pernet et al., 2007). La quantité d’acide gras 20:4n-6 dans
les branchies de I'huitre augmente avec la température, suggérant une augmentation de la

disponibilité de ces acides gras pour la biosynthése d’éicosanoides durant la réponse au stress.

Ainsi, les différentes approches « omiques » ont permis de dévoiler les principales
réactions cellulaires régulées dans le cadre d’un stress. Occasionnant différents dommages,
comme la perturbation des activités enzymatiques, source de production accentuée d’EAO,
I'augmentation de linstabilité structurelle des protéines ou l'augmentation de la fluidité
membranaire, les voies de réponse, induites ou réprimées, sont par conséquent multiples. Un

bilan récapitulatif peut ainsi étre dressé (Figure 27).
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Figure 27. Schéma général de la réponse au stress chez les bivalves.En vert la réponse transcriptomique, en bleu la réponse métabolomique.
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Il est important de noter que |'expression de nombreux genes, de fonction inconnue ou
partiellement connue voire méme connue, varie au cours du stress (genes sur ou sous exprimeés)
mais il est difficile d’en interpréter la raison biologique et on ne connait pas leur role dans la
réponse aux divers types de stress. La comparaison de multiples approches intégratives

devraient permettre de répondre a ces questions.

111.2.4 Le cas particulier des bénitiers
111.2.4.1 Particularités physiologiques et adaptation a différentes
conditions environnementales

Bien que les bénitiers soient connus pour étre plutdt résistants aux stress
environnementaux, plusieurs épisodes de blanchissement et/ou de mortalité massive ont été
observés. L’événement sans précédent de blanchissement massif des coraux qui a touché tous
les océans en 1998, suite a I'important épisode d’El Nifio qui a été directement suivi d’un
épisode de La Nifia tout aussi marqué, a également touché les bénitiers. Un blanchissement
massif des bénitiers a été observé aux Maldives (Elder, 1998), en Australie (Hieronymus et al.,
2002) et a Takapoto (Tuamotu) en Polynésie francaise (Addessi, 2001). Aux Maldives, la
température de 'eau sur les 15 premiers métres de profondeur avait atteint 32°C, les vents
faibles limitaient les échanges avec la surface, et la houle était également trés faible (Elder,
1998). En Australie la température était alors passée de 22 a 32°C en quelques semaines, avec
des pluies diluviennes, suivies d’un ensoleillement important (Buck, 2002). En Polynésie
francaise la température de I'eau avait alors dépassé les 30°C pendant 5 mois (de décembre
1997 a avril 1998), avec un pic a 31,8°C au mois de mars (Addessi, 2001). Un épisode de
mortalité massive de bénitiers a également été observé en Polynésie frangaise en 2013, et a été
attribué aux fortes variations de la température de surface observées en 2009 (Andréfouét et al.,
2013). La température semble donc jouer un rble prédominant dans le déclenchement du
blanchissement et de la mortalité des bénitiers, méme si d’autres facteurs environnementaux
jouent également un réle dans ces évenements. Les évenements de mortalité massive des
organismes lagonaires d’atolls fermés de I'océan Pacifique, observés ces dernieres décennies,
sont reliés a des conditions climatiques inhabituellement calmes qui ont duré plusieurs
semaines. A partir de 11 évenements de mortalité massive qui ont eu lieu entre 1993 et 2012
dans 8 atolls situés au centre du Pacifique sud, les seuils environnementaux (température de
surface de I'eau, hauteur de la houle et puissance du vent) nécessaires pour entrainer de tels
évenements ont été identifiés et une carte de la répartition spatiale des risques potentiels a été

établie. Cette carte met en évidence la vulnérabilité de la partie nord de I’archipel des Tuamotu,
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en Polynésie francaise, qui apparait comme la zone a plus haut risque (Andréfouét et al., 2014).
Des évenements dystrophiques peuvent également amener a des mortalités massives des
organismes lagonaires, comme a l'atoll d’Hikueru (Tuamotu, Polynésie francaise) en 1994

(Harris, 1995; Adjeroud et al., 2001).

Dans le cadre d’études ciblées de l'influence de paramétres environnementaux sur la
physiologie des bénitiers, I'effet d’une irradiance croissante et d’'un stress thermique a été
étudiée chez Tridacna gigas (Buck, 2002). L’objectif de ces expériences était de déterminer si de
fortes intensités lumineuses pouvaient induire des changements en chlorophylle ou altérer la
taille et les populations des cellules de Symbiodinium dans les tissus. Aprés 50 jours d’exposition
a des intensités lumineuses élevées, les tissus du manteau ont montré un nombre décroissant de
Symbiodinium par unité de surface. De plus, la taille moyenne des cellules de Symbiodinium s’est
réduite. Par la suite, les contenus en chlorophylle, chl a et chl c1, diminuérent également. Cette
étude montre que I'augmentation de I'intensité lumineuse et de la température sont les causes
principales du blanchissement chez les bénitiers. Elle confirme les quatre aspects majeurs
impliqués dans le blanchissement : (1) perte de I'algue symbiotique, (2) diminution du rapport
chl a/c1 dans I'algue symbiotique restante, (3) rétention de petits Symbiodinium dans les tissus
et (4) dégagement d’ammonium (NH,’) dans la colonne d’eau, tandis que I’absorption
d’ammonium est largement bloquée. La combinaison d’une forte intensité lumineuse et d’une
augmentation de la température de 10°C a certainement entrainé le blanchissement massif des

bénitiers (Buck, 2002).

La réponse physiologique de T. squamosa au stress thermique et au stress lié a la présence
de cuivre, évaluée par le rapport entre la production brute d’oxygene par la photosynthése et sa
consommation par la respiration, a montré dans les deux cas une diminution significative de ce
rapport (Elfwing et Plantman, 2001). Chez les bénitiers exposés au cuivre, cette diminution est
causée par la réduction de la photosynthese, alors que les bénitiers exposés a une augmentation
de température ont maintenu un haut niveau de photosynthése mais ont augmenté de facon
significative leur respiration. Les réponses des indices biologiques et des biomarqueurs du stress
oxydant ont été étudiées chez les bénitiers de I'espece T. maxima recueillis auprés de deux sites
de I'lle de Moorea en Polynésie francaise, différents par leur niveau de contamination. Les
niveaux de catalase et d'acide thiobarbiturique étaient significativement plus élevés dans
I'hépatopancréas des bivalves recueillis sur le site impacté par rapport au site de référence. Ces

résultats indiquent que les bénitiers du site impacté ont été exposés a des contaminants menant

83



a un stress oxydant et démontrent, pour la premiere fois, I'utilité de T. maxima comme espéce
sentinelle pour la biosurveillance des environnements récifaux. La croissance et le
comportement d’Hippopus hippopus ont été étudiés par sclérochronologie et valvométrie non
invasive a haute fréquence. Les valves sont ouvertes en journée et partiellement fermées la nuit
durant toute l'année, et la croissance de la coquille est significativement corrélée a
I'augmentation de la température, jusqu’a 27°C. Le stress lié a 'augmentation de température
peut étre relié au stress oxydant physiologique engendré par les Symbiodinium présents dans le
manteau. Dans le contexte actuel d’augmentation globale de la température des océans ces
données indiquent qu’Hippopus hippopus est capable de vivre au-dela de ses limites de

température de confort (Schwartzmann et al., 2011).

Il est a noter qu’aucune étude métabolomique sur la réponse au stress des bénitiers ne
semble avoir été menée a ce jour. Ce sera |'objet d’une partie de cette thése, qui constitue ainsi

une étude pionniére dans ce domaine.

111.2.4.2 Le réle des Symbiodinium dans la réponse au stress

Les relations symbiotiques entre invertébrés marins et Symbiodinium sont connues pour
étre tres sensibles aux changements environnementaux comme le stress hyperthermique.
L’évenement de blanchissement de 1998 a réduit de 30 fois la quantité de Symbiodinium présent
en symbiose avec les individus de T. gigas (Leggat et al.,2003). Le blanchissement est connu pour
diminuer de facon significative la capacité de reproduction des invertébrés marins symbiotiques
résultant dans la réduction de la croissance, de la fécondité et de la survie Ceci résulte d’une
diminution significative du carbone inorganique et du pH de I'hémolymphe ainsi que de la
concentration en glucose, le principal photosynthétat exporté depuis les Symbiodinium. Une
diminution des niveaux d’expression de I'anhydrase carbonique, une enzyme impliquée dans le
transport du carbone inorganique aux Symbiodinium, a été observée. Méme si les niveaux de
glutamine synthase du bénitier sont restés inchangés, la capacité des bénitiers a assimiler
I’'ammonium a disparu chez les individus blanchis, suggérant que les photosynthétats provenant
des Symbiodinium sont nécessaires a I'assimilation de 'ammonium par le bénitier. Lors d’une
expérience de blanchissement artificiel, les niveaux de carbone inorganique, de pH et de glucose
de I'hémolymphe étaient corrélés au nombre de Symbiodinium a la fois durant le
blanchissement et le recouvrement. Le recouvrement des populations de Symbiodinium a été
augmenté 4 fois en ajoutant des nutriments organiques et inorganiques (Leggat et al., 2003). Ces

résultats montrent les changements physiologiques profonds qui ont lieu au sein des bénitiers
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pendant et aprés les événements de diminution du nombre de Symbiodinium. De plus, la
diminution des communautés de Symbiodinium chez les bénitiers est bien plus importante que
chez les coraux blanchis (respectivement divisé par 30 et par 5) (Hoegh-Guldberg et Smith 1989;
Jones, 1997). Malgré cette réduction significative des populations symbiotiques et les
changements conséquents que cela induit dans leur budget carbone et azote, les bénitiers sont
néanmoins capables de se remettre des événements de blanchissement bien mieux que les
coraux. Durant le recouvrement des bénitiers apres un évenement de blanchissement induit
artificiellement, seuls 3 des 24 bénitiers sont morts, et le taux de survie des bénitiers blanchis
naturellement lors de I'événement de 1998 était de plus de 95%. Ceci contraste avec les
rapports qui indiquent que la mortalité de certaines especes de coraux peut atteindre 99%

(Mumby et al., 2001).

Le premier volet de cette thése porte donc sur I'étude de la diversité génétique des
bénitiers de I'espéce T. maxima (et des Symbiodinium associés) en Polynésie francaise, réalisée a
partir de marqueurs nucléaires et mitochondriaux. Le second volet s’attache a analyser la

réponse cellulaire des bénitiers au stress thermique, par le biais d’'une approche comparative.

85



PARTIE 11

Matériels et méthodes
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l. Stratégie et technique d’échantillonnage

1.1 Choix des sites

L.1.1 Pour I'étude de la diversité génétique

En Polynésie francaise, 'effort d’échantillonnage s’est porté sur les quatre archipels qui

possédent des bénitiers : la Société, les Tuamotu, les Gambier et les Australes (Annexe 2). En

tout 392 préléevements ont été effectués, sur une étendue de 4 millions de kmz, avec des sites

distants de 2 500 km pour les plus éloignés (Maria et Mangareva). L'ensemble de ces

échantillons a été prélevé entre 0 et 1 métre de profondeur, excepté les 5 échantillons de I'ile

Maria de I'archipel des Australes, prélevés entre 9 et 17 meétres de profondeur. Les sites

d’échantillonnage ont été choisis afin de présenter les caractéristiques les plus diverses

possibles, établies selon différents critéres : localisation géographique, géomorphologie de I'lle

(cf 1.2.2.2), pression anthropique et densité de bénitiers (Figure 28). Ainsi, 15 fles de Polynésie

francaise ont été échantillonnées. Pour certaines d’entre elles, comme Tahiti par exemple,

plusieurs sites ont été choisis en raison de leur taille et de la diversité des critéres préalablement

définis. 24 échantillons ont été prélevés hors de Polynésie francaise, 11 a Fidji, et 13 a Tonga.

Notre échantillonnage comprend donc au total 402 échantillons de manteau de bénitiers,

répertoriés dans I’Annexe 1.
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Figure 28. Carte des iles échantillonnées
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I.1.1 Pour I'étude de la réponse au stress thermique
Les 168 bénitiers utilisés dans [|'étude expérimentale ont été prélevés dans
I’environnement. Ils étaient tous de méme taille (5 a 7 centimétres — autorisation par arrété n°
1582 du 23/02/2012 au JOPF) et ont tous été prélevés sur un méme site a Paea (PK20, Tahiti :
17° 42’ 13,64” Sud — 149° 35’ 8,99” Ouest), afin de réaliser I'expérience de réchauffement sur

des individus provenant d’'une méme cohorte.

1.2 Techniques de prélevement et de stockage
L.2.1 Pour la diversité génétique
De petits morceaux de manteau (environ 1 sz) ont été prélevés sur chaque bénitier par
biopsie, ou en sacrifiant I'animal lorsque cela était nécessaire. Les échantillons prélevés sur le

terrain, ont été placés dans un tube de 2 mL avec de I'éthanol a 70% et conservés a -20°C.

1.2.2 Pour les approches « omiques »

Chaque bénitier, prélevé au cours de I'expérience de réchauffement, a été disséqué et le
manteau a été séparé en 3 morceaux distincts, chacun étant destiné a I'une des 3 approches
développées. Le premier morceau a été placé dans un tube d’1,5 ml et surgelé dans de |'azote
liguide, avant d’étre stocké a -80°C pour I'approche génomique. Le second morceau de manteau,
d’environ 0,1 cm” et utilisé pour "approche transcriptomique, a été placé dans un tube a vis de 2
ml contenant 500 uL de RNA later. L’échantillon a été placé 24 heures a 4°C avant d’étre stocké a
-80°C. Pour la métabolomique, le dernier fragment du manteau a été placé dans des pochons en
tulle et immédiatement surgelé dans de I'azote liquide avant d’étre stocké a -80°C pendant 24
heures, puis lyophilisé (Lyophilisateur « Alpha 1-4 LD plus » de chez Christ) et conservé dans des
sacs hermétiques « Tribord » a I'abri de la lumiere et de I'humidité. Etant donné que les
prélevements effectués nécessitaient de sacrifier le bénitier, le reste de I'organisme, constitué

des visceres, a également été lyophilisé et conservé pour d’éventuelles analyses.

|| Expérience de stress thermique

L'expérience de stress thermique a été réalisée avec 4 aquariums, placés en plein air au
CRIOBE a Moorea et constamment alimentés en eau, en circuit ouvert. Ces aquariums
expérimentaux étaient de méme structure et composition (90*53*27 cm). 2 expériences

indépendantes ont été menées, I'une a partir du 4 octobre 2012 et la seconde a partir du 23
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octobre. Avant chaque expérience, un lot de bénitiers a été réceptionné et placé au moins 15
jours dans un bassin alimenté en permanence par de I'eau de mer afin d’étre acclimaté aux
conditions de laboratoire, avant I'expérience. Le volume du bassin était de 942 litres et le débit
d’eau de 300 litres par heure. Le bassin ainsi que les bénitiers et leur support ont été nettoyés
toutes les semaines. Au cours de I'expérience, seuls les aquariums ont été débarrassés des
sédiments accumulés sur le fond, au 3iéme et 5ieme jour.

Le dispositif de réchauffement de I'eau de mer a été mis en place sur 2 des 4 aquariums, en
respectant le méme volume d’apport d’eau de renouvellement minimum, établi spécialement
pour les expériences sur les bivalves (Bayne et al., 1985) et entretenu dans les 4 aquariums, soit
un débit de 24 litres/heure pour un volume total de 100 litres. Il était constitué d’'un bac de
chauffe alimenté constamment par la méme source d’eau de mer puisée dans le lagon que celle
alimentant les autres aquariums, contenant une résistance thermo-chauffante et un thermostat
IC 901 de chez Eliwell France (Figure 29). Les tuyaux reliant le bac de chauffe aux 2 aquariums
expérimentaux étaient protégés par une gaine isolante afin de limiter les pertes de chaleur.
Chaque aquarium était équipé d’'une pompe de brassage EHEIM Compact 600 / 150 a 600 L/h,
d’un thermomeétre digital afin de surveiller la température de I'eau en visuel et d’une sonde
(Hobo) mesurant en permanence la température et la luminosité placée sur le fond. Tous les
aquariums, chauffés ou non, étaient isolés thermiqguement par une couverture de survie. Ce
dispositif a permis de conserver la variation de température d’1°C observée entre le jour et la

nuit dans le lagon.
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Figure 29. Photo d’une partie du dispositif en place lors des expériences de réchauffement. Les fleches
indiquent les différents composants du dispositif, a savoir : le bac de chauffe (en bleu), les quatre
aquariums entourés de couvertures de survie, un afficheur de la température du bac de chauffe (boitier
vert), les tuyaux entourés d’une gaine isolante noire, les thermometres digitaux blancs accrochés au-

dessus des aquariums, la sonde de relevés des aquariums et la pompe de brassage.

En raison du dispositif, la quantité de lumiére a la surface des différents aquariums était
hétérogene, en fonction de leur emplacement, et systématiquement inférieure a celle du lagon.
Afin de palier a la fois au manque de lumiére et a cette hétérogénéité au niveau des bacs, des
rampes de néon ont été placés au dessus des aquariums. Les lampes étaient allumées au lever
du jour et éteintes au coucher du soleil pendant toute la durée de I'expérience. Ainsi la
luminosité a la surface des aquariums variait entre 5 500 et 18 000 lux en fonction de I'heure de
la journée et des conditions climatiques, d’un méme ordre de grandeur qu’au niveau du lagon.

Des mesures des parameétres physiques, dioxygéne dissous (mg/ml), conductivité (mS),
salinité et saturation en air (%) ont été réalisées a 11 heures tous les jours par la sonde YSI 85. De
I'eau était également prélevée a ce moment 13, afin de réaliser une mesure du pH dans chacun
des aquariums, avec le pHmetre Cyberscan 6000 series meters de chez Eutech instruments. Les
1% et 5°™ jours de I'expérience, des échantillons d’eau supplémentaires ont été prélevés dans
les 4 aquariums. lls ont été envoyés au laboratoire des moyens analytiques de I'IRD de Nouméa
pour analyser les sels nutritifs (Si(OH)4, PO4, NO, et NO,). Les conditions climatiques ainsi que
diverses observations a propos des aquariums, telles que la sédimentation, la turbidité, ou

encore la présence d’algues ou d’autres organismes ont été notées. L'observation quotidienne
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des bénitiers (couleur, ouverture, et réactivité) ainsi que la prise de photos sont venues

compléter I'ensemble des informations relevées tout au long de I'expérience.

lll. Analyse cytologique

Des fragments de manteaux de deux bénitiers par points de la cinétique et pour chacune
des conditions ont été fixés, colorés au DAPI (4’6 diamidino-2’ phenylindole dihydrochloride,
agent intercalant de ’ADN) puis observés en contraste de phase en fluorescence a I'aide d’un
microscope Zeiss (Axio Imager M2). Cette expérience a été réalisée par V Berteaux-Lecellier. La
méthode utilisée a été adaptée de Berteaux-Lecellier et al. (Berteaux-Lecellier et al., 1995).
Brievement, les tissus prélevés ont immédiatement été fixés dans une solution de
paraformaldehyde a 7,4%. lls ont ensuite été rincés dans du PBS X1 (PBS X10 : Na,HPO,: 0,8 M ;
NaH,P0O,4, 2 H;0: 0,2 M ; NaNs : 0,5 %) puis écrasés a I'aide d’une aiguille entre lame et lamelles
polylysinées. Une fois écrasé, le matériel a été rincé au PBS + 0,05% puis rincé a nouveau dans
une solution de PBS + Triton + DAPI. Aprés un dernier rincage a I'eau distillée, les échantillons

ont été montés entre lame et lamelles dans une goutte d’antifad (vectashield) puis conservés a -

20°C.

IV. Analyse Génomique

IV.1 Extraction d’ADN total

Le méme protocole (modifié du protocole Promega Wizard Genomic DNA purification kit)
a été utilisé pour extraire I’ADN de chacun des 392 échantillons de bénitiers. Le terme d’ADN
total est employé car a la fin de la manipulation, I'échantillon contient 'ADN du bénitier,
Tridacna maxima, mais également celui des Symbiodinium, des bactéries et autres organismes
éventuellement présents dans ou sur les tissus recueillis. Le protocole comprend deux étapes, la
lyse cellulaire et la précipitation de I’ADN, suivies d’'une étape de vérification de la qualité de
I'extraction.

Un petit morceau de manteau a été broyé dans 600 ul de « nuclei lysis solution » et une
pincée de sable avant d’étre placé 3 heures a 56°C. 200 ul de « Proteine precipitation solution »
ont ensuite été rajoutés avant de secouer vigoureusement 20 s et de laisser 4 mn dans la glace.
Les échantillons ont alors été centrifugés 4 mn a 12 000 g. Le surnageant a été récupéré avec
une pipette et placé dans un tube de 1,5 ml contenant 600 pl d’isopropanol. La pelote qui se

forme alors indique la présence d’ADN. Le tube a été remué doucement et centrifugé 1 mn a 12
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000 g puis le surnageant a été éliminé. 600 pl d’éthanol a 70% ont alors été ajoutés au culot en
remuant doucement le tube, puis I'ensemble a été centrifugé 1 mn avant d’éliminer le
surnageant. Le culot a été séché environ une demi-heure en recouvrant les tubes d’un papier,
puis 50 ul d’ADN rehydratation solution ont été ajoutés. Aprés 15 mn |'extrait d’ADN génomique
total a été homogénéisé par agitation puis centrifugé, incubé 1h a température ambiante avant
d’étre stocké a -20°C. La qualité et la quantité des ADN obtenus ont été vérifiées par

électrophorese sur gel d’agarose a 0.8%.

IV.2 Marqueurs génétiques et amorces

La diversité génétique, de T. maxima et des Symbiodinium, a été étudiée en utilisant des
marqueurs génétiques de référence, connus pour étre discriminants au moins au niveau du
genre, soit un marqueur nucléaire, la région 18S du gene de I’ADNr 45S, et deux marqueurs
mitochondriaux, les génes de ’ADNr 16S et de la sous-unité 1 de la cytochrome c oxydase (CO/)
pour T. maxima, et la région 28S du gene nucléaire ADNr 45S pour les Symbiodinium.

Ces régions génomiques ont été amplifiées par réaction de polymérisation en chaine (PCR)
en utilisant des amorces spécifiques (Tableau 4). Les amorces dessinées par Yu (Yu et al., 2000) et
Schneider (Schneider et al., 1999) ont été utilisées respectivement pour obtenir des séquences
des régions codant pour ’ADNr 18S et ’ADNr 16S. Pour le géne COI/, I'amorce sens (COI F: 5'-
cggtaaaacgacggccagtgggtgataattcgaacagaa-3’) a été modifiée a partir de I'amorce dessinée par
Kochzius et Nuryanto pour T. crocea (Kochzius et Nuryanto, 2008) et I'amorce anti-sens (COI R :
5’-ggagcggataacaatttcacacaggaacgaacgctgtaatacc-3’) a été déterminée a partir de régions
hautement conservées trouvées parmi les séquences du géne COI de T. maxima présentes dans
la base de données NCBI. Concernant Symbiodinium, différentes amorces ont été utilisées
permettant non seulement d’amplifier la région 28S d’intérét mais aussi d’amplifier des
domaines spécifiques de 6 clades de A a F (Yamashita et al., 2011). Pour 19 extraits d’ADN
provenant des archipels de la Société, des Tuamotu et des Gambier, une amplification par PCR
de la région 28S du gene nucléaire de 'ADNr 455 a été effectuée avec l'un des 2 couples
d’amorces universelles de Symbiodinium, soit le couple d’amorces déterminé par Loh et Richter
(Loh et al., 2001; Richter et al., 2008), dénommé ici Sy_28S F et R, (Figure 30) produisant un
fragment d’environ 485 pb, soit avec le couple d’amorces Cri2, déterminé par Wilcox et

collaborateurs (Wilcox et al., 1998), donnant alors un fragment de 830 pb.
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Tableau 4. Caractéristiques des couples d’amorces utilisés. Séquence des brins sens et non-sens des

amorces utilisées pour I'étude de Tridacna maxima et de Symbiodinium spp, taille du fragment

obtenu aprés amplification et température d’hybridation pour chaque couple d’amorces.

Nomenclature Séquence amorce F (5’-3’) |Séquence amorce R (5’-3’) Taille du Tm
fragment

Tr_18S ACTATGCCAACCGACACTCC |TCCTCCGCTTATTGATATGC (20) |800 pb 50°C
(20)

Tr_16S CGCCTGTTTATCAAAAACAT |CCGGTCTGAACTCAGATCACGT |462 pb 55°C
(20) (22)

Tr_COl CGGTAAAACGACGGCCAGTG |[GGAGCGGATAACAATTTCACACA (500 pb 1:40°C
GGTGATAATTCGAACAGAA |GGAACGAACGCTGTAATACC (43) 2:50°C
(39)

Cri2 CGCTGAAATTAAGCATATAAG |[AACGATTTGCACGTCAGTATC 830 pb 50°C
TAAG (25) 521)

Sy_28S CCTCAGTAATGGCGAATGAAC |CCTTGGTCCGTGTTTCAAGA (20) (485 pb 50°C
A (22)

Sy_ GATTGTGGCCTTTAGACATAC |CTCTGAGAGCAAGTACCGTGC 126 pb 50°C

Clade A TACC (25) (21)

Sy_ CACATGTCGTGCTGAGATTGC |CTCGCATGCTGAGAAACACGT 108 pb 50°C

Clade B (21) (21)

Sy_ TTGCTGAGATTGCTGTAGGCT |TCCTCAAACAGGTGTGGC (18)  |124 pb 50°C

Clade C (212)

Sy_ AATGCTTGTGAGCCCTGGTC |AAGGCAATCCTCATGCGTATG 114 pb 50°C

Clade D (20) (21)

Sy_ CGAGTTTTCACTAGCCTTGTG |[AGCGTTGCAGCTGACGAG (18) |99 pb 50°C

Clade E TG (23)

Sy_ ACAGATCTTGCTGAGATTGCT |GAAGGCCGTCCTCAAACAGAC  |143 pb 50°C

Clade F GTG (24) (21)
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IV.3 Amplification standard et séquencage

Les amplifications PCR ont été réalisées dans un volume final de 50 pl en suivant les
prescriptions du fournisseur (Promega GoTaq) (Tableau 5), avec différents profils thermiques
adaptés aux amorces utilisées, selon la littérature correspondante (Schneider et al., 1999;
DeBoer et al., 2008; Kochzius et al., 2008; Loh et al., 2001; Richter et al., 2008; Yamashita et al.,
2011) (Tableau 5). Pour le coupe d’amorces Tr_COl, le profil thermique utilisé était spécifique car
constitué de 2 températures d’hybridation différentes, et pour les couples d’amorces clades
spécifiques de Symbiodinium, pour lesquelles les amplifications se déroulaient sur des amplicons
(et non de 'ADN génomique), le temps alloué aux cycles de dénaturation, hybridation et
polymérisation a été réduit (Tableau 6). Aprés vérification par électrophorése sur gel d’agarose a
1,5%, avec un contréle positif constitué d’une amplification d’ADN génomique de T. maxima ou
de Symbiodinium et un contréle négatif dans lequel ’ADN a été remplacé par de I'eau stérile, les
produits d’amplification ont ensuite été purifiés en utilisant le kit Promega « Wizard SV Gel and
PCR Clean-Up System » avant séquencage. 124 séquences 16S, 335 séquences COIl et 72

séquences 18S ont ainsi été obtenues.

Tableau 5. Contenu d’un mélange de réaction PCR pour un tube. A: pour les amplifications avec les
couples d’amorces Tr_COIl, Tr_16S, Tr_18S et Sy_28S; B: pour les amplifications avec les couples

d’amorces clade-spécifiques.

A. B.
Solution Volume (pl) Solution Volume (pl)
Tampon 5X 10 Tampon 5X 10
MgCl2 25 mM 4 MgCl2 25 mM 4
dNTP 1 dNTP 1
Amorce sens 1 Amorce sens 1
Amorce non-sens 1 Amorce  non- 1
sens

GoTaq 0,25 GoTaq 0,25
ADN (10 ng/pl) 5 ADN (1 ng/ul) 0,5
H20 QsQ 50 pl H20 QsQ 50 pl
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Tableau 6. Profils thermiques des PCR pour différents couples d’amorces.

A: pour les couples

d’amorces Tr_16S, Tr_18S et Sy_28S; B: pour le couple d’amorces Tr_COl; C: pour les couples

d’amorces clade-spécifiques.

A. Etape Temps Température (°C) Nb de cycles
Dénaturation 2 minutes 94 1
Amplification Dénaturation 45 secondes 94 35
Hybridation 45 secondes Tm
Polymérisation 45 secondes 72
Terminaison 5 minutes 72 1
B. Etape Temps Température (°C) Nb de cycles
Dénaturation 2 minutes 94 1
Amplification Dénaturation 45 secondes 94 7
Hybridation 45 secondes Tm1l
Polymérisation 45 secondes 72
Amplification Dénaturation 45 secondes 94 30
Hybridation 45 secondes Tm2
Polymérisation 45 secondes 72
Terminaison 5 minutes 72 1
C. Etape Temps Température (°C) Nb de cycles
Dénaturation 2 minutes 94 1
Amplification Dénaturation 5 secondes 94 20
Hybridation 10 secondes 60
Polymérisation 15 secondes 72
Terminaison 5 minutes 72 1

IV.4 Amplifications nichées

Pour l'identification des clades de Symbiodinium, les 6 couples d’amorces, localisés dans la

région 28S amplifiée avec les couples d’amorces universelles, ont été utilisés (Figure 30). lls

permettent d’obtenir des amplifiats d’'une centaine de pb dans des régions conservées pour un

clade donné. L'efficacité et la spécificité de ces amorces ont été testées a partir d’ADN

génomiques de clade isolé, commandés au laboratoire de Marie-Alice Coffroth (Marie-Alice

Coffroth, http://www.nsm.buffalo.edu/Bio/burr/BURR_Cultures.html) (Figure 30).
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Figure 30. Carte du gene 45S avec un agrandissement de la région 28S. Les amplifiats attendus a partir
des amorces spécifiques des clades A a F sont indiqués par la lettre du clade correspondant et une
couleur distincte. Les amorces « Cri2 » et « Sy28S » sont seulement placées sur la carte. La région 28S

commence 215 bp avant le site de ’'amorce Cri2F et contient plus de 4 000 paires de bases.

Une seconde technique de PCR, pour identifier les clades, a consisté a réaliser une
premiére amplification de ’ADN génomique avec l'un des couples d’amorces universelles de
Symbiodinium, puis de réaliser une seconde amplification de cet amplifiat avec les amorces clade
spécifique de A a F. Cette seconde amplification permettait alors de déterminer, par simple
observation d’'un gel d’électrophorése (présence/absence d’une amplification), les clades
présents au sein de chaque bénitier.

Des techniques récentes (Laleunesse, 2001) permettent d’identifier avec précision le
sous-clade majoritaire présent au sein de l'organisme hote, mais aucune technique ne
permettait jusqu’alors d’identifier plusieurs sous-clades présents dans un méme organisme. En
collaboration avec Héloise Rouzé, nous avons développé une technique de PCR nichée
permettant d’identifier plusieurs sous-clades lorsque plusieurs clades coexistent chez un méme
individu. Des PCR ont ainsi été réalisées tout d’abord sur de ’ADN génomique avec des amorces
universelles (Cri2 ou Sy_28S), puis sur I'amplicon obtenu avec une amorce Sy_Clade dans un sens
et une amorce universelle complémentaire (Cri2 ou Sy_28S) dans |'autre sens. Cette technique
opératoire permet I'obtention de produits d'amplification spécifique d’un clade, de plus grande
taille que ceux directement obtenus a l'aide des couples d’amorces clade spécifique et peuvent
donc étre directement séquencés (Figure 31). En fonction du couple choisi, il est ainsi possible

d’obtenir 2 amplifiats chevauchants. Une fois concaténée, les séquences d’environ 600 pb,
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permettent d’identifier précisément les différents sous-clades de Symbiodinium présents au sein
de chaque bénitier. 21 échantillons d’ADN génomique provenant de bénitiers prélevés dans
I'archipel de la Société (n = 10) et dans I'archipel des Australes (n = 11) ont été ainsi amplifiés et

les amplifiats ont été séquencés.
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Figure 31. Carte de la région 28S et des amorces utilisées pour identifier les sous-clades de

Symbiodinium par la technique d’amplification nichée. (D’aprés Alexandre Merciére, 2013)

IV.5 Analyse des données

Les analyses phylogénétiques ont tout d’abord été réalisées avec le logiciel Mega6.06, en
utilisant la commande « Find Best DNA/Protein Model » afin de déterminer la méthode de
classification la plus adaptée a nos données. Les séquences ont été alignées en utilisant I'option
« ClustalW » (Thompson et al., 1994) en prenant les paramétres par défaut et nettoyées
manuellement afin de minimiser les mésappariements. Dans tous les cas, la méthode statistique
conseillée était « Maximum Likelihood » avec un test de la phylogénie par la méthode des
bootstrap, pour laquelle on a realisé 500 réplicats. Le calcul des distances a été réalisé avec le
modele « Tamura-3-Parameter » et les paramétres « Uniform rates » et « Complete deletion ».
Cette analyse a également été réalisée selon un modeéle Bayesien a I'aide du logiciel MrBayes. La
méthodologie employée est présentée dans I'article joint en annexe.

L’arbre phylogénétique réalisé avec les échantillons du Pacifique a été construit avec la méthode

de Maximum Parcimony.
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Les mesures de diversité moléculaire pour toutes les populations ont été réalisées avec le logiciel
Arlequin version 3.5.1.2 (Excoffier et Lischer, 2010). Le détail du protocole suivi est également

décrit dans I'article joint en annexe.

V. Analyses transcriptomiques

V.1 Extraction d’ARN total

L’ARN total de 29 échantillons pour la réalisation du transcriptome de novo de T. maxima
et de 168 échantillons pour I'étude de I'expression différentielle a été extrait. Le protocole est
inspiré de la fiche «Trizol Reagent» Cat. No. 15596-018, et comprend 4 étapes:
homogénéisation, séparation, précipitation et lavage, suivies de la mise en suspension pour
vérification de la qualité des échantillons avant de les sécher. Afin de garantir une qualité
optimale des ARN extraits, I'ensemble du matériel utilisé au cours de I’extraction a été stérilisé a
I'autoclave pendant 40 minutes et toutes les surfaces ont été traitées au RNase Zap juste avant
manipulation.

Chaque échantillon a été rincé avec 500 pl de PBS, dilacéré au scalpel dans une boite de
pétri sur glace et transvasé immédiatement dans un tube de 2ml contenant 500 ul de Trizol
(Invitrogen). Ensuite, 3 phases de congélation-décongélation ont été réalisées avant de laisser
agiter toute la nuit a 4°C. Le lendemain, les échantillons homogénéisés ont été incubés 5 mn a
15-30 °C, secoués vigoureusement 30 secondes puis centrifugés a 12 000 g pendant 10 mn entre
2 et 8 °C. Le surnageant a ensuite été transféré en totalité dans un tube propre. La séparation
des acides nucléiques et des protéines a été réalisée en ajoutant 100 ul de chloroforme et en
secouant vigoureusement les tubes a la main pendant 15 secondes avant de les laisser incuber
pendant 2-3 mn a 15-30 °C et de les centrifuger a 12 000 g pendant 15 mn, entre 2 et 8 °C. Le
surnageant a ensuite été précautionneusement transféré dans un tube contenant 250 ul
d’isopropanol et 250 ul d’eau pour précipiter 'ARN, et I'ensemble a été incubé 10 minutes entre
15 et 30°C. Les échantillons ont été centrifugés a 12 000g pendant 15 mn, entre 2 et 8 °C. Le
précipité d’ARN formait alors un gel au fond et sur le coté du tube. Le surnageant a ensuite été
retiré par inversion et le culot d’ARN a été lavé avec 200 pul d’éthanol 80% avant centrifugation a
7 500 g pendant 5 mn, entre 2 et 8 °C. Le surnageant a été vidé et la pelote d’ARN a été séchée 5
minutes « téte en bas » puis repris dans 50 pl d’eau RNase free en mélangeant plusieurs fois a
I'aide de la pipette. La qualité et la quantité des ARN obtenus ont été évaluées par
électrophorese sur gel d’agarose a 1% dans du TBE 0,5X a 50 mV. Les ARN ont ensuite été séchés

1h30 sous vide a température ambiante et conservés a -80°C.

98



V.2 Séquengage, assemblage et annotation

Le séquencage des ARNs a été réalisé par les sociétés Genoscreen ou Macrogen. Le
séquencage des échantillons a été réalisé selon un protocole Shotgun 2X100bp (454) sur un
Hiseq2000 chez les 2 prestataires. La qualité des séquences a été vérifiée par les prestataires
avant leur réception. L'assemblage et I'annotation du transcriptome de novo ont été réalisés au
laboratoire par G. Lecellier. Brievement, aprés vérification et élimination des séquences de
faibles qualités (logiciels FastQ / Trimm), "assemblage a été réalisé avec la suite velvet/Oases et
Trinity. L’assemblage avec Trinity a présenté la meilleure couverture fragments bruts/contigs et
a été retenu pour la suite. Les contigs présentant une forte homologie (>95% d’identité) avec les
ceux des transcriptomes de Symbiodium de la base de données genbank (idenfiant genbank :
GAKY, GAFO, GAFP), ont été retirés. Les phases ouvertes de lecture ont été ensuite recherchées
(Transdecoder) et seuls les contigs présentant une phase de plus de 30 codons, ont été
conservés. Les différents transcrits ont alors été comparés (Blast/HMMER) avec les bases de
données protéiques spécialement adaptées pour les annotations (Gene Onthology / KEGG2).

Les 38 échantillons d’ARN de I'expérience de réchauffement ont été séquencés par la société
Genoscreen selon le méme protocle que précédemment. La profondeur de lecture représentait

2 a 5 Gb de séquences par échantillon.

V.3 Analyse des données transcriptomiques
L'analyse de I'expression différentielle a été réalisée au laboratoire, a partir du transcriptome
nouvellement obtenu. La couverture des fragments de 100 bp sur le transcriptome a été réalisée
avec le logiciel Bowtie2. L’estimation normalisée des niveaux d’expression en fonction de cette
couverture (HMM-FKPM) a été réalisée a I'aide du logiciel RSEM. Enfin, I'analyse différentielle a
été effectuée a I'aide des applications EdgeR et DeSeq2 sous R. Afin de pouvoir réaliser des
analyses et des représentations a facons, de nombreuses routines ont été réalisées

manuellement sous R ou Scilab.

VI. Analyses métabolomiques

Les analyses métabolomiques ont été réalisées au laboratoire de chimie du CRIOBE (le
LCBE) situé sur le site de l'université de Perpignan Via Domitia (UPVD). Le métabolome étant
composé de métabolites aux propriétés physico-chimiques trés différentes, notamment en
termes de polarité, cela a nécessité I'emploi de différentes techniques d’extraction et de

préparation.
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VI.1 Tests anti-oxydants

Le pouvoir antioxydant des échantillons a été estimé par C. Bertrand au LCBE avec le test au
radical libre DPPH. Une cinétique a été établie pour différentes concentrations (échantillon brut,
échantillon dilué 10 fois et 100 fois) afin de déterminer le temps optimal pour effectuer les

mesures au spectrophotometre. Ces mesures ont été réalisées en triplicat.

V1.2 Dosage des lipides totaux

Le dosage des lipides totaux des échantillons a été réalisé par C. Bertrand au LCBE en
utilisant une méthode sulfophosphovanillique adaptée de Drevon et Schmit (Drevon et Schmit,

1964) et maitrisé par la société AkiNaO.

VI.3 Extractions des métabolites secondaires totaux et des lipides

Les manipulations ont consisté a extraire les métabolites présents au sein des 168
échantillons de bénitier lyophilisés, selon un protocole d’extraction biphasique optimisé par
Fahoullia Mohamadi lors de son doctorat réalisé au LCBE. Le but est d’extraire la portion la plus
large possible du métabolome des bénitiers de fagon simple et reproductible.

Le protocole d’extraction des métabolites s’est déroulé sur deux jours. Tout le matériel
utilisé était en verre afin d’éviter une contamination liée a l'utilisation de plastique. La premiére
étape, la préparation des échantillons pour I'extraction, consiste a lacérer chaque I’échantillon
lyophilisé dans un mortier avant de I'écraser avec un pilon, puis transférer la poudre obtenue
dans un bécher propre et taré, et peser. Préparer extemporanément les étalons internes, 500 ml
de 5a-androstan-3B-ol (Santa Cruz Biotechnology) et 500 ml d’acide 5B-cholanique (Sigma-
Aldrich) a 20ug/ml dilué dans de I’éther. Prélever 250 pl de chacun des produits et le placer dans
le bécher contenant I’échantillon. Homogénéiser et fermer la hotte afin de laisser I'éther
s’évaporer toute la nuit. L’androstanol sert d’étalon pour la quantification des stérols, le cholanic
acid pour celle des acides gras. Une séparation solide-liquide biphasique est ensuite réalisée
avec un mélange binaire de solvants non miscibles, le dichlorométhane et I'eau, et un solvant
pont, le méthanol. Cette séparation est qualifiée de « all-in-one » (extrait total). Pour cela,
I’échantillon était transvasé dans un tube a essai propre, et la manipulation suivante était
répétée trois fois : ajouter 2 ml de méthanol et 0.5 ml d’eau, placer dans un bain a ultrasons
pendant 10 minutes, ajouter 2 ml de dichlorométhane et 2,5 ml d’eau et placer a nouveau 10
minutes aux ultrasons, puis transvaser la partie liquide dans un tube a centrifugation en Nalgen a

I'aide d’une pipette en verre. Centrifuger ensuite 10 minutes a 2 500 g afin que les phases
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polaire et apolaire se séparent. Prélever la phase apolaire a I'aide d’une pipette Pasteur et la
placer dans un tube a essai, puis mettre 1 ml de cette phase dans un tube a hémolyse pour
I'analyse des lipides. Sécher ces extraits organiques sous flux d’azote. Prélever la phase polaire a
I'aide d’une pipette Pasteur et la placer dans un tube a vis en verre, congeler a -20°C avant de
lyophiliser. Les différents extraits ont ensuite été recouverts de papier aluminium afin de les

protéger de la lumiére, et conservés a -20°C.

V1.4 Techniques chromatographiques

VIL.4.1 Préparation des échantillons
VI.4.1.1 Stérols, acides et alcools gras

Le protocole de préparation des stérols, acides et alccols gras de la phase apolaire, est une
adaptation de Xu et al. 2010, qui se déroule en deux étapes; la premiére permet de trans-
estérifier (méthylation) les acides gras pour obtenir des esters méthyliques d’acides gras. Elle
consiste a: solubiliser la phase apolaire seche avec un peu de solvant (dichlorométhane plus
méthanol) puis de la transvaser dans un vial avec un septum. Ajouter ensuite 1,5 ml de
méthanol, 0,3 ml d’acide chlorhydriqgue méthanolique a 8% (MeOH : H20 85/15, v/v) et 0,2 ml
de toluéne qui rend I'ensemble miscible, et laisser 15 minutes aux ultrasons avant de placer les
tubes 16 heures au bain-marie a 45°C. Extraire a deux reprises I’échantillon avec 2 ml de solution
d’hexane et de dichlorométhane (4/1, v/v) puis transvaser le surnageant dans un vial 5 ml avec
un septum taré. Sécher la phase organique obtenue sous flux d’azote, puis peser. L’extrait sec
comprend alors les stérols natifs et les esters méthyliques d’acides gras (fames), il est conservé
en chambre froide ou passé directement a I'étape de dérivatisation. La seconde étape consiste a
réaliser une dérivatisation des stérols par une réaction de silylation, ce qui les rend moins
polaires et plus volatils. Pour réaliser cette seconde étape, il faut ajouter précautionneusement
aux préparations 100 pl de pyridine et 100 pl de N,0-bis(triméthylsilyl)trfluoroacétamide (BSTFA)
et les placer a nouveau 16 heures au bain-marie a 45°C. Dans le cas ou |'extrait organique
transméthylé et sylilé était limpide, il a été placé directement dans un vial contenant un
réducteur, si il était trouble il a été centrifugé afin de ne récupérer que le surnageant. Aprés

cette réaction, les échantillons ne sont pas stables, il faut donc les traiter rapidement.

VI.4.1.2 Fraction apolaire totale
Pour les analyses en CLHP-SM de la fraction apolaire, les échantillons secs, ont été pesés et

préparés a 1 mg/ml par ajout de la quantité de méthanol nécessaire.
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V1.4.2 Obtention des profils métabolomiques
Les métabolites extraits des bénitiers étaient préalablement répartis en deux phases, les
polaires et les apolaires. Ces deux phases ont été analysées par chromatographie liquide a haute
performance couplée a un spectromeétre de masse (CLHP-SM). Pour la phase apolaire, une
préparation spécifique permet également d’en extraire les stérols et les acides/alcools gras. Ces
échantillons ainsi préparés ont été analysés par chromatographie en phase gazeuse couplée a la

spectrométrie de masse (CG-SM).

VI.4.2.1 L’analyse en CG-SM

La chromatographie gazeuse est une technique qui permet de séparer des molécules d'un
mélange éventuellement trés complexe et de nature tres diverses. Elle s'applique principalement
aux composés volatils ou susceptibles d'étre vaporisés par chauffage sans décomposition,
comme les stérols et les acides gras dans cette étude.
La séparation a été réalisée sur une colonne Supelco SPB 50 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). Le
volume injecté était de 1 pl avec un split de 50 :1. Le débit du gaz vecteur (hélium) était de 1
ml/min. La méthode choisie a été adaptée de celle mise au point sur les coraux par Fahoullia
Mohamadi (Mohamadi, 2014). La température du four apreés injection était maintenue a 150°C
pendant 3,5 minutes, puis augmentée de 20°C par minute jusqu’a atteindre 200°C, température
maintenue pendant 10 minutes, puis augmentée de 3°C par minute jusqu’a atteindre 280°C,
température maintenue pendant 30 minutes avant diminution de 25°C par minutes jusqu’au
retour a la température de départ, 150°C. Les molécules étaient ionisées avec une énergie de 70
eV. La température de la source était de 250°C et celle de I'interface de 290°C. La détection en
masse était réalisée sur une fenétre m/z de 40 a 600 uma. Un vial contenant uniquement du
solvant, le dichlorométhane, était injecté avant chaque série, puis a nouveau tous les 8

échantillons. Les 168 échantillons ont été passés dans un ordre aléatoire.

VI1.4.2.2 L’analyse en CLHP-SM
Les 168 échantillons de la phase apolaire ont été analysés en CLHP-SM, les 168
échantillons de la phase polaire ont été conservés pour une utilisation ultérieure. Comme pour la
CG-SM, tout le matériel utilisé était aussi de la marque Thermo scientific. Les analyses ont requis
I"utilisation d’un détecteur a barrette de diodes PDA detector et d’'une pompe Accela 600. La
phase apolaire a été chromatographiée sur une colonne Kinetex Phenylhexyl 1.7u en utilisant
deux solvants: le solvant A composé d'H20 CLHP + 1% d'acide formique, le solvant B

d'acétonitrile + 1 % d'acide formique. Le volume d'injection était de 2 ul et le débit de 200
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ul/min. La méthode d’élution graduée utilisée, nommée "Phenylhexyl5", a été adaptée de la
méthode développée par Fahoullia Mohamadi (Mohamadi, 2014), pour les coraux (Tableau 7).
Les 168 échantillons ont été chromatographiés dans un ordre aléatoire.

L’analyse chromatographique a été réalisée avec le logiciel Xcalibur, en utilisant le systéme
Accela pour déterminer les parameétres suivants : température des vials 12°C, température du
four 30°C et réglage du détecteur UV sur la plage de longueur d’onde allant de 200 a 800

nanometres. Les caractéristiques du spectrometre de masse sont notées dans le Tableau 8.

Tableau 7. Conditions analytiques en CLHP-SM

Extrait Eluants Colonne Volume Débit (ul/min) | Gradient d’élution
d’injection (ml)
Organique A:H20+1% Phenomenex 2 200 Temps % (A/B)
AF Kinetex 0-17 mn 55/45
Phenylhexyl 25 mn 0/100
B : CH3CN + 1.7u 27 mn 55/45
1% AF 30 mn 55/45
32 mn 100/0

Tableau 8. Conditions analytiques en CLHP-SM : spectrométre de masse

Conditions C;: ionisation | C;ionisation
ESI+ ESI + / ESI -

Température d'évaporation 320 °C 350°C

Tension de la source ES| 3,5kV 4KV -3k

Tension du capillaire de transfert 45V 25V [-40V

Tension du tube lens 78V 90/-125V

Débit du gaz ionisant 40 40

(sheath gas)

Débit du gaz de balayage 3 2

(sweep gas)

Débit du gaz auxiliaire 10 15

(Auxiliary gas)

Plage de masse 200-1000 Da 200-2000 Da
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VI.5 Analyses des données chromatographiques

Pour chacun des chromatogrammes, la détection, définition, quantification et annotation
des pics a été réalisée par C. Bertrand au LCBE. Les matrices ont ensuite été analysées au
laboratoire a I'aide de I'application MixOmics sour R, permettant d’effectuer des analyses
discriminantes telles que la PLS-DA (« Partial List Square Discriminant Analysis » ou ADMC pour
« Analyse Discriminante Des Moindre Carrés »). Les données ont été standardisées pour chaque
échantillon (valeur unitaire de 10° unitéd’absorbance) et normalisées (In(n+1)) avant de réaliser

les analyses comparatives.
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PARTIE Il

Diversité génétique de Tridacna maxima
et communautés de symbiontes
associées en
Polynésie francaise
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La diversité génétique de T. maxima, ainsi que les communautés de Symbiodinium vivant
en symbiose avec cette espéce de bénitier, sont caractérisées pour la premiére fois en Polynésie
francaise grace a cette étude, par le biais de deux techniques : le barcoding et I'analyse des
geénes exprimés chez ces deux organismes. Les résultats relatifs a la diversité génétique de T.

maxima font I'objet d’un article soumis (Annexe 1).

I. Approche par barcoding

.1 Tridacha maxima

L.1.1 Choix des 3 marqueurs génétiques étudiés : COI, 16S et 18S

Le géne codant le cytochrome c oxydase | (COl) est couramment utilisé en barcoding en
raison de sa capacité a caractériser les espéces animales. Il code la derniére enzyme de la chaine
respiratoire de transport d’électrons, constituée d'un grand complexe protéique
transmembranaire présent dans la membrane mitochondriale. En raison de son taux de
divergence important, il représente un marqueur génomique intéressant pour la discrimination
intraspécifique. Entre autres, I'utilisation de ce marqueur a permis de mettre en évidence une
différentiation génétique significative entre populations de T. maxima de la région de I'Indo-
Pacifique ouest (Kochzius et Nuryanto, 2009).

Le géne mitochondrial ubiquitaire ADNr 16S, codant I’ARN 16S de la petite sous-unité
ribosomique mitochondriale, est généralement utilisé dans les études interspécifiques, comme
par exemple chez les Tridacnidés (Schneider et al., 1999), ou il a permis de discriminer et
d’établir les liens de parenté de 8 espéces différentes. Néanmoins, il a été choisi dans notre
étude car une diversité intraspécifique a été mise en évidence grace a ce marqueur chez des
individus de Tridacna maxima provenant de différentes régions de la Mer Rouge (Richter et al.,
2008) et il a également permis de discriminer 3 clades chez Tridacna crocea dans le Triangle de
Corail (DeBoer et al., 2008).

Les marqueurs moléculaires mitochondriaux présentent I'avantage d’éviter les problémes
liés aux multiples copies de genes (i.e évolution concertée, Plohl et al.,2008), ils se sont avérés
tres utiles a différents niveaux phylogénétiques et, méme si ce n’est pas toujours vrai pour les
bivalves (Breton et al., 2007; Passamonti et Ghiselli, 2009), leur héritage est généralement
strictement maternel (Birky, 2001; Gillham, 1994), ce qui réduit le temps nécessaire pour gu’une

lignée révele des modeles phylogéographiques (Avise, 2000).

106



Contrairement aux deux précédents, I’ADNr 18S est nucléaire. L'ARNr 18S est I’ARN de Ila
petite sous-unité du ribosome, également conservé dans I'ensemble des organismes vivants ; sa
séquence est tres utilisée pour réaliser des études de phylogénie. L'ARN de la petite sous-unité
est le contrbleur de la fidélité de la traduction, il subit donc une forte pression de sélection et
présente généralement un faible taux de divergence. De nombreuses études phylogénétiques
sur les Tridacnidés, dont trois incluant Tridacna maxima (Maruyama et al., 1998 ; Williams et al.,
2004 ; Taylor et al., 2007), ont utilisé I'ARNr 18S. Ce marqueur génétique a été choisi tout
d’abord car il est nucléaire, ubiquitaire, mais également pour voir si il était possible de
discriminer nos échantillons avec un marqueur génétique peu variable a I’échelle intra-

spécifique.

1.1.2 Diversité des 3 marqueurs génétiques et phylogénie

Aprés alignement et nettoyage des séquences obtenues a partir des amplifications faites
pour chacun des trois marqueurs, les tailles des séquences étaient pour COIl, 16S et 18S
respectivement de 461 pb, 392 pb et 604 pb.

Les 314 séquences COI analysées n’ont révélé aucun double pic ni codon stop, suggérant
I'absence d’hétéroplasmie ou de copies nucléaires d’ADN mitochondrial. La conversion en
séquence d’acides aminés a amené a une succession de 153 acides aminés. 9 substitutions non
synonymes ont été observées (acides aminés 9, 10, 43, 95, 96, 101, 109, 126 et 133) mais ces
modifications n’altérent pas les caractéristiques des domaines protéiques. 57 haplotypes ont été
identifiés, ce qui représente 18% de diversité. Pour les marqueurs 16S et 18S, ce résultat est bien
inférieur, avec 5 haplotypes obtenus a partir des 102 séquences du gene 16S, soit 5% de
diversité et 5 haplotypes obtenus a partir des 68 séquences 18S, soit 7% de diversité. Sur les trois
marqueurs choisis, COl semble donc étre le seul qui permette de discriminer les échantillons de
T. maxima provenant de populations différentes en Polynésie francaise.

L’analyse phylogénétique des 57 haplotypes obtenus avec les séquences des amplifications
d’'une partie du gene COI révele la présence de deux lignées distinctes, comprenant
respectivement 39 et 18 haplotypes. Cette divergence est soutenue par une forte valeur de
bootstrap (99% : Figure 32). De plus, nos séquences de Polynésie frangaise constituent une
grande lignée monophylétique distincte de celles constituées par les échantillons de T. maxima
de I'Indo-Pacifique et de la mer rouge. Dans ce cas également la divergence est soutenue par

une forte valeur de bootstrap (99% : Figure 32).
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Figure 32. Arbre phylogénétique obtenu avec la
méthode Maximum likelihood a partir de 314
séquences COIl (461 pb) de Tridacna maxima.
Haplo01 a Haplo57 : haplotypes trouvés en
Polynésie frangaise. Des séquences de
Tridacnidés et de Cerastoderma sp provenant
de GenBank sont indiquées avec leur référence.
Les chiffres situés au niveau des noeuds

indiquent la valeur de bootstrap (%).
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Parmi les 57 haplotypes identifiés, certains ne se retrouvent que sur un seul site
géographique. Ces haplotypes, observés une seule fois parmi les 314 échantillons analysés avec
le marqueur COIl, ont été trouvés essentiellement sur Tahiti, site sur lequel [Ieffort
d’échantillonnage a été le plus important. 6 haplotypes, obtenus a parmi les échantillons de
Raivavae, n’ont pas été retrouvés sur les autres iles, de méme que 3 haplotypes trouvés a Reao,
2 a Makemo, et 1 a Apataki, Kauehi, Makemo, Tatakoto, Maria, Tubuai et Mangareva (Tableau
9).

Tableau 9. Localisation géographique des haplotypes uniques

ile Nb haplotypes observés une seule fois/Nb échantillons

Tahiti 20/201
Raivavae 6/27
Reao 3/9
Makemo 2/11
Apataki 1/4
Kauehi 1/5
Makemo 1/10
Tatakoto 1/10
Maria 1/4
Tubuai 1/4
Mangareva 1/7

L’analyse phylogénétique des séquences de 'ADNr 16S provenant de 10 sites (Tahiti,
Moorea, Tikehau, Kaukura, Kauehi, Makemo, Mangareva, Raivavae, Tubuai et Maria) révele que
les 5 haplotypes sont trés proches, qu’ils appartiennent bien a I'espece T. maxima, et qu’ils se
distinguent des haplotypes de cette méme espéce provenant d’autres régions du monde (Figure
33). En Polynésie francaise |'haplotype 16SPFO1 est le plus répandu avec 97 séquences
provenant de I'ensemble des 11 sites échantillonnés, I'haplotype 16SPF02 n’a été observé que
chez un échantillon de Tahiti (Mahina PV7), 16SPF03 chez un échantillon de Makemo (K5), 16S-
FO4 chez 2 échantillons de Raivavae (MM4 et RR4) et 16SPFO5 chez un échantillon de Moorea
(H1). Si on prend 16SPFO1 comme référence, les 4 autres haplotypes ne divergent que par un
seul nucléotide et la modification est a chaque fois une transition, en position 233 pour 16SPF02,

304 pour 16SPF03, 386 pour 16SPF04 et 388 pour 16SPFO5.
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Figure 33. Arbre phylogénétique obtenu avec la méthode Maximum likelihood a partir de 102
séquences 16S (392 pb) de Tridacna maxima. 16SPFO1 a 16SPF05 : haplotypes trouvés en Polynésie
francaise. Des séquences de Tridacnidés et de Cerastoderma sp tirées de GenBank sont indiquées avec

leur référence. Les chiffres situés au niveau des noeuds indiquent la valeur de bootstrap.

L'analyse phylogénétique des séquences d’ADNr 18S révele, comme pour ’ADNr 16S et le
géne COI, qu’ils appartiennent bien a I'espéce T. maxima, et qu’ils se distinguent des haplotypes
de cette méme espece provenant d’autres régions du monde (Figure 34). En Polynésie francgaise
I"haplotype 18SPFO2 est le plus répandu, il est présent chez 64 individus provenant des 9 sites
étudiés, Tahiti, Moorea, Tikehau, Makemo, Mururoa, Mangareva, Tubuai et Raivavae. Les 4
autres haplotypes n’ont été trouvés qu’une seule fois : 18SPFO1 et 18SPF03 a Mangareva,
18SPF04 a Raivavae, 18SPF05 a Tubuai. Si on prend 18SPF02 comme référence, 18SPF01 differe
par une transversion et une transition, respectivement en position 48 et 451, 18SPF03 par une
transversion en position 48, 18SPF04 par une transition en position 276, 18SPFO5 par une
transversion et une transition, respectivement en positions 48 et 51. Dans [|arbre
phylogénétique 18SPFO1 et 18SPFO5 se détachent puisqu’ils présentent deux substitutions.

18SPFO1 et 18SPF03 sont proches puisqu’ils présentent la méme transversion (en position 48).
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Figure 34. Arbre phylogénétique obtenu avec la méthode Maximum likelihood a partir de 68 séquences
18S (604 pb) de Tridacna maxima. 18SPF01 a 18SPF05 : haplotypes trouvés en Polynésie frangaise. Des
séquences de Tridacnidés et de Cerastoderma sp issues de GenBank sont indiquées avec leur référence.

Les chiffres situés au niveau des noeuds indiquent la valeur de bootstrap.

Le bilan de I'’ensemble des données obtenues avec les marqueurs génétiques COI, 16S et 18S est
regroupé dans le Tableau 10. La taille de la séquence étudiée représente le nombre de sites
informatifs. Un singleton représente un haplotype qui est le seul a avoir une mutation sur un site
précis. Un site parcimonieux est un site sur lequel plusieurs haplotypes présentent une
substitution. Si cette substitution est semblable chez tous les haplotypes alors le nombre de
substitutions dans les sites parcimonieux est identique au nombre de sites parcimonieux, dans le
cas ou les haplotypes présentent des substitutions différentes sur les sites parcimonieux, alors le
nombre de substitutions dans les sites parcimonieux est supérieur au nombre de sites

parcimonieux.

Tableau 10. Bilan des substitutions observées pour les séquences COI, 16S et 18S.

Séquences Taille de Nb Nb sites Nb Nb sites Nb Nb
la haplotypes divergents singletons parcimonieux substitutions substitutions
séquence dans sites total
étudiée parcimonieux
col 461 57 52 29 23 26 55
16S 392 5 4 4 0 0 4
18s 604 5 5 4 1 1 5
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Comme attendu, les trois phylogénies réalisées respectivement avec les données sur COI,
16S et 18S ressemblent fortement aux trois phylogénies publiées par Huelsken (Huelsken, 2013).
Toutefois, on note I'apparition d’'une nouvelle grande lignée monophylétique pour le taxon de T.
maxima, correspondant a nos échantillons de Polynésie francaise (Figure 35). La lignée de T.
maxima spécifique de la Polynésie francaise differe des autres espéeces avec une divergence des
séquences COl moyenne (distances 2 a 2 non corrigées) de 13,7% avec T. crocea, 16,8% avec T.
derasa, 16,2% avec Tridacna sp (la nouvelle espéce de Tridacnidae décrite par Huelsken), 14,3%
avec T. squamosa et 9,0% avec T. maxima hors Polynésie francaise, comparé a 10,4% entre T.
squamosa et T. crocea. Les deux clades distincts de la lignée spécifique de la Polynésie francaise
sont séparés par une distance moyenne de 3,3%. Ainsi, les résultats obtenus avec les 3
marqueurs génétiques utilisés sont cohérents puisqu’ils mettent tous en évidence une
particularité géographique parlante des échantillons de Polynésie francaise, ainsi que la
présence de deux clades distincts. L'un des deux présente une diversité plus importante pour les
trois marqueurs génétiques. Ce résultat suggére que la population correspondante connaitrait

une phase d’expansion plus importante que I'autre pour une méme vitesse de divergence.
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Figure 35. Relations phylogénétiques entre les espéces du genre Tridacna basées sur des arbres
phylogénétiques Bayesiens réalisés a partir de séquences d’ADNmt COIl et 16S et nucléaires 18S. La
topologie de I'arbre de crédibilité maximale et calibré dans le temps a été élaboré selon un modéle
“naissance-mort’. Les probabilités postérieures sont indiquées sur les branches. Lintervalle de

confiance a 95% du poids des noeuds est représenté par un rectangle bleu pour les noeuds significatifs.
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Les arbres phylogénétiques calibrés dans le temps, réalisés pour COIl et 16S (Figure 35), ont
montré des estimations de I’dge des nceuds en accord avec les données fossiles (Harzhauser et
al., 2008; J. a Schneider & Foighil, 1999). Pour T. squamosa, |'age de la divergence est daté a 1,06
millions d’années (Ma) avec I'arbre réalisé avec le marqueur génétique COI, et 1,28 Ma avec le
marqueur 16S. Pour T. crocea, les estimations sont 1,99 Ma et 1,3 Ma, respectivement.
Concernant la lignée de T. maxima spécifique a la Polynésie francaise, la divergence entre les
deux clades est estimée a -1,5 Ma (entre -0,66 et -2,77, avec un intervalle de confiance de 95%,

pour COI) sachant que la premiéere datation fossile de T. maxima est estimée a -5,3 Ma.

L’héritage uniparental (strictement maternel) de 'ADN mitochondrial a été remis en
guestion chez de nombreux bivalves (Breton et al., 2007; Passamonti et Ghiselli, 2009). Aucune
étude n’ayant porté sur les Tridacnidae, nous avons choisi de considérer aussi bien les
marqueurs mitochondriaux que nucléaires afin de déterminer si les deux lignées trouvées en
Polynésie francaise pouvaient se croiser. Parmi les 5 haplotypes trouvés respectivement avec les
séquences d’ADNr 16S et 18S, un haplotype majoritaire se détache a chaque fois : 16S5PF01 pour
16S, 18SPF02 pour 18S. Cet haplotype correspondrait a I’haplotype de I'ancétre commun. Les
individus partageant cet haplotype ancestral proviennent aussi bien de la lignée mapiko nord
qgue de la lignée mapiko sud, lignées définies grace aux séquences de I’ADN de COI. Les autres
haplotypes, extrémement rares (n = 1 ou n = 2 individus), sont systématiquement spécifiques
d’une des deux lignées. Pour ’ADNr 18S toute la diversité haplotypique apparait dans la lignée
sud, alors que pour 'ADNr 16S si la majorité de la diversité haplotypique apparait également
dans la lignée sud, on en trouve également dans la lignée nord. Les haplotypes du gene 16S de la
lignée mapiko sud correspondent aux haplotypes 18S de cette méme lignée. Les 2 haplotypes du
géne 16S apparus au nord sont associés a I’haplotype ancestral 18S, commun aux deux lignées.
L'impossibilité de détecter des ségrégations ou recombinaisons génétiques entre les deux clades
dans cette configuration ne permet donc pas d’indiquer si les deux lignées de T. maxima

présentes en Polynésie frangaise sont capables de se croiser.
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1.1.3 Diversité génétique et connectivité
En raison du faible nombre d’haplotypes 16S et 18S, seule la région COI a été analysée afin
de calculer la diversité génétique, de réaliser des tests de neutralité et d’estimer la distribution

des populations de bénitiers pour chaque site étudié (Tableau 11).

1.1.3.1 La diversité génétique

Les diversités haplotypiques (h) et nucléotidiques () les plus faibles ont été observées a
Hao (h = 0,20 et it = 0,04) et a Tahiti Sud (h = 0,46 et i = 0,43), quand les valeurs de h et de it
étaient aux alentours de 0,8 et 0,65 respectivement pour les autres populations (Tableau 11).
Les tests de neutralité réalisés pour chacun des sites étudiés ne rejettent pas I’"hypothése nulle
d’une évolution neutre, excepté a Raivavae, Makemo et Tahiti Sud (valeurs négatives
significatives du test de Tajima, respectivement de -2.12, -1.72 et -1.70) et pour Tahiti Quest
(valeur du test Fu’s Fs de -13.96). Ces résultats suggérent une expansion de la taille de ces
populations ou une sélection au sein de ces populations. L’hypothése d’expansion de la
population est supportée par des valeurs d’indice de la distribution des mésappariements SSD et
HRI non significatives seulement a Makemo, alors que pour les populations de Raivavae, Tahiti
Sud et Tahiti Ouest, une déviation significative aux distributions SSD et HRI attendues rejette
I’hypothése nulle d’expansion démographique. Cependant, la distribution des mésappariements
est multimodale, suggérant que ces populations sont néanmoins stables depuis longtemps. Au

final, le modele de neutralité n’est pas rejeté.
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Tableau 11. Tableau des résultats statistiques et des tests de neutralité des différents sites étudiés en Polynésie francaise.

Site

Maria
Tubuai
Raivavae
Mangareva
Reao
Tatakoto
Hao
Makemo
Kauehi
Tikehau
Kaukura
Apataki
Moorea
Tahiti ouest
Tahiti sud

Tahiti nord

Régions

géographiques

Australes

Gambier

Tuamotu est

Tuamotu nord

Société

*0,05>P>0,01; **0,01>P>0,001; ***P<0,001; NS, non significatif.

27

10

10

10

w

~ o

181

12

Diversité Génétique

Npp

h

0.70 +/-0.22
0.90 +/- 0.16
0.70 +/-0.10
0.61+/-0.16
0.84+/-0.10
0.82 +/-0.10
0.20 +/-0.15
0.67+/-0.12
0.80 +/-0.16
0.80 +/-0.12
0.83 +/-0.22
1.00 +/-0.13
0.67 +/-0.16
0.77 +/-0.03
0.46 +/- 0.20

0.58 +/-0.16

m

(pourcentage)

0.43 +/-0.34
0.65 +/- 0.48
0.61 +/- 0.37
0.71+/-0.46
0.88 +/-0.54
0.50 +/- 0.34
0.04 +/- 0.07
0.49 +/-0.33
0.52 +/-0.39
0.93 +/- 0.62
0.87 +/- 0.65
1,01+/-0.74
1,18 +/-0.74
0.69 +/- 0.40
0.43 +/-0.31

0.63 +/-0.40

Tests de neutralité

Tajima's
D
-1.12"
-0.75™
-2.12%*
0.26™
0.21"
-1.53"

-1.11™

Fu's Fs

0.64"
-0.33"
-2.92"
2.75"°
-0.10"
0.27"
-0.34"
1.05"

0.95"

Distribution

des mésappariements

SSD HRI
0.09" 0.29"
0.17" 0.67*
0.55*%**  0,06"°
0.16" 0.29"
0.10" 0.15"
0.05" 0.19"
0.33" 0.4"

0.023%  0.07"
0.11" 0.36"
0.14" 0.22"
0.16" 0.31"
0.12" 0.20™
0.21* 0.49*
0.70™ 0.18*
0.31*%** 023"
0.12" 0.34"
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1.1.3.2 Structure spatiale de la variation génétique

Afin de déterminer la répartition des variations génétiques entre les régions, les
différences de Fst ont été analysées. Le premier axe d’une échelle multi-dimensionnelle réalisée
a partir de ces différences a discriminé les les des Tuamotu des autres iles (Tableau 12).

Parmi ces groupes, lI'lle de Moorea se détache puisqu’elle présente une trés faible
différence de Fst avec les iles situées au nord des Tuamotu. Au contraire, le site Tahiti ouest est
significativement isolé des autres sites. Dans I'archipel des Tuamotu, deux groupes distincts ont
été observés : Tuamotu nord et Tuamotu est (Figure 36). L'analyse AMOVA a mis en évidence
une structure génétique significative entre les différents archipels (Fcr = 0.3404, p-value = 0.005 :
Tableau 13). Cette structure significative est encore plus prononcée quand les populations des
Tuamotu sont séparées en 2 (nord et est) ou 3 groupes : nord-ouest, centre et est, et les autres
populations ensemble (Fcr = 0,47293 et 0,47327 respectivement, p-value (probabilité d’obtenir

la méme valeur du test si I'hypothése nulle est vraie) = 0).
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Maria
Tubuai
Raivavae
Mangareva
Tahiti-est
Tahiti-sud
Tahiti-ouest
Moorea
Tikehau
Apataki
Kaukura
Reao
Tatakoto
Hao
Makemo

Kauehi

Tableau 12. Différences 2 a 2 des Fst entre les populations et p-value associée.

En haut : non significatif (-), 0.01<p<0.05 (+), 0.001<p<0.01 (++), p<0.001 (+++). En bas: différences 2 a 2 des Fst entre les populations

Maria

-0,02459
-0,03015
0,01718
-0,03672
-0,03896
0,20452
0,1609
0,42659
0,34932
0,52096
0,55824
0,73946
0,91851
0,70384
0,75

Tubuai

-0,06325
-0,01944
-0,03489
-0,02564
0,21303
0,07599
0,32004
0,2637
0,41463
0,50337
0,68714
0,87759
0,63675
0,67233

Raivavae Mangareva Tabhiti-est Tahiti-sud Tahiti-ouest

0,02721
0,00269
-0,03747
0,22638
0,20405
0,42895
0,39495
0,49837
0,57516
0,68927
0,78706
0,6454
0,68849

-0,07716
-0,07692
0,19779
-0,02949
0,17998
0,13601
0,25294
0,41724
0,59246
0,79053
0,51839
0,57105

-0,08182
0,20132
0,07665
0,30233
0,25575
0,37846
0,49139
0,64483
0,79829
0,58727
0,63607

0,18391
0,10624
0,37294
0,31152
0,47208
0,53333
0,70767
0,88047
0,66071
0,71814

+
++
+++
+++
+++

++

0,3119
0,4523
0,29753
0,46597
0,40442
0,5576
0,63506
0,61328
0,66088

Moorea

+++

-0,00114
-0,0095
0,01154
0,28528
0,42765
0,65037
0,31139
0,34768

Tikehau

+++

-0,06782
-0,18343
0,22584
0,31453
0,61251
0,02112
0,11168

Apataki

-0,17889
0,0064
0,14894
0,47596
0,18752
0,23077

Kaukura

+

++

+++

0,12171
0,18772
0,61132
-0,04487
0,07376

Reao
+++
++

+++

+++
+++
+++

++

0,00347
0,17949
0,35961
0,37987

Tatakoto

+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++

++

0,03419

0,33938 0,60833
0,38262 0,71852 0,01916

Hao
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
++

+++

Makemo Kauehi

++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

++

+++

+++

++

+++

+++

+++

++

+++

+++
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Figure 36. Echelle multi-dimensionnelle associée au regroupement hiérarchique des différences 2 a 2
des Fst entre les populations. La topologie de I'arbre est une classification hiérarchique ascendante des
différences de Fst entre les populations des différents sites. Les axes 1 et 2 du MDS représentent
respectivement 68,7% et 24,1% de la variance totale. Les groupes géographiques sont symbolisés par
des couleurs (branches de I’arbre et points pour la MDS) : rouge pour les Tuamotu de 'ouest, orange
pour les Tuamotu de I’est, rose pour les Gambier, vert pour la Société et bleu pour les Australes. Les fles
ou les sites d’échantillonnage sont indiqués sous les points. L'ille de Tahiti comprend 3 sites

d’échantillonnage : Tahiti-ouest (W-Tahiti), Tahiti-sud (S-Tahiti) et Tahiti-nord (N-Tahiti).
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Tableau 13. Test AMOVA avec valeurs de Fst et Fct

p<0.001 (***) p<0.005 (**), p<0.05 (*)

Au sein des populations

Au sein des Entre les Entre les
groupes groupes populations
Fct p-
Var %\Var Var %Var | Var %Var Fst Fct value
Sans barriére 1,06638 | 40,64 | 1,55735 | 59,36 | 0,40644
Tuamotu vs Society vs Australes vs Gambier 0,98568 | 34,04 | 0,37924 | 13,1 |1,53051| 52,86 | 0,4714 |0,34043 *k
Tuamotu-est vs Tuamotu-nord vs Society vs Australes vs Gambier | 1,14196 | 39,43 | 0,22403 | 7,73 |1,53051 | 52,84 | 0,4716 [0,39426| ***
Tuamotu-est vs Tuamotu-nord vs Society vs Polynésie-sud 1,17381 | 40,29 | 0,20905 | 7,18 |1,53051 | 52,53 | 0,47466 | 0,4029 *kk
Tuamotu-est vs Tuamotu-nord vs Tahiti vs Moorea vs Australes vs
0,46274
Gambier 1,15741| 40,63 | 0,16079 | 5,64 |1,53051 | 53,73 0,40629 | ***
Tuamotu-est vs Tuamotu-nord vs Polynésie-sud 1,65013 | 47,29 | 0,30849 | 8,84 |1,53051 | 43,87 | 0,56135|0,47293 | ***
Tuamotu-est vs Tuamotu-nord vs Tuamotu-sud vs Tuamotu-
centre 1,64408 47,33 0,29928 | 8,62 |1,53051 | 44,06 | 0,55942 | 0,47327 | ***
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1.1.4 Structure génétique des populations dans les 4 archipels et flux
géniques
La proportion des deux clades présents sur chaque site ainsi que les principaux flux
géniques entre les 5 groupes prédéfinis a été étudiée (Figure 37). Une opposition entre les
proportions de chacune des deux lignées de part et d’autre de I'axe nord-ouest/sud—est a été
observée. Au nord de cet axe, la fréquence d’un clade prévaut largement sur 'autre clade,
jusqu’a atteindre 100% dans certains sites. Ces proportions se sont avérées opposées au sud de
cet axe. Cette discrimination géographique nous a amené a nommer ces deux clades mapiko

nord et mapiko sud.
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Figure 37. Carte de la répartition des deux clades dans les 4 archipels de Polynésie frangaise incluant
I'estimation du nombre de migrants (fleches pleines), représentatif de la connectivité entre les

populations, et les courants marins de surface (fleches vides).

L’estimation des valeurs de migrants (Nm) configure 5 groupes géographiques, identiques
a ceux formés a partir des valeurs de Fst, mettant en valeur un réseau de connectivité robuste
marqué par la présence de valeurs de migrants importantes, voire infinies (Nm = inf : Tableau
14). Ainsi, une forte connectivité entre les iles de chaque groupe, Tuamotu est, Tuamotu nord,
Société et Australes, a été mise en évidence. L'lle de Moorea présente une connectivité
importante avec les iles du groupe Tuamotu nord (Nm = infinie avec Tikehau et Apataki, et

importante (Nm = 42.82353) avec Kaukura). Les fles de I'est des Tuamotu ne semblent
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connectées qu’avec les fles du nord des Tuamotu (Nm = 77,63158 entre Tatakoto et Apataki). En
revanche, les trois autres groupes, Société, Australes et Gambier, sont interconnectés (Nm infinis
ou importants, par exemple Nm = 17,87854 entre Mangareva et Raivavae). L'étude des
haplotypes partagés a consolidé ces différents groupes géographiques. Deux des 57 haplotypes
sont largement distribués partout en Polynésie francaise. Le premier est absent uniquement
d’un groupe, celui de I'est des Tuamotu (Hao, Tatakoto, Reao), et le second de deux groupes :
ceux des Tuamotu est et des Australes. Il est intéressant de noter que le premier haplotype,
également partagé par les Australes, est présent seulement dans les trois Tles situées les plus au
nord des Tuamotu (Tikehau, Apataki et Kaukura) alors que le second haplotype, absent aux
Australes, est partagé par toutes les fles du groupe Tuamotu nord. Parmi le groupe des Australes,
11 haplotypes sur 14 sont présents uniquement au sein de ce groupe, 3 sont partagés avec le
groupe de la Société, dont 1 qui correspond a I’haplotype le plus largement partagé, et donc

également présent dans le groupe des Gambier.
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Island
Maria
Tubuai
Raivavae
Mangareva
Tahiti-est
Tahiti-sud
Tahiti-ouest
Moorea
Tikehau
Apataki
Kaukura
Reao
Tatakoto
Hao
Makemo

Kauehi

Maria

inf
inf
28,60465
inf
inf
1,94472
2,60756
0,6721
0,93137
0,45977
0,39567
0,17617
0,04436
0,21039
0,16667

Tubuai

inf
inf
inf
inf
1,84711
6,08018
1,06232
1,3961
0,70588
0,4933
0,22765
0,06974
0,28524
0,24368

Tableau 14. Valeurs des migrants effectifs. Inf : infini.En gras les valeurs importantes du nombre de migrants.

Raivavae

17,87854
185,47826
inf
1,70867
1,95033
0,66562
0,76598
0,50328
0,36932
0,22541
0,13527
0,27471
0,22623

Mangareva Tabhiti-est Tahiti-sud Tahiti-ouest

inf

inf
2,0279

inf
2,27813
3,17622
1,47676
0,69835
0,34394
0,13249
0,46452
0,37557

inf

1,98359
6,02284
1,15385
1,45506
0,82115
0,51751
0,2754

0,12634
0,35139
0,28608

2,21879
4,20645
0,84071
1,10504
0,55914
0,43751
0,20654
0,06788
0,25676
0,19624

1,10307
0,60545
1,18052
0,57303
0,73633
0,39671
0,28733
0,31529
0,25657

Moorea

inf
inf
42,82353

1,25266
0,66918
0,2688
1,10572
0,93811

Tikehau

inf
inf
1,714
1,08966
0,31632
23,17362
3,97714

Apataki

inf
77,63158
2,85714
0,5505
2,16635
1,66667

Kaukura  Reao  Tatakoto Hao

3,60802
2,16359  143,5
0,3179 2,28571 14,125
inf 0,89039 0,97328 0,32192
6,27907 0,81625 0,80679 0,19588

Makemo Kauehi

25,58947
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La connectivité entre les groupes des Australes et des Gambier peut étre expliquée par les
courants de surface actuels, alors que la direction de la connectivité observée entre les autres

groupes semble perpendiculaire aux courants dans ces régions (Figure 37).

L.1.5 Phylogénie a I'échelle du Pacifique et datation de la divergence
Afin de déterminer les liens phylogéographiques intraspécifiques pour T. maxima, les
séquences COl obtenues avec nos échantillons ont été alignées avec des séquences CO! de T.
maxima extraites de GenBank et provenant de différents endroits d’Indo-Pacifique et de mer
rouge. L'ensemble des données a permis, par la méthode de Maximum Parcimonie, d’élaborer
un arbre phylogénétique illustrant la distance évolutive entre les clades de T. maxima provenant

de régions différentes (Figure 38).

Sumatra

Thailande
WALLACEA Kenya et Rouge
Sulawesi

POLYNESIE
OCCIDENTALE
Fidji
PACIFIQUE (Polynésie occidentale)
OUEST
Australie

Nouvelle-Guinée
Iles Salomon

Figure 38. Arbre phylogénétique réalisé avec la méthode de Maximum Parcimonie avec nos séquences

COI de Polynésie frangaise et de Tonga (en bleu) et des séquences de référence issues de GenBank.
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Les 57 haplotypes trouvés en Polynésie francaise forment avec les 3 haplotypes identifiés a
Tonga une lignée distincte des lignées déja identifiées dans la région Indo-Pacifique et en Mer
Rouge (Huelsken et al., 2013; Nuryanto et Kochzius, 2009). Les 4 haplotypes trouvés a Fidji
forment un clade proche du clade représenté par I’Australie, la Nouvelle Guinée et les lles
Salomon. Ainsi 3 groupes se distinguent. Le premier, Wallacea, est formé des populations de
bénitiers de Sulawesi, de Sumatra et de Thailande, du Kenya et de la mer rouge, le second,
Pacifique ouest, des populations de bénitiers d’Australie, de Nouvelle Guinée et des lles
Salomon, et le dernier, Polynésie occidentale, de Polynésie francaise et de Tonga.

Le modele obtenu montre que le groupe Pacifique est, représente une troisieme
expansion entre les groupes Wallacea et Pacifique Quest décrits par Huelsken (Huelsken et al.,
2013), avec les bénitiers de Fidji qui se situent dans le groupe Pacific Ouest. La distance évolutive
qui sépare chacun de ces trois groupes est sensiblement égale. Nos échantillons de Polynésie
francaise forment donc, avec ceux des Tonga, une lignée a part, éloignée par une grande
distance évolutive des échantillons provenant d’autres régions du monde (Figure 38). Cette
lignée est composée de deux clades qui ont divergé il y a 1,5 + 0,5 Ma (Figure 39) Le clade
mapiko nord comprend 18 haplotypes de Polynésie francaise et 1 haplotype des Tonga est classé
parmi ce clade. Le clade mapiko sud comprend 39 haplotypes de Polynésie francaise et deux

haplotypes des Tonga sont classés parmi ce clade.
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e - . .
%ﬂ &8 T. maxima mapiko nord
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FF17,,
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— e
a
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Figure 39. Zoom sur la branche comprenant les échantillons de Polynésie francaise et de Tonga, mettant
en évidence les deux sous-clades présents en Polynésie frangaise, T. maxima mapiko sud et T. maxima
mapiko nord, et les échantillons provenant des Tonga (fleches) qui se retrouvent au sein des deux

lignées de Polynésie frangaise.

124



1.2 Symbiodinium spp

L.2.1 Identification des clades grdace au marqueur génétique nucléaire 28S

Des séquences de I’ADNr 28S ont déja permis de discriminer les différents clades de
Symbiodinium présents au sein de diverses especes de coraux (Loh et al., 2001) et des bénitiers
(Richter et al., 2008). Pour 39 des extraits d’ADN provenant des archipels de la Société, des
Tuamotu et des Gambier, une amplification par PCR d’une région de ’ADNr 28S a été effectuée
avec des amorces universelles des 28S de différents clades de Symbiodinium (Figure 31).
L'amplification et le séquencage direct, avec ces mémes amorces, des amplicons obtenus, a
permis de mettre en évidence le clade majoritaire présent dans chacun des 39 échantillons issus
des 4 archipels étudiés. Apres alignement et nettoyage, les séquences de 402 pb obtenues ont
permis d’identifier 2 clades différents parmi nos échantillons de bénitiers. Le clade A a été
identifié dans 26 échantillons et le clade C dans 13 échantillons (Figure 40), ce qui indique que
67% des individus possede le clade A comme clade majoritaire, et 33% possede le clade C. Parmi
ce dernier il est difficile d’identifier le sous-clade a partir de nos séquences, en revanche pour le
clade A, il semble que le sous-clade A3 soit présent chez 22 échantillons (indifférenciable des
sous-clades A4 et A13 pour 3 échantillons, P2, GA1 et T2), et qu’un autre sous-clade soit présent

dans I’échantillon G3 (Figure 40).
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L’analyse détaillée des profils des séquences a révélé chez 34 individus (87%) la présence
de pics secondaires (Figure 41), plus petits que les pics principaux qui ont permis d’établir la
séquence des échantillons. Ces pics secondaires, localisés dans des régions permettant de
discriminer certains clades, témoignent de la présence de clade(s) minoritaire(s) au sein des
bénitiers analysés. Dans le cas ou le clade majoritaire, identifié par la séquence d’ADNr 288, était
le clade A, la séquence obtenue en tenant compte uniqguement des pics minoritaires (Figure 41)

correspondait au clade C, et inversement.

210 220 230 240
6 C TAAATACG®GG6CTCG AG ACCG ATAGTGAACHGA ATG GT

Portion de séquence du clade majoritaire : GCTAAATACGGGCTCGAGACCGATAGTGAACAAGT, dont la
séquence complete correspond au clade C sous clade non identifiable. Portion de séquence du clade minoritaire :
GCTAAATACAGGCTCGAGACCGATAGCAAACAAGT, dont la séquence complete correspond au

correspond au clade A sous clades A3 ou A4 ou A13 (indifférentiables)

Figure 41. Résultat de I’électrophorése et séquence 28S partielle (nucléotides 209 a 243) des clades
majoritaires et minoritaires de Symbiodinium de I’échantillon prélevé a Teahupoo, Tahiti (TEA4). Les
nucléotides 218, 235 et 236 (fleches) sont différents dans la séquence du clade minoritaire. La
comparaison des séquences majoritaires et minoritaires avec les séquences présentes dans la base de
données GenBank indique que le clade majoritaire correspond au clade C, et le clade minoritaire au

clade A.

L'analyse des profils de migration des séquences d’ADNr 28S obtenues a mis en évidence
la présence d’un clade minoritaire chez 87% des individus. Selon leur représentativité dans
I’'amplicon, la séquence directe de I'amplicon 28S ne permet pas de les déceler et de trancher

avec certitude sur la population de clades présents dans I’échantillon.
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L.2.2 La PCR nichée ou l'identification des clades sans passer par le
séquencage
Afin de déceler les clades minoritaires présents dans les échantillons, nous avons appliqué
le principe de PCR nichée (voir Matériels et méthodes). Des amorces 28S spécifiques de chacun
des clades de Symbiodinium ont été utilisée avec comme matrice, I'amplicon obtenu avec les
amorces universelles. Ainsi, un clade sous représenté, mais dont un fragment du géne 28S a
néanmoins été amplifié avec les amorces universelles, est amplifié spécifiguement avec les
amorces spécifiques de ce clade (Figure 42). La présence d’'un clade particulier est ensuite
déterminée par simple migration de I'amplifiat et observation des bandes sur gel d’agarose
(bande d’environ 100 bp localisée grace a au marqueur de taille 100 bp). Un prérequis a
I'identification des clades présents dans nos échantillons, a été de tester la spécificité de chaque
couple d'amorces sur de I'ADN du clade correspondant ainsi que sur les autres clades. Ceci a été
réalisé a partir de cultures cellulaires de clades de Symbiodinium isolés, des clades A a F
(Exemple pour le clade A : Tableau 15 ; Figure 42). Un second test a permis de déterminer la
sensibilité des amorces, c'est a dire la capacité maximale d'amplification pour chaque paire
d'amorce spécifique. Pour cela, chaque paire d'amorce a été utilisée pour amplifier I'ADN
génomique de Symbiodinium du clade correspondant, a différentes concentrations (Tableau 15 ;

Figure 42).

Tableau 15. Tests de spécificité et de sensibilité du couple d’amorces spécifiques du clade A sur

I’ADN de clade A.

ADN clade A Amorces
100 pg A, B,CD,EF
10 pg A
1pg A
0,1pg A
0,01 pg A

128



f(x) = 0,06x + 4,3
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-
3

0 100 200 300 400 500 600
A B Qté ADN (ng/10pl)

Figure 42. Résultats des tests de spécificité et de sensibilité du couple d’amorces spécifiques du clade A
sur ’ADN de clade A. A. Gel d’électrophorése de produits PCR pour un test de spécificité des amorces.
1, 2, 3: calibrateurs, de 500, 250 et 50 ng respectivement correspondant a des amplifications de
600 pb et servant d’échelle de référence. 100 - 0,01 : quantité en pg d'ADN d'un clade, A dans cet
exemple, amplifiés a I'aide des amorces spécifiques A. Absence d'amplification a partir de 100 pg
(Tableau 3) d'ADN du clade A par les amorces spécifiques des clades B, C, D, E et F, comme indiqué.
Blancs A-F : absence d'amplification en absence d'ADN. B. Courbe étalon : intensité lumineuse des
bandes correspondant au calibrateur en fonction de la quantité d'ADN en ng/10ul. L'équation de la

droite et le coefficient de détermination sont indiqués.

Une amplification spécifique de chacun des clades n’a été observée qu’avec le couple d’amorces
approprié. Ce résultat confirme la spécificité des amorces utilisées. Cette approche a permis,
pour lI'ensemble des clades, d’obtenir une amplification spécifique jusqu'a une concentration en
ADN de départ égale a 0,1 pg. Les amorces ont donc été capables de détecter de fagon
spécifique I'ADN présent méme a tres faible concentration, ce qui indique qu’il est possible de
visualiser les clades présents en faible quantité dans nos échantillons.

Cette analyse qualitative a été réalisée sur 42 échantillons provenant des archipels de la Société
(Tahiti) et des Tuamotu (Mururoa). Elle a permis de révéler, chez un échantillon, en plus des
clades A et C, la présence du clade D, mais les clades B, E et F semblent absents de I'ensemble
des 42 échantillons analysés. L'ensemble des 42 échantillons posséde le clade A, 35 échantillons
(83,5 %), contiennent aussi le clade C, et 1 échantillon (2,5%), contient aussi le clade D (

Tableau 16). La bande observée au niveau du clade D dans I’échantillon O3 était de trés faible
intensité, indiquant une faible quantité d’ADN de ce clade, bien inférieure a la quantité d’ADN

des clades A et C.
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Tableau 16. Clades de Symbiodinium identifiés au sein des bénitiers par la PCR nichée

lle

Tahiti
Tahiti
Tahiti
Tahiti
Tahiti
Tahiti
Tahiti
Tahiti
Tahiti
Tahiti
Tahiti
Tahiti
Tahiti
Tahiti
Tahiti
Tahiti
Moorea
Moorea
Moorea
Moorea
Mururoa
Mururoa
Mururoa
Mururoa
Mururoa
Mururoa
Mururoa
Mururoa
Mururoa
Mururoa
Mururoa
Mururoa
Mururoa
Mururoa
Mururoa
Mururoa
Mururoa
Mururoa
Mururoa
Mururoa
Mururoa

Echantillon

Punaauia O1
Punaauia 02
Punaauia O3
Punaauia O4
Papara P1
Papara P2
Papara P3
Papara P4
Papara P5
Papara P6
Teahupoo
Teahupoo
Teahupoo
Teahupoo
Teahupoo
Arue Al
Beachcomber
Beachcomber
Beachcomber
Beachcomber
Jeanne J1
Jeanne J3
Jeanne J4
Jeanne J5
Jeanne J6
Jeanne )7
Jeanne J8
Mouche M1
Mouche M3
Mouche M4
Mouche M5
Mouche M6
Mouche M7
Telsite T1
Telsite T2
Telsite T3
Telsite T4
Telsite TS5
Telsite T6
Telsite T7
Telsite T8
Total

Clade Clade Clade Combinaison

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X XX X X X X X X X X X X X X X X X X X Xr

D
N

X X X X X X X X X > X X X X X X X X X X X X X X XnN

X X X X X X X

w
u

D

AC
AC
ACD
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
A
AC
A
AC
AC
A
A
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
A
A
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
A
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Trois combinaisons de clades ont été obtenues : A dans 14% des cas, AC dans 83,5% des cas et

ACD dans 2,5% des cas.

L.2.3 Identification des sous-clades par séquencage

Avec la diversification récente des techniques de biologie moléculaire, des techniques
telles que la métagénomique 454 sont aujourd’hui a disposition pour répondre aux
problématiques scientifiques telles que [lidentification des différents sous-clades de
Symbiodinium présents au sein d’un organisme. Cette technique, qui consisterait dans notre cas
a séquencer, avec une profondeur définie, le mélange de fragments constituant I'amplicon 28S
obtenu avec les primers universels, reste encore trés colteuse et ne garantit pas non plus de
facon certaine la détection des clades minoritaires. Tout dépend du nombre de séquences lues

par amplicon, et donc du codt.

Nous avons donc mis au point, en collaboration avec H. Rouzé (Doctorante UPF/CRIOBE,
actuellement en post-doc a I'IRD Nouméa) une technique simple et peu colteuse permettant
d’identifier de facon fiable et rapide les clades minoritaires présents au sein de nos échantillons.
Cette technique consiste a réaliser une PCR nichée en amplifiant ’ADN génomique avec les
amorces universelles 28S dans un premier temps, puis en amplifiant les amplicons 28S avec une
amorce 28S universelle sens et une amorce 28S spécifique anti-sens, et inversement (cf IV.4). Le
choix des amorces de cette deuxieme amplification a été orienté pour obtenir les produits
d'amplification les plus grands permettant d’étre directement séquencés. La concaténation des
deux séquences obtenues pour chaque bénitier (une avec I'amorce universelle sens et 'amorce
spécifique anti-sens, I'autre avec I'amorce spécifique sens et I'amorce universelle anti-sens) a
permis d’obtenir une séquence d’environ 600 pb contenant la région variable qui permet, aprés
séquencage, de discriminer les différents clades et sous-clades de Symbiodinium présents au sein
de chaque bénitier.

30 échantillons ont été amplifiés avec 4 couples d’amorces différents (2 pour le clade A, 2 pour
le clade C) et séquencés. Tous les échantillons amplifiés avec les deux couples d’amorces pour le
clade A ont abouti a une amplification et un séquencage pour au moins un des deux couples
d’amorces, et pour 13 d’entre eux les deux amplifiats ont pu étre séquencés et concaténés afin
d’obtenir une séquence de 600 pb. 25 échantillons amplifiés avec les deux couples d’amorces
pour le clade C ont abouti a une amplification pour au moins un des deux couples d’amorces, et
pour 10 d’entre eux les deux amplifiats ont pu étre séquencés et concaténés afin d’obtenir une

séquence de 600 pb. La comparaison des séquences obtenues pour chaque amplification montre
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que 100% des bénitiers analysés possedent le clade A, 83% possedent également le clade C, ce
gui confirme les résultats obtenus avec la PCR nichée (cf 11.2).

Les séquences obtenues ont permis de déterminer a I'échelle du sous-clade la population de
Symbiodinium présents dans les échantillons. Ainsi, le sous-clade A3 semble le seul présent au
sein des bénitiers de Polynésie francaise, le sous-clade C57 est présent chez 70 % des individus
possédant le clade C, les autres individus possédant un sous-clade parmi les 4 suivants, C91, C90,
C2 et C1. De plus, la séquence obtenue pour I'échantillon pour lesquels la présence de clade D
était suspectée via I'approche PCR nichée (03) s’est avérée bien correspondre au clade D. La
comparaison de sa séquence avec celles présentes dans la banque de données GenBank indique
gu’elle est proche d'une séquence de Symbiodinium vivant en symbiose avec un corail
échantillonné au sud de la mer de Chine (Huang et al.,, 2011) et dont le type n’a pas été
déterminé. Ce sous-clade de Symbiodinium semble légérement différent de D1, D1a, D8/D13 et
D15. Ce sous-clade D n’a pour le moment pas été décrit comme présent chez les coraux de

Polynésie francaise.

La mise en commun des résultats obtenus avec les 3 techniques (annexe 3) montre que
ces derniers sont cohérents et confirment ceux de la PCR nichée, avec 14% des bénitiers qui sont
associés avec un seul clade, le clade A. La répartition géographique des sous-clades de
Symbiodinium indique que Tahiti ouest est le site qui présente la diversité symbiotique la plus
importante (Figure 43) et Raivavae la plus faible. Le clade D n’a été trouvé qu’a Tahiti ouest, et le
sous-clade C57 uniqguement a Raivavae, ou il semble présent chez tous les individus. A ce jour, il
semble que ce sous-clade n’ait été identifié uniguement qu’au sein de coraux du genre Millepora
présents au Japon (Jeong et al., 2014), donc pas chez les coraux de Polynésie francaise. En
revanche, il n’est pas spécifique d’un type d’hote puisqu’il a été identifié au sein des bénitiers de
notre étude et au sein de coraux dans I'étude de Jeong (Jeong et al., 2014). Le sous-clade A3 est
présent chez les coraux en Polynésie francaise (Putnam et al., 2012), alors que les sous-clades
Al4 et A13 n’ont pas été identifiés. Le clade C est le clade qui a montré la plus grande diversité
au sein des coraux de Polynésie francaise, avec 57 haplotypes différents appartenant a 6 sous-
clades différents. Les sous-clades C2, C31, C90 et C91, qui pourraient étre présents au sein des
bénitiers, n'ont pas été identifiés dans cette étude sur les coraux, contrairement aux sous-clades
Cl, C3 et C15. Le sous-clade C2 a été trouvé chez le bénitier Hippopus hippopus a Palau
(LaJeunesse, 2001), le sous-clade C31 au sein de coraux au Japon (Jeong et al., 2014)et les sous-

clades C90 et C91 au sein de foraminiféres, respectivement a Panama et a Guam (Pochon et al.,
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2012). Une faible diversité en clades est observée aux Australes, mais seulement 5 échantillons

ont été analysés.
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Figure 43. Distribution des sous-clades de Symbiodinium sur 4 sites de Polynésie frangaise : Moorea,
Tahiti ouest, Mururoa et Raivavae. Seuls les bénitiers pour lesquels la combinaison de clades est validée
ont été comptabilisés ici. Dans les groupes indéterminés (Ind) se situent les clades pour lesquels on n’a
pas séquencé les échantillons, on ne connait donc pas le sous-clade de Symbiodinium. Quand les sous-
clades de Symbiodinium sont séparés par un tiré (par exemple A3-4-13) cela signifie que les séquences
n’ont pas pu étre discriminées entre les différents sous-clades. Le sous-clade C1-2-3-15-90-91 est laissé
ici afin d’indiquer que méme si le sous-clade de Symbiodinium n’a pas pu étre déterminé précisément il

est différent de C57.

Il. Synthése et discussion partielle

Malgré I'avantage évident que présente l'utilisation de I’ADN mitochondrial dans les
études de diversité intraspécifique, et son utilisation massive dans de nombreux programmes de
barcoding, cette utilisation a souvent été remise en question. En effet, la premiere limitation
évoquée réside dans le fait qu’il ne s’agisse que d’un seul locus et donc que cela ne révele
gu’une partie de I'histoire évolutive des especes (Zhang et Hewitt, 2003). La seconde limitation
vient du fait que I’ADN mitochondrial n’est pas toujours sélectivement neutre (Galtier et al.,
2009), ce qui représente un parametre limitant pour la détermination des inférences a partir des
données génétiques (DeBoer et al., 2014). Les marqueurs nucléaires représentent une
alternative aux marqueurs mitochondriaux, puisque leur héritage biparental permet les

recombinaisons, intégrant ainsi des processus généalogiques additionnels (Heuertz et al., 2004).
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Cependant une étude récente (DeBoer et al., 2014) a démontré la concordance entre les
marqueurs mitochondriaux et nucléaires utilisés de concert, soulignant ainsi l'utilité et le

bienfondé des études basées sur ’ADN mitochondrial.

Sur 314 séquences COI provenant d’individus de T. maxima prélevés dans I'ensemble des 4
archipels de Polynésie francaise qui possedent des bénitiers, 57 haplotypes différents ont été
trouvés, ce qui représente 18 % de diversité génétique. Pour la méme espéce et la méme
superficie, dans la région Indo-Pacifique, différentes études ont trouvé entre 55,5% (Nuryanto et
Kochzius, 2009) et 83% de diversité génétique (Huelsken et al, 2013). L'observation d’une
importante diversité génétique est fréquente chez les bivalves marins (Huvet et al., 2000;
Kenchington et al., 2006; Launey et al., 2002; Vasemagi et al., 2010). Elle a été décrite comme
une stratégie d’adaptation des populations habitant dans des environnements instables (Levins,
1968), en particulier pour les espéces sessiles inféodées a un habitat particulier (Selander et
Kaufman, 1973) et limitées a un substrat spécifique (Nevo, 1978; Lemer, 2010). Cette diversité
génétique, importante notamment pour les bénitiers dans la région Indo-Pacifique, est bien
moindre chez les bénitiers de notre étude, provenant de Polynésie francaise, comme c’est le cas

aussi pour d’autres especes.

Trois sites de la région Indo-Pacifique (les mers de Java et de Flores et le détroit de
Makassar) présentent une faible diversité génétique qui contraste avec I'ensemble des résultats
observés dans cette région. Trois facteurs potentiels, ou une combinaison de ces facteurs, ont
été mis en avant pour expliquer la faible diversité génétique des populations de bénitiers sur ces
sites : l'effet fondateur, la surexploitation et les épisodes de blanchissement des bénitiers
(DeBoer et al., 2008; Kochzius et Nuryanto, 2008; Nuryanto et Kochzius, 2009). En effet ces trois
facteurs, auxquels peuvent se rajouter la pollution et la dégradation des récifs coralliens,
peuvent engendrer une réduction des populations et induire ainsi une diminution de leur
diversité génétique, voir un phénomene de goulot d’étranglement. Pour une méme aire de
répartition, la diversité génétique de T. maxima en Polynésie frangaise, déterminée lors de notre
étude, est bien plus faible que dans la région Indo-Pacifique. Les trois facteurs énoncés plus
haut, I'effet fondateur, la surexploitation et le blanchissement des bénitiers, peuvent expliquer
en partie cette observation. En effet, le temps d’évolution depuis l'arrivée de I'haplotype
fondateur influence la diversité génétique des populations d’une espéce. En Polynésie francaise,
les fles volcaniques hautes les plus jeunes ont moins de 1 a 2 millions d’années, elles nont donc

pas pu étre colonisées avant cette date. De plus I'exploitation des bénitiers est conséquente en
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Polynésie francaise (plus de 70 tonnes de chair par an en 2013, communication personnelle de la
Direction des Ressources Marines et Miniéres), et plusieurs épisodes de blanchissement et de
mortalité massive ont été observés récemment (Harris, 1995; Adjeroud et al., 2001 ; Adessi,
2001; Andréfouét et al., 2013), entrainant une diminution importante de la taille de certaines
populations, comme a Tatakoto ou une mortalité de 83% des populations de bénitiers a été
observée en 2013. Cependant, malgré I'exploitation massive et les épisodes de blanchissement
et de mortalité, les populations de bénitiers de Polynésie francaise présentent des densités
encore trés importantes (Salvat, 1972; Andréfouét et al., 2005; Gilbert et al., 2006). Cette
abondance pourrait influencer positivement la diversité génétique, mais les bénitiers semblent
étre arrivés trop récemment en Polynésie francaise pour que la grande taille des populations
n‘ait le temps d’influencer la diversité génétique. Parmi les trois facteurs évoqués plus haut,
I'effet fondateur récent semble donc I'hypothése la plus plausible pour expliquer la faible
diversité génétique observée en Polynésie francaise. De plus, si I'on part du principe que la
biodiversité et la diversité génétique sont liées, le gradient décroissant de biodiversité qui
s’étend d’ouest en est depuis la région Indo-Pacifique jusqu’au Pacifique central (Karlson et al.,
2004), ou se situe la Polynésie francaise, permet également d’expliquer la faible diversité

génétique observée au sein des populations situés a la fin de ce gradient.

Enfin, la faible diversité génétique observée peut également étre la résultante de flux de
génes conséquents permettant de maintenir une homogénéité génétique au sein des
populations (Lemer, 2010). La dispersion, le déplacement des individus du lieu de naissance vers
un site d’installation et de reproduction (Hauser, 2001), est associée aux stades larvaires chez les
especes benthiques (Cowen et Sponaugle, 2009). Elle influence considérablement le flux génique
et le maintien de la taille des populations (Lemer, 2010). Les organismes sessiles présentent des
capacités de dispersion supérieures a la plupart des organismes non fixés, et les invertébrés dont
font partie les mollusques bivalves ont tendance a montrer un flux génique important
(Bonhomme et Planes, 2000). Malgré une phase larvaire courte (10 jours : Jameson, 1976; Lucas,
1988) et une aire géographique conséquente (4 millions de km?), la présence de tres
nombreuses fles en Polynésie francaise réduit la distance entre les habitats de recrutement et
rend possible la dispersion par « sauts de puce » des larves de bénitiers sur I'ensemble du
territoire. Ainsi si 'on considére une vitesse de déplacement au gré des courants de 5 a 10 cm/s
en Polynésie frangaise, selon les archipels (Martinez et al., 2009) et une phase larvaire de 10
jours, la distance qui peut étre parcourue par les larves avant de se fixer sur un substrat est

comprise entre 43 et 86 km, distance supérieure a celle qui sépare de nombreuses iles de notre
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aire d’étude. Cependant les distances inter-archipels ou entre les sous-archipels (iles du vent, fles

sous le vent) restent supérieures a 86 km.

Les 57 haplotypes trouvés en Polynésie francgaise se répartissent en deux clades distincts,
un présent essentiellement au nord, dans I'archipel des Tuamotu, et I'autre essentiellement au
sud, dans les archipels de la Société, des Australes et des Gambier. Cette division en deux clades
ainsi que leur distribution géographique est observée pour la premiere fois en Polynésie
francaise. En effet, des différences génétiques significatives avaient été observées entre les
populations des archipels de la Société, des Tuamotu et des Australes chez T. maxima, et la
différenciation génétique avait été corrélée avec la séparation géographique (Laurent et al.,
2002; Planes et Laurent, 2004), or nos résultats montrent la présence des deux clades répartis de
part et d’autre d’'un axe nord-ouest/sud est séparant les Tuamotu des autres archipels. Les
populations de bénitiers des Gambier et des Australes sont génétiquement plus proches de
celles de la Société que les populations des Tuamotu qui sont pourtant géographiquement plus
proches. Les archipels des Gambier et des Australes sont plus éloignés de la Société que ne le
sont les Tuamotu, et nos résultats montrent que le clade mapiko sud a néanmoins été retrouvé
dans ces archipels. 5 zones ont pu ainsi étre déterminées en fonction de la structure génétique
des populations de bénitiers qui les composent : la Société, les Tuamotu de I'ouest, les Tuamotu
de l'est, les Gambier et les Australes. Nous avons également démontré que les populations de
I'archipel de la Société sont génétiquement plus proches de celles des Australes et des Gambier
que de celles des Tuamotu, contrairement a ce qui serait attendu si l'on considérait

I’éloignement géographique et les courants marins.

L’huitre perliére et le bénitier sont les seuls bivalves ayant fait I'objet d’études génétiques
en Polynésie francgaise. Chez Pinctada margaritifera, contrairement aux résultats obtenus pour T.
maxima, aucune différenciation génétique n’a été trouvée entre individus d’archipels différents
(Arnaud 2000 ; Lemerre 2010), mais la comparaison est difficile car I’huitre a subi de nombreux
transferts inter-iles, et sa phase larvaire est bien plus longue (environ 20 jours - Saucedo &
Monteforte, 1997) que celle du bénitier d’environ 10 jours. Les études génétiques menées sur
les poissons en Polynésie francaise donnent également des résultats variés suivant les especes.
Les poissons demoiselle Dascillus trimaculatus et Dascillus aruanus (Bernardi et al. 2001 ; Planes
et al., 1993) n'ont montré aucune différenciation génétique entre archipels, indiquant un flux de
génes assez conséquent pour maintenir une homogénéité génétique malgré la distance et

I'isolement lié a la présence de barrieres récifales. En revanche, chez le poisson Acanthurus
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triostogus, les populations se sont avérées étre tres structurées (Planes et al., 1993; Planes et
Fauvelot, 2002) et leur distance génétique semble proportionnelle a la distance géographique
(Planes et al., 1996). Ainsi en Polynésie francaise la structure génétique semble spécifique a
chaque espece, et dépend certainement de nombreux facteurs biotiques et abiotiques, ainsi que

de I'histoire de I'espéce considérée.

Etudier la connectivité des populations grace aux marqueurs moléculaires permet de
tester si la capacité de dispersion permet un flux de génes important entre les sites considérés
(Lemer, 2010). L'analyse de la connectivité entre les populations des fles de la Polynésie
francaise a mis en évidence qu’une connectivité importante est présente entre les groupes de la
Société, des Australes et des Gambier, ainsi qu’entre les deux groupes des Tuamotu. Hormis la
connectivité entre les Australes et les Gambier qui peut s’expliquer par les courants actuels, la
connectivité observée entre les autres groupes apparait perpendiculaire aux courants de surface
présents dans cette zone, indiquant soit I'influence des événements du passé sur la connectivité
actuelle des populations de bénitiers de Polynésie francgaise, soit I'influence d’événements

récents distincts des courants de surface.

Contrairement aux espéces sédentaires d’eau douce, de nombreuses espéces marines
présentent, comme dans le cas des bénitiers en Polynésie francaise, une structure des
populations relativement faible maintenue par d’importants flux géniques (Palumbi, 1992;
Waples, 1998; Ward et al., 1994). De plus des parameétres tels que de grandes tailles de
populations, une variabilité génétique importante, une fécondité importante et I'existence de
larves pélagiques entrainent une homogénéité génétique (Nielsen et Kenchington, 2001). D’un
autre coté, la différenciation des populations de ces espéces pourrait étre maintenue par la
capacité de migration limitée des adultes et les courants océaniques qui favorisent le
recrutement local (Lemer, 2010). Ces deux conditions antagonistes contribuent a des
structurations génétiques différentes. Au regard de sa trés grande aire de répartition, la méme
espece T. maxima peut présenter ces deux caractéristiques suivant la région analysée. Les
populations de I'Indo-Pacifique présentent une forte structuration génétique avec la présence de
3 clades distincts, spécifiques d’'une zone géographique (Kochzius et Nuryanto, 2008) ; cette
structuration contraste avec la connectivité observée en Polynésie frangaise ou les deux clades
identifiés peuvent se retrouver dans la méme zone géographique, méme si la proportion de

chacun des deux clades varie selon un gradient nord-sud.
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A une échelle plus grande, une classification biogéographique établie a partir des espéeces
marines des zones cotiéres et des zones de plateaux de la planéte a permis de définir 62
provinces et 232 écorégions (Figure 44 : Spalding et al., 2007). Une province est une grande aire
définie par la présence de biotas distincts qui présentent une cohésion dans leur histoire
évolutive. La plupart de ces biotas est le résultat de parameétres abiotiques qui ont défini leurs
frontieres. Ces parameétres incluent les traits géomorphologiques ou hydrographiques ainsi que
les influences géochimiques. Les provinces sont des unités qui englobent I’histoire de vie des
nombreux taxa qui la constituent, incluant les espéces mobiles et dispersives. Les écorégions
sont des aires de composition spécifique relativement homogéne, clairement distincte des
systémes adjacents. Cette composition peut étre le résultat de traits océanographiques ou
topographiques. Les agents de forcage biogéographique dominants définissant les écorégions
incluent I'isolement, I'upwelling cétier, la disponibilité en nutriments, I'apport en eau douce, les
régimes de température, la sédimentation, les courants et la complexité bathymétrique ou
cotiere. Les écorégions sont des unités qui englobent les processus écologiques ou d’histoire de

vie de la plupart des espéeces sédentaires.

Figure 44. Classification biogéographique montrant la distribution des 232 écorégions.

(D’apres Spalding, 2007)

Au niveau phylogénétique, la Mer Rouge et le Kenya semblent ne former qu’un seul clade
alors qu’ils appartiennent a deux provinces différentes, matérialisées par la division des

populations de ces provinces en deux sous-clades (Tableau 17). La Thailande et Sumatra forment
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un seul clade qui correspond a la province 26. Sulawesi et la Nouvelle Guinée, qui appartiennent
a la province 30, présentent étonnamment une distance évolutive extrémement longue. La
Nouvelle Guinée, les fles Salomon et I’Australie, qui appartiennent a 3 provinces différentes mais
géographiquement proches, forment un seul et unique clade, proche de celui formé par les
populations de Fidji. En revanche Fidji et Tonga, qui appartiennent a la méme province
(Polynésie occidentale), présentent une distance évolutive trés importante. Les échantillons de
Tonga appartiennent a la méme lignée que celle de la Polynésie frangaise alors que ces deux
groupes d’lles appartiennent a deux provinces différentes. Nos résultats obtenus pour Fidji,
Tonga et la Polynésie francaise ne refletent donc pas la classification biogéographique établie

par Spalding et ses collaborateurs (Spalding et al., 2007).

Tableau 17. Provinces et écorégions des zones géographiques concernées par notre étude

phylogénétique de T. maxima.

Zone géographique Province Ecorégion
Mer rouge 18 87-88
Kenya 20 95
Thailande 26 115
Sumatra 26 118
Sulawesi 30 128/133
Nouvelle Guinée 30 130

lles Salomon 31 135
Australie 33 142-143
Fidji 35 146
Tonga 35 147
Polynésie frangaise 40 158 : Tuamotu

160 : Australes
161 : Société

Parmi les trois groupes qui se distinguent lors de I'analyse phylogénétique des échantillons
de T. maxima provenant de la mer rouge, du Kenya, de la région Indo-Pacifique et du Pacifique
(Huelsken et al., 2013; Nuryanto et Kochzius, 2009 plus nos échantillons), la distribution de
Sulawesi et de la Nouvelle Guinée, et de Fidji et Tonga, dans deux groupes distincts, ne reflete
pas la distance géographique. Ces régions doivent se situer dans deux écozones limitrophes,
séparées par une barriere biogéographique. Deux barrieres ont été tracées en fonction de la

composition faunistique entre Sulawesi d’un coté et I’Australie et la Nouvelle Guinée de I'autre :
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la ligne de Weber (Weber, 1902) et la ligne de Lydekker (Lydekker, 1896). Ces frontiéres peuvent
expliquer I'absence de connectivité et donc la grande distance génétique entre les populations
de Sulawesi et de Nouvelle Guinée. La grande distance évolutive observée entre Fidji et Tonga,
également trés proches géographiquement, peut étre liée a I'existence d’une barriere semblable
entre ces deux régions. La dynamique océanique dans le Pacifigue Ouest est particulierement
complexe du fait de la présence de nombreuses fles qui représentent des obstacles
topographiques, et cette région reste encore relativement peu étudiée. Si on se base sur les
courants de surface moyens actuels, ces derniers sont dirigés vers le sud-ouest au niveau des fles
Fidji et Tonga (Martinez et al., 2009), il est donc possible que cette orientation ne favorise pas les
échanges entre les deux groupes d’iles (Figure 45). La différence génétique trouvée entre les
populations de bénitiers de ces deux groupes d’iles pourrait donc étre due a une tres faible
connectivité liée a I'existence d’une barriere biogéographique due a I'orientation des courants
de surface. Il faut cependant garder a I'esprit que les anomalies climatiques de type El Nifio ou La

Nifia peuvent perturber et modifier les courants moyens.

160°t 160°W 120°W 80°W

Figure 45. Carte des principaux courants de surface moyens du Pacifique sud observés de janvier 1993 a
janvier 2001 et localisation des iles de Fidji, Tonga et de Polynésie frangaise. (D’aprés Martinez et al.,

2009)

Nos résultats indiquent I’existence d’'un ancétre commun proche entre les populations de
bénitiers des iles de Polynésie francaise et de Tonga, contrairement aux populations de Fidji qui
sont génétiquement bien plus éloignées. Deux courants d’ouest, le Contre-Courant Equatorial

Sud et le Contre-Courant Tropical Sud atteignent au moins ponctuellement I'ouest de la
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Polynésie francgaise. Or ces deux courants ne passent pas au niveau des Tonga, le premier passe
bien au nord et le second bien au sud de ce groupe d’iles. La colonisation de la Polynésie
francaise par des larves de bénitiers provenant des Tonga semble impossible, en tous cas dans le
cadre d’un transport des larves par les courants de surface du Pacifique sud-ouest actuels. En
revanche le Courant Equatorial Sud relie les iles de Polynésie francaise a celles des Tonga. La
ressemblance génétique entre les bénitiers de Polynésie francaise et de Tonga pourrait donc
s’expliquer par une dérive des larves le long du Courant Equatorial Sud qui s’écoule vers l'ouest.
Cependant avec le mode de dispersion des bénitiers (phase larvaire mobile tres courte,
déplacement au gré des courants, de génération en génération), et pour une vitesse moyenne
du courant estimée entre 5 3 10 cm.s ' dans cette région (Martinez et al., 2009), 86 km maximum
peuvent étre parcourus par génération, sachant qu’un bénitier atteint la maturité sexuelle entre
12 et 18 mois en fonction des conditions. Cette distance n’est pas suffisante pour que la
migration des larves en fonction des courants de surface actuels puisse expliquer la colonisation
des Tonga depuis la Polynésie francaise, malgré la présence de nombreuses files sur le trajet.
Pour que cela soit possible il faudrait que le courant océanique de surface soit supérieur a 50 cm
pendant plusieurs jours, or ces conditions ne sont pas atteintes méme pendant les éveénements
exceptionnels comme La Nifla qui entrainent une intensification des courants. Cependant ces
valeurs correspondent aux données climatologiques actuelles, qui ont pu étre modifiées au

cours des temps géologiques, et notamment lors des épisodes de glaciation.

Parmi les études réalisées sur l'identification des clades de Symbiodinium, plusieurs ont
mis en évidence le clade majoritaire présent au sein de chaque bénitier, grace a des séquences
d’ADNr ITS2 (Baillie et al., 2000; Weber, 2009), d’ADNr 18S (Carlos et al., 1999) ou encore des
marqueurs microsatellites (Pinzén et al., 1999). Seules deux études, celle de T. DeBoer (2012) et
la notre, permettent d’identifier plusieurs clades présents au sein d’'un méme bénitier. Nos
résultats seront donc essentiellement comparés a ceux obtenus dans cette étude. Il faut
cependant garder a I'esprit que les techniques utilisées sont différentes. Nous avons utilisé une
PCR nichée réalisée avec des amorces 28S spécifiques des différents types de clades, alors que T.
DeBoer a réalisé une migration sur un gel dénaturant puis une amplification et le séquencage de
I’ADNr ITS2. L'avantage de la technique de T. DeBoer est qu’elle permet d’identifier plusieurs
sous-clades d’'un méme clade, et I'avantage de la technique que nous avons mise au point est

gu’elle permet d’identifier les clades ultraminoritaires.
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Comme de nombreux taxa de la région Pacifique, la diversité des Symbiodinium présents
au sein des bénitiers diminue d’ouest en est a travers le Pacifique sud (Figure 46). La diversité
des Symbiodinium est la plus faible au niveau du Pacifique sud-est (Polynésie francaise, iles Cook
et Samoa), intermédiaire au niveau de Fidji et du Vanuatu, et la plus élevée au niveau de I'Indo-

ouest-Pacifique (Australie et Papouasie Nouvelle Guinée : Weber, 2009).
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Figure 46. Distribution des sous-clades de Symbiodinium présents au sein des bénitiers, mise en
évidence a partir de séquences ITS2. La couleur jaune inclut toutes les lignées proches du type A3. La

taille des cercles représente le nombre d’échantillons de chaque région. (D’aprés Weber, 2009)

5 sous-clades de Symbiodinium différents, appartenant aux clades A, C et D, ont pu étre
identifiés parmi les 48 échantillons de notre étude. Pour la méme espéce, T. maxima, au niveau
de I'Indonésie, 7 sous-clade de Symbiodinium ont été identifiés sur 28 échantillons (DeBoer et
al., 2012), confirmant la présence d’une diversité bien plus importante dans cette région. Il
semble donc que la diversité des Symbiodinium soit originaire de la région Indo-Pacifique, et que
ces derniers se soient ensuite dispersés dans les iles isolées, a partir de cette région (Briggs,
2007; Rosen, 1988). Le clade A est présent, associé aux bénitiers, sur une aire d’étude allant de la
mer rouge a la Polynésie francaise (Figure 47). Ce clade a été décrit comme étant la lignée de
Symbiodinium la plus ancestrale, a partir de laquelle les autres clades auraient divergé (aPochon
(Pochon et al., 2006; Tchernov et al., 2004). De plus le clade A, capable de s’associer a une large
gamme de types d’hotes, a démontré de grandes capacités de dispersion (LaJeunesse, 2001). Il
n’est donc pas surprenant de le retrouver dans tous nos échantillons de Polynésie francaise. Le
sous-clade A3 apparait comme un type généraliste qui s’est diversifié au cours du temps,
amenant a l'apparition de lignées dérivées spécifiques de régions géographiques particuliéres

(Weber, 2009).
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Figure 47. Diagramme en réseau du clade A de Symbiodinium présent au sein du genre Tridacna. Les
camemberts représentent la proportion de chaque sous-clade au sein du clade A, identifiés dans
chaque région. Chaque ligne noire représente un changement au niveau d’un nucléotide parmi les 300
nucléotides de la séquence ITS2 et chaque point noir représente un génotype intermédiaire hypothétique.
La taille des cercles représente la taille de I’échantillon; Le type ancestral A3 a été identifié chez 63

bénitiers. (D’apres Weber, 2009)

Dans cette étude, les sous-clades A3, A6 et A3x ont été identifiés parmi les bénitiers de Polynésie
francaise, alors que parmi nos échantillons le sous-clade A3 a été identifié, seul ou
indifférenciable des sous-clades A4 et A16. En plus du clade A, présent chez I'ensemble des
échantillons de notre étude, le clade C a été observé chez 83% des individus, et dans un cas, il a
également été trouvé associé au clade D en plus du A. Le plus étonnant est que nous avons
observé que le clade C était majoritaire chez 38% des bénitiers de Polynésie francaise, alors qu’il
n’avait pas été détecté dans I'étude de Weber qui indiquait qu’en Polynésie frangaise T. maxima
était spécialiste du sous-clade A3 et des lignées proches qui en dérivaient. Notre étude remet
donc en cause l'existence d’une association symbiotique unique entre 7. maxima et le sous-
clades A3 de Symbiodinium décrite par Weber (Weber, 2009). A une échelle encore plus grande,
les mémes sous-clades de Symbiodinium ont été retrouvés au sein d’hotes différents et dans des
lieux différents (océans Atlantique et Pacifique), suggérant que ces organismes sont capables

d’une large dispersion et ne sont pas spécifiques d’un type d’héte (T. C. Laleunesse, 2001). Nos
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résultats confirment cette observation, puisque le type C57, identifié chez les bénitiers dans le

cadre de notre étude, a déja été observé au sein de coraux au niveau du Japon.

Nos résultats indiquent que le clade A semble non seulement le clade omniprésent au sein
des bénitiers Polynésie frangaise, mais également qu’il présente dans 62% des cas, la plus forte
abondance au sein des individus. Par comparaison, en Indonésie le clade A n’est présent que
chez 36% de individus, et 2 sous-clades, A3, commun avec les individus de Polynésie francaise, et
A6, ont été identifiés (DeBoer et al.,, 2012). Nos résultats indiquent que seuls 14% des bénitiers
de Polynésie francaise sont associés avec un seul clade (A), contre 68% en Indonésie : 25% avec
le clade A, 32% avec le clade C, et 11% avec le clade D (DeBoer et al., 2012). L’association avec
plusieurs sous-clades de symbiontes semble donc bien plus répandue en Polynésie francaise
malgré une diversité symbiotique plus faible. Contrairement a I'Indonésie (DeBoer et al., 2012),
le clade C n’a pas été retrouvé seul au sein des bénitiers. Il est donc toujours en présence du
clade A, et trés rarement en présence du clade D (environ 2% des individus). Le sous-clade C57
est présent chez au moins 10% des individus et au moins 14% des individus possede un sous-
clade parmi les suivants, C1, C2, C15, C90 et C91, mais plut6t les sous-clades C1 et C90 d’apres
nos analyses. Concernant le clade D identifié dans un échantillon de notre étude, il n’a pas pu
étre identifié mais semble proche des sous-clades D1, D1a, D8/D13 et D15. Parmi ces 4 sous-
clades de Symbiodinium, seul le sous-clade D1a a déja été identifié au sein de T. maxima en
Indonésie (DeBoer et al., 2012), et seuls les sous-clades D1 et D1a ont été identifiés au sein des
coraux en Polynésie francaise (Putnam et al., 2012). Il est donc probable que le sous-clade de
Symbiodinium de clade D identifié dans notre étude soit un haplotype appartenant au sous-clade
D1la. Le bilan de I'ensemble des clades et sous-clades de Symbiodinium identifiés a ce jour chez
T. maxima de la mer rouge a la Polynésie francaise, incluant les résultats de notre étude, est

regroupé dans le Tableau 18.
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Tableau 18. Clades et sous-clades de Symbiodinium identifiés chez T. maxima de la mer rouge a la Polynésie frangaise, incluant les résultats de notre étude.

Clade de Symbiodinium A C D Technique Référence
Sous-clade A1[A3|A6|C1|C15-30 |C57 |Dla|D1b/D5|D1b-103

Mer rouge et golf de I'Agaba | X ADNr ITS2 Weber 2009
QOuest de 1'océan Indien X ADNr ITS2 Weber 2009
Philippines et Palau X ADNr 18S Carlos et al. 1999
Indo-Pacifique X ADNr ITS2 Baillie et al.2000
Indo-Pacifique X marqueurs microsatellites | Pinzon et al. 2011
Indonésie X | X [ X |[X X X X DGEE + ADNr ITS2 DeBoer et al. 2012
Fidji et Vanuatu X X ADNr ITS2 Weber 2009
Polynésie francaise, iles

Cook et Samoa X ADNr ITS2 Weber 2009
Polynésie francaise X ? X ? ADNr 28S Notre étude 2014
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Alors qu’en Polynésie frangaise nos résultats ont montré que l'association symbiotique de T.
maxima avec le clade A est largement majoritaire, en Indonésie T. maxima ne semble pas
associé avec un clade particulier de Symbiodinium (DeBoer et al, 2012). Deux types
d’associations symbiotiques sont communs aux deux sites : A et AC, mais dans des proportions
tres différentes (Tableau 19), possiblement liées aux techniques utilisées. Les types
d’associations symbiotiques trouvées en Indonésie sont plus variés qu’en Polynésie francaise,
avec des combinaisons de clades spécifiques de cette région : C, CD et D. En contrepartie la

combinaison de clades ACD semble spécifique a la Polynésie francaise.

Tableau 19. Proportions des différentes combinaisons de clades observées au sein de T. maxima en

Indonésie (DeBoer et al., 2012) et dans nos échantillons de Polynésie frangaise.

Combinaison Polynésie frangaise Indonésie
A 14% 25%
AC 83% 11%
ACD 2% -
C - 32%
cD - 21%
D 11%

Le sous-clade A6, trouvé en Indonésie, n’a pas été retrouvé en Polynésie francaise, le sous-
clade C15-31 semble spécifique a I'Indonésie et C57 a la Polynésie francaise, et les sous-clades
Dla et D1b/D5 ont été identifiés en Indonésie alors que le sous-clade trouvé en Polynésie
francaise semble légerement différent de ces derniers, et commun a un sous clade trouvé au
sein d’un corail en mer de Chine (Jeong et al., 2014).

Si on considéere la répartition géographique des sous-clades de Symbiodinium chez T.
maxima en Indonésie (Figure 17 : DeBoer et al., 2012) et en Polynésie francgaise (Figure 43 : notre
étude), certains sites présentent de nombreux sous-clades de Symbiodinium, alors que d’autres
sites présentent une spécificité des sous-clades. Par exemple le site Biak compte 7 sous-clades
de Symbiodinium différents et Tahiti ouest au moins 4, alors que Yapen, Misool et Dampier Strait
(Figure 48) ne comptent que 3 sous-clades différents, et Raivavae seulement 2. En Polynésie
francaise, le sous-clade A3 se retrouve sur tous les sites, ce qui n’est le cas d’aucun type de
Symbiodinium en Indonésie, malgré une aire d’étude 10 fois plus petite. En Indonésie les sous-
clades A3-223 et C1 ne sont présents que sur un seul site, Biak, qui est celui qui présente la
diversité symbiotique la plus élevée (Figure 48). En Polynésie francaise, 2 sous-clades de

Symbiodinium sont spécifiques d’un site : le sous-clade D, trouvé a Tahiti ouest, qui présente une
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diversité symbiotique importante, et le sous-clade C57, trouvé a Raivavae. Sur ce dernier site
tous les bénitiers échantillonnés vivent simultanément en symbiose avec les sous-clades A3 et
C57, indiquant une particularité géographique parlante de cette région. Concernant la diversité
des Symbiodinium, il semblerait que les Australes se distinguent des autres archipels, indiquant
une frontiére nord/sud en Polynésie francaise. Comparée a la frontiére nord/sud délimitée lors
de lI'étude de la diversité génétique de T. maxima, qui distinguait les Tuamotu des autres

archipels, celle définie par I’étude de Symbiodinium se situe ainsi plus au sud.

T.maximé.a mEmEmE B B B R |

A6 A3 A3-223C15-31 C1 DIb/D5 Dla singletons

Symbiodinium

W 3 :
%aw“‘ Fea :
N \ Biak
v, B F
3 L ey, , -\.,.‘

. e

Yapen ;

Figure 48. Fréquence de chaque type de Symbiodinium chez T. maxima. Les hotes contenant plusieurs
sous-clades de Symbiodinium sont comptés comme contribuant de fagon équitable (50%) a chaque

sous-clade. (D’aprés DeBoer, 2012)

Nos résultats ne montrent aucun lien entre les sous-clades de Symbiodinium et le clade de
I’'h6te au sein duquel ils se trouvent, il semble donc gu’aucune association symbiotique ne soit
spécifique des clades de bénitiers présents en Polynésie francaise, mais cette observation doit
étre vérifiée par I'analyse d’un plus grand nombre d’échantillons.

Au final, dans cette étude, les associations symbiotiques semblent indépendantes du clade
de bénitier (mapiko sud ou mapiko nord). Le sous-clade ubiquitaire A3 a été identifié parmi nos
échantillons et semble présent chez tous les bénitiers en Polynésie francaise. Le sous-clade C57 a
été identifié pour la premiére fois au sein des bénitiers, mais également pour la premiere fois en
Polynésie francgaise. Il semble présent uniquement dans l'archipel des Australes ou les
températures de I'eau sont les plus basses de la Polynésie francaise, ce qui suggére une
thermosensibilité différente avec les autres sous-clades disponibles dans la région. Il a été
identifié au sein de coraux au Japon, ou les températures de |'eau varient entre 14 et 26°C en

fonction des sites et de la période de I'année, ce qui conforte I’hypothése d’une résistance a de
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faibles températures (pour des lagons). Le fait qu’il n’ait pas été identifié au niveau de la Société
et des Tuamotu sud, indique qu’il serait également thermosensible, non adapté aux

températures supérieures a 27°C.

Les Symbiodinium présents dans I'estomac des bénitiers sont d’origine exogéne puisque
acquis par I'alimentation (Anonyme, 2006). L’expulsion des Symbiodinium par les coraux les rend
disponibles pour les bénitiers, et réciproquement. L’établissement de la symbiose entre des
Symbiodinium provenant de coraux et des larves de bénitiers a été observée (Kurihara et al.,
2012), indiquant que des échanges de symbiontes entre ces organismes est tout a fait possible
(Belda-Baillie et al., 1999). La lignée dominante dans I'océan Pacifique, associée aux coraux, est
le clade C (Abrego et al., 2009; Laleunesse et al. 2003; Lajeunesse et al. 2004; LalJeunesse et al.
2004). Le clade D, relativement rare, semble présent a moins de 10% dans les communautés
symbiotiques coralliennes, mais avec une grande aire de répartition (LaJeunesse et al., 2010). Les
clades A, B (a I’état de trace), C et D ont été trouvés au sein de 3 espéces de coraux en Polynésie
francaise (Rouzé, 2013). Les 4 clades sont donc certainement présents dans I'environnement, et
donc disponibles pour les bénitiers. Or seuls 3 clades, A, C et D, ont été trouvés au sein des
bénitiers, suggérant une spécificité d’hote. Deux hypothéses permettraient d’expliquer cette
spécificité. La premiere serait que les conditions présentes au sein du manteau soient plus
favorables a certains clades de Symbiodinium. De plus, lors d’une infection de bénitiers avec
deux clades différents de Symbiodinium, il a été montré que I'un des deux peut prendre le
dessus sur l'autre par compétitivité une fois a l'intérieur du bénitier (Fitt, 1985). On sait
également que les clades de Symbiodinium présentent des taux de croissance différents au sein
des bénitiers, et certains clades (non déterminés) meurent quand ils sont prélevés dans
I’estomac et placés dans le manteau (Fitt, 1985). Ainsi, la sélection d’un clade particulier peut
s’effectuer de fagon passive et étre déterminée par la capacité de ce clade a survivre dans
I’environnement particulier présent au sein de I’hote (Fitt, 1985). Cette hypothese est d’autant
plus plausible que la symbiose s’établit au stade pédivéligére et que lors de notre étude
I'identification des communautés symbiotiques a été réalisée chez des individus adultes, donc
plusieurs années aprées I'acquisition des symbiontes. La seconde hypothése, non exclusive avec la
précédente, consiste en I'existence d’un systeme de reconnaissance des différents clades (sous-
clades) de Symbiodinium par les bénitiers, sélectionnant ainsi ceux susceptibles d’étre
maintenus. Ce systéme de reconnaissance pourrait se situer au niveau des cils branchiaux qui
serait a I'origine de I'intégration ou non d’un type de clade voire sur 'ensemble de I'épithelium

stomacal et tubulaire pour leur fixation. L’identification de protéines d’adhésion aux
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Symbiodinium, par rétention sur une colonne d’affinité par exemple, permettrait de valider cette
seconde hypothése. Cependant, le systéme semble encore plus complexe, puisque les
Symbiodinium inoculés chez les larves aposymbiotiques de bénitiers placés en milieu « stérile »
sont génétiqguement différents de ceux que I'on retrouve dans I’hote plusieurs mois plus tard, ce
qui souligne la dynamique les populations de Symbiodinium présentes au sein des bénitiers,

populations qui ne sont donc pas clonales (Belda-Baillie et al., 1999).

Pour terminer, si on se place du point de vue de I'écologie des récifs coralliens, les
bénitiers représentent une forte concentration de symbiontes et en relarguent une grande
quantité (Maruyama et Heslinga, 1997). La diversité de leurs clades/sous-clades hébergés, ne
refletent pas les communautés présentes dans le milieu environnant. Ainsi, les bénitiers
pourraient contribuer significativement a maintenir la disponibilité/dispersion en symbiontes
particuliers dans les zones récifales et rendre disponibles certains clades/sous-clades pour les
autres animaux vivant en symbiose avec eux (DeBoer et al., 2012) tels que les coraux mais aussi
les éponges, les nudibranches et autres (Wecker et al, soumis), et servir ainsi d’espéce « clef de

voute ».
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PARTIE IV

Réponse de Tridacna maxima
au stress thermique
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Connaitre I'impact du stress thermique sur les organismes marins représente un enjeu
majeur dans le contexte actuel du réchauffement climatique. Deux expériences de stress
thermique ont été menées afin de déterminer les réponses transcriptomiques et

métabolomiques des bénitiers dans différentes conditions.

I. Choix du stress thermique appliqué et mesures des parameétres

de I’eau au cours de I'expérience

Afin de déterminer la réponse des bénitiers a divers types de stress thermique ainsi qu’a
un multi-stress, c’est a dire un stress thermique plus la modification d’un autre paramétre
physique de I’environnement, deux expériences de réchauffement ont successivement été
menées. La premiére a pour but de comparer la réaction des bénitiers a un méme stress
thermique conséquent, en présence ou en absence de coraux de l'espece Pocillopora
damicornis. Cette espéce de corail a été spécifiquement choisie car elle fait partie, avec Porites
rus, des deux espéces les plus régulierement décrites dans la littérature a proximité des
bénitiers, ce qui a été confirmé par nos observations de terrain. La seconde permet d’observer
les effets d’un stress thermique plus modéré et ceux d’un stress multiple. Deux types de stress
multiple ont été appliqués aux bénitiers: un stress thermique conséquent assorti d’un stress
lumineux consistant en I'absence de lumiére, et un stress thermigue conséquent assorti d’un
stress hyperoxique consistant avec I'augmentation de la quantité de dioxygéne dissous dans
I'eau (Figure 49). Tous les bénitiers ont été acclimatés dans les bacs pendant 15 jours avant le
début de l'expérience. Les bénitiers de la premiere et de la deuxiéme expérience ont été
prélevés a 20 jours d’intervalle sur le méme site, ils avaient sensiblement la méme taille et ont

été conditionnés de la méme facon pour le transport.
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LAGON

Bac MO BacB Bac BO
Bac M Bac C Bac CO
A.
LAGON
Bac CO Bac G BacE
BacC BacH Bac F
B.

Figure 49. Disposition des aquariums dans les deux expériences de réchauffement. A : Expérience 1, B:
Expérience 2. En bleu les bacs témoins, alimentés par I’eau du lagon a température ambiante, en rouge,
aquariums ayant subi le stress thermique conséquent (jusqu’a 32°C), en orange, aquarium ayant subi le
stress thermique modéré (jusqu’a 28°C). B, BO, E, F, G, H : Bacs contenant des bénitiers, C, CO = Bacs
contenant des coraux, M = Bac mixte (bénitiers + coraux), BO, CO et MO : Bacs témoins (26°C), E = Bacs
chauffés (stress niveau 1) + O, + lumiére, F = bac chauffé (stress niveau 2) + O, + lumiére, G = bac
chauffé (stress niveau 2) + O, — lumiére (lumiére cachée par un carton), H = bac chauffé (stress niveau 2)

— 0, + lumieére (bulleur, air lift et pompe de brassage enlevés).
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Le stress thermique conséquent consistait a augmenter la température d’1°C toutes les 24
heures, par palier jusqu’a atteindre 32°C, température maintenue pendant 5 jours avant un
retour a la température initiale de 26°C en 24 heures. La température seuil de 32°C a été choisie
grace aux données de la littérature qui font état d’'un blanchissement ou d’une mortalité des
bénitiers lorsque les températures dépassent 30/31°C pendant un certain temps (Addessi, 2001)
ou lorsque les variations de température (Sea Surface Temperature SST) sont importantes
(Andréfouét et al., 2013). Le stress thermique modéré consistait en une augmentation d’'1°C
toutes les 24 heures jusqu’a atteindre 28°C, température maintenue pendant 9 jours (Figure 50).
Ces deux expériences ont été réalisées de fagcon consécutive, dans les mémes conditions et a 20
jours d’intervalle. Les temps de préléevements (t0 a t6) ont été définis a des moments clé de
I’expérience (au cours de I'augmentation progressive de la température, lorsque le seuil de 32°C
a été atteint, a la fin du plateau a 32°C, des le retour a la température initiale et 24h aprés) et
leur nomenclature est identique pour les deux expériences (Figure 50). Deux temps de
prélevement (T1 et T6) ont été retirés des bacs « mixtes » afin de diminuer le nombre de
bénitiers et de laisser de la place dans les aquariums pour les coraux, permettant ainsi de
respecter le volume d’eau minimum recommandé pour les expériences sur les bivalves (Bayne et

al., 1985).

Température (°C)

33

1B, 1M 1B, 1M
2FGH 2FGH

32 1
1B, lM/ \
31

18// \ —Température témoin (°C)
29 "
Température stress thermique niveau 1 (°C)
1B, 1M 2E 2E i A
28 [2EFGH 1B —Température stress thermique niveau 2 (°C)
27 I 1B 1R 1B ]-M
0 M, 1M, 1

18y 1By 1By
1B, 1B, 1B,
25 1M, 1M,

Temps (jours)

to tl t2 t3 t4 t5 t6

Figure 50. Courbe de température des expériences de réchauffement et temps de prélevement des

éme

bénitiers. 1: 1% expérience, 2: 27" expérience, B : T. maxima stress thermique, M : P. damicornis + T.
maxima stress thermique, B, : T. maxima témoin, My : P. damicornis + T. maxima témoin, E, F, G, H: T.
maxima, E : stress thermique niveau 1, F : stress thermique niveau 2, G : stress thermique niveau 2 +
stress lumineux, H : stress thermique niveau 2 + stress anoxique. En bleu : Température des aquariums
témoin, en orange : température des aquariums chauffés jusqu’a 28°C, en rouge : température des

aquariums chauffés jusqu’a 32°C.
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Un minimum de 4 individus était prélevé a chaque temps de prélévement (Tableau 20).
Chaque bénitier prélevé au cours de I'expérience a été disséqué et le manteau a été séparé en 3
fragments distincts afin d’étre stockés pour les analyses génétiques, transcriptomiques et
métabolomiques. Les échantillons étaient labélisés de la facon suivante : pour le bac B les 5
échantillons prélevés au temps t0 étaient marqués Bt01 a Bt05, pour le temps 1 Bt11 a Bt15, etc.
La premiére lettre représente ainsi le bac d’ou provient I'’échantillon, la seconde le temps de

prélevement, et la troisieme le numéro du réplicat.

Tableau 20. Répartition des prélevements et nombre de bénitiers prélevés.

N° de Nomdesbacs Temps de Nombre de Nombre total
I'expérience prélévements réplicats par d’échantillons

prélevement

1 B, BO t0, t1, t2, t3, t4, t5, t6 5 70
1 M, MO 10, t2, t3, t4, t5 5 50
2 E,F,G,H t0, t3, t4 4 48
TOTAL 168

Hormis la température pour les bacs chauffés, les parametres physiques de I'eau sont
restés stables au cours de I'expérience dans I'ensemble des bacs. La salinité était en moyenne de
37 + 0,28 (sans unité), la conductivité de 56,1 + 0,28 mS et le pH de 8,5 + 0,07. Dans les bacs H
(stress thermique plus stress hyperoxique), la quantité de dioxygene dissous et la saturation en
air étaient respectivement de 7,0 + 0,50 mg/ml et 111,2 + 5,58 %, alors que dans les autres bacs,
elle était de 6,2 + 0,24 mg/ml et 101,5 + 3,97 %.

Les sels nutritifs ont été mesurés dans les bacs B, BO, M et MO, a TO et a T3. La quantité de
phosphates (PO,) et de dioxyde d’azote (NO;) est restée stable dans les bacs, avec des valeurs
respectives de 0,24 + 0,11 umol/L et 0,15 * 0,03 umol/L. La quantité d’acide silicique (Si(OH)4)
était légerement différente entre les bacs a t0 et a t3, avec des valeurs respectives de 3,92 + 0,23
umol/L et 3,03 + 0,31 umol/L. Les nitrates et nitrites, mesurés ensemble (NOx), sont les sels
nutritifs qui ont présenté la variation la plus importante, avec 0,37 = 0,24 dans les bacs témoin,
et 0,92 + 0,19 dans les bacs stressés.

Les coraux ont commencé a blanchir a t1 dans le bac MO, t3 dans le bac M et étaient blanchis
dans le bac C et morts dans le bac CO a t2. Une efflorescence algale ainsi qu’'une forte
sédimentation ont été observés a tl et t2 dans les bacs E et F. Les bénitiers étaient réactifs et
colorés tout au long de I'expérience, excepté dans le bac G (absence de lumiére) ou ils étaient

moins ouverts que dans les autres bacs tout au long de I'expérience. Dans ce bac, ils ont
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commencé a blanchir (Figure 51) et a étre moins réactifs a t3, et sont restés ainsi jusqu’a t4, 5
jours plus tard. Aucune mortalité n’a été observée chez les bénitiers tout au long des deux

expériences de réchauffement.

Figure 51. Photos d’un bénitier avant (A) et apres (B) le blanchissement. Bénitier du bac G, stress

thermique plus lumineux, prise a t0 (A) et a t3 (B).

Il. Expression différentielle des genes au cours du stress chez

T. maxima

A ce jour, on ne dispose d’aucune donnée sur I'expression génique des Tridacnidés, nous
avons donc réalisé un transcriptome complet de 7. maxima afin d’avoir une référence pour

I’analyse de I’expression des génes en différentes conditions de stress.
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1.1 Transcriptome global de T. maxima

Un transcriptome a été réalisé a partir de deux ressources de séquencage différentes afin

d’avoir une profondeur maximale et d’obtenir un ensemble le plus exhaustif possible de
transcrits spécifiques de cette espece. Les genes exprimés par 29 individus prélevés en différents
sites et ayant subi divers types de stress ont ainsi participé a la construction du transcriptome
global de T. maxima.
213 588 603 séquences de 100 pb ont été obtenues lors du 1% séquencage, et I'assemblage de
ces séquences effectué par le fournisseur a abouti a I'obtention de 878 101 contigs.
L'assemblage des contigs a permis de diminuer leur nombre a 569 182. Au final, 71,84% des
séquences ont permis d’obtenir 569 182 séquences de transcrits d’'une longueur moyenne de
583 bases. Le second séquencage a généré 66 241 694 paires de séquences pour un total de
6 690411 094 bases. Leur assemblage effectué par le fournisseur a abouti a I'obtention de
185 331 contigs compris entre 201 et 17 796 paires de bases, pour une longueur totale de
91 458 612 bases.

Aprés avoir regroupé ensemble les 346071991 séquences provenant des deux
séquencages, nous avons obtenu 185331 contigs initiaux (N50:583), et apres nettoyage d’apres
couverture des reads leur nombre a été réduit a 75092, dont 40221 ont été conservés (avec
cds>300 aa). Un peu plus de 50% des transcrits ont pu étre annotés. Les transcrits identifiés ont
été classés en 6 grands groupes fonctionnels suivant la classification KEGG (Figure). 24% des
transcrits identifiés correspondent a I'expression de génes des différents systemes de
I'organisme, 23% a la réaction aux maladies, 20% au métabolisme, 13% au traitement de
I'information sur I'environnement, 10% aux processus cellulaires et 10% au traitement de
I'information génétique. Parmi ces groupes (excepté le groupe « réponse aux maladies » qui fait
essentiellement référence aux maladies humaines), nous avons observé en détail chacune des

voies qui les composent (Figure 52).
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Figure 52. Répartition des 6 groupes de transcrits du transcriptome global de T. maxima.

Ainsi, en ce qui concerne les « processus cellulaires », les transcrits annotés se partagent
équitablement entre « Transport cellulaire et catabolisme » et « Croissance et mort cellulaire »
et représentent environ 33 % des transcrits de ce groupe, puis on retrouve les transcrits qui
participent aux relations cellulaires, « communauté cellulaire » et enfin, le plus faible
pourcentage de représentation (25%) concerne les transcrits participant a la motilité cellulaire
(Figure 53). Les différentes proportions de représentation observées ici ne sont pas dues a un
biais lors de I’élaboration du transcriptome de novo, car ces proportions sont similaires a celles

attendues avec I'ensemble des données de la base de données de ce groupe.
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Figure 53. Répartition des transcrits du groupe « Processus cellulaire »

Pour le groupe intitulé « Traitement de I'information sur I'environnement », 89% des transcrits
annotés participent aux voies de transduction de signal, voies prépondérantes de ce groupe, le

reste étant des molécules de signalisation ou de transport membranaire (Figure 54).

Molécules signal Transport
et intéractions membranaire
8% 3%

Figure 54. Répartition des transcrits du groupe « Traitement de I'information sur I’environnement »
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Pour le traitement de I'information génétique, les transcrits annotés sont regroupés de maniére
homogene entre les 4 sous-groupes, avec une proportion un peu plus importante (32-34%) pour
les voies de ménage (Repliement, tri et dégradation) et la traduction, suivi des voies de la

réplication et réparation de ’ADN (20%) et enfin celles liées a la transcription (14% : Figure 55).

Figure 55. Répartition des transcrits du groupe « Traitement de I'information génétique »

Au niveau du métabolisme, I'ensemble des catégories possibles est représentée, avec
majoritairement, celles du métabolisme des acides aminés (17%), des sucres (19%) et des lipides
(15%), les 3 principales familles des composants de base cellulaires sur les 4 que comptent le

monde vivant (avec les acides nucléiques Figure 56).
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B Métabolisme desacides aminés M Biosynthese d'autres métabolites secondaires

M Métabolisme deshydrates de carbone B Métabolisme énergétique
M Biosyntheése desglycanes et métabolisme B Métabolisme deslipides
W Métabolisme descofacteurs et des vitamines W Métabolisme d'autres acides aminés

Métabolisme desterpénoideset des polykétides ™ Métabolisme nucléotidique

[ Biodégradation des xénobiotiques et métabolisme

Figure 56. Répartition des transcrits du groupe « Métabolisme »

Avec la classification en systéme, 5 systemes se distinguent : il s’agit des systémes endocriniens,
immunitaires, nerveux, digestif et sensoriel : Figure 57). L'emploi de stress et des individus de
différentes taille avant I'extraction des ARN a sans doute participé a I'obtention d’'une telle

variété de transcrits, notamment ceux participant au développement (4%).
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Figure 57. Répartition des transcrits du groupe « Différents systémes de I’organisme »

La comparaison du transcriptome global de T. maxima que nous avons réalisé avec le
transcriptome d’autres bivalves marins montre que nous avons obtenu un plus grand
pourcentage de transcrits annotés (Tableau 21), comparable a celui de I'annotation du génome
et transcriptome de Crassostrea gigas réalisé en 2012 (Zhang et al., 2012). Ces annotations ont
permis d’identifier de nombreuses voies et de nombreuses fonctions. Ce transcriptome global
constitue donc une banque de données conséquente qui a servi de référence pour la
comparaison de |'expression génique lors du stress. Seules les voies les plus connues de la

réponse au stress ont été analysées dans cette partie.

Tableau 21. Comparaison du transcriptome global de 3 espéces de bivalves marins

Espeéce contigs annotés Processus Composants  Fonctions moléculaires Référence

Nb/% contigs biologiques cellulaires (%)

totaux (%) (%)
T. maxima 20201/50% 1/3 1/3 1/3 Notre étude, 2014
Ruditapes 32606 /30% 1/3 1/3 1/3 (Milan et al., 2011)
philippinarum
Pinctada 30666 /31% 1/2 1/4 1/4 (Huang et al., 2013)
margaritifera
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11.2 Transcriptome différentiel

I1.2.1 Analyse globale de I'expression génique

Les ARN obtenus pour chacun des 24 lots de bénitiers de la premiére expérience,
correspondant chacun a une condition et un temps de préléevement donnés, ont été séquencés
puis alignés sur les séquences du transcriptome global, afin de quantifier I'expression génique
(nombre de séquences alignées par transcrit). La corrélation entre I'expression de I'ensemble
des genes des 24 lots de bénitiers a été réalisée par une comparaison 2 a 2. Une classification
hiérarchique entre ces lots montre que deux lots, correspondant respectivement aux bénitiers
prélevés au temps 6 dans les bacs témoins sans coraux (BOt6) et les bénitiers prélevés au temps
1 (29°C) dans les bacs sans coraux (Btl), présentent une expression génique spécifique, peu
correlée a celle de tous les autres lots (Figure 58). Les 22 lots restants peuvent étre séparés en
deux grands ensembles. Le premier ensemble regroupe les bénitiers prélevés a 26°C (tO et bacs
non chauffés) quelque soit la configuration avec ou sans coraux (BOt0-6, MO0t0-5, BtO et Mt0) et
aux bénitiers prélevés a 31°C dans les bacs M (Mt2), en présence de coraux. Le second ensemble
regroupe les bénitiers prélevés a 31°C dans les bacs B (Bt2) et a compter du prélevement t3
(atteinte des 32°C) dans les bacs B et M. Il semble donc qu’en présence de coraux a proximité
des bénitiers, I’expression génique varie peu entre 26 et 31°C, et qu’elle est modifiée a partir du
moment ou le seuil de 32°C est atteint. Lorsque les bénitiers sont seuls dans les bacs,
I'expression génique semble modifiée plus tardivement, a partir de 32°C. Ensuite,
indépendamment de la présence ou non de coraux, I'expression génique semble peu modifiée
entre les individus qui viennent d’arriver a 32°C, ceux qui sont a 32°C depuis 5 jours, ou méme 24

h apres le retour a la température initiale.
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Figure 58. Corrélations de I’expression des génes des différents groupes de bénitiers comparés deux a

deux.

I1.2.2 Analyse spécifique de certains génes de la réponse au stress
La réponse transcriptomique a un stress ne peut étre expliquée par un seul géne ou une
seule voie d’expression. Méme lorsqu’on étudie la réponse a un seul stress de nombreux genes
participent et un réseau complexe entre les genes et les voies induites est mis en jeu (Li et al.,
2013). Ainsi, afin d’identifier les génes/voies induites ou réprimées en fonction des conditions de
I'expérience, le transcriptome global, aprés annotation, a été classé suivant la classification
« Brite » de la base de données KEGG constituant 38 voies hiérarchisées. Les transcrits de chacun

de ces groupes ont été classés en clusters, définis en fonction de la variation de leur expression
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au cours du stress. Chaque cluster a été analysé et ceux pour lesquels I'expression était modifiée
au cours du stress ont été retenus. Les résultats les plus significatifs sont présentés dans cette
partie.

Parmi les classes définies selon la classification Brite, il y a le regroupement des génes
intervenant dans la structuration protéique dénommé « Chaperonnes». L'analyse de
I’expression des transcrits de cette classe au cours des prélevements a permis de le subdiviser en
9 clusters, soit 9 groupes de transcrits qui présentent une expression génique différente (

Figure 59).

Distance Groupe des chaperonnes

<
s

Figure 59. Arbre obtenu avec la classification des distances euclidiennes avec la méthode ward pour

I’ensemble des transcrits du groupe « Chaperonnes » indiquant la branche correspondant a chacun des

9 clusters de ce groupe (en rouge).

Parmi ces 9 clusters, le cluster 8 met en évidence une différence dans I'expression des
genes entre les bénitiers stressés et les bénitiers non stressés. On observe une augmentation
significative du nombre de transcrits de t1 a t4 dans les bénitiers des bacs B, alors qu’ils
n‘augmentent qu’a t3 dans les bénitiers des bacs M (Figure 60). De plus, le nombre de transcrits
diminue de facon significative dés le retour a la température initiale (t5). Ce cluster comprend 17
transcrits, qui correspondent aux genes qui codent pour des protéines de choc thermique du
réticulum endoplasmique (HSP40, HSP100) et d’autres chaperonnes : une protéase d’un facteur
de transcription lié a la membrane (MBTPS1), une protéine chaperonne ubiquitaire du réticulum
endoplasmique (ERp29) qui agit lors de la maturation et la sortie des protéines du reticulum

endoplasmique, une phosphoprotéine induite par le stress (STIP1), 3 protéines disulfide
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isomérase A4 (PDIA4), 2 calnexines (CANX) présentes dans le réticulum endoplasmique, une
protéine 37 du cycle de division cellulaire, présente dans la mitochondrie (le complexe CDC37-
HSP90 est responsable des changements conformationnels induits par les nucléotides et de la
liaison de co-facteurs), et une hexosaminidase (HEXA-B). Toutes ces protéines facilitent le

reploiement des protéines qui présentent une conformation anormale.
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Figure 60. Variation de la quantité de transcrits du cluster 8 du groupe des chaperonnes au sein des
bénitiers au cours de I’expérience 1. En noir les bénitiers du bac B0, en rouge les bénitiers du bac B, en
vert les bénitiers du bac MO et en bleu les bénitiers du bac M. 0 a 6 : temps de prélevement. DE

moyenne : variation de la quantité de transcrits par rapport a la quantité a t0.

La classe des ubiquitines a été divisée en 14 clusters parmi lesquels les clusters 10 et 12
ont été retenus. La quantité des transcrits du cluster 10 augmente de fagon significative dés t1
au sein des bénitiers des bacs B, et diminue de facon significative a t6 (Figure 61). Au sein des
bénitiers des bacs M elle augmente de fagon significative a t3 et reste stable jusqu’a t5. Le
cluster 10 comprend 13 transcrits, qui correspondent aux genes qui codent pour des protéines
qui reconnaissent les protéines mal conformées, les protégent et les adressent au protéasome
(ubiquitines ligases), des protéines qui participent au fonctionnement du protéasome (cullines),
des enzymes qui enlevent I'ubiquitine des peptides issus des protéines dégradées afin qu'il
puisse étre réutilisé (thioestérase) et enfin des enzymes qui enlévent I'ubiquitine des protéines
marquées et empéchent ainsi leur adressage au protéasome (ubiquitine hydrolases). Ces
dernieres participent également, de maniére non catalytique, a la régulation de la réparation de

I’ADN.
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Figure 61. Variation de la quantité de transcrits des clusters 10 et 12 du groupe des ubiquitines au sein
des bénitiers au cours de I'expérience 1. En noir les bénitiers du bac B0, en rouge les bénitiers du bac B,
en vert les bénitiers du bac MO et en bleu les bénitiers du bac M. 0 a 6 : temps de prélevement. DE

moyenne : variation de la quantité de transcrits par rapport a la quantité a t0.

La quantité de transcrits du cluster 12 augmente de facon significative dés t1 au sein des
bénitiers des bacs B et reste élevée jusqu’a t6, alors que la quantité de transcrits présents au
sein des bénitiers des bacs M reste stable tout au long de I'expérience. Le cluster 12 comprend
19 transcrits, qui correspondent aux génes qui codent pour des enzymes qui enlévent
I'ubiquitine des protéines marquées, empéchant ainsi leur adressage au protéasome et
permettant le recyclage de I'ubiquitine (ubiquitine hydrolases) et des protéines induites par les
dommages a I'ADN qui permettent grace a une coupure spécifique d’obtenir des protéines

matures.

La classe des protéines du protéasome a été divisée en 8 clusters parmi lesquels les
clusters 2 et 8 ont été retenus. La quantité de transcrits du cluster 2 augmente de facon
significative a t3 et t4 dans les bénitiers des bacs B, alors qu’elle reste stable pendant toute
I'expérience dans les bénitiers des bacs M (Figure 62). Ce cluster comprend 7 transcrits, qui
correspondent aux génes qui codent pour les protéines constitutives du protéasome et les

protéines qui reconnaissent et transportent les protéines ubiquitinilées jusqu’au protéasome.
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Figure 62. Variation de la quantité de transcrits des clusters 2 et 8 du groupe du protéasome au sein des
bénitiers au cours de I’expérience 1. En noir les bénitiers du bac B0, en rouge les bénitiers du bac B, en
vert les bénitiers du bac MO et en bleu les bénitiers du bac M. 0 a 6 : temps de prélevement. DE

moyenne : variation de la quantité de transcrits par rapport a la quantité a to0.

La quantité de transcrits du cluster 8 diminue de facon significative a t3 dans les bacs B, alors
qu’elle reste stable tout au long de I'expérience dans les bacs M (Figure 62). Le cluster 8
comprend 2 transcrits, qui correspondent aux genes qui codent pour des protéines ayant des
roles totalement différents. La premiére, la sedoheptulokinase, participe a I'assimilation du
sedoheptulose dans les cellules animales, sucre produit par la photosynthése, mais aussi a la
voie des pentose phosphate permettant la production de pentose pour la biosynthése des
nucleotides et/ou au maintien de I'état redox de la cellule (voie du glutathion) . La diminution de
la quantité de sedoheptulokinase réduit les possibilités de synthése des pentoses tout en
maintenant les autres possibilités dont la production d’ATP et d’acétyl-coA, qui permettent la
production d’énergie rendue alors disponible pour la cellule. La seconde est une protéine qui
augmente l'activité du protéasome. La diminution de sa quantité diminue donc I'activité du
protéasome. Cette régulation permet certainement, en cas de stress ponctuel, d’éviter que les
protéasomes suractivés ou en grande abondance ne détruisent toutes les protéines dont la

conformation a été modifiée.

La classe des exosomes comprend 12 clusters parmi lesquels le cluster 4 est présenté ici.
La quantité de transcrits de ce cluster augmente de facon significative dés t1 et augmente a

nouveau a t5 dans les bénitiers des bacs B, alors qu’elle reste stable tout au long de I'expérience
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dans les bénitiers des bacs M (Figure 63). Ce cluster comprend 9 transcrits qui codent pour des
protéines cytoplasmiques qui interviennent dans la formation des vésicules, permettant ainsi la

sécrétion des protéines.
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Figure 63. Variation de la quantité de transcrits du cluster 4 du groupe des exosomes au sein des
bénitiers au cours de I’expérience 1. En noir les bénitiers du bac B0, en rouge les bénitiers du bac B, en
vert les bénitiers du bac MO et en bleu les bénitiers du bac M. 0 a 6 : temps de préléevement. DE

moyenne : variation de la quantité de transcrits par rapport a la quantité a t0.

La classe des protéines de réparation de '’ADN comprend 10 clusters parmi lesquels les
clusters 2 et 10 ont été retenus. La quantité de transcrits du cluster 2 augmente de facon
significative dés t1 et reste importante jusqu’a t6 dans les bacs B, de maniére plus modérée dans
les bacs M (Figure 64). Ce cluster comprend 37 transcrits qui codent pour des protéines de
recombinaison et de réparation de I’ADN et de I’ARN. La quantité de transcrits du cluster 10
diminue de fagon significative dés t1 dans les bénitiers des bacs B, et retrouve son niveau initial a
t5 et t6. En revanche dans les bénitiers des bacs M la quantité de transcrits augmente de fagon
significative dés t1, et augmente a nouveau a t4. Ce cluster comprend 7 transcrits, qui codent
pour des facteurs de transcription qui activent les protéines de réplication. La différence
observée en présence ou en absence de coraux a proximité des bénitiers (bacs M vs bacs B)

indique que différents facteurs de transcription sont exprimés entre les deux conditionnements.
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Figure 64. Variation de la quantité de transcrits des clusters 2 et 10 du groupe des protéines de
réparation et de recombinaison de ’ADN au sein des bénitiers au cours de I’expérience 1. En noir les
bénitiers du bac B0, en rouge les bénitiers du bac B, en vert les bénitiers du bac MO0 et en bleu les
bénitiers du bac M. 0 a 6 : temps de prélevement. DE moyenne : variation de la quantité de transcrits

par rapport a la quantité a t0.

La classe des protéines de réplication de 'ADN comprend 8 clusters parmi lesquels le
cluster 5 a été retenu. La quantité de transcrits de ce cluster diminue de facon significative dés t1
dans les bénitiers des bacs B, puis reste stable, et ne diminue que ponctuellement, a t3, dans les
bénitiers des bacs M (Figure 65). Ce cluster comprend 9 transcrits qui codent pour des protéines

qui initient la réplication ou pour des cyclines. Leur diminution inhibe donc la réplication.
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Figure 65. Variation de la quantité de transcrits du cluster 5 du groupe des protéines de réplication

d’ADN au sein des bénitiers au cours de I’expérience 1.
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La classe des canaux ioniques comprend 9 clusters parmi lesquels le cluster 2 a été retenu.
La quantité de transcrits de ce cluster augmente de fagon significative a t3 et reste stable jusqu’a
t6 dans les bacs B, et augmente de fagon significative a t5 dans les bacs M (Figure 66). Ce cluster
comprend 5 transcrits qui codent pour des canaux chlore ou des canaux de neurotransmetteurs
qui permettent la régulation ionique, nécessaire au maintien du potentiel transmembranaire et
pouvant jouer un réle dans la sensibilité de certains récepteurs sensoriels, la sensibilité aux

hormones et aux neurotransmetteurs.
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Figure 66. Variation de la quantité de transcrits du cluster 2 du groupe des canaux ioniques au sein des
bénitiers au cours de I’expérience 1. En noir les bénitiers du bac B0, en rouge les bénitiers du bac B, en
vert les bénitiers du bac MO et en bleu les bénitiers du bac M. 0 a 6 : temps de préléevement. DE

moyenne : variation de la quantité de transcrits par rapport a la quantité a t0.

La classe des cytochromes P450 comprend 6 clusters parmi lesquels le cluster 2 a été
retenu. La quantité de transcrits de ce cluster diminue de fagon significative a t2 et a t5 dans les
bénitiers des bacs B, alors qu’il diminue progressivement jusqu’a t3 et augmente rapidement a
t4 dans les bénitiers des bacs M (Figure 67). Ce cluster comprend 5 transcrits qui codent pour
des protéines constitutives des cytochromes P450, protéines qui interviennent dans les réactions

d’oxydoréduction des métabolites ou des xénobiotiques, permettant ainsi la détoxification.
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Figure 67. Variation de la quantité de transcrits du cluster 2 du groupe du cytochrome au sein des
bénitiers au cours de I’expérience 1. En noir les bénitiers du bac B0, en rouge les bénitiers du bac B, en
vert les bénitiers du bac MO et en bleu les bénitiers du bac M. 0 a 6 : temps de préléevement. DE

moyenne : variation de la quantité de transcrits par rapport a la quantité a t0.

De la méme maniére, la classe intitulée « cytosquelette », regroupant les genes participant
a la structure cellulaire, a été divisée en 12 clusters, parmi lesquels le cluster 8 a été retenu.
L'expression des geénes de ce cluster augmente de facon significative dés t1 chez les bénitiers des
bacs B, et reste ensuite stable jusqu’a t6 (Figure 68). Contrairement aux bacs B, le nombre de
transcrits reste stable tout au long de I'expérience dans les bénitiers des bacs M. Le cluster 8
comprend 5 transcrits, qui correspondent aux génes qui codent pour 2 dynéines cytosoliques

(protéines de liaison a la tubuline), 2 myosines et une profiline exosomales.
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Figure 68. Variation de la quantité de transcrits du cluster 8 du groupe des molécules du cytosquelette
au sein des bénitiers au cours de I'expérience 1. En noir les bénitiers du bac B0, en rouge les bénitiers
du bac B, en vert les bénitiers du bac MO et en bleu les bénitiers du bac M. 0 a 6: temps de

prélevement. DE moyenne : variation de la quantité de transcrits par rapport a la quantité a to0.

La classe des protéines participant a la voie de biosynthése des lipides a été divisée en 7
clusters parmi lesquels les clusters 3 et 5 ont été retenus. La quantité de transcrits du cluster 3
augmente de facon significative dés tl1 dans les bacs B, et a partir de t3 dans les bacs M. Ce
cluster comprend 3 transcrits correspondant aux génes codant pour les protéines qui participent
a la synthése (acyl-coenzyme A synthase) et I'élongation (ligase des acides gras a longue chaine
liéges a l'acyl-coenzyme A) des phospholipides et des triglycérides, ainsi qu’a I'ajout d’un
groupement acyle (monolysocardiolipine acyltransférase). La quantité de transcrits du cluster 5
augmente de facon significative dés t2 dans les bénitiers des bacs M, et reste importante jusqu’a
t5 (Figure 69). En revanche elle est stable dans les bénitiers des bacs B tout au long de
I’expérience. Le cluster 5 comprend 5 transcrits qui correspondent aux génes qui codent pour les
protéines qui permettent la synthese des phospholipides et des triglycérides (acyl-coenzyme A
thioesterase, acyl-coenzyme A synthase), leur élongation (acyltransférase, lysophospholipid
acyltransferase) et leur activation (acyl-CoA synthétase spécialisée dans les longues chaines,

constituées de 12 a 20 carbones).
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Figure 69. Variation de la quantité de transcrits des cluster 3 et 5 du groupe des protéines de synthese
des lipides au sein des bénitiers au cours de I'expérience 1. En noir les bénitiers du bac B0, en rouge les
bénitiers du bac B, en vert les bénitiers du bac MO et en bleu les bénitiers du bac M. 0 a 6 : temps de

prélevement. DE moyenne : variation de la quantité de transcrits par rapport a la quantité a to0.

La classe de la biogénese mitochondriale comprend 9 clusters parmi lesquels le cluster 8 a
été retenu. La quantité de transcrits du cluster 8 augmente de facon significative dés t1 et reste
importante jusqu’a t6 dans les bacs B, alors gu’elle reste stable tout au long de I'expérience dans
les bacs M (Figure 70). Ce cluster comprend 29 transcrits qui codent pour des protéines aux
roles tres différents. Certaines, comme I'amphisine, servent directement au maintien de
I'intégrité de la mitochondrie. De nombreuses molécules chaperonnes sont également
présentes. D’autres protéines permettent la régulation des ions, dont le fer, qui est un cofacteur
important de nombreuses enzymes comme les cytochromes, ou encore le sodium, dont les
mouvements intermembranaires régulent le pH et le potentiel membranaire. Certaines
catalysent la déacétylation des histones, ce qui rend les génes silencieux. Des co-transporteurs
de phosphate inorganique sont également présents, ils particpoent a son apport dans la
mitochondrie pour alimenter la voie de synthese de I’ATP. Enfin la myosine, élément constitutif

du cytosquelette, permet le mouvement des mitochondries dans le cytoplasme.
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Figure 70. Variation de la quantité de transcrits du cluster 8 du groupe des protéines mitochondriales au
sein des bénitiers au cours de I’expérience 1. En noir les bénitiers du bac B0, en rouge les bénitiers du
bac B, en vert les bénitiers du bac MO et en bleu les bénitiers du bac M. 0 a 6 : temps de préléevement.

DE moyenne : variation de la quantité de transcrits par rapport a la quantité a t0.

La classe des protéines G, molécules qui participent a la transduction du signal, a été
divisée en 8 clusters parmi lesquels le cluster 4 a été retenu. Les transcrits du cluster 4
augmentent de facon significative dés t1 dans les bénitiers des bacs B, ils restent a un niveau
constant jusqu’a t6 (Figure 71). En revanche, les transcrits des bénitiers des bacs M restent
stables tout au long de I'expérience. Le cluster 4 comprend 4 transcrits, qui correspondent aux
génes qui codent pour des récepteurs transmembranaires de la famille de la rhodopsine ou de la
sécrétine, qui activent les protéines G et permettent ainsi la transduction des signaux. Les voies
possibles dépendantes de ces protéines G sont multiples et touchent a I'ensemble des activités
cellulaires. L'augmentation de leur expression traduit soit un recyclage plus important soit une

augmentation de sensibilité de transduction par une augmentation des effecteurs de ces voies.
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Figure 71. Variation de la quantité de transcrits du cluster 4 du groupe des protéines G au sein des
bénitiers au cours de I’expérience 1. En noir les bénitiers du bac B0, en rouge les bénitiers du bac B, en
vert les bénitiers du bac MO et en bleu les bénitiers du bac M. 0 a 6 : temps de préléevement. DE

moyenne : variation de la quantité de transcrits par rapport a la quantité a t0.

La classe des kinases a été divisée en 14 clusters, parmi lesquels les clusters 11 et 12 ont
été retenus. La quantité des transcrits du cluster 11 augmente de facon significative dans les
bénitiers des bacs B dés t1, augmente a nouveau a t3, puis diminue a t5 mais sans revenir au
niveau observé a t0 (Figure 72). Dans les bénitiers des bacs M, leur quantité augmente de facon
significative uniquement a t3/t4 et redescend a t5. Le cluster 11 comprend 17 transcrits, qui
correspondent aux génes qui codent pour des protéines qui jouent des réles distincts au sein de
la cellule. La kinase 8/11 dépendante de la cycline et la tyrosine protéine kinase participent au
transport des acides aminés et au métabolisme énergétique ; La pyruvate déhydrogénase kinase
mitochondriale inhibe la synthése de 3 acides aminés, la leucine, I'isoleucine et la valine, 3 acides
aminés qui entrainent la production de corps cétoniques lorsqu’ils sont abondants dans la cellule
et peuvent étre toxiques ; Les kinases polo-like qui bloquent la division cellulaire ; La kinase qui
initie la traduction et les kinases calcium-dépendantes (CAMK), qui participent aux réponses
cellulaires en fonction de la concentration calcique dont certaines aident les protéines a avoir

une conformation qui les rend fonctionnelles.
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Figure 72. Variation de la quantité de transcrits des clusters 11 et 12 du groupe des kinases au sein des
bénitiers au cours de I’expérience 1. En noir les bénitiers du bac B0, en rouge les bénitiers du bac B, en
vert les bénitiers du bac MO et en bleu les bénitiers du bac M. 0 a 6: temps de préléevement. DE

moyenne : variation de la quantité de transcrits par rapport a la quantité a t0.

Les transcrits du cluster 12 augmentent de fagon significative deés t1 dans les bénitiers des bacs B
et, méme si ils diminuent a t2, ils restent a un niveau élevé jusqu’a t6 (Figure 72). Contrairement
au bac B, les transcrits des bénitiers des bacs M restent stables tout au long de I'expérience. Le
cluster 12 comprend 45 transcrits, qui correspondent aux genes qui codent pour différentes
protéines. Certaines jouent un rdle dans I'adhésion intercellulaire liée au calcium (via les
cadhérines), et donc dans le destin des cellules, la signalisation, la prolifération, la différenciation
et la migration. D’autres évitent que les mutants du cycle cellulaire entrent en mitose et jouent

un role clé dans la dynamique des microtubules durant la mitose.

La classe des lectines, des protéines qui se lient spécifiqguement et de facon réversible a
certains glucides et interviennent dans divers processus biologiques, au niveau de la
reconnaissance entre les cellules notamment, a été divisé en 5 clusters. Parmi ces derniers, le
cluster 2 met en évidence une différence dans I'expression des génes entre les bénitiers stressés
et les bénitiers non stressés. Les transcrits de ce cluster augmentent de fagon significative dés t1
dans les bénitiers des bacs B, ils restent a un niveau constant jusqu’a t4 puis diminuent
rapidement a t5 (Figure 73). En revanche, les transcrits des bénitiers des bacs M restent stables
tout au long de I'expérience. Le cluster 2 comprend 3 transcrits, qui correspondent aux genes qui

codent pour 2 protéines de la famille des calréticulines et une protéine qui améliore la

176


http://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Glucide

dégradation des glycoprotéines associées au réticulum endoplasmique en catalisant I’hydrolyse
du résidu mannose terminal, signe de la dissociation de la protéine en cours de structuration

avec les chaperonnes du réticulum endoplasmique.

Lectins Clust2

DE moyenne

Tps
(n=3)

Figure 73. Variation de la quantité de transcrits du cluster 2 du groupe des lectines au sein des bénitiers
au cours de I'expérience 1. En noir les bénitiers du bac B0, en rouge les bénitiers du bac B, en vert les
bénitiers du bac MO et en bleu les bénitiers du bac M. 0 a 6 : temps de prélevement. DE moyenne :

variation de la quantité de transcrits par rapport a la quantité a t0.

La classe des protéines d’adhésion cellulaire comprend 11 clusters parmi lesquels le cluster
2 a été retenu. La quantité de transcrits de ce cluster augmente de facon significative dés t1 dans
les bacs B pour diminuer réguliéerement a partir de t3, alors qu’il reste stable dans les bacs M
(Figure 74). 8 transcrits composent ce cluster. lls codent pour des protéines qui permettent les
interactions intercellulaires ou les interactions entre les cellules et les matrices extracellulaires

(fibronectines, intégrines, immunoglobulines).
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Figure 74. Variation de la quantité de transcrits du cluster 2 du groupe des molécules d’adhésion
cellulaire au sein des bénitiers au cours de I'expérience 1. En noir les bénitiers du bac B0, en rouge les
bénitiers du bac B, en vert les bénitiers du bac MO et en bleu les bénitiers du bac M. 0 a 6 : temps de

prélevement. DE moyenne : variation de la quantité de transcrits par rapport a la quantité a t0.

L’ensemble des variations de quantités de transcrits au cours de I'expérience est regroupé
dans le Tableau 22. Il apparait différents profils d’expression liés a la présence ou non des coraux
dans les bacs. Ainsi, I'expression de certains génes varie de la méme facon chez les bénitiers,
gu’ils soient en présence ou en absence de coraux. Par exemple, I'expression des genes de
protéines chaperonnes, des protéines kinases, des protéines d’ubiquitinilation et des protéines
exosomales augmente au moins a un moment du stress thermique. L’expression des geénes de
protéines de réplication de I'ADN et de protéines du cytochrome P450 diminue au cours du
stress. Dans les deux cas, la variation de I'expression génique varie néanmoins plus rapidement
en absence de coraux a proximité des bénitiers. La présence de coraux semble donc retarder la
réponse transcriptomique des bénitiers au stress thermique. L'expression des genes de
protéines de réparation et de recombinaison de 'ADN présente une variation quantitative
différente chez les bénitiers selon la présence ou non de coraux a proximité : elle augmente en
présence de coraux et diminue en leur absence. L'expression des génes de protéines de
biosynthése des lipides augmente chez les bénitiers en présence de coraux alors qu’elle ne varie
pas chez les bénitiers seuls dans les bacs. L'expression de nombreux génes varie uniquement
chez les bénitiers seuls dans les bacs. L'expression des génes de protéines du cytosquelette, de
protéines kinases, de lectines, de protéines du protéasome, de récepteurs couplés aux protéines

G, de molécules d’adhésion cellulaire, de protéines de réparation et de recombinaison d’ADN, de
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protéines exosomales et des protéines de biogénése mitochondriale augmente des le début du
stress thermique, excepté pour le protéasome ou la variation n’apparait que lorsque le seuil de
32°C est atteint. D’autres génes qui codent pour les protéines du protéasome voient leur

expression diminuer a nouveau lorsque le seuil de 32°C est atteint.

Tableau 22. Bilan des variations de I’expression génique observée au cours du stress, en

présence/absence de coraux a proximité des bénitiers.

Groupe de transcrits Variation au sein des Variation au sein des
bénitiers seuls bénitiers a coté de coraux

17 protéines chaperonnes N t1-t6 X 13

5 protéines du cytosquelette 2t -

17 protéines kinases M t1-t6 A2 t3-t4

45 protéines kinases XN tlt6 -

3 lectines N tl-t4 -

5 protéines de biosynthése des lipides | - P t1-t5

3 protéines de biosynthése des lipides | ¥ tl1-t4 N 13-t5

7 protéines du protéasome 2 t3-t4 -

2 protéines du protéasome 3 -

13 protéines d’ubiquitinilation A 145 AV 315

19 protéines d’ubiquitinilation A tl-t6 -

4 récepteurs couplés aux protéinesG [N  t1-t6 -

8 molécules d’adhésion cellulaire A t1-t6 -

9 protéines de réplication de I’ADN U t1-t6 3
37 protéines de réparation et de P t1-t6 -
recombinaison d’ADN

7 protéines de réparation et de W t1-t4 N 12-t4
recombinaison d’ADN

9 protéines exosomales A t1-t6 -

5 canaux ioniques A 13-t6 A2 5
29 protéines de biogénese /tl-t4 -

mitochondriale

5 protéines du cytochrome p450 M t1-t2,t5 W t2-t3
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En bilan, comme attendu, de nombreuses voies et activités cellulaires participent a la
réponse a un stress thermique dont celles qui participent au recyclage des protéines et au
maintien de I'homéostasie cellulaire. Le fait marquant de cette premiére analyse est une
différence marquée de I'expression génique du bénitier en présence ou non de coraux dans les

aquariums.

lll.Des profils métabolomiques caractéristiques de I’état de stress

Les métabolites secondaires sont le plus souvent spécifiques d’'une espéece et ont un role
écologique important, ils sont utilisés par les animaux sessiles pour la communication intra et
inter-spécifique (Hay, 1996). lls sont impliqués dans les relations de défense, de compétition ou
de reproduction. La méthodologie d’étude comprend différentes étapes incluant la conception
et mise en place de I'expérimentation, compilation des données chimiométriques (couplages en
spectrométrie de masse CLHP-SM ou CG-SM), traitement bioinformatique et analyse
biostatistique des données, identification des métabolites et interprétation des résultats (Figure

75).
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Figure 75. Schéma représentant les étapes d’une étude métabolomique.

(D’aprés Ogura et al., 2011)
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Deux types d’approche en métabolomique peuvent étre mises en ceuvre, I'approche
ciblée et I'approche non ciblée. La premiere s’intéresse a des classes particulieres du
métabolome, alors que la seconde prend en compte I'empreinte globale de I'ensemble du
métabolome L'approche ciblée a été trés largement utilisée dans des études de la réponse
métabolomique d’un organisme a des perturbations environnementales. Ce genre d’étude, qui
se focalise sur les métabolites connus et susceptibles d’étre impactés par les perturbations,
permet d’observer la modification quantitative du métabolite ciblé mais pas la réaction
métabolique globale de I'organisme.

Dans le cas d’organismes bivalves, les métabolites primaires tels que les lipides et d’autres
types de métabolites secondaires tels que les caroténoides ou les MAAs sont susceptibles d’étre
affectés par des facteurs abiotiques comme le stress thermique (Farias, 2003). L'approche
choisie compile une approche ciblée, notamment sur les lipides, a une étude supplémentaire
non ciblée adaptée des travaux de Mohamadi et al. (2014), qui permet a la fois une analyse
gualitative des profils de métabolites totaux d’un organisme, incluant les métabolites cités plus
hauts, et une analyse quantitative aboutissant a I'identification de clusters de métabolites qui
présentent la méme réaction (augmentation ou diminution) au stress. Parmi ces clusters les
métabolites identifiés comme les plus discriminants peuvent ensuite étre isolés et caractérisés.
Cette approche pourrait permettre la mise en évidence de nouvelles voies métaboliques mises

en route lors de stress environnementaux, et I‘identification de nouveaux biomarqueurs.

lll.1 La réponse des métabolites secondaires apolaires

L’étude de la phase apolaire en CLHP-SM a permis de mettre en évidence les métabolites
apolaires présents au sein de chaque bénitier des deux expériences de réchauffement. 364 pics
distincts ont pu ainsi étre définis a partir de I'ensemble des chromatogrammes réalisés,
considérés alors comme 364 métabolites différents. Le choix de ne pas réduire cette importante
matrice a un nombre de métabolites plus petit a été effectué afin de ne pas éliminer les
métabolites présents en tres faible quantité (qui peuvent étre des métabolites nouvellement
apparus) puisque lI'importance biologique des métabolites ne dépend pas forcément de leur
guantité. En effet, des métabolites présents a I'état de traces pourraient jouer un role biologique
bien plus important que d’autres métabolites présents en grande quantité. Ces métabolites
n‘ont pas pu étre identifiés avec les données des fragmentations de masse et des temps de
rétention dont nous disposons, leur caractérisation nécessite de les isoler et de les analyser en

RMN.
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I11.1.1 Exemple de résultat obtenu pour un échantillon

L’étude réalisée en CLHP-SM a permis de mettre en évidence les métabolites secondaires
apolaires présents au sein de chaque bénitier de I'expérience. Dans I'exemple donné dans la
Figure 76, le profil chromatographique des deux échantillons de bénitiers prélevés dans le méme
bac (M) a t0 (26°C) et a t3 (32°C) fait état de leur métabolome a ces deux stades de
I’expérimentation. Pour mieux appréhender les faibles variations non visibles a I'ceil nu, les

résultats obtenus sur I'ensemble des bénitiers ont été traités de facon informatique.
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Figure 76. Profils obtenus en CL-SM, sur deux échantillons de bénitiers prélevés dans le méme bac (M) a

t0 (26°C) et t3 (32°C).

Les résultats sont développés dans les parties suivantes, avec tout d’abord une analyse
globale de I'ensemble des données, puis une analyse spécifique permettant de mettre en
évidence I'impact des conditions de stress sur la composition en acides gras des bénitiers. Il est
important de noter qu’il s’agit de données sur la proportion et non sur la quantité de

métabolites présents au sein des bénitiers.

I11.1.2 Analyse globale
L'ensemble des échantillons a tout d’abord été analysé en analyse discriminante des
moindres carrés (ADMC/PLSDA). Ce mode d’analyse adaptée aux études métabolomiques
permet de représenter les échantillons graphiquement et de voir si en se placant dans les

conditions les plus propices pour les différencier, il est vraiment possible de les discriminer selon
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le parametre choisi. Cette analyse a donc permis, dans un premier temps, d’observer la
répartition de I'ensemble des bénitiers prélevés lors des deux expériences de réchauffement, en
fonction de leur profil métabolique (Figure 77). Elle permet d’avoir une vue d’ensemble et de
déterminer la meilleure fagcon d’analyser en détail les résultats. Ainsi, une discrimination en
fonction des temps de prélevement fait clairement apparaitre sur la composante 1 une
différence de composition en fonction des 2 expériences. Les deux expériences seront donc
analysées séparément par la suite. Néanmoins, les bénitiers des bacs témoin (BO et MO),
maintenus a 26°C durant toute I'expérience, sont bien regroupés, indiquant que leurs profils
métaboliques ont peu varié au cours du temps. De plus, les bénitiers prélevés au temps zéro
dans les bacs du stress thermique (BtO et Mt0) se trouvent parmi les bénitiers des bacs témoin
(BO et MO0), indiquant que les proportions des métabolites trouvées au sein de ces bénitiers sont
semblables, et donc qu’a priori il n’y a pas d’effet bac. Par souci de clarté, les données des bacs
témoins ont donc été retirées de la suite des analyses. Certains bénitiers (Et34, Ht31 et Ft42)
montrent une composition métabolique particuliére, trés éloignée des autres bénitiers, et
surtout des bénitiers provenant du méme bac et prélevés au méme moment. Par exemple parmi
Ft41, Ft42, Ft43 et Ft44, qui sont 4 bénitiers prélevés au temps 4 dans le bac F, Ft41, Ft43 et Ft44
présentent une composition métabolique trés proche, et Ft42 une composition métabolique trés
éloignée des 3 précédents. Ces profils particuliers ont été conservés pour la suite des analyses,
mais il faut garder a I'esprit qu’ils ne sont pas représentatifs de la composition métabolique des

bénitiers prélevés dans les mémes conditions.
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Figure 77. Représentation de la PLSDA 2D des profils métaboliques des 168 bénitiers prélevés lors des
deux expériences de réchauffement et discriminés en fonction du temps de prélevement, observés en

CLHP-SM. X-variate 1 : composante 1, X-variate 2 : composante 2.

L'analyse des proportions des 364 métabolites dans I'ensemble des conditions de stress
éprouvées lors des deux expériences de réchauffement a mis en évidence 28 groupes de
métabolites différents. La cinétique de la variation des proportions de chacun de ces groupes
(« clusters ») de métabolites au cours du réchauffement a été réalisée pour chacune des
conditions de stress (B, M, E, F, G et H) ainsi que dans les bacs témoin (BO et M0). Dans ces
derniers, les proportions des principaux groupes de métabolites restent stables tout au long de
I'expérience, confirmant que ces données peuvent étre retirées des analyses ultérieures sans
induire d’erreur. Dans les bacs ayant subi le stress thermique, plusieurs scénarios sont
observés pour chaque groupe de métabolites. Tout d’abord soit la proportion des métabolites
varie au cours de I'expérience, soit elle suit une tendance (augmentation, diminution ou pas de
variation) tout au long de I'expérience. Dans le second cas, la variation observée est soit
identique pour toutes les conditions de stress (présence ou absence de coraux, stress thermique
modéré ou conséquent, présence d’un second stress), soit elle dépend de ces conditions. Par
exemple le cluster 4 varie de la méme fagon au cours de I'expérience de réchauffement : la
proportion des métabolites diminue au cours du stress, indépendamment des conditions (Figure

78).

184



Cluster 4

Proportions

L I O B |
B0 BTZ BT ET3 FT3 GT3 HT3 KTl MT2 WMTS

Expériences

B Cluster 4 M Cluster 4 E Cluster 4

Proportions
Proportions
Proportions

T T T T T T T T T T T T T T
B0 BT0  BT1 BT2 BT3 BT4 BTS BTG Mo MTO W2 WT3 WT4 uT5 ETO ET3 ET4

Expériences Expériences Expériences

F Cluster 4 G Cluster 4 HCluster 4

Proportions
Proportions
Proportions

T T T T T T
FT0 FT3 FT4 GTO GT3 GT4 HTO HT3 HT4

Expériences Expériences Expériences

Figure 78. Exemple de groupe de métabolites qui évolue de la méme fagon au cours du réchauffement
dans toutes les conditions de stress. Dans cet exemple, le groupe de métabolites nommé « cluster 4 »
diminue au cours de I’expérience, dans les 6 conditions de stress (B, M, E, F, G et H), excepté pour Et3

pour lequel les profils particuliers des bénitiers Et31 et Et34 (figure N°) ont pu engendrer un biais.

Une classification hiérarchique a été réalisée a partir de la distance euclidienne de la
composition métabolomique entre les échantillons afin d’identifier les conditions de stress qui
engendrent les profils métaboliques les plus proches. Les résultats de I'analyse globale sont tout
d’abord présentés pour les 12 groupes de bénitiers de la premiére expérience (bacs B et M), puis
pour les 12 groupes de bénitiers de la seconde expérience (bacs E, F, G et H).

L'analyse globale de la composition métabolique des bénitiers de la premiere expérience

met en évidence 2 ensembles distincts : un ensemble comprenant les groupes prélevés lors de
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I'augmentation de température (de t0 a t3) et un ensemble comprenant les groupes prélevés
apres 5 jours a 32°C (t4) et apres le retour a la température initiale (t5 et t6 : Figure 79). Parmi le
premier ensemble, les bénitiers placés a proximité des coraux et ayant subi un stress thermique
(Mt2 et Mt3) se détachent des autres groupes. Dans le second ensemble, aux temps 4 et 5 les
profils métabolomiques des bénitiers en présence et en absence de coraux (Mt4/5 vs Bt4/5) sont
bien séparés, et le profil métabolomique des bénitiers seuls au temps 6 (Bt6) est plus proche des
profils des bénitiers placés a coté des coraux (Mt4/5) que des bénitiers seuls dans les bacs
(Bt4/5).

Ainsi les individus prélevés a 26°C (t0) et lors de la phase d’augmentation de température
jusqu’a 32°C (t1 a t3) présentent une composition métabolique différente des individus qui ont
subi un stress thermique plus long (5 jours a 32°C pour t4) et ceux qui aprés ce stress sont
revenus a la température de départ (t5 et t6). Dans I’'ensemble on distingue aussi une différence
entre les bacs ne comprenant que des bénitiers (bacs B) de ceux qui comprennent également

des coraux (bacs M).
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Figure 79. Représentation en « chips » des proportions de chacun des 364 métabolites présents au sein
des bénitiers de I'expérience 1, obtenus en CLHP-SM. Les lignes représentent les différents métabolites
et les colonnes les groupes de bénitiers. En haut a gauche se trouve le gradient de couleurs : en vert les
métabolites présents dans les proportions les moins importantes, en rouge ceux présents dans les
proportions les plus importantes, et en noir ceux qui sont entre les deux. Les arbres situés en haut et a
gauche de la figure représentent les résultats de la classification des distances euclidiennes avec la
méthode ward. L’arbre situé au dessus de la figure illustre les liens entre les groupes de bénitiers,

I’arbre situé sur le c6té les liens entre les métabolites.
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L'analyse globale de la seconde expérience montre clairement que la composition
métabolique des 4 bacs (E, F, G et H) a 26°C (t0) est différente de la composition a 32°C en début
et en fin de plateau (t3 et t4 : Figure 80). En regardant de plus prés la composition métabolique
des groupes stressés (t3 et t4), il ressort que, excepté pour Et3 qui a un profil particulier, les
profils métaboliques des bénitiers ayant subi un seul stress (E et F) different de ceux des
bénitiers ayant subi un double stress (G et H). Parmi ces derniers, les individus prélevés aprés 5
jours a 32°C (Gt4 et Ht4) présentent la plus grande ressemblance dans leur composition

métabolique.
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Figure 80. Représentation en « chips » des proportions de chacun des 364 métabolites présents au sein
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des bénitiers de I'’expérience 2, obtenus en CLHP-SM. En haut a gauche se trouve le gradient de
couleurs : en vert se trouvent les métabolites présents dans les proportions les moins importantes, en
rouge ceux présents dans les proportions les plus importantes, et en noir ceux qui sont entre les deux.
Les arbres situés en haut et a gauche de la figure représentent les résultats de la classification des
distances euclidiennes avec la méthode ward. L’arbre situé au dessus de la figure illustre les liens entre

les groupes de bénitiers, I’arbre situé sur le c6té les liens entre les métabolites.
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Comme I'annongaient les résultats obtenus grace aux cinétiques présentées
précédemment, certains métabolites semblent présents en grandes proportions tout au long de
I'expérience (lignes rouges), alors qu’au contraire d’autres métabolites semblent présents en
faibles proportions (lignes vertes). Ces métabolites ne semblent donc pas affectés par le stress
thermique. En revanche, la proportion de certains métabolites varie considérablement au cours
de l'expérience, dans un sens ou dans un autre. Ces métabolites, affectés par le stress

thermique, sont ceux qui seront préférentiellement étudiés dans cette partie.

I11.1.3 Analyse spécifique
L’analyse spécifique vise a comparer les profils métaboliques des bénitiers discriminés en
fonction des temps de prélevement ou des conditions de stress. Elle est réalisée sur un nombre
d’échantillons restreint afin de mettre en évidence I'impact de I'amplitude du stress thermique,

de la présence de coraux, ou encore de I'ajout d’un second type de stress.

I11.1.3.1 Effet du stress thermique

Dans les deux expériences, la discrimination des échantillons en fonction des temps de
prélevement donne 3 ensembles distincts, qui se discriminent sur les deux premiéres
composantes (Figure 81). La variation de la composition métabolique de ces trois ensembles met
en évidence l'impact de I'augmentation de température et I'impact de la durée du stress. En
revanche, le retour a la température initiale (T5 et T6) ne semble pas affecter la composition
métabolique des bénitiers, qui reste proche de celle des bénitiers a t4 (32°C). Ainsi, au moins 2
grandes variations de composition métabolique sont observées, pouvant résulter de voies
cellulaires qui se mettent successivement en route : I'une précoce, de T1 a T3, et I'autre plus
tardive, observée ici a partir de T4. Un prélevement régulier d’échantillons le long du plateau a
32°C aurait éventuellement permis de préciser le temps nécessaire a la mise en route de cette

voie tardive.
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Figure 81. Représentation de la PLSDA-2D des profils métaboliques des bénitiers obtenus en CLHP-SM.
A : Bénitiers de la premiére expérience, B : bénitiers de la seconde expérience. 0, 3, 4: temps de
prélevements. Les points représentent les échantillons, et le cadre coloré dans lequel est indiqué le
temps de préléevement est situé au centre de I’aire délimitée par les points correspondant a ce temps de

prélevement. Cp 1 : composante 1, Cp 2 : composante 2.
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Ayant alors connaissance des métabolites participants significativement a la structure des
composantes, il est possible de les comparer en fonction des expériences. A TO, 2 métabolites
sont présents dans des proportions importantes au sein des bénitiers de I'expérience 1, et 12
métabolites, différents des 2 précédents, au sein des bénitiers de I'expérience 2. Au temps 3
(T3), 97 métabolites sont présents dans des proportions importantes au sein des bénitiers de
I'expérience 1, et 74 au sein des bénitiers de I'expérience 2, dont 18 en commun. Au temps 4
(T4), 5 métabolites sont présents dans des proportions importantes au sein des bénitiers de
I'expérience 1, et 29 au sein des bénitiers de I'expérience 2, dont un seul en commun. Ces
résultats montrent la variabilité individuelle de biosynthése de certains métabolites avec
néanmoins des métabolites communs, suggérant que ces derniers sont ubiquitaires en réponse

au stress.

Afin de préciser I'impact du retour a la température initiale sur le métabolome a la fin de
I’'expérience, il faut se focaliser sur les métabolites présents au sein des bénitiers des bacs B de la
premiere expérience, pour lesquels on a réalisé des prélevements a T5 et a T6. On observe
gu’apres un retour rapide a 26°C (T5), la composition métabolique des bénitiers reste inchangée
par rapport a la fin du plateau a 32°C (T4), alors que 24h apres (T6) les profils métaboliques sont
différents (Figure 82). Cette discrimination s’effectue sur la composante 2 qui présente des

valeurs négatives chez les bénitiers prélevés a T6.
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Figure 82. Représentation de la PLSDA-2D des profils métaboliques des bénitiers des bacs ne contenant
que des bénitiers (bacs B) de la premiére expérience, obtenus en CL-SM. TO a T6: temps de
prélevements. Les points représentent les échantillons, et le cadre dans lequel est indiqué le temps de
prélevement est situé au centre de laire délimitée par les points correspondant a ce temps de

prélevement. Cp 1 : composante 1, Cp 2 : composante 2.

Lors du retour rapide a 26°C (T5) la composition métabolique reste inchangée, alors que 24
heures plus tard (T6) elle est différente (Figure 82). A T6, la proportion de 22 métabolites
diminue par rapport a T5 (Figure 83), et celle de 52 autres métabolites augmente. Ceci met en
évidence la notion de temps nécessaire a la modification de la composition en métabolites
présents au sein des cellules et des tissus. Les bénitiers prélevés a 26°C a TO et a T6 présentent
une composition métabolique distincte, excepté pour un bénitier prélevé a T6 qui a une
composition semblable aux bénitiers prélevés a TO. Il semble donc qu’un retour a la température
initiale apres 11 jours de stress thermique ne soit dans la majorité des cas pas suffisant pour
retrouver la composition métabolique initiale, en tous cas pas en 24 heures. Des prélevements
temporels supplémentaires, avec maintien de la température de I'eau a 26°C, auraient permis de
voir si les bénitiers retrouvaient leur composition métabolique initiale, et dans ce cas, d’évaluer

la durée nécessaire pour un retour a la composition métabolique de départ.
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Figure 83. Variation de la proportion de 11 métabolites qui réagissent de la méme fagon au cours du
stress thermique. Ces métabolites font partie des 22 métabolites dont la proportion diminue entre T5

et T6.

111.1.3.2 Impact de 'amplitude du stress thermique

La comparaison des profils métaboliques des bénitiers des bacs E, ayant subi un stress
thermique modéré (28°C), et ceux des bénitiers des bacs F, ayant subi un stress thermique
conséquent (32°C), montre une différence a T3 (valeurs positives sur la composante 1 et
négatives sur la composante 2 pour E, et inversement pour F) mais pas a T4, ou les valeurs des
composantes 1 et 2 sont négatives (Figure 84). Il semblerait donc que l'intensité du stress
thermique influence la composition métabolique des bénitiers dans les premiers jours du stress
(t3 = 6™ jour) mais qu’ensuite le temps d’exposition au stress soit le facteur déterminant,
puisqu’a T4 la différence métabolique des bénitiers ayant subi un stress thermique modéré ou
conséguent disparait. 25 métabolites sont présents dans des proportions importantes au sein
des bénitiers prélevés a 26°C (T0), 12 au sein des bénitiers prélevés dés 'arrivée a 32°C (T3) pour
E et 28 pour F, dont aucun en commun, et enfin 35 au sein des bénitiers prélevés apres 5 jours
passés a 32°C (T4) pour E et F. La variation de 17 de ces métabolites est représentée dans la

Figure 85.
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Figure 84. Représentation de la PLSDA-2D des profils métaboliques des bénitiers de la deuxieme
expérience ayant subi uniquement un stress thermique, obtenus en CLHP-SM. T0, T3, T4 : temps de
prélevements. Les points représentent les individus, et le cadre coloré dans lequel est indiqué le temps
de prélevement est situé au centre de I'aire délimitée par les points correspondant a ce temps de

prélevement. Cp 1 : composante 1, Cp 2 : composante 2.
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Figure 85. Variation de la proportion de 17 métabolites discriminant les bénitiers qui ont subi un stress

thermique modéré (E) de ceux qui ont subi un stress thermique conséquent (F) a T3.
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111.1.3.2 Effet de la présence de coraux a proximité des bénitiers
Le regroupement des données obtenues pour les bacs B et M pour les temps de
prélevement communs aux deux expériences met en évidence I'impact de la présence de coraux
a proximité des bénitiers. Cette discrimination s’effectue sur la composante 1, qui présente des
valeurs positives pour les bénitiers seuls dans les bacs, et des valeurs négatives pour les bénitiers

placés a proximité des coraux (Figure 86).

Effet d¢ la présence de coraux

&\

Figure 86. Représentation de la PLSDA 2D des profils métaboliques des bénitiers en présence (bacs M)
et en absence (bacs B) de coraux lors de la premiére expérience, obtenus par CLHP-SM. T0, T2, T3, T4 et
T5 : temps de prélevements. Les points représentent les individus analysés, et le cadre dans lequel est
indiqué le temps de prélevement est situé au centre de I'aire délimitée par les points correspondant a

ce temps de prélevement. Cp 1 : composante 1, Cp 2 : composante 2.

La différence métabolique entre les bénitiers placés ou non a proximité des coraux,
observée dés t0 (cf 111.2.2.2.1), se retrouve tout au long de I'expérience. En effet, pour chaque
temps de préléevement, leur profil métabolique présente des valeurs plus faibles sur la
composante 1, indiquant que la présence de coraux a proximité des bénitiers modifie leur
composition métabolique. La proportion de 95 métabolites (6 spécifiques des bénitiers des
bacs B et 89 spécifiques des bénitiers des bacs M) différencie les bénitiers vivant en présence de

coraux des bénitiers seuls dans les aquariums lors de la réponse au stress thermique. Malgré
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cette différence, on observe une tendance commune dans la réaction au stress thermique,
puisque les profils métaboliques se déplacent de la méme fagon sur les deux composantes au
cours du stress, avec comme démontré précédemment (Figure 81), la présence d’une réponse

précoce (T2-T3) et d'une réponse tardive (T4-T5).

111.1.3.3 Effet de I'ajout d’un second type de stress
Les bénitiers des bacs E et F ont subi un seul stress, le stress thermique, alors que les
bénitiers des bacs G et H ont subi 2 stress, thermique et lumineux pour G, thermique et
hyperoxique pour H. Bien que les réactions au stress aillent dans le méme sens (Figure 87), la
composition métabolique des bénitiers ayant subi un seul stress et celle des bénitiers ayant subi
un stress multiple différe et est visible sur la composante 1. Lors de I'ajout d’un second stress, la

proportion de 213 métabolites diminue, et celle de 151 métabolites augmente.
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Figure 87. Représentation de la PLSDA-2D des profils métaboliques des bénitiers de la deuxieme
expérience. En noir les individus des bacs E, F, G et H a t0, en bleu les individus des bacs E et F a t3 et t4,

en rose les individus des bacs G et Ha t3 et t4. Cp 1 : composante 1, Cp 2 : composante 2.
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111.1.3.4 Bilan
Si on regroupe I'ensemble des résultats des deux expériences, uniquement pour les
temps t0 (26°C), t3 (32°C début de plateau) et t4 (32°C fin de plateau) gu’elles ont en commun,
la représentation tridimensionnelle de I'ensemble des métabolites trouvés dans les bénitiers

montre qu’il est possible de les discriminer en fonction du temps (Figure 88).

15

-10
Voie métabolique
précoce

Mt34
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Mt45VIt44 i
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Figure 88. Représentation de la PLSDA-3D des profils métaboliques des bénitiers des deux expériences a
t0TO, t3 T3 et t4T4, obtenus en CL-MS. Comp 1: composante 1, Comp 2 : composante 2, Comp 3:
composante 3. En noir les individus a t0 TO (26°C), en rouge les individus a t3 T3 (32°C) et en vert les

individus a t4 T4 (aprés 5 jours a 32°C).

Il semblerait que quelque soit le profil métabolique des bénitiers a 26°C (qui était différent pour
les bénitiers de I'expérience 1 et de I'expérience 2), ce dernier serait modifié lors du stress
thermique avec la mise en route d’une voie métabolique précoce (de t1 a t3) puis d’'une voie
métabolique tardive (a t4). Deux phases successives se manifestent donc, aussi bien pour un

stress thermique modéré ou conséquent, en présence ou en absence de coraux ou lors d’un
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stress unique ou multiple. Ce résultat met en évidence I'importance de la durée du stress dans la
réaction métabolomique.

Les profils métaboliques de I'ensemble des groupes de bénitiers des 2 expériences a t4 sont
particulierement proches, mettant en évidence une voie métabolique tardive plutét homogéne
malgré la variété de conditions expérimentales qui a été appliquée lors des deux expériences de
réchauffement. Sur les 364 métabolites retenus dans cette étude, a t4 la proportion de 26
d’entre eux augmente chez les bénitiers en présence de coraux, et il en est de méme pour 11
métabolites lorsqu’on ajoute un second stress, et un seul métabolite est commun a ces deux
conditions.

Le blanchissement observé chez les bénitiers prélevés a I'arrivée a 32°C dans le bac dans
lequel un stress thermique plus un stress lumineux ont été imposés (GT3) n’est pas corrélé a une
modification de la proportion des métabolites apolaires présents au sein de ces bénitiers. En
effet, les profils métaboliques des bénitiers prélevés a GT3 et HT3 (stress thermique plus stress
hyperoxique a T3) sont semblables (Figure). De méme, le blanchissement des coraux présents a
proximité des bénitiers dans les bacs mixtes a I'arrivée a 32°C ne semble pas affecter la
composition métabolique des bénitiers (MT3), qui reste proche de celle des bénitiers prélevés a

31°C (MT2).

l1l.2 La réponse des acides gras
I11.2.1 Réponse quantitative globale
La quantité totale de lipides présents au sein des bénitiers a été dosée pour les
échantillons de la premiere expérience (Figure 89). Aucune variation significative n’a été
observée au cours de I'expérience, indiquant une quantité de lipides stable chez les bénitiers

malgré le stress thermique imputé.
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Figure 89. Histogramme du taux de lipides totaux des échantillons de la premiére expérience. B, bac ne
contenant que des bénitiers, M, bac contenant des bénitiers et des coraux, BO et MO, bacs témoins

(maintenus a 26°C), t0 a t6, temps de préléevements.

111.2.2 Réponse qualitative et variation quantitative de certains
métabolites
L'étude en CG-SM a permis de mettre en évidence les métabolites primaires présents au
sein de chaque bénitier de I'expérience, et notamment les acides gras présents dans la phase
apolaire. 33 pics ont pu étre définis a partir de I'ensemble des chromatogrammes,
correspondant a 33 métabolites distincts, listés dans le Tableau ci-dessous (Tableau 23).
Contrairement aux données obtenues en CLHP-SM, il a été possible a partir des données de
spectrométrie de masse et de temps de rétention, par comparaison avec ceux de la banque de
données du NIST et par comparaison avec les spectres de masses obtenus a partir d'étalons purs,
de proposer une premiére détermination des métabolites mis en évidence en CG-SM. Les
métabolites ainsi déterminés incluent principalement des AG (acides gras), des alcools
(aliphatiques et stéroliques) ainsi qu’un hydrocarbure (eicosyne). La présence d’alcools
aliphatiques a longue chaine (pentadécanol et hexadécanol) pourrait provenir de phytols
transférés par les Symbiodium ou de la dégradation des AG. Les données ainsi obtenues ont

permis de proposer pour la premiére fois la composition en AG de I'espéce T. maxima.

198



Tableau 23. Liste des métabolites primaires identifiés en CG-SM chez les bénitiers non stressés et leurs

proportions.

Métabolites/Type

‘ Désignation

‘ Proportion (%) / écart-type

Hydrocarbure

eicosyne | C20:1 | 0.01 +/-0.02
Alcool

pentadécanol C15-OH 0.06 +/-0.1
hexadécanol C16-OH 0.07 +/-0.1
heptadécanol Cy7H360 0.03 +/-0.06
cholestérol c27 0.12 +/-0.14
Acides gras

acide laurique C12:0 0.11 +/-0.14
acide myristique C14:0 0.76 +/-0.65
acide pentadécanoique C15:0 0.04 +/-0.02
acide palmitique C16:0 7.77 +/-3.63
acide margarique C17:0 0.09 +/-0.08
acide stéarique C18:0 1.52 +/-1.04
acide arachidique C20:0 0.11 +/-0.29
acide myristoléique C14:1n-9 0.01 +/-0.0
acide palmitoléique C16:1n 0.22 +/-0.14
acide oléique C18:1n-9 1.39 +/-0.88
acide linolénique C18:2n-3 0.14 +/-0.22
acide linoléique C18:2n-6 0.26 +/-0.27
ccide docosadiénoique C22:2n-6 1.34 +/-1.65
acide stéaridonique C18:4n-3 42.87 +/-16.46
acide arachidonique (ou ARA) C20:4n-6 9.87 +/-7.14
acide adrénique C22:4n-6 2.22 +/-3.06
acide octadécapentanoique C18:5n-3 7.91 +/-5
acide eicosapentaénoique ou EPA C20:5n-3 3.59 +/-3.96
acide cervonique (DHA) C22:6n-3 15.27 +/-16.19
acide2- hydroxypalmitique 2- hydroxy -C16:0 1.47 +/-1.31
acide2- hydroxy-stéarique 2-0OH-C18:0 0.18 +/-0.18
acide 2-hydroxy-oléique 2-hydroxyC18:1n 0.1 +/-0.08
acide 2- hydroxy-heptadécadiénoique 2-hydroxy C19:2n-6 | 0.52 +/-1.57
M472 (non identifié) M472 1.29 +/-1.31
M484 (non identifié) M484 0.05 +/-0.14
M486 (non identifié) M486 0.58 +/-1.51

Les caractéristiques des métabolites mis en évidence chez les bénitiers non stressés sont

regroupées dans le Tableau 24. Il montre la prépondérance des AG avec un nombre pair de

carbone (97%) et poly-insaturés (84%). Bien qu’en forte proportion chez les bivalves, la
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proportion des PUFA est néanmoins supérieure a celle retrouvée chez d’autres bivalves comme
chez Pecten maximus (Soudant et al., 1998) et C. gigas (Delaporte et al., 2005; Waldock et
Holland, 1984) par exemple. Les n-3 représentent la majorité des insaturés (69.79%) suivi des n-6

(14.21%) et enfin des n-9 (1.73%).

Tableau 24. Distribution des métabolites primaires identifiés en CG-SM chez les bénitiers non stressés

en fonction de leurs caractéristiques

Caractéristiques des métabolites Proportions (% masse)
MUFA 1.73+/-0.48

PUFA 84+/-3.35

Pair 97.14+/-1.62

n-3 69.79+/-5.89

n-6 14.21+/-4.49

n-9 1.73+/-0.48

Le suivi de I’évolution de la proportion relative de ces métabolites primaires lors de I'expérience
du stress thermique a permis alors de déterminer I'effet du stress sur la composition en AG des
bénitiers. Principalement retrouvés dans les lipides membranaires, ils participent activement aux
propriétés physico-chimiques des membranes, notamment en termes de fluidité, essentielle

pour maintenir I'intégrité et I'activité cellulaire.

111.2.2.1 Exemple de résultat obtenu pour un échantillon

L'étude de la phase apolaire en CG-SM a permis de mettre en évidence les acides gras
présents au sein de chaque bénitier de I'expérience. Dans I'exemple ci-dessous (Figure 90), la
comparaison des chromatogrammes de deux bénitiers prélevés a t3, un dans le bac témoin et un
dans le bac ayant subi le stress thermique, et alors arrivé a 32°C, montre qu’environ 85% des pics
restent inchangés, les métabolites correspondants semblent donc présents en méme quantité
chez les bénitiers restés a 26°C et chez ceux exposés au stress thermique. En revanche, il semble
gu’il y ait une diminution quantitative d’au moins deux composés, qui sont respectivement
visibles sur le chromatogramme aux temps de rétention de 7,13 min et de 15,16 min (Figure
90). Les données de CG-SM (spectrométrie de masse et de temps de rétention) semblent
indiquer gu’il s’agit de I'acide myristique (C14:0) et de I'acide E-linolénique (C18:3n-6) (Figure
91). On observe également I'apparition de deux pics de tres faible intensité, aux temps de
rétention respectifs de 5,15 min et 25,66 min, correspondant a I'apparition d’au moins deux

métabolites en faible quantité chez les bénitiers ayant subi le stress thermique. Le premier n’a
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pas pu étre identifié. Pour le second, il semblerait qu’il s’agit d’'une chaine hydrocarbonée non

fonctionnalisée.
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Figure 90. Profils obtenus en CG-SM, sur deux échantillons de bénitiers placés en conditions différentes

(26°C et 32°C), au 6°™ jour de I'expérience 1.

Figure 91. Acides gras identifiés sur les chromatogrammes présentés en figure 2.A : Acide myristique, B :

Acide y-linolénique
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Ces observations, réalisées a I’ceil nu, donnent une idée des résultats que I'on peut trouver grace
aux données obtenues suite aux analyses réalisées en CG-SM. Ces résultats sont développés
dans les parties suivantes, avec tout d’abord une analyse globale de I'ensemble des données,
puis une analyse spécifique permettant de mettre en évidence I'impact des conditions de stress
sur la composition en acides gras des bénitiers. Il est important de noter qu’il s’agit de données
guantitatives sur la proportion des métabolites et non sur la quantité de métabolites présents au

sein des bénitiers.

111.2.2.2 Analyse globale de 'ensemble des résultats

Comme pour la CLHP-SM, I'analyse globale a été réalisée, pour les 33 métabolites mis en
évidence, sur I'ensemble des bénitiers des deux expériences, afin d’observer la répartition des
profils métaboliques. Une PLSDA, réalisée avec une discrimination en fonction du temps, montre
que les profils métaboliques des bénitiers de la premiére expérience varient beaucoup, alors que
ceux des bénitiers de la seconde expérience sont plus homogeénes (Figure 92).

Les profils métaboliques des bénitiers de la premiére expérience prélevés aux temps 1 T1
et 2 T2 se différencient de ceux des bénitiers prélevés aux temps t0, t3, t4, t5 et t6. Cette
discrimination est visible sur la composante 1 pour les bacs M, qui est négative pour Mt2 et
MOt2 et neutre ou positive pour les autres, et sur la composante 2 pour les bacs B, qui est
négative pour Btl, Bt2, BOtl et BOt2 et neutre ou positive pour les autres (Figure 92). Ces
variations étant observées aussi bien dans les bacs témoins que dans les bacs stressés, elles ne
peuvent étre attribuées au stress thermique. Cependant nos mesures des parameétres physiques
de I'eau (pH, salinité, conductivité, dioxygene dissous et saturation en air) n’indiquent pas de
variation significative a t1 et a t2, ils ne permettent donc pas d’expliquer cette variation. Les
variations métaboliques observées lors de I'analyse en CG-SM n’ont pas été observées en CLHP-
SM, il semble donc que parmi les métabolites apolaires seuls les acides gras semblent avoir réagi

a ces facteurs.
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Figure 92. Représentation de la PLSDA-2D des profils métaboliques des 168 bénitiers prélevés lors des
deux expériences de réchauffement et discriminés en fonction du temps de prélevement, observés en

CG-SM. X-variate 1 : composante 1, X-variate 2 : composante 2.

Les acides gras dont la proportion a été modifiée chez les bénitiers prélevés a 29°C et a 31°C lors
de la premiére expérience ont été identifiés. La proportion de 8 métabolites augmente au sein
des bénitiers prélevés au temps 1 t1 dans les bacs B et BO. Les fragmentations de masses et des
temps de rétention de ces métabolites semblent indiquer qu’il s’agit de I'acide 2-hydroxy-
octadécanoique (2-hydroxy C18 :0), I'acide octadécapentanoique (C18 :5n-3), I'acide arachidique
(C20:0), I'acide hexadécadiénoique (C16:2n-6), acide laurique (C14:0), deux composés non
identifiés aux masse a m/z 472 et 484 et un composé non identifié qui semble proche de I'acide
2- hydroxy-octadécénoique (2-hydroxy C18:1n). L’acide octadécapentanoique (C18:5n-3)
représente 38% des AG de certains Gymnodinium (Ref), il semble donc que cet AG soit
également présent au sein des Symbiodinium qui se trouvent dans le manteau des bénitiers. Les
bénitiers prélevés a T2 dans les bacs M et MO présentent une composition métabolique
équilibrée dans laquelle les 33 métabolites étudiés se retrouvent dans des proportions
équivalentes. La proportion de 13 métabolites, qui était importante dans les bénitiers a TO, a
donc diminué. Les données de CG-SM de ces métabolites semblent indiquer qu’il s’agit de I'acide
2-hydroxy-octadécénoique (2-hydroxy C18:1n), I'acide 2-hydroxy-stéarique (2-hydroxy C18:0),
I'acide arachidonique ou ARA (C20:4n-6), I'acide oléique (C18:1n-9), l'acide stéaridonique

(C18:4n-3), le cholestérol (C27), I'acide eicosapentanoique (C20:5n-3), I'acide docosadiénoique
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(C22:2n-6), 'acide adrénique (C22:4n-6), I'acide docosahexaénoique ou DHA (C22:6n-3), I'acide
hexadécadiénoique (C16:2n-6), I'acide linolénique (C18:2n-6) et un acide gras non identifié. Il
semble donc que la proportion d’acides gras a plus courte chaine (C14 a C20) ait augmenté a t1
et t2, et que la proportion d’acides gras a longue chaine (C18 a C22) ait diminué. Les longues
chaines carbonées semblent ainsi avoir été coupées. Comme les conditions expérimentales ne
semblaient pas pouvoir expliquer ce résultat, en raison d’un résultat inverse attendu lors d’'une
augmentation de la température, un biais de manipulation a alors été envisagé. La seule
différence entre ces deux groupes de bénitiers est que I'extraction des métabolites totaux
présents au sein des bénitiers a été réalisée en premier sur les échantillons Bt1, Bt2, Mtl et Mt2,
qui avaient été choisis puisqu’ils correspondaient a des temps intermédiaires jugés moins
importants que t0, t3 et t4. Ces échantillons avaient été extraits deés I'arrivée en France, aprés un
transport a température ambiante, alors que les autres avaient été congelés avant d’étre
extraits. Or le froid limiterait les phénomeénes d’oxydation, ceci expliquerait que les acides gras
observés chez les bénitiers qui ont été congelés auraient eu leurs chalnes carbonées moins
exposées a la dégradation. En conséquence, puisque cette différence est attribuée a un biais de
manipulation plutot qu’a une condition expérimentale, les échantillons Bt1, Bt2, BOt1, BOt2, Mt2

et MOt2 ont été retirés de la suite des analyses sur les acides gras.

L’analyse des proportions des 33 métabolites dans I'ensemble des conditions de stress
éprouvées lors des deux expériences de réchauffement a alors mis en évidence 7 groupes de
métabolites différents. Aucune tendance ne se dégage des cinétiques de variation des
proportions de chacun de ces groupes au cours du réchauffement pour les différentes conditions
de stress (B, M, E, F, G et H) ainsi que dans les bacs témoin (BO et MO0). De méme, les
regroupements effectués par une classification hiérarchique n’ont pas permis de mettre en
évidence des similitudes entre les profils métaboliques des différents groupes de bénitiers. Il
semble donc que dans le cas des métabolites étudiés en CG-SM, la réponse au stress soit
ponctuelle et dépende des conditions de stress. L'étude détaillée de cette réponse est donc
effectuée suivant chaque condition, en discriminant les profils métaboliques en fonction des

temps de prélevement.
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111.2.2.3 Analyse spécifique
La comparaison des profils métabolomiques des bénitiers a différents moments de la
premiere expérience de réchauffement (stress thermique conséquent), obtenus grace a la CG-

SM, est développée dans cette partie.

111.2.2.3.1 Effet du stress thermique

La représentation en PLSDA-2D des profils métaboliques des bénitiers de la premiere
expérience placés seuls dans les bacs (bacs B) permet de déterminer I'impact des variations de
température (Figure 93). Les profils métaboliques des bénitiers prélevés dés I'arrivée a 32°C
(Bt3) sont proches des profils métaboliques des bénitiers prélevés avant le début du
réchauffement (Bt0O), avec des valeurs positives sur les deux composantes. En revanche a la fin
du plateau a 32°C, les profils métaboliques sont totalement différents, et présentent des valeurs
négatives sur les deux composantes. Cette composition métabolique reste inchangée juste aprés
le retour a 26°C, mais elle varie 24h aprés, avec des valeurs sur la composante 2 qui deviennent

positives.

Bt

Cp2
B6
Effet de 'augmentation
L, de température

Effetduretourala
température initiale
(24h apres)

Bt0
Cp1

Effet de la durée du
stress thermique

Figure 93. Représentation de la PLSDA-2D des profils métaboliques des bénitiers présents seuls dans les
bacs lors de la premiére expérience, obtenus en CG-SM. B : bénitiers ayant subi un stress thermique
conséquent. t0, t3, t4, t5 et t6: temps de prélevements. Les points représentent les individus, et le
cadre dans lequel est indiqué le temps de prélevement est situé au centre de I'aire délimitée par les

points correspondant a ce temps de prélevement. Cp 1 : composante 1, Cp 2 : composante 2.
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La proportion de 5 métabolites augmente a t4 et t5, il semblerait qu’il s’agisse de I'acide
arachidonique (C20:4n-6), I'acide margarique (C17:0), I'acide palmitique (C16:0), I'acide oléique
(C18:1) et l'acide pentadécanoique (C15:0) et la proportion d’un métabolite, I'acide
myristoléique (C14:1), diminue. Les proportions des 33 métabolites semblent équilibrées a 16,
indiquant que la différence métabolique observée entre t5 et t6 est due a la diminution des
proportions des 5 métabolites cités précédemment. On observe donc principalement une
augmentation des AG saturés ou mono-insaturés en C18 ainsi qu’un AG a longue chaine et une

diminution d’un AG de chaine courte mono-insaturée.

La représentation de la PLSDA-2D des profils métaboliques des bénitiers de la deuxiéme
expérience ayant subi uniqguement un stress thermique, modéré pour les bénitiers du bac E et
conséquent pour les bénitiers du bac F, permet de déterminer I'impact des variations de
température et de I'amplitude du stress thermique. Comme dans le bac B (Figure 93) I'effet de
I"augmentation de la température et I'effet de la durée du stress thermique sont observables.
Les profils métaboliques des bénitiers prélevés a t4 sont semblables chez les bénitiers ayant subi
un stress thermique modéré et conséquent, et sont trés proches de ceux a t3. L'amplitude du
stress thermique ne semble donc pas impacter la composition en acides gras des bénitiers

(Figure 94).

Cp2

Impactde
'augmentation de
Impactde la durée du - température

stress thermique,
modéré ou conséquent

Cp1

Figure 94. Représentation de la PLSDA-2D des profils métaboliques des bénitiers de la deuxieme
expérience ayant subi uniquement le stress thermique, obtenus en CG-SM. E : bénitiers ayant subi un
stress thermique modéré (28°C), F : bénitiers ayant subi un stress thermique conséquent (32°C). TO, T3,
T4 : temps de préléevements. Les points représentent les individus, et le cadre dans lequel est indiqué le
temps de prélevement est situé au centre de I’aire délimitée par les points correspondant a ce point de

prélevement. Cp 1 : composante 1, Cp 2 : composante 2.
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La proportion d’'un métabolite, non identifié, a augmenté chez les bénitiers prélevés a T3 dans
les bacs E et F. La proportion de trois métabolites, I'acide myristique (C14 :0), le cholestérol (C27)
et I'eicosyne, a augmenté spécifiquement dans le bac E. La proportion de 4 métabolites, qui
semblent étre I'acide palmitique (C16:0), I'acide palmitoléique (C16:1n9), I'acide laurique (C12:0)
et I'acide linoléique (C18:2n-6), a augmenté chez les bénitiers prélevés a T4, aussi bien pour un
stress thermique modéré que conséquent (Figure 95). L’acide palmitique est le seul acide gras
dont la proportion augmente de maniére significative lors du stress thermique aussi bien dans la

premiere expérience que dans la deuxiéme.
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Figure 95. Variation des proportions des acides gras du groupe de métabolites N°6, comprenant les
métabolites identifiés en tant que I’acide palmitique et I’acide laurique, au cours des expériences E et F.

10, t3 et t4 : temps de prélévement.

111.2.2.3.2 Effet de la présence de coraux
La représentation en PLSDA-2D des profils métaboliques des bénitiers de la premiére
expérience montre que la présence de coraux a proximité des bénitiers ne semble pas modifier
la composition métabolique de ces derniers. Les profils métaboliques des bénitiers en présence
(bac M) et en absence (bac B) de coraux sont trés proches et varient de la méme fagon au cours

du stress (Figure 96).
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Figure 96. Représentation de la PLSDA-2D des profils métaboliques des bénitiers de la premiére
expérience, obtenus en CG-SM. B: bénitiers seuls dans les bacs, F: bénitiers ayant subi un stress
thermique conséquent (32°C). TO, T3, T4 : temps de prélevements. Les points représentent les individus,
et le cadre dans lequel est indiqué le temps de préléevement est situé au centre de I’aire délimitée par

les points correspondant a ce temps de prélevement. Cp 1 : composante 1, Cp 2 : composante 2.

111.2.2.3.3 Effet de I'ajout d’un second type de stress
La représentation en PLSDA-2D des profils métaboliques des bénitiers de I'expérience 2
ayant subi un stress thermique conséquent (bac F) plus un stress lumineux (bac G) ou
hyperoxique (bac H) montre I'effet de I'ajout d’un second type de stress (Figure 97). L’ajout du
stress hyperoxigue ne semble pas avoir modifié la composition métabolique des bénitiers lors de
I’'augmentation de température, contrairement a I'ajout du stress lumineux. En revanche, I'ajout
d’un stress hyperoxique ou lumineux semble modifier la composition métabolique des bénitiers

lorsque le stress est plus long (augmentation de température plus plateau de 5 jours a 32°C).
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Figure 97. Représentation de la PLSDA-2D des profils métaboliques des bénitiers de la deuxieme
expérience, obtenus en CG-SM. TO, T3, T4: temps de prélevements. Les points représentent les
individus, et le cadre dans lequel est indiqué le temps de prélevement est situé au centre de I'aire
délimitée par les points correspondant a ce temps de prélevement. Cp 1: composante 1, Cp 2:

composante 2.

La proportion de deux métabolites, qui semblent étre I'acide stéaridonique (C18:4n-3) et I'acide
eicosapentanoique ou EPA (C20:5n-3), a augmenté chez les bénitiers prélevés a GT3, lorsque le
blanchissement a été observé pour la premiere fois (Figure 98). La proportion de trois
métabolites, qui semblent étre I'eicosyne, I'acide hexadécadiénoique (C16:2n-6) et l'acide
pentadécanoique (C15:0), a augmenté chez les bénitiers ayant subi deux types de stress et

prélevés a la fin du plateau a 32°C (T4 : Figure 99).
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Figure 98. Variation des proportions des acides gras du groupe de métabolites N°1, comprenant les
métabolites qui semblent étre [I'acide eicosapentanoique ou EPA (C20:5n-3) et [I'acide

octadécatétraénoique (C20 :5n-3), au cours de I’expérience G. t0, t3 et t4 : temps de prélevement.
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Figure 99. Variation des proportions des acides gras du groupe de métabolites N°5, comprenant les
métabolites qui semblent étre lI'acide hexadécadiénoique (C16:2n-6) et l'acide pentadécanoique

(C15 :0), au cours des expériences G et H. t0, t3 et t4 : temps de prélevement.
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111.2.2.3.4 Bilan

L’augmentation de la température de 2°C (bac E) entraine I'augmentation des proportions
d’un acide gras saturé a courte chaine (C14 :0), d’eicosyne et de cholestérol (C27), qui confére un
maintien de la fluidité membranaire malgré des fluctuations des conditions, alors que
I"augmentation de la température de 6°C ne semble pas modifier la proportion des différents AG
présents. En revanche, aprés le maintien de la température a 32°C pendant 5 jours, la proportion
de 3 a 5 métabolites augmente en fonction des conditions de I'expérience. Tous les acides gras
dont la proportion augmente présentent une chaine carbonée courte saturée (C12 a C17) ou
alors une chaine plus longue (C18 ou C20) mais insaturée. La durée du stress influence donc la
proportion des acides gras présents au sein des bénitiers, avec une augmentation des acides gras
a chaine courte ou des acides gras insaturés, qui semblerait liée a l'oxydation due a
I’'augmentation de la température Une modification des profils métaboliques est observable 24h
apres le retour a la température initiale, avec une diminution de la proportion d’acides gras a
chafne courte ou a chaine longue (C20) mais insaturée. Cependant les profils métaboliques des
bénitiers revenus a 26°C aprés le stress thermique restent différents des profils métaboliques
des bénitiers prélevés a 26°C et n’ayant pas subi le stress thermique. L’ajout d’un second stress
augmente les proportions des acides gras a chaine courte et insaturée (C16:2n-6 et C18:4n-3) qui
n’étaient pas présents dans des proportions importantes chez les bénitiers n"ayant subi qu’un
seul stress. Deux acides gras, |'acide stéaridonique (C18:4n-3) et I'acide eicosapentanoique ou
EPA (C20:5n-3), se retrouvent dans des proportions importantes lors d’un double stress incluant
un stress lumineux, et semblent étre caractéristiques du blanchissement des bénitiers. Ce
résultat est cohérent avec l'augmentation de la proportion relative du rapport de l'acide
eicosapentanoique ou EPA/ acide arachidonique ou ARA, observée dans le cas de réponse au

stress thermique de bivalves rapporté par d’autres auteurs (Farias, 2003).

l11.3 L’activité anti-oxydante

En raison d’'une augmentation probable des EAO lors du stress thermique, I'activité anti-
oxydante de la fraction apolaire a été étudiée. Ainsi, une variation significative de la quantité de
DPPH capté n’a été observée que pour Mt5 et Bt6 (Figure 100), avec des p-value de 0,017 et
8.10™ respectivement. Plus le DPPH est capté plus I'activité antiradicalaire est importante. Cette
activité a donc diminué dans les deux bacs ayant subi un stress thermique conséquent : dés le
retour a 26°C dans le bac contenant des bénitiers et des coraux, et 24h apres le retour dans le
bac ne contenant que des bénitiers. Il n’y a pas de prélevement au temps 6, T6, dans le bac

contenant des bénitiers et des coraux, c’est a dire pas de point de mesure 24h apres le retour a
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la température initiale, il n‘est donc pas possible de comparer l'activité antioxydante en
présence et en absence de coraux a ce moment la. Il n’y a pas de préléevement aux temps t5 et t6
dans les bacs E, F, G et H, on ne sait donc pas si I'activité antioxydante varie dans ces bacs apres
le retour a la température initiale. Concernant Gt4, les résultats semblent indiquer que la
qguantité de DPPH capté diminue au temps 4, or ce point a exceptionnellement été défini avec
une seule mesure de DO, il n'est donc pas possible de savoir si il est représentatif de
I’échantillon, ni de calculer si la variation observée est significative. Au vu de ces résultats il
semble que l'activité antioxydante ne varie qu’a la fin de I'expérience, lors du retour a la
température initiale, et la diminution de I'activité antioxydante semble plus rapide en présence

de coraux.
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Figure 100. Histogramme représentant la quantité relative de DPPH capté pour les temps de

prélevement t0 a t6 et pour I’ensemble des échantillons des deux expériences.
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IV.Caractérisation des communautés de Symbiodinium au cours

du stress

IV.1 Densité et caractéristiques morphologiques

L'observation cytologique du manteau des bénitiers prélevés au cours de la premiére
expérience permet de déterminer les caractéristiques morphologiques des communautés de
Symbiodinium au cours du stress (Figure 101). Chez les bénitiers, en raison de I'épaisseur du tissu
du manteau, I'observation cytologique ne permet pas, contrairement a I'observation des polypes
des coraux, de statuer sur la densité de Symbiodinium. Alors que chez les bénitiers aucune
mortalité et aucun signe de blanchissement n’ont été observés au cours de cette expérience,
chez les coraux, dans les mémes conditions de stress, un blanchissement a été observé a I'oeil nu
des 31°C (t2) et une mortalité de 90% des individus dés 32°C (t3). Au niveau cytologique, la
densité de Symbiodinium présents au sein des coraux a diminué dés le début de I'augmentation
de température (t1 = 29°C). De plus, I'apparition de granulations noires a également été
observée des 29°C (comm pers). Chez les bénitiers, des granulations noires (Figure 102),
semblables a celles observées chez les coraux, apparaissent des que la température de 32°C est
atteinte (t3) et leur nombre augmente aprés 5 jours passés a 32°C (t4) puis reste stable aprés le
retour rapide a 26°C (t5) (Figure 102), aussi bien en présence qu'en absence de coraux a

proximité des bénitiers.
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Figure 101. Photographies de manteau de bénitier prises au microscope optique. BO : bacs témoin, B :
bacs du stress thermique, t0 a t5: temps de prélevements. Les observations au grossissement 20
permettent d’observer la densité des Symbiodinium et les observations au grossissement 63

permettent d’observer I'allure de ces derniers.
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granulations

Figure 102. Photographies de manteau de bénitier prises au microscope optique au grossissement 63,

mettant en évidence les granulations présentes dans certains Symbiodinium. BO : bacs témoin, B : bacs

du stress thermique, t5 : temps de prélevement.

IV.2 Identification des clades et sous-clades

IV.2.1 Résultats de la PCR nichée

Afin d’identifier si les communautés de Symbiodinium hébergées par les bénitiers

évoluaient au cours du stress thermique, une identification des clades a été menée sur quelques

échantillons. Sur 49 échantillons de I'expérience de stress, analysés par la technique de PCR

nichée, 48% possede les clades A et C, 36% ne possede que le clade A, 10% posséde les clades A,

Cet D et 6 % possede les clades A et D (Tableau 25).

Tableau 25. Résultats de l'identification des clades de Symbiodinium présents au sein des bénitiers

utilisés dans I’expérience de réchauffement pour différents types de stress, et obtenus pas la technique

de PCR nichée. En noir les échantillons témoins (non stressés), en rouge les échantillons ayant subi un

stress thermique, en vert ceux qui ont subi un stress thermique et lumineux, et en bleu ceux qui ont

subi un stress thermique et anoxique.

Echantillon Clade amplifié Combinaison obtenue
C AC ACD AD
Bt0 1 X X
Bt04 X X
Bt05 X X
BO t0 3 _
Btl1l —
Btl2 _
Btl4 —
Btl5 X X
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Echantillon

Clade amplifié

Combinaison obtenue

BOt12 X _ _ _ _ _ X

BOt13 X _ _ _ _ _ X

BOt14 X _ X _ _ _ X

BOt2 1 X _ _ _ _ _ X

BOt2 5 X _ _ X _ _ X
BOt3 1 X _ X _ _ _ X

Bt34 X _ X _ _ _ X

Bt42 X _ X X _ _ X

Bt43 X _ X _ _ _ X

Bt4 4 X _ X _ _ _ X

Bt51 X _ X _ _ _ X

Bt53 X _ X _ _ _ X

BOt5 1 X _ _ X _ _ X
BOt5 3 X _ X X _ _ X

MOt23 X _ _ _ _ _ X

MOt24 X _ X X _ _ X

MOt33 X _ X _ _ _ X

MOt34 X _ X _ _ _ X

MOt35 X _ X _ _ _ X

Mt43 X _ _ _ _ _ X

Et04 X _ _ _ _ _ X

Et43 X _ _ _ _ _ X

Ft03 X _ X _ _ _ X

Ft04 X _ X _ _ _ X

Ft32 X _ X _ _ _ X

Ft34 X _ X _ _ _ X

Ft42 X _ X _ _ _ X

Ft43 X _ _ _ _ _ X

Ft44 X _ X - _ - X

Gt01 X _ _ _ _ _ X

Gt04 X _ X _ _ _ X

Gt32 X _ X _ _ _ X

Gt34 X ~ X _ ~ _ X

Gt41 X ~ N ~ N X

Ht01 X _ _ _ _ _ X

Ht02 X _ X _ _ _ X

Ht31 X _ _ _ _ _ X

Ht32 X _ X _ _ _ X

Ht34 X _ _ X _ _ X
Ht44 X _ _ _ _ _ X

kt14 X _ X _ X _

Total 48 0 28 8 0 0 17 23 5 3
% 100% 0% 58% 16% 0% 0% | 36% 48% 10% 6%
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Les bénitiers hébergeant les clades de Symbiodinium A et C ensemble semblent étre les plus
fréquents quelque soit le stress (42% chez les échantillons témoins, 63% chez ceux qui ont subi le
stress thermique). Le nombre d’échantillons ayant subi un multi-stress est insuffisant ici pour
gue les pourcentages ne soient représentatifs. Le clade D se retrouve plus chez les échantillons

témoins (25%) que chez les échantillons stressés (6%) (Tableau 26).

Tableau 26. Proportions de chaque combinaison de clades de Symbiodinium présents dans les bénitiers

ayant subi divers types de stress, obtenues par la technique de PCR nichée.

Clades Témoin Stress thermique Multistress
n = % des échantillons n =% des échantillonsayant n = % des échantillons
témoin subi le stress thermique ayant subi un double

stress

A 8=33% 5=31% 3=43%

AetC 10=42% 10=63% 3=43%

A ,CetD 4=17% 1=6% _

AetD 2=8% _ 1=14%

Total (% nb total 24=51% 16 = 34% 7=15%

d’échantillons)

Ainsi, pas ou peu de variations en composition en clades ont été observées au cours des

expériences de stress.

1V.2.2 Résultats obtenus grdce aux données transcriptomiques

Etant donné que la région 28S est une région exprimée chez les Symbiodinium, il a donc
été possible d’identifier ces séquences parmi les données de transcriptomique et ainsi
d’identifier, dans la mesure du possible, les clades et/ou sous-clades présents dans les
échantillons. En effet, si la plupart des séquences d’ARNr 28S de Symbiodinium trouvées dans les
bénitiers de I'expérience s’alignent avec 100 % d’identité a une séquence de Symbiodinium,
comprenant la région de I’ARNr 28S, présente dans GenBank, le domaine aligné peut étre un
domaine conservé entre différents clades ou discriminant au niveau des clades voire sous clade.
Dans ces conditions, il est alors possible de définir le sous-clade ou un groupe de sous-clades
possédant le méme domaine. Ainsi, pour le clade A, nos séquences correspondent au sous clade
A3, qui certaines fois est commune aux séquences des sous clades A13, A2, A4 et plus rarement

A6. Concernant le clade C, nos séquences correspondent la plupart du temps aux séquences du
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sous-clade C15, souvent impossibles a discriminer des sous clades C90, C91 et C1, ou le groupe

de sous clades C140, C40, C2. Concernant le clade D, nos séquences correspondent aux

séquences des sous clades D1a et D1, souvent indissociables de celles des sous clades D15, D13

et D8. De plus, les clades identifiés par transcriptomique correspondent aux clades présents au

sein d’un groupe de 5 individus a un temps donné, les clades identifiés au temps suivant

correspondent aux clades présents chez un autre groupe d’individus dont on ignore la

composition en symbiontes de départ. Les modifications des communautés symbiotiques

correspondent donc ici a une tendance et non a une cinétique. Les combinaisons de clades

obtenues dans les différentes conditions de stress sont regroupées dans le Tableau 27

Tableau 27 Clades identifiés au sein des groupes de bénitiers de I’expérience de réchauffement grace

aux analyses transcriptomiques

Groupe C D Combinaison
BtO + + ACD
Btl A
Bt2 + AC
Bt3 + AC
Bt4 + AD
Bt5 + AC
Bt6 A
BOtO A
BOt1 + AC
BOt2 + AC
BOt3 + + ACD
BOt4 A
BOt5 + + ACD
BOt6 + AC
Mto A
Mt2 + + ACD
Mt3 + + ACD
Mt4 + + ACD
Mt5 A
MOt0 A
MOt2 + AC
Mot3 + AC
Mot4 + AC
MOt5 A
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Sur les 24 lots de 5 bénitiers analysés par transcriptomique, 8 lots (= 35 %) ne possedent
que le clade A, ce qui suggére que tous les bénitiers de ces lots ne possedent ni le clade C ni le
clade D. Ce pourcentage correspond a celui obtenu grace a la PCR nichée (36%) sur des bénitiers
de I'expérience analysés 1 par 1. La différence entre le groupe Btl au sein duquel le clade A seul
a été trouveé grace aux analyses transcriptomiques et la présence du clade C identifié avec la PCR
nichée au sein du bénitier Bt15 s’explique par le fait que ce bénitier n’ait pas été inclus dans le
groupe Btl analysé en transcriptomique car il appartenait au clade T. maxima mapiko nord. La
combinaison de clades AC est la plus répandue (39%), mais elle comprend peut étre, en plus des
bénitiers avec la combinaison de clade AC, des bénitiers qui ne possédent que le clade A. La
combinaison de clades ACD est retrouvée chez 26% des groupes, et inclus certainement les
combinaisons A, AC, ACD et peut étre AD, ce qui expliquerait que cette combinaison soit bien
plus retrouvée ici que dans les résultats de PCR nichée (10%). La combinaison AD retrouvée chez
6% des individus analysés grace a la technique de PCR nichée est donc peut étre présente au sein
des groupes identifiés en transcriptomique avec la combinaison ACD.

Au cours de I'expérience, dans le bac témoin ne contenant que des bénitiers les clades de
Symbiodinium A, C et D sont présents. Dans le bac témoin contenant des bénitiers et des coraux
seuls les clades A et C sont présents. Dans les bacs stressés, a t0 (26°C) les clades A, C et D sont
présents quand les bénitiers sont seuls (bac B), alors que seul le clade A est présent quand ils
sont en présence de coraux (bac M). Lors du stress thermique les clades A, C et D ont été
identifiés aussi bien en présence et en absence de coraux. Dans I’'ensemble, la symbiose avec le

clade D semble plus fréquente en absence de coraux a proximité des bénitiers.

Par ailleurs, parmi la population de séquences 28S analysées, certaines ont présenté de
fortes similarités avec d’autres organismes que le bénitier ou Symbiodinium. Ainsi, une séquence
correspondant a Alexandrium a été identifiée dans le groupe Bt4. Une séquence de diatomée
(Nitzschia sp) et une séquence de cilié (Paradiophys sp) ont été identifiées dans le groupe MOt2.
Des séquences de champignons, tres fréquentes, ont été trouvées parmi les groupes BtO
(Guignardia sp ou Preussia sp ou Umbilicaria sp), Bt2 (Fergusobia sp et Fungus sp et
Botryobasidium sp), Bt4 (Ricordea sp ou Corymactis sp ou Montastraea sp) et Bté (Rosupinatus
sp ou Cyphellaceae sp ou Climacocystis sp), BOt2 (Fungus sp), MtO (Cladosporium sp ou
Polycephalomyces sp) et MOt4 (Fergusobia sp ou Brachyalara sp ou Malassezia sp). Des
séquences de crustacés, Thermocyclops sp, ont également été trouvées parmi les groupes Bt6,
Mt2, Mt3, Mt5 et MOtO, et une séquence de Macrocyclops sp a été identifiée dans le groupe

BOt0. Une séquence de gastéropode marin (Tubbreva sp) a été trouvée dans le groupe Mt5.

219



V. Syntheése et discussion partielle

En ce qui concerne les Symbiodinium, les résultats obtenus au cours de ce travail ont
révélé I'apparition de corps denses aux électrons a la périphérie de Symbiodinium au cours du
stress thermique. Cette dégradation a été observée chez une anémone, suite également a un
stress thermique (Dunn et al., 2004; Dunn et al., 2002). L'observation de ces corps denses au
microscope électronique a transmission a montré qu’il s’agissait d’une agrégation de matériel
cellulaire contenant certainement de la chromatine nucléaire, signe caractéristique de la mort
cellulaire. Lorsque I'apparition de ces corps denses était accompagnée de la dégradation des
organites et des membranes, comme ce que I'on a observé chez le bénitier lors du stress, ceci
est signe de nécrose et non d’apoptose. L'apparition de ces corps denses noirs correspond
également au blanchissement et a la mort des coraux. En revanche, les mémes modifications
cytologiques ne se manifestent ni par le blanchissement ni par la mort des bénitiers. Les
Symbiodinium semblent donc jouer un role important dans la résistance au stress des coraux
mais pas ou dans une moindre mesure pour les bénitiers. La résistance au stress des bénitiers
semble donc, dans le cadre de notre étude avec un stress relativement court n’ayant pas amené
au blanchissement des bénitiers, propre a des mécanismes mis en place par I'organisme hote, et
indépendants de la présence et de I'état physiologique des Symbiodinium qu’il héberge. Or des
changements physiologiques profonds, liés a une modification de leur budget carbone et azote,
ont été observés chez les bénitiers T. gigas dont le nombre de Symbiodinium avait été divisé par
30 lors du blanchissement (Leggat et al., 2003). Des observations cytologiques du manteau des
bénitiers présents dans les bacs G (absence de lumiére), ainsi que le séquencage des transcrits
présents au sein de ces bénitiers tout au long de I'expérience, devraient fournir des informations
sur I'état des Symbiodinium et sur la réponse transcriptomique de T. maxima lors du
blanchissement.

Concernant leur identification, les sous-clades, identifiés grace aux analyses transcriptomiques et
présents au sein des bénitiers ayant servi lors de I'expérience de réchauffement, sont les sous-
clades A3, A3-2-4-6, C15, C15-90-91-1, C140-40-2, D1la, D1 et D1-15-13-8. Les sous-clades
présents au sein des bénitiers de Tahiti, Moorea, Moruroa et Raivavae, identifiés grace aux
analyses génétiques, sont les sous-clades A3, A3-4-13, C57, C1-2-3-15-31-90-91 et D (cf 1.2.3). La
comparaison de ces résultats met en évidence des sous-clades communs : A3, A3-4, C15-90-91-
1. Cela confirme I'identification du sous-clade A3, sugere que le clade D identifié a Tahiti (cf1.2.3)
est certainement le sous-clade D1 ou D1a, que le clade C57 ne semble pas présent a Tahiti, et

enfin que le clade C présent a Tahiti se trouve certainement étre le sous-clade C15. Ces résultats,
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d’identification des clades par la génétique (PCR nichée) et la transcriptomique, sont cohérents
et ne mettent pas en évidence de lien entre le stress thermique et les communautés de
Symbiodinium présents au sein des bénitiers. En revanche, il semblerait que le clade D, décrit
comme thermorésistant, soit présent plus souvent au sein des bénitiers seuls dans les bacs qu’au
sein des bénitiers placés a proximité des coraux. Il est ainsi possible qu’en présence de coraux,
les interactions entre les bénitiers et les Symbiodinium de clade D soient altérées, rejetant ainsi
dans I'environnement ces clades qui se retrouvent préférentiellement chez les coraux lors d’un
stress thermique. Par ailleurs, plusieurs espéces de champignons ont été identifiées au sein des
bénitiers prélevés a 26°C et lors du stress thermique. Aucune corrélation significative n’a pu étre

établie entre la présence de champignons et le stress thermique.

Concernant l'étude de I'expression différentielle, nos résultats de transcriptomique
indiquent que I'expression de nombreux génes varie chez les bénitiers dés le début du stress
thermique (29°C = +3°C par rapport a la normale). Certains de ces genes avaient déja été repérés
lors de I'exposition d’autres bivalves a divers stress. Ainsi, 'augmentation de I'expression de
génes des protéines chaperonnes dont certaines HSP a été observée lors du stress thermique
chez la moule (Nufiez-Acufia et al., 2012) et I’huitre (lvanina et al., 2009), et lors d’exposition a
des polluants chez I'huitre (Zhang et Zhang, 2012). La particularité de nos résultats vient du fait
gue les génes mis en évidence concernent les protéines de choc thermique HSP40 et HSP100,
qui n"avaient pas été repérés chez les autres bivalves. Une augmentation de la quantité de
protéines G impliquées dans la modification du cytosquelette et d’éléments de structure du
cytosquelette a été mise en évidence lors de stress environnementaux chez la moule (Tomanek,
2012). La régulation positive des génes de protéines G ou de protéines de structure du
cytosquelette mise en évidence dans notre étude, confirme que le cytosquelette est une cible du
stress thermique, et que sa modification semble liée a une modification transcriptomique. La
surexpression de génes codant pour des protéines (les supresseurs de cytokine-signaling 2) qui
bloquent la division cellulaire a été observée chez I'huitre lors du stress thermique (Li et al.,
2013). Dans notre étude, un géne codant pour une protéine qui présente un role équivalent, la
kinase polo-like, est également surexprimés en réponse au stress thermique. Comme dans notre
étude sur le bénitier, la surexpression de génes qui participent a I'adhésion cellulaire a été
observée chez I’huitre (Lang, 2009 ; Chapman et al., 2011) lors d’un stress thermique. L'un des
éléments marquants de cette étude transcriptomique est la différence de réponse des bénitiers

en fonction de la présence ou non des coraux dans les bacs.
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Enfin, I'étude métabolomique a révélé qu’il était possible de distinguer au moins 2 états
métabolomiques lors du stress. Le premier en réponse immeédiate a la montée en température
au-dela de 29°C et le second plus tardif aprés maintien de la température sur plusieurs jours. Ces
2 états apparaissent aussi bien lors de I'étude des AG en CG-SM que l'analyse globale de la
fraction apolaire en CLHP-SM. Ces résultats suggérent la mise en route d’une réponse
immeédiate, d’urgence, permettant de faire face momentanément a la perturbation, suivie par un
réajustement des voies cellulaires acclimatées. Ces états présentent un temps de latence
puisqu’apres 24h de retour a la température normale, |'état métabolomique des bénitiers est
toujours différent de celui de I’état initial. Ainsi, au niveau des AG, il apparait rapidement une
augmentation des AG saturés de chaine plutét courte et une augmentation de la proportion
relative des AG insaturés déja présents en abondance. Cette augmentation pourrait étre
attribuée au réle antioxydant de ces AG insaturés, notamment sous lI'effet d’'un multistress.
L'augmentation observée de I'EPA est notable sachant que cet AG fait partie de ceux considérés
comme essentiels a la survie des bivalves (Chetoui et Cafsi, 2010). L’augmentation de la
proportion en AG a chaine plus courte serait consécutive a des coupures oxydatives au niveau
des doubles liaisons des AG initialement a chaine plus longue, survenues au cours du stress
thermique. En réaction a ce phénoméne oxydatif au niveau des AG (ainsi écourtés),
I"augmentation des protéines participant a la synthése des AG et a leur élongation est suggérée
par les résultats de la transcriptomique. L’ajout de petits acides gras dans des chaines carbonées
plus longues a déja été observé chez C. gigas (Waldock et Holland, 1984), nos résultats indiquent
gu’il peut donc s’agir d’'une réaction transcriptionnelle. Dans un second temps, les AG a longue
chaine (C20, C22 et C24) se retrouvent en plus grande proportion. En ce qui concerne les
résultats en CLHP-SM, une différence entre les compositions métaboliques des bénitiers des 2
expériences de réchauffement a été observée deés t0. Elle peut étre due soit a I’échantillonnage
malgré les précautions prises, soit a une différence des parametres biotiques (microorganismes
et métabolites présents dans I'eau) lors de I’acclimatation et de I'expérience qui ont eu lieu a 20

jours d’intervalle.
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PARTIE V

Discussion géneérale et perspectives
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I. Génétique
1.1 Deux nouveaux clades de T. maxima en Polynésie francgaise et a

Tonga : implications quand a leur origine

D’une maniere générale, I'analyse combinée de I'histoire géologique et de la phylogénie
moléculaire permet de retracer les évenements démographiques passés qui ont influencé la
répartition et la structure génétique actuelle des populations naturelles. L'analyse génétique
réalisée lors de cette thése, avec un échantillonnage de 392 bénitiers de I'espéce T. maxima en
Polynésie francaise, a révélé qu’ils se répartissent en deux clades distincts. Les échantillons de
Fidji forment un clade a part, proche du clade formé par les échantillons de I'Ouest du Pacifique.
En revanche les deux clades identifiés en Polynésie francaise ont été retrouvés dans nos
échantillons des Tonga qui sont géographiguement bien plus proches de Fidji que de la Polynésie
francaise. Les courants de surface actuels dans le Pacifique (Martinez et al, 2009) indiquent que
I’hypotheése de la colonisation des Tonga par les bénitiers provenant de Polynésie francaise est la
plus plausible (cf Partie Il, Il. Synthése), méme si la distance entre les fles dans cette région est
trop importante et les courants trop faibles pour expliquer la colonisation par les stades
larvaires, mobiles, de 10 jours. La divergence entre les deux clades trouvés en Polynésie
francaise est estimée a 1,5 + 0,5 Ma d’apres nos calculs, il s’agit donc d’'un évéenement récent sur
I’échelle des temps géologiques. L'apparition des Tridacnidae a été estimée a 20 Ma, celle du
genre Tridacna a 18 Ma, et plus précisément entre 6 et 10 Ma pour I'espece T. maxima, avec un
premier fossile datant de 4,8 Ma (Huelsken et al., 2013; Schneider et O'Foighil, 1999). Cette
période de plusieurs millions d’années est suffisante pour voir I'apparition de mutations, leur
transmission et leur stabilisation, et induire ainsi une augmentation de la diversité génétique au
sein de cette espéece, entrainant I'apparition de multiples clades dont les deux clades distincts
observés dans notre étude en Polynésie frangaise. Deux scénarios pourraient expliquer cette
observation : soit les bénitiers ont divergé avant d’arriver en Polynésie francgaise, soit ils ont
divergé a partir d’'un ancétre commun arrivé en Polynésie frangaise. Dans le cas ou les deux
clades soient arrivés en Polynésie francaise, la colonisation aurait eu lieu il y a moins d’1,5 Ma, et
dans le cas oUu un seul clade pionnier soit arrivé en Polynésie frangaise, elle aurait eu lieu entre
10 Ma (date d’apparition de I'espece T. maxima) et 1,5 Ma (date de la divergence des deux
lignées). Dans le cadre de I’hypothése ol deux clades seraient arrivés en Polynésie francaise, il y
a moins d’'1,5 Ma, ils ont pu arriver au niveau des 4 archipels, puisque toutes les fles (excepté

Tahiti et Moorea) ainsi que leur lagon, étaient formées. Leur arrivée peut étre décalée dans le
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temps. Dans le cas ol un seul clade soit arrivé en Polynésie francaise, si il est arrivé entre -10 et -
5 Ma, il serait arrivé au niveau des Tuamotu ou des Australes, archipels dans lesquels les iles et
leur lagon étaient formés a cette période, ou bien au niveau de Scilly et Bellinghausen, iles de la
Société formées il y a 6,8 Ma. Si ce clade est arrivé entre -5 et -0,5 Ma, dans ce cas il a également

pu arriver au niveau des Gambier et des iles les plus a I'ouest de la Société.

L.1.1 Hypothese 1 Arrivée des deux clades de T. maxima en Polynésie
francaise
La période comprise entre -1,5 Ma et aujourd’hui, date a laquelle les deux clades seraient
arrivés en Polynésie frangaise depuis le Pacifique ouest, correspond a la période du Pléistocene
et de I'Holocéne. Le Pléistocéne (-2,6 Ma a -12 000 ans) est marqué par les derniers épisodes
glaciaires, alors que I'Holocene (-12 000 a aujourd’hui) est une période inter-glaciaire, propice a
la montée des eaux et formation des lagons. La régression marine engendrée par les glaciations
lors du Pléistocéne a modifié les courants marins présents dans le Pacifique Sud (Hall et al.,
2001). L'estimation des courants de surface présents lors de la derniére période glaciaire
(Pollock, 1990) indique qu’a cette époque le courant d’est traversant le sud du Pacifique sud
était bloqué par une chaine sous-marine présente a I'est et remontait alors directement au
niveau de la Polynésie francaise (Figure 103). Ces courants auraient pu permettre, dans le cas ou
les larves de bénitiers auraient résisté aux faibles températures de I'eau a cette période et ces
latitudes, I'arrivée, depuis le Pacifique ouest, d’au moins deux clades de bénitiers au niveau des

Australes.
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Figure 103. Carte des courants de surface du Pacifique sud estimés durant les périodes de régression

marine du Pliocéne et du Pléistocéne (-3 Ma a -12000 ans). (D’aprés Pollock, 1990)
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Ces courants de surface, qui étaient présents de -1,5 Ma a -12 000 ans, ont ensuite laissé place,
durant I'Holocene, aux courants marins actuels, caractéristiques de la période interglaciaire. Le
courant du Pacifique Sud ne remonte plus au niveau de la Polynésie francaise et le Contre
Courant Equatorial Sud passe au-dessus de Fidji et Tonga et n’atteint pas la Polynésie francaise
(Figure 104). Cette disposition des courants de surface ne permet pas d’expliquer la colonisation

de la Polynésie francaise depuis la région Indo-Pacifique si elle s’est produite apres -12 000 ans.
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Figure 104. Carte des courants de surface moyens actuels dans le Pacifique Sud.

Cependant, le Contre Courant Equatorial Sud (CCES) se positionne saisonnierement en février ou
pendant les épisodes El Niflo au niveau de I'archipel des Tuamotu (Martinez et al., 2009). Ces
phénomeénes ponctuels ont lieu depuis I’'holocéne (Carre et al., 2014) et sont semblables en
magnitude et fréquence a celles que nous connaissons aujourd'hui (Donders et al., 2008). lls
pourraient expliquer la colonisation de la Polynésie frangaise (aux Tuamotu), entre -12 000 ans
et aujourd'hui, par des individus provenant de la région Indo-Pacifique et du Pacifique ouest

(Figure 105).
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Figure 105. Carte des courants de surface lors des événements climatiques exceptionnels tels qu’El Nifio

ou La Nifa. (http://bobtisdale.blogspot.com/2009/02/equatorial-currents-before-during-and.html)

Les résultats génétiques obtenus avec nos échantillons de Fidji (génétiquement plus proches de
I’Australie que de la Polynésie francaise) coincident avec la trajectoire du CCES pendant les
phénoménes climatiques El Nifio. Cependant, méme si un haut niveau d'échange de génes sur de
longues distances (jusqu’a 5000 km) a été observé chez T. maxima dans les chaines d'lles du
Pacifiqgue centre et ouest (Benzie et Williams, 1997), la distance qui sépare les chaines d’iles
semble trop importante pour permettre la dispersion par les courants océaniques actuels des
larves de bénitier a travers tout le Pacifique sud-ouest. La trajectoire et le sens des courants de
surface présents pendant les épisodes El Nifio coincident donc avec le fait que la Polynésie
francaise ait été colonisée par des bénitiers provenant de la région Indo-Pacifique, selon une
trajectoire qui passerait au nord de Fidji, et que les bénitiers de Polynésie francaise auraient
ensuite colonisé les Tonga. En revanche, la vitesse des courants océaniques actuels ne permet
pas de confirmer cette hypothése. L’hypothése du déplacement des larves grace au vent, bien
plus rapide que les courants, a été énoncée (Benzie et Williams, 1997), et permettrait ainsi
d’expliquer la colonisation d’iles trés éloignées, mais cette hypothése semble peu probable en
dehors du cas particulier des cyclones pour lesquels la force déployée par le vent permettrait le
déplacement des larves sur de longues distances. En effet, tous les cyclones qui ont touché la
Polynésie francaise entre 1945 et 2009 présentaient une trajectoire nord-ouest/sud-est avec une
vitesse moyenne des vents comprise entre 65 et 198 km/h (Larrue et Chiron, 2010). L’énergie
cinétique développée par de tels phénomenes météorologiques serait a priori suffisante pour
transporter des larves de quelques microgrammes, et ce sur de tres longues distances, et
permettre la colonisation de la Polynésie frangaise par des bénitiers issus de la région Indo-

Pacifique.
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Si on considere que l'arrivée des 2 clades est conjointe (la probabilité qu’un événement
exceptionnel rare apporte des larves différentes est supérieure a la probabilité de 2 événements
de ce type), et d’apres la trajectoire des cyclones et du CCES lors des épisodes El Nifio, les clades
mapiko sud et mapiko nord seraient donc arrivés au niveau de |'archipel des Tuamotu, puis
auraient colonisé la Société, les Australes et les Gambier (Figure 106). Dans ce cas, la distribution
des deux clades observée aujourd’hui en Polynésie francaise pourrait s’expliquer par la sélection.
En effet, la température de I'eau des lagons aux Tuamotu, situés au nord, est plus élevée que
dans les autres archipels. Ces températures sont d’autant plus importantes que |'archipel des
Tuamotu est constitué, contrairement aux autres archipels, d’atolls caractérisés par un systeme
hydrodynamique fermé. Certaines zones des lagons trés peu profondes, les « hoa », peuvent
présenter des températures élevées (supérieures a 30°C) pendant de longues périodes (Addessi,
2001). Il est donc possible que le clade mapiko nord soit plus adapté aux conditions
environnementales présentes au niveau de I'archipel des Tuamotu, et le clade mapiko sud aux

conditions présentes au niveau de la Société, des Australes et des Gambier.
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Figure 106. Schéma représentant I’hypothése 1 de la colonisation de la Polynésie frangaise par les deux
clades de T. maxima. A. Colonisation entre -1,5 Ma et -12 000 ans. B. Colonisation entre -12 000 ans et

aujourd’hui. En bleu clair : mapiko sud, en bleu foncé : mapiko nord.
Toutefois, on constate que la diversité génétique est plus importante dans le clade mapiko sud

qgue dans le clade mapiko nord, indiquant soit qu’il diverge plus rapidement soit qu’il est en

expansion démographique plus importante soit qu’il est arrivé avant le clade mapiko nord.
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1.1.2 Hypothese 2 : arrivée d’'un haplotype fondateur unique en
Polynésie francaise
L'espece T. maxima est apparue il y a 10 Ma, certainement dans la région équivalente a
I'Indo-Pacifique actuel, il a donc fallu du temps avant qu’elle arrive jusqu’en Polynésie francaise.
Les courants marins liés aux épisodes de régression marine du Pliocéne et du Pleistocene (Figure
103) ont pu permettre I'arrivée d’un haplotype fondateur unique au niveau des Australes, entre -
3 et -1,5 Ma. Une activité volcanique intense était alors présente au niveau de la Société. Les
éruptions volcaniques entrainent, entre autres, I'augmentation conséquente des températures
de I'eau pendant de longues périodes, des dégagements de fumées et de soufre, entrainant de
fortes perturbations de I'environnement. Ces perturbations localisées ont pu favoriser
I"augmentation de la diversité génétique au sein des individus capables de survivre a de tels
stress, expliquant ainsi I'apparition d’au moins un deuxieme clade. Les deux clades auraient
ensuite pu coloniser les autres archipels par le biais des courants de surface sud-nord présents a
cette époque. Par la suite, les événements glaciaires, conduisant a la diminution du niveau de la
mer (-100m par rapport a aujourd’hui) et a la perte des lagons, auraient décimé les populations
lagonaires, entrainant un nceud d’étranglement ou seul, les 2 clades actuels auraient pu survivre
dans des niches distinctes ségrégeant les clades I'un au nord (Tuamotu) et I'autre au sud de la
Polynésie francaise. La répartition actuelle serait donc le résultat de la recolonisation de ces 2
clades, I'un en partance du nord et I'autre du sud. Les deux clades auraient ensuite colonisé les

fles Tonga, entre -12 000 ans et aujourd’hui, par le biais du Courant Equatorial Sud actuel (Figure

107).
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Figure 107. Schéma représentant I’hypothése 2 de la colonisation de la Polynésie frangaise par un clade

de T. maxima.En bleu clair : mapiko sud, en bleu foncé : mapiko nord.
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Des études sur la structure génétique des populations de T. maxima des iles situées a
I'ouest de la Polynésie francaise (Cook Nord et Sud, Kiribati, Samoa, Wallis et Futuna, etc)
devraient fournir des informations permettant de préciser si les bénitiers sont arrivés en
Polynésie francaise par le nord (aux Tuamotu, c¢f 1.1.1 Hypothése 1) ou par le sud (aux Australes,
cf 1.1.2 Hypothese 2). En effet, I'étude de séquences d’ADNm CO/ de bénitiers provenant de ces
régions permettrait de savoir si les clades mapiko sud et mapiko nord y sont présents,
fournissant ainsi des informations sur le chemin parcouru par les bénitiers jusqu’en Polynésie

francaise, ainsi que sur le lieu de la divergence.

1.2 Faible structure génétique des bénitiers en PF

Les populations de bénitiers de Polynésie francaise présentent une faible structuration au
regard de lI'Indo-Pacifique, indiquant un flux de génes important malgré une grande aire de
répartition. Cependant, la connectivité mise en évidence lors de notre étude semble étre en
majorité perpendiculaire aux courants marins actuels, indiquant l'impact d’autres facteurs
environnementaux permettant la dissémination des larves de bénitiers, ou bien l'influence
d’évenements passés qui a définie la structure génétique observée aujourd’hui.

Durant le Pleistocéne (de -2,6 Ma a -12 000 ans), la fréquence des variations du niveau marin a
augmenté de facon significative (Woodruff, 2003). Lors des derniers pics de glaciation, il y a 21
000 ans, le niveau marin de la région Indo-Pacifique a diminué jusqu’a -120 m sous le niveau
marin actuel (Bard et al., 1996; Dickinson, 2004), et a entrainé I’assechement partiel ou complet
de la plupart des lagons. Dans I'Indo-Pacifique central la régression a fait émerger des bandes de
terre, ce qui a entrainé un isolement de certaines populations pendant plusieurs années, créant
un schéma génétique trés contrasté encore observable aujourd’hui (Benzie, 1998). Des
différences génétiques significatives observées chez la palourde Ruditapes philippinarum en mer
de Chine ont été attribuée a l'isolement de mers marginales au nord ouest du Pacifique au
Pleistocéne (Mao et al., 2011). Des signes d’extinctions locales ou des réductions de la taille des
populations (Arnaud-Haond et al., 2003) ainsi que des signes de goulots d’étranglement et
d’effets fondateurs récents (Arnaud-Haond et al., 2003) ont été observés chez Pinctada
margaritifera en Polynésie francaise. La synchronicité de ces phénomenes avec les fluctuations
du niveau marin lors de la derniére glaciation (Arnaud-Haond et al., 2003) a été évoquée.

En Polynésie francaise, cet évenement a probablement entrainé des extinctions locales ou des

réductions de la taille des populations de bénitiers. Il y a 11 500 ans, la fonte des glaces a
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entrainé une augmentation du niveau de la mer jusqu’a plus d’un metre par rapport au niveau
actuel, puis le niveau de la mer a diminué pendant 1 500 ans, jusqu’a revenir au niveau actuel
(Pirazzoli, 1986). Les signes de goulots d’étranglement récents et d’effets fondateurs chez les
populations de P. margaritifera de Polynésie francaise ont été reliés aux fluctuations du niveau
marin durant la derniére période glaciaire (Arnaud-Haond et al., 2003). Comme pour cette
espéce, la structure génétique des bénitiers peut aussi étre expliquée par une importante
diminution de populations, voire méme une extinction, qui aurait eu lieu durant les derniers
épisodes glaciaires, suivis par des réinvasions successives depuis le Pacifique ouest, une au nord
et I'autre au sud de la Polynésie francaise, ou bien par la présence de deux « niches fondatrices »
distinctes, une aux Tuamotu et I'autre aux Australes. Une étude plurispécifique (Fauvelot et al,
2003) a montré I'importance d’intégrer la stabilité géologique des populations, en particulier
pour les especes vivant dans les espaces lagonaires qui ont été réduits ou ont disparu lors de la
derniére période glaciaire. Méme si contrairement a de nombreux bivalves qui peuplent les
lagons de Polynésie francaise, le bénitier n'est pas exclusivement lagonaire, les individus
retrouvés sur la pente externe sont a de tres faible densité, montrant leur fragilité de persistance

dans ces conditions.

La large répartition géographique des deux clades montre gu’ils ne sont pas inféodés a une
zone géographique particuliére puisqu’ils sont présents presque partout en Polynésie francaise,
contrairement a ce qui a été observé dans la région Indo-Pacifique et a I'ouest du Pacifique
(DeBoer et al., 2014; Nuryanto et Kochzius, 2009). L'intégrité génétique des espéces vivant dans
des habitats fractionnés dépend de nombreux facteurs, incluant leurs capacités de dispersion et
les courants océaniques (Watson et al., 2011). Ces derniers ont certainement grandement
contribué a I'histoire génétique des bénitiers en Polynésie francaise. Dans notre étude, la
fréquence de chacun des deux clades a montré un gradient Nord/Sud opposé, suggérant que des
courants opposés peuvent étre utilisés pour les migrations dans I’hypothése des niches
fondatrices, ou bien qu’un clade est en train de supplanter l'autre. Le groupe des Tuamotu de
I'Est représente les iles génétiquement les plus isolées, connectées seulement avec le groupe
d’fles Tuamotu nord. Ce dernier groupe présente une forte connectivité avec I'lle de Moorea, qui
correspond avec les courants marins de surface nord-est/sud-ouest (cf Partie Ill, 1.1.4). Au vu de
ces données, T. maxima mapiko nord pourrait s’étendre sur toute la Polynésie francgaise, depuis
le nord vers le sud. La forte connectivité observée entre les Australes et les Gambier peut
également étre expliquée par les courants de surface actuels. En revanche, la forte connectivité

présente entre les archipels de la Société et des Gambier, les archipels de la Société et des
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Australes, ne peut étre expliquée par les courants marins. Ces flux de génes perpendiculaires aux
courants actuels ont déja été observés dans le Pacifique centre et ouest, aussi bien chez T.
maxima (Benzie et Williams, 1997) que chez T. gigas, T. derasa et P. margaritifera. Trois
hypothéses peuvent étre avancées pour expliquer une telle observation. La premiéere serait que
les modeéles spatiaux de fréquence génique refléteraient les épisodes de dispersion du passé, au
moment ou le niveau marin était au plus bas, et ces modéles n’auraient pas été modifiés par la
dispersion ultérieure, engendrée par la circulation océanique actuelle. La seconde serait que
I'inversion des courants durant les évenements climatiques exceptionnels tels qu’El Nifio ou La
Nifia (Martinez et al., 2009; Watson et al., 2011) permettrait d’expliquer cette connectivité.
Enfin, la troisieme implique les cyclones et des tempétes tropicales qui ont balayé les iles de la
Polynésie francaise, dont la fréquence est bien plus importantes au niveau des archipels de la
Société, des Australes, et des Gambier qu’au niveau des Tuamotu (Figure 108). Cette derniere
hypothése permet d’avancer le réle clé d’évenements climatiques exceptionnels et ponctuels sur
la dissémination des larves, et donc sur la connectivité entre les populations de bénitiers des

différents archipels (R. Canavesio et al., in prep).
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Figure 108. Carte de la fréquence de passage des tempétes tropicales et des cyclones observés entre

1970 et 2009 en Polynésie frangaise. (D’apres Larrue et Charion, 2010)
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1.3 Dispersion et plans de gestion de la ressource en bénitiers

La dispersion des espéces marines est de plus en plus étudiée dans le cadre du maintien de
la biodiversité et dans un but de protection des especes menacées (Bay et al., 2008; Planes et al.,
2009; Saenz-Agudelo et al., 2009). De plus, connaitre la dynamique des populations et
I’évolution de ces espéces dans leur environnement permet d’appréhender leur capacité a
répondre face aux modifications naturelles ou anthropiques du milieu (Lemer, 2010). Les
espéces vivant dans un habitat fragmenté, comme les bénitiers présents en Polynésie francaise,
sont constituées d’entités interconnectées dont I'intégrité génétique dépend de leurs capacités
de migration (Alleaume-Benharira et al., 2006). Les habitats fragmentés amenent généralement
a une dispersion limitée et une faible connectivité chez de nombreuses espéces (Coulon et al.,
2004; Haag et al., 2010; Quéméré et al., 2010; Vos et al., 2001), ce qui est contraire a la forte
connectivité mise en évidence dans notre étude entre les populations de bénitiers présentes en
Polynésie francaise, malgré la surface océanique importante occupée par les 4 archipels qui

possedent des bénitiers.

La description et la mesure de la diversité génétique sont des préalables indispensables a
la définition de stratégies de gestion des ressources. La connectivité inter-populations est
importante pour la conservation. La diversité génétique intraspécifique dans les populations
naturelles a été identifiée comme une priorité majeure pour la conservation (Desalle et Amato,
2004). Les informations fournies par nos résultats peuvent étre utilisées par les institutions
responsables de la gestion et protection de I'environnement marin, telle que la Direction des
Ressources Marines et Miniéres de Polynésie francaise. Ainsi la mise en place et I'amélioration
des plans de gestion de T. maxima en Polynésie frangaise peuvent s’appuyer sur diverses études
locales telles que I'état des stocks de bénitiers (Anonyme 2006; Salvat, 1972; Andréfouét et al.
2005; Gilbert et al. 2005, 2006, 2007), I'état des lieux de leur diversité génétique (cette these),
I'analyse de la prédation en fonction de la teinte du bénitier et du substrat sur lequel il a été
transplanté (Dubousquet, 2011) et la mise au point de modeéles permettant d’évaluer les
meilleures stratégies de gestion de la ressource (Van Wynsberge et al., 2013). L'expérience de
certains pays dans la transplantation de bénitiers (Gomez & Mingoa-Licuanan, 2006) ainsi que
les derniéres avancées techniques, telles que la mise au point d’une méthode de recrutement
réalisée directement sur le substrat naturel (Waters et al., 2013), sont également a prendre en
considération, notamment le danger lié aux transplantations de bénitiers d’un site a un autre. En
effet, d’aprés nos résultats sur la distribution des clades mapiko sud et mapiko nord et la

connectivité entre les populations de bénitiers des différents archipels (cf Partie lll, 1.1.4), il serait
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préférable d’effectuer les transplantations au sein méme de I’archipel des Tuamotu, ou entre les

archipels de la Société, des Australes et des Gambier.

Il. Réponse de T. maxima au stress thermique

II.1 Le role des Symbiodinium dans la réponse au stress thermique chez

T. maxima

La méthode utilisée pour observer les Symbiodinium du manteau n’a pas permis
d’observer une diminution de ces symbiontes dans le manteau. Les Symbiodinium présentent
par contre des signes de nécrose. lls doivent donc nécessairement diminuer en nombre lors de
I’'augmentation de la température, comme c’est le cas chez les coraux. Les populations de
Symbiodinium sont en mauvais état lorsque la température de 32°C est maintenue pendant 5
jours, alors que les bénitiers ne montrent pas de signe extérieur de stress. La résistance des
bénitiers au stress thermique semble donc liée a une capacité d’adaptation intrinseéque a I'héte,
et indépendante des populations de Symbiodinium présentes. Des éléments de réponse quant
au(x) facteur(s) intrinséques aux bénitiers, liés a I'expression génique et aux modifications des
métabolites présents, ont été mis en évidence lors de I'étude de la réponse transcriptomique et

métabolomique de T. maxima au stress thermique, réalisée lors de cette these.

1.2 Réponses transcriptomique et métabolomique de 7. maxima au

stress thermique

L'augmentation de température entraine une perturbation de la structure des constituants
cellulaires. Les protéines peuvent étre dénaturées et devenir non fonctionnelles. Les acides gras
peuvent étre modifiés suite a I'agitation engendrée par 'augmentation de la température, et
perturber ainsi la structure membranaire (Los et Murata, 2004). De méme, la structure de
macromolécules telles que ’ADN ou I’ARN peut étre modifiée, et perturber ainsi la transcription
et la traduction. L'ensemble de ces modifications entrainerait une perturbation de la structure
des cellules et des différentes voies métaboliques. Les EAOs augmentent et ’lhoméostasie est
perturbée. L'ensemble de ces modifications entraine des réactions des différents composants et
compartiments de la cellule, qui peut amener a 'acclimatation ou a la mort si la situation
perdure.

Les résultats obtenus lors de notre étude métabolomique font état d’'une augmentation de la

proportion des AG a courte chaine carbonée et d’'une augmentation des AG insaturés lors du
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stress thermique (Figure 109). L'augmentation de la proportion en AG a chaine plus courte serait
consécutive a 'augmentation des EAOs survenue au cours du stress thermique. L'augmentation
de la proportion d’AG insaturés semble liée a une désaturation accrue, comme celle observée
chez I'huitre (Waldock et Holland, 1984), des AG des bénitiers. Elle pourrait étre attribuée au
role antioxydant de ces AG, qui captent les EAOs et limitent leurs effets nocifs sur les
constituants cellulaires. Cette modification constituerait ainsi une voie de réponse précoce au
stress thermique. Les données de transcriptomique suggerent qu’une voie de réponse plus
tardive est mise en route, puisqu’une augmentation de I'expression de genes qui codent des
enzymes de biosynthése des lipides et d’élongation des acides gras est observée. Cette synthése
de novo et cette élongation des AG permettraient d’augmenter les proportions d’AG a longues
chaines et, a terme, ces modifications permettraient de diminuer le point de fusion des
triglycérides formés par les AG et de maintenir la fluidité membranaire lors du stress thermique.
Les proportions de nombreux métabolites secondaires apolaires varient également au cours du
stress. Ces métabolites comprennent certainement des caroténoides et des MAAs, qui jouent
respectivement un rble antioxydant et un rble de photoprotection. La caractérisation des
principaux métabolites mis a jour en CLPH-SM devrait ainsi apporter des informations sur les
voies et activités perturbées (accumulation d’intermédiaire) et sur les voies non encore

caractérisées (nouveaux métabolites).

De notre analyse transcriptomique, on peut faire ressortir quelques modifications
majeures de l'expression des génes lors du stress (Figure 109). Il est vraisemblable que la
modification observée de I'expression de génes qui entrainent la diminution de la prolifération
cellulaire (telles certaines protéines kinases), inhibe la croissance et la reproduction, pour que
I’énergie soit plus utilisée pour la réponse cellulaire au stress thermique. L'augmentation de
I'instabilité des protéines, inhérente a I'augmentation de température, entraine ici une
augmentation des voies de stabilisation des protéines (par exemple, augmentation des protéines
chaperonnes, augmentation des protéines de dé-ubiquitination) et de la voie de destruction des
protéines. La premiére permet certainement aux protéines qui sont légérement modifiées de
rester fonctionnelles, la seconde de détruire les protéines dénaturées par la chaleur qui ne sont
plus fonctionnelles. Cependant, une diminution de certaines protéines constitutives du
protéasome est également observée, et permet peut étre de limiter la quantité de protéines
détruites, et ainsi de conserver un stock de protéines qui pourraient redevenir fonctionnelles
dans le cas ou le stress ne durerait pas. De méme que pour les protéines, ’ARN semble étre pris

en charge par les protéines exosomales dont les génes sont surexprimés lors du stress
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thermique. La perturbation de ’homéostasie cellulaire semble également entrainer la mise en
route des voies qui permettent d’augmenter les potentialités de maintenir des conditions viables
pour la cellule comme celle de la régulation ionique. Enfin, 'augmentation d’EAOs au sein de la
cellule semble entrainer la mise en route de plusieurs voies de détoxification (par exemple le
cytochrome P450 et la voie des pentoses phosphate). De plus, afin de maintenir les voies de
signalisation, essentielles pour les cellules car une absence de signal conduit a la mort cellulaire,
la surexpression des genes participant a la transduction de signaux (tel que les protéines G),
observée lors de notre étude, pourrait également augmenter la résistance des cellules a

I'augmentation de température, en préservant les capacités de communications perturbées.
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STRESS THERMIQUE
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Figure 109. Schéma récapitulatif des voies cellulaires et protéines associées activées ou inhibées lors du stress thermique chez Tridacna maxima.En vert : résultats

obtenus grace aux données transcriptomiques, en bleu: résultats obtenus grace aux données métabolomiques. EAO : Espéces actives d’oxygéne, P450 :

cytochrome P450, AG : acides gras, MAAs : acides aminés mycosporine-like.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La résilience et la survie des écosystémes dans leur ensemble est capitale pour la
sauvegarde de la biodiversité. Des fonctions écologiques uniques, comme une acclimatation
exceptionnelle a certaines modifications de I'environnement, sont particulierement vulnérables
a I'érosion de la biodiversité (Mouillot et al., 2013). Ces fonctions pourraient s’avérer cruciales
pour le fonctionnement des écosystemes en cas de perturbations et changements
environnementaux majeurs. Cette these apporte a la fois des données nouvelles sur la diversité
génétique d’'une espéce emblématique et en danger présente dans les lagons de Polynésie
francaise, le bénitier, mais également des connaissances sur sa réaction a un stress
environnemental actuel lié au réchauffement climatique. Elle s’inscrit donc dans une démarche
de préservation de la biodiversité de nos lagons a plus ou moins long terme, et donc une gestion
durable des ressources naturelles de la Polynésie frangaise.

Les approches holistiques dites « omiques » ouvrent de nouvelles perspectives d’études
biologiques et permettent de comprendre les régles fondamentales qui déterminent les
mécanismes d’adaptation d’une cellule ou d'un organisme vivant aux changements
environnementaux. L'utilisation d’approches intégrées incluant génomique, transcriptomique et
métabolomique devrait aboutir a une meilleure connaissance d’organismes marins sentinelles
tel le bénitier, et contribuer ainsi a une meilleure compréhension de : i/ leur systéme biologique,
ii/ l'impact de facteurs anthropiques et environnementaux sur ces organismes, iii/ leurs
capacités de résilience face a ces perturbations (Joyce & Palsson, 2006). Ceci est
particulierement important dans le cas d’organismes filtreurs ou cette approche holistique
fournit des outils permettant de déterminer avec précision les voies cellulaires perturbées par
les stress environnementaux (Campos et al.,, 2012). Une meilleure compréhension de ces
processus devrait favoriser I'optimisation des réponses a donner aux préoccupations concernant
les plans de gestion des ressources marines actuelles, ainsi que celles du futur. L'étude réalisée
dans le contexte de cette thése représente une des premiéres études métabolomiques réalisée
chez un bivalve, et la premiére chez un bénitier. La caractérisation des métabolites mis en
évidence dans cette étude est la suite indispensable a ce travail et fournira notamment des
informations sur les métabolites impliqués dans la réponse au stress thermique chez les bivalves,
dont certains pourraient servir de nouveaux biomarqueurs de stress. De plus, cette

caractérisation aboutira certainement a la découverte de métabolites inconnus présentant des
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propriétés intéressantes. Les métabolites purifiés et caractérisés seront donc utilisés pour
effectuer des tests biologiques (cytotoxicité, effet sur la prolifération cellulaire, etc).

Nous avons pour la premiére fois chez le bénitier, mise en évidence un lien direct entre
I’expression des genes (augmentation des désaturases, augmentation des protéines d’élongation
des acides gras, augmentation des protéines de biosynthése des lipides) et les variations de
certains métabolites (diminution des acides gras insaturés augmentation des AG a longue
chaine). La suite de ces travaux en métabolomique sera confrontée aux résultats obtenus grace a
la transcriptomique pour mieux appréhender les mécanismes mis en jeu au niveau moléculaire
lors de la biosynthése des métabolites produits sous I'impact du stress au réchauffement, et ceci
sous l'impact des différentes expressions géniques recensées. Cette approche intégrée
transcriptome/métabolome permet de faire un lien direct entre les métabolites produits lors du
stress et I'expression génique modifiée lors de ce méme stress et valide ainsi I'implication de ces
voies dans la réponse au stress.

A terme, les résultats des réponses transcriptomiques et métabolomiques au stress
thermique mis en évidence chez les bénitiers lors de ces travaux de thése seront comparés aux
résultats obtenus chez les coraux (Collaboration P. Wecker, Dr en biologie moléculaire en post-
doc au CRIOBE). Les similarités de réponses valideront d’un degré supplémentaire I'universalité
et le réle de certaines voies cellulaires dans la réponse au stress thermique ; certaines voies de
réponses au stress thermique, spécifiques des bénitiers ou des coraux, devraient permettre de

préciser pourquoi les bénitiers sont plus résistants au stress thermique que les coraux.
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Abstract

Giant clams are widely depleted with the exception of French Polynesia, where the dominant
species, Tridacna maxima, is still exploited. Herein, we report the first genetic structure
analysis of 7. maxima samples, issued from 4 French Polynesian archipelagos and spread on a
surface of about 4 millions square kilometers. This study was based on both mitochondrial
(COI and 165) and nuclear (/8S) sequences and led to the discovery of two new T. maxima
clades, which diverged 1.5 million years ago. French Polynesian clades cohabite over a large
area with a Northwestern Southeastern axis on either side of which, one of each clade is
dominant. Contrary to the strong genetic structuration observed in the 7. maxima population
in Indo- and West Pacific, we show in the present work that the populations are
interconnected, except in Tuamotu archipelago. This is underlined by a high connectivity
between distant islands intra- and inter-archipelagos, which is independent from the direction
of the oceanic currents. Altogether our data bring growing evidences of a progression of both

clades in French Polynesia, one southern direction and a second northern one.
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Introduction

Giant clams are represented by two genus, Tridacna and Hippopus, which diverged 15
million of years ago (HARZHAUSER et al., 2008; J. a Schneider & Foighil, 1999). While
Hippopus genus only consists of two species, H. Hippopus and H. porcellanus, Tridacna
genus has recently extended from eight to nine described species (Huelsken et al., 2013).
Among these nine Tridacna species, except sparse T. squamosa, T. maxima is the unique
representative of the genus in French Polynesia (A. Gilbert et al., 2007), while both of them
are described to be widespread in the Indian Ocean, the Red Sea and notably in the West
Pacific (Ahmad Syukri Bin Othman, n.d.; Huelsken et al., 2013; Richter, Roa-quiaoit, &
Jantzen, 2008). Only absent in Marquesas, 7. maxima is spread in the four other Polynesian
archipelagos, where it harbors high densities, even if its quantity can strongly differ between
islands. Their highest densities are found in Tuamotu archipelago (Van Wynsberge et al.,
2013), especially in Fangatau (Andréfouét et al., 2005) and Reao (Salvat, 1971) atolls, where
the 7. maxima clams grow and accumulate tightly against each other, giving rise to a
particular “mapiko” structure, specific to French Polynesia (Andréfouét et al., 2005; Antoine
Gilbert et al., 2005). High T. maxima densities are also found in other islands of French
Polynesia, such as in Tubuai island (Australes archipelago, (Antoine Gilbert et al., 2006)).

However, with the exception of French Polynesia, giant clam stocks are widely
depleted, and they are listed in the IUCN Redlist of threatened species since 1996. Many
phylogenetic studies of giant clams have now been conducted in different oceans. They were
performed with allozyme markers in the Pacific Region (J. (JAH) Benzie & Williams, 1997;
Laurent et al., 2002), as well as nuclear and/or mitochondrial markers in the Red Sea (Richter,
Roa-quiaoit, et al., 2008), in the Indo-Pacific region (T. S. DeBoer et al., 2008; Huelsken et
al., 2013; Kochzius & Nuryanto, 2008; Neo & Todd, 2012; Nuryanto & Kochzius, 2009; Yu,
Juinio-Mefiez, & Monje, 2000) and in the Pacific region (J. Gardner, Boesche, Meyer, &

Wood, 2012). Concerning Tridacna maxima species, the presence of four distinct lineages in
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the Indo-Pacific region and Red Sea, both considered as high spot of biodiversity, has been
detected (Nuryanto & Kochzius, 2009). Regarding the East-Pacific region, considered as the
end of the biodiversity gradient, only few studies rely on the giant clam populations.

Because of its very high density in French Polynesia compared to the rest of the world
(Andréfouét et al., 2005; Antoine Gilbert et al., 2006; Salvat, 1971), T. maxima exploitation
for the local consumption and the exportation, as well as for the aquarium trade, is still
allowed. Nevertheless, this exploitation is subject to an international standard set by the
Washington Convention of March 31 1973, and to a local standard which prohibits the
exploitation of clams less than 12 cm long (Resolution No. 88-184/AT). Since 2001, different
studies on giant clams have been undertaken by the Direction of Marine Resource of French
Polynesia in partnership with the Research and Development Institute and the University of
French Polynesia (Van Wynsberge et al., 2013). These studies mainly concentrate on stock
assessment, with the objective to master the aquaculture of these bivalves. Associated
restocking projects, consisting in the reintroduction of 7. maxima in depleted places, might
generate a risk of a genetic homogenization (Bell et al., 1999). Moreover, genetic studies on
T.maxima in French Polynesia are still in their infancy and, as far as we are concerned, except
for the work on T squamosa (A. Gilbert et al., 2007), no genetic study with mitochondrial or
nuclear markers has been conducted on French Polynesian giant clams. Only one study, based
on allozyme diversity, was performed (Laurent et al., 2002). The authors used ten
polymorphic loci to study the genetic variation on nine populations from six French
Polynesian islands, in the Society and Tuamotu archipelagos. While the confined environment
provided by numerous lagoons of French Polynesia might provide a hot spot for genetic
differentiation, a significant genetic difference between populations was only detected at the
archipelago level, and according to only one locus of the ten tested.

French Polynesia is a naturally fragmented structure composed of a set of 118 remote

islands, distributed into five archipelagos, located on a 5.5 millions square kilometer surface
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area and therefore provides a good area to go deeper in the understanding of the intraspecific
genetic divergence of T. maxima and of the origin of this divergence. To this purpose, we
used three different genetic markers, the cytochrome c oxydase I gene (COI), the
mitochondrial small ribosomal subunit /65 RNA (/65 rDNA) and the nuclear small ribosomal
subunit /85 RNA (/8S rDNA) to determine the genetic structure and connectivity between 7.
maxima issued from 14 islands spread over the four archipelagos which possess giant clams,

collectively representing an area of about 4 millions square kilometers.

Materials and Methods

Sample collection and DNA extraction

Giant clams from 7. maxima species (n = 304) were sampled between February 1%
2011 and November 2™ 2013, in 14 islands distributed in four out of the five archipelagos of
French Polynesia. The Australes archipelago is represented by Maria, Tubuai, Raivavae; the
Gambier by Mangareva; the Tuamotu by Reao, Tatakoto, Hao, Makemo, Kauehi, Tikehau,
Kaukura, Apataki and the Society by Tahiti and Moorea. In Tahiti, the biggest island of
French Polynesia, T. maxima giant clams have been sampled over three regions: North, West
and South.

Mantel samples were collected from 7. maxima at 0.5-2 m depth, just by clipping a
piece of mantle tissue immediately stored in 70% ethanol. Total genomic DNA was extracted
from each mantle sample using the Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega),

according to the manufacturer’s instructions.

Amplification and sequencing

The genetic structure of 7. maxima was studied using one nuclear genetic marker, the

18S rDNA and two mitochondrial markers, the /6S rDNA gene and the cytochrome c oxidase
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subunit 1 gene (COI). All corresponding DNA regions were amplified by polymerase chain
reaction (PCR) using specific primers and the Promega GoTaq polymerase kit. DNA regions
of the /85 rDNA (800 bp) and the 716S rDNA (462 bp) were amplified with Canapa’s specific
primers (Canapa, Marota, Rollo, & Olmo, 1999) and Schneider’s primers (J. a Schneider &
Foighil, 1999) respectively and according to the following PCR conditions: 35 cycles of 94°C
(45 s), either 50°C (45 s) or 55°C (45 s) for the /8S rDNA and the /6S rDNA respectively,
and 72°C (45 s). For COI gene, the primers were designed and allowed the amplification of a
658 bp DNA region. The forward primer, col F (5°-
cggtaaaacgacggccagtgggtgataattcgaacagaa-3’), was modified from Kochzius’COI forward
primer (Kochzius & Nuryanto, 2008) and the COI reverse primer (COI R: 5’-
ggageggataacaatttcacacaggaacgaacgctgtaatacc-3’) was designed from the highly conserved
regions within the published sequences of 7. maxima COI gene. The PCR reaction consisted
of 7 cycles of 94°C (45 s), 40°C (45 s) and 72°C (45 s), followed by 30 cycles of 94°C (45 s),
50°C (45 s), and 72°C (45 s).

All PCR products were purified using Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega) and sequenced (Eurofin and GATC, Germany). Sequences were edited, assembled
and multi-alignment was performed using MEGAG6 software (Tamura, Stecher, Peterson,

Filipski, & Kumar, 2013). Gene sequences were deposited in GenBank.

DNA Sequences
In addition to our COI, 16§ and 18S new sequences issued from the 304 samples, 154

COI sequences, 15 16S sequences and 6 /8S sequences of Tridacna species were extracted
from the NCBI repository of the nucleotide sequences, mainly associated to the works of
Huelsken er al. (Huelsken et al., 2013), DeBoer et al. (T. S. DeBoer et al., 2008) and
Nuryanto et al. (Kochzius & Nuryanto, 2008). Outgroups from other species were also

included 4 COI sequences, 3 16S sequences and 5 /8S sequences). See Table S1.
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Phylogenetic analysis

The phylogenetic analysis was realized using StarBeast v2.1.3 software (Heled &
Drummond, 2010). The general procedure, treatment of each gene region and Priors for nodes
defining species, was similar to the procedure mentioned by Huelsken et al. (Huelsken et al.,
2013). In addition to a general time reversible model, a Hasegawa-Kishino-Yano model with
gamma distributed and invariant sites (G + I) was also applied to each gene, with an
additional partitioning by codon position (1+2+3) for COI. Speciation was also modeled both
as birth-death and Yules processes with the same parameters as those described in Huelsken
et al. (Huelsken et al., 2013).

The phylogeographic patterns were assessed by examining an aggregation of 114
unique COI haplotypes (Table S1) after manually alignment and a heuristic maximum
parsimony search, conducted in MEGAG6.06 (Tamura et al., 2013).

The software Figtree was used for graphics preparation of the trees (Rambaut:

http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Population genetic statistics

Molecular diversity measures for all populations were evaluated in Arlequin v3.5.1.2
(Excoffier & Lischer, 2010), including haplotype diversity (Nei, 1987), nucleotide diversity
(Nei, 1987; Tajima, 1983) and pairwise sequence divergence, genetic signal of population
equilibrium (Tajima’s D-test statistic (Tajima, 1989), Fu’s F-test (Fu, 1997) and mismatch
distribution for assessment of the demographic status of populations by sum of squared
deviations (SSD; (Excoffier, 2004; A. Rogers & Harpending, 1992; A. R. Rogers, 1995; S.
Schneider & Excoffier, 1999)) and Harpending’s Raggedness Index (HRI; (Harpending,

1994)). AMOVA were also performed in Arlequin v3.5.1.2.
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A classical Multidimensional Scaling and hierarchical clustering with the Ward
method were performed from the Fst pairwise differences of population with R version 3.1.1

(R Core Team 2014 http://www.R-project.org/.).

Results

DNA Sequences

304 T. maxima were sampled over 14 islands spread on 4 out of 5 French Polynesian
archipelagos (Table 1). Some of them were sequenced at three loci; 2 mitochondrial regions
(COI n=304 and 16S n=124) and 1 nuclear region (/8S n=88). Alignment of these sequences
allowed the identification of 59 distinct haplotypes for COI, 6 for the /16S and 6 for the /8S.
All of them were novel haplotypes of 7. maxima. The resulting alignment of COI sequences
was 461 bp length. No double peaks nor in-frame stop codons were observed, indicating no
evidence of heteroplasmy or nuclear copies of mitochondrial DNA. Amino acid translation of
the sequences yielded to 153 amino acids and showed 9 non-synonymous substitutions among
the 54 polymorphic sites and 58 base substitutions. These 9 substitutions were conservative
changes and therefore didn’t alter the characteristics of the protein domain. The resulting
alignment of the /6S sequences was 392 bp length and disclosed 5 base substitutions on 5
sites. The sequence alignment of the 18S was 604 bp length with 7 base substitutions on 7

sites.

Phylogenetic analyses

As expected, the tree topologies for single COI, 16S and 18S gene datasets (Fig. 1)
were strongly similar to the tree topologies published by Huelsken et al. (Huelsken et al.,
2013). The only significant difference is the appearance of 2 new clades in the 7. maxima
taxon. The similarity between the trees supports a consistent phylogenetic signal. These novel

clade sequences were distinct from the other species with an average pairwise COI sequence
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divergence (uncorrected pairwise distances) of 13.7% with T. crocea, 16.8% with T. derasa,
16.2% with T. sp, 14.3% with T. squamosa and 9.0% with T. maxima as compared to 10.4%
between T. squamosa and T. crocea. Between both clades, the average pairwise distance is
3.3%.

Time calibrated gene trees for COI and /6S also showed similar estimations of the
ages of nodes in agreement with the fossil dates. The divergence date for 7. squamosa is
estimated at 1.06 million years ago (My BP) with COI tree and 1.28 My BP with /6S. For T.
crocea, the estimations are 1.99 and 1.3 My BP respectively. The divergent date for the new
clades are estimated at 1.5 My BP (0.66 — 2.77, 95% HPD).

Intraspecific phylogeographic patterns with COI region of T. maxima was explored
with French Polynesia new clades (Fig. 2). The pattern highlighted two monophyletic “East
Pacific” clades, configuring a third expansion between Indo-pacific region, “Wallacea”, and

“West Pacific” clades.

Genetic diversity

Because of the low number of the /6S and /8§ haplotypes, only COI region was
analyzed. Genetic diversity (Table 1) showed that the lower haplotypic and nucleotidic
diversity was observed in Hao island (h=0.20 and n=0.04) and in South Tahiti (h=0.46 and
n=0.43) while the h and = values were about 0.80 and 0.65 respectively for the others
populations. The Tajima’s D test and Fu’s Fs test for each sample did not reject the null
hypothesis of neutral evolution for the majority of the samples. Only Raivavae, Makemo and
South Tahiti have a significant negative Tajima’s D value and West Tahiti for Fu’s Fs. This
suggested a population size expansion or selection within these populations. The population
expansion hypothesis was supported by non significant SSD and HRI in Makemo population.
Concerning the two remaining populations South Tahiti and Raivavae, there is a significant

deviation from the expected SSD or HRI distribution. These values suggest that the
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demographic expansion model does not provide a particularly good fit to these data. However,
we observed that the mismatch distributions were multimodal, consistent with old stationary

populations. As a result, the agreement with neutrality could not be rejected.

Spatial Structure of genetic variation

To determine the partition of the genetic variation into regions, we analyzed the
population pairwise Fst differences in a first time. The first axis of a multi-dimensional
scaling from these evaluated differences discriminated the islands of Tuamotu from the other
islands (Fig. 3). Furthermore, a strong amalgation of Society, Australes and Gambier islands
was observed (low Fst differences, Table S2). Among this group, Moorea was discriminated
with a lower Fst difference with the North Tuamotu islands. On the contrary, the West Tahiti
site was significantly isolated from the other sites. In the Tuamotu archipelago, two distinct
groups were observed: Northwestern Tuamotu and East Tuamotu.

Using AMOVA, we found a significant genetic structure into the different regions (Table S3).
There was a significant structure between geographic archipelagos (Fcr = 0.3404, p-value =
0.005) and the level of structure was maximized when Tuamotu populations were split into
two (North and East) or three groups: Northwestern, Middle and East, and the other

populations were grouped (Fer = 0.47293 and 0.47327 respectively, p-value=0).

Genetic population structure and gene flow

The proportion of the two French Polynesian clades at each sample site and principal
gene flows between geographic groups were studied (Fig. 4). We clearly observed an
opposition between the proportions of the two clades on either side of a
Northwestern/Southeastern axis, North Society-Gambier archipelagos. At the North of this
axis, the frequency of one clade highly prevails over the other clade, up to 100% in some
sites. Conversely, the inverse proportions were observed at the South of this axis. This
geographic discrimination led to name these clades North Mapiko and South Mapiko.

277



241

242

243

244

245

246

247

248

249

250

251

252

253

254

255

256

257

258

259

260

261

262

263

264

265

266

The estimated migrant values led to the same geographic groups as those previously
obtained with the population pairwise Fst, providing a robust connectivity network (Table
S4). They exhibited a strong relationship between islands within each geographic group of the
North and East Tuamotu, Society, Australes and Gambier archipelagos. Moorea island also
displayed a relationship with the islands of the North of the Tuamotu archipelago. At the
geographic group level, the East Tuamotu group displayed only relationship with the North
Tuamotu group whereas the three other groups (Society, Australes, Gambier) are
interconnected. The study of shared haplotypes consolidated these different geographic
groups. Two of the 59 haplotypes were largely distributed all over French Polynesia. One
haplotype was only absent from the East group of Tuamotu island (Hao, Tatakoto and Reao)
and the second one was absent from both the East Tuamotu and the Australes archipelagos. It
was interesting to note that the first haplotype, also shared with Australes, was present only in
the three Islands at the North of the Northwestern Tuamotu group (Tikehau, Apataki and
Kaukura) whereas the second haplotype, absent in Australes, was shared between all Islands
of the Northwestern Tuamotu group. In the East Tuamotu group, only 2 of 8 haplotypes were
shared with the North Tuamotu group. In the Australes group, 11 of 14 haplotypes were only
present within this group, 3 shared with the Society group among which one is shared with the
Gambier group corresponding to the largely shared haplotype.

The directions intra- or inter-groups of these relationships did not systematically follow the

flow direction of the present oceanic currents, which are mainly perpendicular.

Discussion

Our study, conducted in French Polynesia, disclosed two novel clades of 7. maxima.
These two clades, which do not extend towards the West Pacific, represent a novel 7. maxima
genetic break, between the middle of South Pacific and the West Pacific. This is in line with

the strong genetic population structure of 7. maxima and other sessile marine species
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observed across the Indo-Pacific Ocean, even on small areas, and associated with a highly
restricted gene flow (T. S. DeBoer et al., 2014a, 2008; Nuryanto & Kochzius, 2009). These
two clades seem to be restricted to French Polynesia and do not extend into the West Pacific.
Our data allow to estimate the age of the divergence of the giant clam populations of
French Polynesia, at 1.5 + 0.5 My BP. At least two hypotheses can account for these
observations: either these two clades existed before their arrival in French Polynesia or they
diverged from a common ancestor after their arrival. During Pleistocene (2 My BP), the
frequency of sea level variation increased significantly (Woodruff, 2003). In course of the last
glaciations peaks (21 000 years BP), the sea level of the Indo-Pacific region decreased to -120
m under the actual sea level (Bard et al., 1996; Dickinson, 2004), and led to a complete or
partial dry for most of the lagoons. In French Polynesia this event probably led to local
extinctions or reductions of giant clams population size, as proposed for Pinctada
margaritifera (Arnaud-Haond et al., 2003). 11 500 years BP, the melting of the ice led to the
increase of sea level until more than 1 m above the present sea level, and for 1 500 years, the
sea level decreased until the present sea level (Pirazzoli, 1986). Nuclear and mitochondrial
markers have shown signs of recent bottlenecks and founder effects in P. margaritifera
populations in Tuamotu, Gambier and Society archipelagos, which have been related to sea
level fluctuations during the last glaciation period (Arnaud-Haond et al., 2003). As P.
margaritifera, giant clam genetic structure can also be explained by an important population
decrease, or maybe extinction, which occurred during the last glaciations, following by either
their successive reinvasions, from the Pacific region, one at the North of French Polynesia and
another one at the South, or by the presence of two distinct founder niches, one in Tuamotu
and the other one in Australes. Studies of the genetic structure of 7. maxima, issued from the
insular surroundings of French Polynesia (Fiji, Samoa, Tonga, Cooks islands), should allow to

discriminate between these two hypotheses.
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Surprisingly, our results also show that both clades are not segregated but distributed
nearly all over French Polynesia, contrary to what it is observed in the other regions of the
Indo-Pacific and West Pacific (T. S. DeBoer et al., 2014a; Nuryanto & Kochzius, 2009). The
genetic integrity of species living in fragmented habitats depends on many factors, including
their dispersal abilities and the oceanic currents (Watson et al., 2011). Giant clams have a
pelagic phase of 9 days during their larval stage. Therefore, the flow has certainly highly
contributed to their genetic history in French Polynesia. The frequencies of each of the two
clades show an inverse gradient from North to South, suggesting that opposite flows can be
used for migration in the founder niches hypothesis or that a clade overruns French Polynesia
at the expense to the other clade. East Tuamotu group is the more isolated one, only
connected with Northeastern Tuamotu group. A privileged relationship between Northwestern
Tuamotu and Moorea island in the Society Archipelago is also observed. This relationship can
be consistent with the surface oceanic current which goes from Northeastern to Southwestern.
In this consideration, North Mapiko could have invaded French Polynesia from North to
South. However, the presence of a strong connectivity between Society and Gambier
archipelagos, Society and Australes archipelagos cannot be explained by the present surface
streams. The observed connectivity can be in the same direction and also perpendicular to the
present currents. Such a configuration was also described in West Pacific (J. (JAH) Benzie &
Williams, 1997). However, during exceptional events as El Nifio or La Nifia, flows are
changed and can be inversed (Martinez, Ganachaud, et al., 2009; Watson et al., 2011). Thus,
we suggest that in French Polynesia such changes are responsible for the high connectivity
observed between the different islands.

Our results also provide information to improve the management plan of giant clams
established by the Marine Resource Direction since 2001, and can thus contribute to the
preservation of this important resource. As both clades already cohabit in numerous islands in

the four archipelagos, transplantations from an island to the other one do not seem to present a
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dramatic genetic hazard. The high connectivity observed between Society islands, Australes

and Gambier confer a natural mixing independently of the human manipulation.
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Figure Legends

Figure 1. Species relationships within Tridacna based on Bayesian phylogenetic trees for
mitochondrial COI, 16S and 18S. The topology is a time calibrated maximum clade credibility
tree under a birth-death model. Bayesian posterior probabilities are above the branches. The 95%

heights of nodes are drawn in blue rectangle on significant nodes.

Figure 2. Unrooted parsimony tree for mitochondrial CO! of Tridacna maxima according to
the sampling locations. Major lineages are colored: turquoise for South Mapiko, green for North
Mapiko, dark blue for West Pacific, red for Red Sea, orange for Sunda Strait and black for

Indonesia, Singapore, western New Guinea and Taiwan (Wallacea).

Figure 3. Multi-dimensional scaling associated to the hierarchical clustering of the
population pairwise Fst differences. The topology of the tree is an ascending hierarchical
clustering of the population pairwise Fst differences between the different sites. Axis 1 and 2 of
the MDS represent 68.7% and 24.1% of the total variance respectively. The geographic groups are
symbolized by colors (branches of the tree and points for MDS), red for West Tuamotu, orange
for East Tuamotu, pink for Gambier, green for Society and blue for Australes. The legend of the
plots indicates the corresponding island or site of the samplings. For Tahiti Island, sites of

samplings are noted: N for North, S for South and W for West.

Figure 4. Map of French Polynesia showing the frequencies between the 2 Mapiko COI
clades and the connectivity between S geographic locations. Geographic groups are represented
by ellipses. For Tahiti Island, a zoom picture is included at the bottom left of the map.
Frequencies are illustrated in light grey for North Mapiko and strong grey for South Mapiko.
Solid line arrows indicate significant migration values (>2) between the corresponding geographic
groups and dotted line arrows between two sites. Open arrows indicate the present oceanic surface
currents and the swirling currents.
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Supporting Information Legends

Table S1. Genbank accession numbers (XLS)

Table S2. Pairwise population FST differences and significant levels (XLS)
Table S3. AMOVA with Fst and Fct values (XLS)
Table S4. Migrant values (XLS)

Tables

Table 1. Tridacna maxima sampling information and genetic indexes based on

mitochondrial cytochrome c oxidase I sequences.

Site

Maria
Tubuai
Raivavae
Mangareva
Reao
Tatakoto
Hao
Makemo
Kauehi
Tikehau
Kaukura
Apataki
Moorea
West Tahiti
South Tahiti

North Tahiti

Geographic n

regions
Australes

Gambier

East
Tuamotu

West
Tuamotu

Society

Genetic diversity

Ny, h
5 3 070+-022
5 4 0.90+-0.16
27 11 .70 +/- 0.10
8 3 061+-0.16
106 0.84+/-0.10
105 0.82+-0.10
102 020+-0.15
I 4 067+-0.12
5 3 0.80+-0.16
6 3 080+-0.12
4 3 083+-0.22
5 5 1.00+-0.13
73 067+-0.16
181 31 077 +/-0.03
8 3 046+-0.20
125 058+/-0.16

T (percentage)

0.43 +/-0.34
0.65 +/- 0.48
0.61 +/- 0.37
0.71 +/- 0.46
0.88 +/- 0.54
0.50 +/- 0.34
0.04 +/- 0.07
0.49 +/- 0.33
0.52 +/- 0.39
0.93 +/- 0.62
0.87 +/-0.65
1,01 +/-0.74
1,18 +/- 0.74
0.69 +/- 0.40
0.43 +/- 0.31
0.63 +/- 0.40

Neutrality tests

Tajima's
D

-1.12N8
-0.75Ns
-2.12*
0.26Ns
0.21Ns
-1.53Ns
-1.11NS
-1.72*
ONS
1.28Ns
-0.82Ns
1.19NS
1.77NS
-1.18Ns
-1.70*
-0.84Ns

Fu's Fs

0.64Ns
-0.33Ns
-2.92N8
2.75Ns
-0.10NS
-0.27Ns
-0.34Ns
1.05NS
0.95Ns
2.58Ns
1.16NS
-1.17NS
3.76Ns
-13.96***
1.57NS
0.69Ns

Mismatch
distribution

SSD

0.09Ns
0.17Ns
0.55%+
0.16Ns
0.10Ns
0.05Ns
0.33Ns
0.023Ns
0.11ns
0.14ns
0.16Ns
0.12n8
0.21*
0.70Ns
0.31%+
0.12n8

HRI

0.29Ns
0.67*

0,06Ns
0.29Ns
0.15Ns
0.19Ns
0.4ns

0.07Ns
0.36Ns
0.22Ns
0.31Ns
0.20Ns
0.49*

0.18*

0.23Ns
0.34Ns

Samples sites, geographic region, number of sequences (n), number of haplotypes (Nhp),

haplotype diversity (h), nucleotide diversity (), Tajima’s D, Fu’s FS, sum of square deviation
(SSD) and Harpending’s Raggedness index (HRI)

*0,05>P>0,01; **0,01>P>0,001; ***P<0,001; NS, not significant.
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Annexe II : Tableau des caractéristiques des 392 échantillons de bénitiers
de notre étude : nomenclature, lieu et date de récolte.

Archipel ile

Société

Société

Société
Société
Société
Société
Société
Société
Tuamotu
Tuamotu
Tuamotu
Tuamotu
Tuamotu
Tuamotu
Tuamotu
Tuamotu
Tuamotu
Tuamotu
Tuamotu
Tuamotu
Tuamotu
Tuamotu
Tuamotu
Australes
Australes
Australes
Australes
Australes
Australes
Gambiers
Gambiers
Australes
Australes
Australes
Australes
Fidji
Fidji
Fidji
Fidji

Tahiti

Tahiti

Tabhiti
Tabhiti
Tabhiti
Tabhiti
Moorea
Moorea
Moruroa
Moruroa
Moruroa
Moruroa
Makemo
Apataki
Kauehi
Kaukura
Kaukura
Kaukura
Kaukura
Tikehau
Hao
Reao
Tatakoto
Raivavae
Raivavae
Raivavae
Raivavae
Raivavae
Raivavae
Mangareva
Mangareva
Raivavae
Raivavae
Tubuai
Maria
Viti Levu
Viti Levu
Viti Levu
Viti Levu

Site

Punaauia

Paea

Paea
Arue IRD
Arue Lafayette

Mahina Pte Vénus

Beachcomber
Hilton

Jeanne
Mouche
Requin
Telsite

Marae Tefano
Motu Ruahine

Rairua

Motu Mano

Rocher de femme

Motu Piscine
Motu One
Motu Tenoko

Baie de gatavake

Frangeant
Barriere

Barriere

Echantillon

01-05

120 échantillons 1ere

expérience

48 échantillons 2éme

expérience
Al
LF1-LF4
PVI-PV15
B1-B6

H1

J1-J8
MI1-M7
RI-R2
T1-T8
KI1-K11
AP1-APS
KHI1-KH5
GPS8
GPS9
GPSBill
GPS11
TIK1-TIK6
HAO1-HAO10

REAO1-REAO10

TKTI1-TKT10
RV1-RV3
RR1-RR10
MM1-MM5
MF1-MF5
MP1-MP5
MO1-MO6
G1-G6
GA1-GA4
RAI 1-RAI3
RAI 4-RAI5
TUB 1-TUBS
MAR 1-MARS
F1

F2

F3

F4

Données GPS corrigées

Sud
17°39'16.73"S

17°42'13.64"S

17°42'13.64"S
17°31'3.47"S
17°31'25.06"S
17°31'5.04"S
17°29'04.27"S
17°28'9.75""S
21°48°38.35°S
21°51°14.50'S
21°51°45.29°S
21°48°32.62°S
16°37'3.22"S
15°33'13,40"S
15°49'5,60"S
15°38'5.56"S
15°42'6.46"S
15°38'3.56"S
15°39'7.06"S
15°6°19.47°°S
18°12'21,70"S
18°28'57,26"S
17°2028,07"S
23°51'1,18"S
23°51'56,9"S
23°53'47,2"S
23°51'23,9" S
23°52'51,6"S
23°52'32,74"S
23°04° 34,6”S
23°06° 51,3”S
23°51'5.50"S
23°53'3.76"S
23°24'7.89"S
21°48'7.76"S
18°8'47.79"S
18°8'50.53"S
18°9'37.08"S
18°8'36.72"S

Quest
149°36'3.05"0

149°35'8.99"0

149°35'8.99"0
149°3226.71"0
149°31'16.52"0
149°30'34.05"0
149°53'059"0
149°50'5.71"0
138°49°28.67°°0
138°48°52.56°°0
138°49°30.26'0
138°50°04.10”'O
143°362.98"0
146°22'14,30"0
145°6'54,64"0
146°49'5.07"0
146°39'7.16"0
146°49'6.14"0
146°46'5.27"0
148°12°0.09°0
140°58'48,30"0
136°2625,49"0
138°26'6,83"0
147°3521,10"0
147°41'06,8"0O
147°41'06,5"0
147°37'00,9"O0
147°3729,3"0
147°36'40,64"0
135°00'43,8"0
134°59'32,2"0
147°41'0.46"0
147°42'5.37"0
149°272.19"0
154°41'3.45"0
178°20'57.77"0
178°20'52.79"0
178°21'12.38"0
178°22'39.30"0

Date récolte

15/02/2011

23/09/2012

15/10/2012
01/03/2011
14/02/2013
14/02/2013
25/02/2011
25/02/2011
08/02/2011
08/02/2011
08/02/2011
08/02/2011
31/03/2011
21.02.2013
08/05/2013
04/11/2012
04/11/2012
04/11/2012
04/11/2012
01/05/2013
28/01/2014
28/01/2014
28/01/2014
01/04/2011
07/06/2012
07/06/2012
07/06/2012
07/06/2012
21/03/2013
06/05/2012
03/05/2012
11/04/2013
12/04/2013
14/04/2013
20/04/2013
21/03/2013
21/03/2013
21/03/2013
21/03/2013
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Fidji
Fidji
Fidji
Fidji
Fidji
Fidji
Fidji
Tonga

Viti Levu
Viti Levu
Viti Levu
Viti Levu
Viti Levu
Viti Levu
Viti Levu

Navakavu

Navakavu

Navakavu

Navakavu

Navakavu

F5
F6
F7
F8
F9
F10
F11

TG1-TG13

18°8'35.69"S
18°9'54.63"S
18°8'23.00"S
18°8'23.00"S
18°8'23.00"S
18°8'23.00"S
18°8'23.00"S
21°5'5.42"S

178°22'41.32"0
178°20'17.44"0
178°2326.69"0
178°23'26.69"0
178°2326.69"0
178°23'26.69"0
178°2326.69"0
175°21'5.79"0

21/03/2013
21/03/2013
2013
2013
2013
2013
2013

07/11/2013

Annexe III : Tableau bilan sur I’identification des clades de Symbiodinium
présents au sein des échantillons de bénitiers. Seuls les échantillons dont la
combinaison de clades a pu étre déterminée sont présents dans ce tableau.

Amplification avec amorces | Bilan combinaison Clade de

ile Echantillon | PCR nichée | 28S hétérogenes clades bénitier

A |C |D A C D Ind
Moruroa | J1 X |- |- [A3? A3 Ind
Moruroa | J3 x |- |- A Ind
Moruroa | J4 x |x |- [CI-2-15-90-91 A C1-2-15-90-91 Ind
Moruroa | J5 X |x |- AC Ind
Moruroa | J6 x |x |- |C1-2-15-90-91 A C1-2-15-90-91 Ind
Moruroa | J7 X |x |- AC Ind
Moruroa | J8 X |x |- [C1-2-15-90-91 A C1-2-15-90-91 Ind
Moruroa | M1 X |[x |- |A3 A3 C Ind
Moruroa | M3 X |x |- AC Ind
Moruroa | M4 X |[x |- AC Ind
Moruroa | M5 X |x |- |A Ind AC Ind
Moruroa | M6 X |- |- |A3 A3 Ind
Moruroa | M7 X |- |- |A3 A3 Ind
Moruroa | T1 X |x |- |A3? A3 Ind
Moruroa | T2 X |x |- [A34-13 A3-4-13 C Ind
Moruroa | T3 X |x |- AC Ind
Moruroa | T4 x |x |- |C1-2-15-90-91 A C1-2-15-90-91 Ind
Moruroa | TS x |x [- |CInd AC Ind
Moruroa | T6 X |x |- AC Ind
Moruroa | T7 X |[x |- AC Ind
Moruroa | T8 X |- |- |A3 A3 Ind
Tahiti 0Ol x |x |- [CI1-2-15-90-91 A C1-2-15-90-91 Sud
Tahiti 02 x |x |- [C1-2-15-90-91 A C1-2-15-90-91 Sud
Tahiti 03 X |x |x |A3 D A3CD Sud
Tahiti 04 X |x |- |AS3 A3 C Sud
Tahiti P1 X |x |- |A3 A3 C Sud
Tahiti P2 X |x |- |A34-13 A3-4-13 C Sud
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Amplification avec amorces | Bilan combinaison Clade de
ile Echantillon | PCR nichée | 28S hétérogenes clades bénitier
Tahiti P3 x |x |- |A3 A3 C Sud
Tahiti P4 X [x |- AC Sud
Tahiti P5 X |x |- |A3 A3 C Sud
Tahiti P6 X |[x |- AC Sud
Tahiti P7 A3 C1-2-90 A3 C1-2-90 Ind
Tahiti P8 A3 C Ind A3 C Sud
Tahiti TEALI X [x |- AC Sud
Tahiti TEA2 X |x |- |A3? AC Sud
Tahiti TEA3 X |x |- AC Sud
Tahiti TEA4 x |[x |- |C Ind AC Sud
Tahiti TEAS X |x |- AC Nord
Tahiti Al X |- |- A Sud
Moorea | Bl X |x |- AC Sud
Moorea | B2 X |- A3 A3 Nord
Moorea | B3 X |x |- |A3 A3 C Nord
Moorea | BS5 x [x |- |CI1-2-15-90-91 A C1-2-15-90-91 Sud
Raivavae | RR4 A3 C57 A3 C57 Ind
Raivavae | MM4 A3 C57 A3 C57 Sud
Raivavae | MF4 A3 C57 A3 C57 Ind
Raivavae | MP1 A3 C57 A3 C57 Sud
Raivavae | MP5 A3 C57 A3 C57 Sud
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Annexe IV : Tableau des caractéristiques des échantillons de bénitiers
utilisés pour réaliser le transcriptome global de 7. maxima. a/ premier

séquencage, b/ second séquencage

a/
Echantillon Origine Taille Couleur Organe Stress
PV13visc3 Pointe Vénus | 10 Marron \Y T° 30’
PV14mant2 Pointe Vénus | 5 Mauve M Meécanique
PV14visc3 Pointe Vénus | 5 Mauve \Y Meécanique
PVI15mant3 Pointe Vénus | 5 Gris M Lumieére 30’
PV15visc3 Pointe Vénus | 5 Gris \Y Lumieére 30’
PPT2 Taaone 7 Marron M -
L1 : mant Tuamotu 13 Bleu M -
L3 : mant Tuamotu 13 Bleu M -
L8 : visc Tuamotu 13 Bleu V : foie -
L9 : mant Tuamotu 13 Bleu M -
PV6 : visc Pointe Vénus | 8 Beige-vert \" (Bcep épiphytes)
PV7’ : visc Pointe Vénus | 8 Marron \Y Salin
b/
Echantillon | Origine Taille Couleur Organe Stress
1C Papara 7 Beige/marron Coeur Lumiére 30’
2C Papara 6 Bleu/violet Branchies Salin 30’
3C Papara 8 Beige/marron Muscle adducteur Dessication
4C Papara 4 Bleu/violet Muscle + branchies | -
6C Punaauia 13 Marron/orange Muscle adducteur -
7C Punaauia 8 Beige/vert Muscle adducteur Salin 30’

3 beige Muscle adducteur -
9C Punaauia 13 Marron/orange Muscle adducteur -
10C Punaauia 8 Beige/vert Branchies Salin 30’
1B Papara 7 Beige/marron Branchies Lumiére 30’
2B Papara 6 Bleu/violet Branchies Salin 30’
3B Papara 8 Beige/marron Muscle adducteur Dessication
4B Papara 4 Bleu/violet Muscle + branchies | -
5B Papara 4 Marron/beige/bleu | Muscle + branchies | -
6B Punaauia 13 Marron/orange Coeur -
7B Punaauia 8 Beige/vert Muscle adducteur Salin 30’

3 Beige Muscle adducteur -
9B Punaauia 13 Marron/orange Branchies -
10B Punaauia 8 Beige/vert Branchies Salin 30’
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Résumé : Les bénitiers font partie des espéces protégées, mais I'espéce Tridacna maxima reste
encore trés présente en Polynésie francaise. L'étude de sa structure génétique a permis de
caractériser pour la premiére fois une lignée monophylétique de bénitiers en Polynésie Francaise,
composée de deux clades distincts répartis de part et d’autre d’un axe nord-ouest/sud-est séparant
majoritairement les populations des Tuamotu (mapiko nord) de celles des autres archipels (mapiko
sud). La connectivité entre les populations des différentes iles n’est pas cohérente avec les courants
océaniques de surface actuels en Polynésie frangaise. Ces résultats, et ceux obtenus sur des bénitiers
provenant de Fidji et de Tonga, ont permis d’émettre des hypothéses sur la colonisation de la
Polynésie frangaise par les bénitiers et les facteurs qui ont influencé la connectivité actuelle.
Présentant une plus faible diversité génétique que les populations de T. maxima de la région Indo-
Pacifique, celles de Polynésie frangaise pourraient étre plus vulnérables aux changements
environnementaux. La capacité d’adaptation au stress des bénitiers a été étudiée par une étude
intégrée des variations de la composition en métabolites et de I'expression génique lors
d’expériences de réchauffement. La composition en acides gras des bénitiers a notamment été
établie pour la premiére fois lors de nos travaux, et sa variation évaluée au cours du stress. Les
données de transcriptomiques ont pour la premiére fois mise a jour les voies de réponses au stress
thermique chez les bénitiers dont certaines semblent corrélées aux variations observées de la
composition en acide gras. L'effet de la proximité des bénitiers avec les coraux dans le milieu et
I'impact d’un second type de stress supplémentaire ont également été évalués. L'étude des
Symbiodinium des bénitiers a permis de montrer que leur résistance et leur capacité d’adaptation au
stress d’une durée de 15 jours seraient indépendantes des communautés symbiotiques.

Mots clé : Tridacna maxima, bénitier, Polynésie francaise, diversité génétique, stress thermique,
étude intégrée, transcriptomique, métabolomique, Symbiodinium.

Abstract: Giant clams are endangered species but Tridacna maxima is still well represented in
French Polynesia. Firstly, the genetic structure assessment has led to the discovery of a monophyletic
group composed of two new T. maxima clades in French Polynesia which cohabite over a large area
with a North-West South-East axis on either side of which, one of each clade is dominant: “North
Mapiko” (Tuamotu group) and “South Mapiko” (other archipelagos group). Interconnectivity
between different island giant clam populations is not consistent with the present flow of oceanic
currents. These results, along with those obtained for Tongian and Fidjian samples, allowed us to
suggest hypothesis regarding the giant clam colonization of French Polynesia and the factors which
may have influenced the present connectivity. French Polynesian T. maxima was found to have a
lower genetic diversity compared to those from Indo-Pacific region, and so considered to be
relatively more vulnerable to environmental global changes. Stress adaptation capacity of giant clam
was assessed by the follow-up of the metabolite composition and gene expression variations during a
thermal time course experiment. Giant clam fatty acid composition was established for the first time
and its variation was evaluated along the stress experiment. Impact of the thermal stress on the
metabolite composition and gene expression were disclosed. Variation in fatty acids compositions
was observed and linked to variation in some specific gene expression. Impact of giant clam
proximity with corals and impact of a second supplementary applied stress were also assessed. Study
of Symbiodinium symbiosis with giant clam showed that giant clam resistance and adaptation
capacity observed for 15 days was independent of symbiotic community behavior.

Key words : Tridacna maxima, giant clam, French Polynesia, genetic diversity, thermal stress,
integrative approach, transcriptomic, metabolomic, Symbiodinium.
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