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Diversités génétiques chez I’holobiote Anemonia viridis

Qu’est-ce qu’un individu ? Cette question est un prérequis pour toutes les
études en génétique des populations et en biologie évolutive, mais elle est loin
d’étre naive dés que I’on prend en compte les relations symbiotiques. Les
interactions entre un héte et ses micro-organismes symbiotiques peuvent
conditionner le développement, la reproduction, les capacités adaptatives de
’holobiote qu’ils constituent et donc la trajectoire évolutive de I'espéce.
Comprendre ces interactions, c’est appréhender la complexité des interactions
symbiotiques et donc caractériser ces différents partenaires et élucider
'implication de chaque partenaire dans le fonctionnement de I’holobiote. Chez
les Cnidaires, comme I’'anémone de mer Anemonia viridis, les hétes animaux
peuvent établir une symbiose mutualiste avec des Dinoflagellés
photosynthétiques de la famille des Symbiodiniacées (avec un seul clade de
Symbiodiniacées pour A. viridis). Cette anémone de mer tempérée présente
difféerents morphes caractérisés par la couleur des tentacules. Afin de
comprendre la nature de cette diversité phénotypique et mesurer la diversité
symbiotique associée chez A. viridis, nous avons génotypé des anémones de
Manche et de Méditerranée a I'aide de séquencage RAD (pour I’héte animal) et
de marqueurs ciblés, ITS2 et microsatellites (pour les symbiotes). Nos études
ont permis de mettre en évidence I'existence de plusieurs lignées génétiques
différenciées en sympatrie chez I’héte animal, mais qui ne sont pas congruentes
avec la différencitation morphologique. La composition des populations de
symbiotes in hospite quant a elle n’est pas corrélée avec ces lignées hotes mais
structurées par l'origine géographique des anémones. Ces résultats révelent
qu’A. viridis telle que décrite a I’heure actuelle correspond un complexe
d’espéces qui, en plus d’hériter verticalement leurs symbiotes, semblent
capables également de les acquérir horizontalement. Cette symbiose dynamique
implique que la sélection puisse agir indépendamment aussi bien sur la
composition symbiotique que sur I’héte; et fait d’A. viridis un excellent modeéle

pour comprendre les capacités adaptatives d’un holobiote.

Mots clés : Symbiose mutualiste, Holobiote, Différenciation morphologique,
Diversité génétique, Acquisition des symbiotes, Clonalité, Complexe d’espéces
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Genetic diversities in Anemonia viridis holobiont

What is an individual ? This apparently naive question is actually the first step
of studies of population genetics and evolutionary biology, but is non-trivial in
symbiotic organisms. The interaction among a host and its symbiotic micro-
organisms can influence the development, the reproduction and the adaptative
capacities of the holobiont and the evolutive trajectories of species. If we want
to understand these interactions, we have to decipher the complexity of
symbiotic interactions by characterizing the different partners and to measure
the role of each partner in the proper functioning of the holobiont. In Anemonia
viridis (as in many other Cnidarians), the animal hosts can live in mutualistic
symbiosis with photosynthetic Dinoflagellates belonging to the
Symbiodiniaceae family (with one Symbiodiniaceae clade for A. viridis). This
anemone displays different colour morphs. To understand the origin of the
phenotypic diversity but also to measure the associated symbiotic diversity, we
genotyped sea anemones from English Channel and Mediterranean Sea with
RAD sequencing (for the animal host) and targeted markers, the ITS2 and
microsatellite markers (for the symbionts). Our studies revealed several
sympatric host genetic lineages which were not congruent with the
morphological differentiation. In addition, the symbiotic diversity was not
correlated with host genetic lineages but with the sampling location of sea
anemones. These results revealed that A. viridis is actually a species complex
with both intergenerational vertical transmission and probably an additional
horizontal acquisition of Symbiodiniaceae. Because A. viridis shows a dynamic
symbiosis, selection can act independently on both the symbiotic composition
and the host. This makes A. viridis an interesting laboratory model to

understand adaptative capacities in an holobiont.

Keywords : Mutalistic symbiosis, Holobiont, Morphological differentiation,
Genetic Diversity, Symbiont acquisition, Clonality, Species complex
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“Qui étais-je avant
Que serais-je apres
Ce bref parcours de vie
Encerclé de mystére 7

Extrait de « Le secret » tiré de Rythmes,
Andrée Chedid
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L'holobiote, une unité évolutive composite

|. L’holobiote, une unité évolutive composite

|.1. De I'individu a I’holobiote
Qu’est-ce qu’un individu ? Etymologiquement, ¢’est une entité indivisible (du latin individuum),
et une des définitions du dictionnaire Larousse est : « un étre vivant [...] distinct et délimité ».
Dans ce méme dictionnaire, une autre définition propose « étre [...], personne par opposition
au groupe [...]». Un individu devrait donc étre une unité clairement reconnaissable et
identifiable dans une population. D’un point de vue anatomique, Gilbert (2012) définit
I’individu comme un ‘tout structuré’, ce qui est une définition classique de I’individu, celle que
I’on trouve dans le dictionnaire. Pourtant en y regardant de plus pres, la plupart des
« individus » résultent de 1’association et de I’interaction entre des organismes différents et bien
souvent phylogénétiquement €éloignés. Un exemple particuliérement proche : que serions-nous
sans notre flore bactérienne (comprenant plus d’une centaine d’especes de bactéries présentes
de fagon pérenne, Qin et al. 2010) ? Probablement peu de choses compte tenu de son role dans
notre nutrition et nos défenses immunitaires (Singh et al. 2013) ou notre comportement (Cryan
& Dinan 2012). Si bien qu’il est parfois difficile de définir les « véritables » limites de ce qu’est

un individu et de ce qui le compose.

Pour mieux décrire et comprendre cette complexité, 1’organisme symbiotique a été qualifié
d’holobiote ou holobionte (forme francisée de 1’anglais holobiont). Utilisé dés les années 1970
pour décrire les lichens (association entre un champignon et une algue) (Scott 1973), la
définition du terme est souvent attribuée a Lynn Margulis, qui présente 1’holobiote comme
I’association des différents biotes (organismes d’especes différentes) (Margulis & Fester 1991).
La notion d’holobiote repopularisée plus récemment par Rohwer et al. (2002) puis Rosenberg
et al. (2007), permet de réconcilier la définition de 1’individu avec 1’unité biologique que

représentent des organismes qui interagissent.



L'holobiote, une unité évolutive composite

On peut alors subdiviser I’holobiote, selon les besoins de précision, en désignant 1’organisme
le plus grand de I’interaction comme 1’4dte et le ou les organismes plus petits comme des
symbiotes vivant sur (ectosymbiotes) ou dans (mésosymbiotes et endosymbiotes) 1’organisme
hote (Figure 1.1-1). Dans I’exemple d’holobiote précédant, humain-flore bactérienne, I’humain
est ’hote et la flore-bactérienne mais aussi, plus généralement, tous les microorganismes

associés sont des symbiotes.

Figure 1.1-1. Schéma d’un holobiote.
La localisation possible des différents symbiotes (en vert) dans leur héte (en jaune) est utilisée pour
caractériser les symbiotes et par extension les interactions : (1) Les ectosymbiotes sont localisés a la surface
de ’organisme héte, par opposition aux endosymbiotes extracellulaires présents entre les cellules de ’hdte
ou intracellulaires trouvés dans le cytoplasme des cellules de leur héte (2), mais également des
mésosymbiotes localisés dans des compartiments dédiés (3).

(Schéma librement inspiré de Duperron 2017).

[.1.1. Les interactions interspécifiques au sein d’un holobiote
La plupart des organismes vivants sont donc des associations plus ou moins intimes
d’organismes de différentes especes : ce que Anton De Bary définit par le terme symbiose (cOv:
ensemble et Biog: vie; 1879; traduit en anglais par Oulhen et al. 2016). En frangais le terme de
symbiose a une connotation positive, et sous-entend que les différents partenaires tirent des
bénéfices de leur association. Selon la définition originale, le terme symbiose (comme définie
par les anglosaxons) peut englober toutes les interactions entre organismes de différentes
especes, du moment qu’elle se mantient dans le temps. En ce sens, la symbiose correspond a

un continuum d’interactions se répartissant entre deux extrémes : d’un coté les symbioses
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antagonistes dans lesquels les différents partenaires ont des « intéréts » incompatibles (Dawkins
& Krebs 1979), et de 1’autre des symbioses non-antagonistes dans lesquelles les partenaires
auraient des intéréts mutuels a vivre associés. L’ensemble des interactions entrant dans cette
définition de la symbiose recouvre trois grandes catégories d’interactions, du parasitisme au
mutualisme en passant par le commensalisme (Figure 1.1-2), avec différents niveaux de cofits
ou de bénéfices pour les partenaires en fonction d’ou on se place dans ce continuum

symbiotique.

Fitness de I'espéce 1

- - -0000 + ++ + + + 4+ <4

Commensalisme Mutualisme Commensalisme Parasitism:

+ + + +++ 00 O0O0 - - =

Fitness de I'espéce 2

Figure I.1-2. Continuum des interactions inter-espéces en considérant les effets de I’association sur les

fitness des deux partenaires

En haut ’effet de I’espéce 1 sur la fitness de I’espéce 2, en bas effet de I’espéce 2 sur la fitness de I’espéce 1.
(D’apres Bronstein 1994)

La différence entre symbiose antagoniste et non-antagoniste se fait en évaluant I’effet des
partenaires en association sur leur fitness ou valeur sélective (i.e. le nombre de descendants),
parfois estimée par leur taux de survie ou leur taux de croissance. On peut rapporter comme
symbiose antagoniste le cas du parasitisme, ou le symbiote (ici on parlera de parasite) se
développe au détriment de I’organisme hote. Il y a dans ce cas un avantage clair pour le parasite
qui va pouvoir se développer et un cotlit pour 1’hdte qui sera affaibli et verra ses ressources
ponctionnées par le parasite... Mais 1’hdte peut aussi exploiter ses symbiotes. Chez les lichens,
organisme résultant de la symbiose entre un champignon et une algue, Richardson (1999)
envisage 1’extréme contrdle par le champignon de 1’acces a I’eau et aux nutriments de 1’algue

et donc de son développement et de sa prolifération, comme un esclavagisme des symbiotes
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photosynthétiques par leur hdte. En plus de cela, une fois la symbiose établie, le symbiote
photosynthétique, aussi appelé photobiote, est piégé et son devenir dépendra de la survie du
lichen, alors que le champignon est susceptible d’acquérir un nouveau photobiote au cours d’un
é¢venement de reproduction sexuée (le développement du champignon se faisant a partir de

spores dépourvus de symbiotes) (Hill 2009).

A Dautre extréme du continuum d’interactions interspécifiques, on trouve les symbioses non-
antagonistes comprenant notamment les symbioses mutualistes. Dans ces interactions, les
différents partenaires tirent profit de 1’association et se développent donc mieux en vivant
ensemble que séparément. Par cette définition, la symbiose mutualiste (ou simplement le
mutualisme) correspond davantage a la définition francophone de la symbiose. Nous le verrons
plus tard, les interactions mutualistes ne sont pourtant pas nécessairement avantageuses pour
les différents partenaires dans 1’absolu. Il s’agit plutot d’un équilibre en faveur de 1’association,
en tenant compte des relations (avantageuses ou désavantageuses) entre les différents

partenaires, dans un contexte donné (van Baalen & Jansen 2001).

[.1.1. Délimitation d’un individu symbiotique
Dans le cadre du mutualisme, il a été proposé une corrélation entre 1’augmentation de la fitness
et le niveau d’intégration du symbiote dans 1’organisme hote. Les symbiotes ne sont plus
seulement en contact ou « posés » sur 1’hdte, on les retrouve souvent dans des structures dédiées
ou a I’'intérieur méme des cellules de 1’hote (symbiose intracellulaire ou endocytobiose), et plus
la fitness de 1’hote s’en trouve améliorée plus les symbiotes sont intégrés dans 1’organisme de
I’hdte (Nardon & Grenier 1993). Associé au niveau d’intégration, il a aussi été¢ proposé une
corrélation avec le type de transmission des symbiotes : d’une acquisition horizontale a partir
du milieu, plus fréquente chez des parasites, a une transmission verticale des parents aux
descendants pour des symbiotes mutualistes. Une transmission verticale assure que tous les

membres d’une population ou d’une espece possédent les symbiotes, alors que ’efficacité d’une
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transmission horizontale est dépendante de la densité d’hdte, moins il y aura d’individus plus
la probabilité de transmission sera faible et vice versa (Nardon & Grenier 1993; Ebert 2013). A
cette conception de la forte intégration des symbiotes dans un cas de mutualisme, on peut
opposer des exemples de symbiotes mutualistes, comme la flore bactérienne présente a la
surface de notre peau, qui ne sont pourtant pas « intégrés » a I’intérieur notre organisme. D un
autre cOté, nous pouvons prendre comme exemple le cas de Wolbachia, un endoparasite
intracellulaire de certains arthropodes comme les drosophiles, qui est en plus transmis
majoritairement de fagon verticale (Werren et al. 2008). Il n’en demeure pas moins que cette
illustration du mutualisme met en évidence la difficulté (i) de proposer des définitions simples

et (i) de caractériser des relations symbiotiques et d’y différencier hote, symbiotes et parasites.

Un moyen de remédier a cela est de considérer I’holobiote comme un systeme dynamique ou
les symbiotes acquis de fagon horizontale contribuent de fagon transitoire au phénotype de
I’individu symbiotique et donc a sa caractérisation. Pour tenter de poser la définition et la limite
d’un holobiote, Gilbert et al. (2012) concluent leur revue sur le fait de considérer ‘le systéme
immunitaire [...] comme un gendarme permettant de maintenir les cellules animales [disons
plus généralement hotes] et les cellules microbiennes ensemble’ (Gilbert et al. 2012). Ils
poursuivent en précisant que ‘ceux qui obéissent au systéme immunitaire deviennent résidants
de I’holobiote’ les autres étant alors pathogénes (si I’on considére les symbiotes). C’est donc
I’ensemble du systéme symbiotique que 1’on peut considérer comme un individu fonctionnel,
la reconnaissance des parties de ce systéme entre elles se mettant nécessairement en place dans

un processus de coévolution.
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|.2. La symbiose comme moteur de I’évolution

[.2.1. De 'antagonisme au mutualisme
L’interaction fréquente entre différents organismes conduit généralement a une modulation des
réponses de ces organismes, les uns en fonction des autres. Dans les cas de prédation, ou de
parasitisme, seuls les proies ou les hotes les plus rapides, les mieux camouflés, les plus résistants,
survivent aux prédateurs/parasites. Cela octroie une « période de grace» a D’espece
prédatée/parasitée (Dawkins & Krebs 1979). Dans ces nouvelles conditions, ce sont les
prédateurs/parasites les plus efficaces qui sont en mesure de passer outre les défenses de leurs
proies et qui proliférent. Cette sélection réciproque, un peu a la maniére d’un ping-pong évolutif
entre especes, a ét¢ décrite comme une course a I’armement par Dawkins et Krebs (1979), peu
apres la généralisation de ce phénomene sous le nom d’hypothéese de la Reine Rouge (Van Valen
1973) qui énonce la nécessité de constamment courir (évoluer) dans un environnement
changeant pour finalement rester sur place (survivre). On peut citer comme exemple, des
bactéries cultivées en présence d’un bactériophage sur plusieurs générations. En congelant les
deux partenaires séparément a chaque génération, il est alors possible de mettre en présence un
bactériophage d’une génération G avec des bactéries de génération G-1 ou G+1, et la bactérie
d’une génération G avec des bactériophages de génération G-1 ou G+1. 1l a été ainsi possible
de visualiser la course aux armements et son effet sur la proportion de bactéries résistantes au
bactériophage de différentes « époques » : les bactéries résistant mieux face a un bactériophage
rencontré a la génération précédente, qu’a un phage contemporain ou qu’a un phage « du futur »

(Buckling et al. 2006).

Pourtant I’emballement de la course a I’armement n’est pas inéluctable et la distinction entre
symbiose antagoniste et symbiose mutualiste est moins manichéenne qu’il n’y parait. Est-il
possible qu’une telle course s’arréte ? Est-il possible que les « intéréts » des différentes espéces

ne s’excluent pas mutuellement (i.e. la survie de I'un au détriment du bon développement de

8
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I’autre partenaire) mais au contraire soient partagés ? Comme en écologie, ‘la premicre régle
pourrait étre : ¢a dépend’ (Perlman 2007; Daskin & Alford 2012). Et ceci est envisageable si
I’héte et les symbiotes utilisent des ressources différentes (Bronstein 1994), et dans la mesure
ou I’acces aux ressources est facilité grace a I’association des partenaires. On peut alors aboutir
a des symbioses mutualistes, parfois définies comme des exploitations mutuelles. Il s’agit en
fait souvent d’un mélange entre conflit et intéréts communs (van Baalen & Jansen 2001). Pour
reprendre ’exemple de la bactérie et du phage, certains phages posseédent des geénes de
résistance aux antibiotiques qui peuvent donc conférer également a I’hote bactérien cette
résistance (Stewart & Levin 1984). En fonction du contexte, ici la présence ou 1’absence
d’antibiotiques, la présence de phage sera avantageuse pour la bactérie ou au contraire

fortement délétére.

1.2.2. Evolution d’un holobiote
D’un point de vue évolutif, Lynn Margulis utilisait deux équations pour illustrer ce qu’elle

considérait qu’une symbiose mutualiste implique pour 1’holobiote (cf. Duperron 2017) :

1+1=1 & 1+1>2

1.221. «1+1=1»

Cette équation évoque 1’idée que les différentes especes impliquées dans une symbiose peuvent
étre considérées comme un tout, le systéme symbiotique, précédemment défini comme
I’holobiote. Si il manque des ¢éléments, le systéme fonctionne moins efficacement ou cesse de
fonctionner : chez les pucerons, la suppression de leur symbiote Buchnera ralentit la croissance
des insectes et empéche leur reproduction (Baumann et al. 1995). De fagon similaire, Buchnera
est incapable de se développer en dehors de son hdote. D’un point de vue évolutif, 1I’équation
renvoie également aux génomes présents dans I’holobiote. Des parties de génomes de 1’hdte et
du symbiote peuvent fonctionner de concert et, dans le cas d’interactions répétées, peuvent

méme co-¢évoluer (Figure 1.2-1). Le terme d’hologénome a ainsi été proposé pour désigner

9
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I’interaction génomique entre un génome hote et plusieurs génomes symbiotiques (Rosenberg
et al. 2007; Zilber-Rosenberg & Rosenberg 2008; Rosenberg & Zilber-Rosenberg 2011; Theis
et al. 2016). Cela implique que pour caractériser génétiquement un holobiote, il faudrait avoir

une approche métagénomique pour étudier tout ADN présent dans ’holobiote.

4 Environmental metagenome A )
Ve Hol o Host and symbiont genes
/w()\me _ w en l. that alone and/or together
Host genome Mlc;obué)qrgoef"o? affect a holobiont phenotype
. S|
[+2)

Coevolved host and
|. symbiont genes that affect
a holobiont phenotype

Host genes and symbionts
l‘ that do not affect
a holobiont phenotype

Environmental microbes
°jﬂ that are not part of
the holobiont

Figure 1.2-1 : Illustration du concept d’hologénome

L’hologénome correspond a ’ensemble des génomes présents dans un holobiote. Seule une partie des génes

de I’héte comme des symbiotes intervient dans le phénotype de I’holobiote (en rouge et bleu) et une

proportion plus faible encore résulte d’une coévolution (en bleu) entre les différents partenaires associés.
(Theis et al. 2016)

Caractériser indépendamment chacun des acteurs d’une symbiose mutualiste peut, certes,
sembler plus simple, mais ne permet que rarement d’appréhender le fonctionnement des
holobiotes. Rohwer et al. (2002) dans le cadre de I’étude de coraux symbiotiques, insistent sur
I’importance de ne pas seulement considérer le symbiote primaire, (ici un Dinoflagellé
photosynthétique) mais également le cortége de micro-organismes associés, pour expliquer le

fonctionnement d’une colonie coralienne (Figure [.2-2). Onadonc « 1 +x =1 ».

10



L'holobiote, une unité évolutive composite

Fixed C Fiwed C
Z00X CORAL O MICROBIOTA
Mutrients Mutrients
- Amino acids -Fx N
- Gather P, Fe
Antimicrobial
- Fill Eniry Niche

- Make Antibictics

Figure 1.2-2 : Schéma d’un holobiote corallien

comprenant I’héte animal (coral), le symbiote photosynthétique (zoox) et le cortége de procaryotes

(microbiota) ainsi que ce que les auteurs appellent ‘unknown components that have yet to be studied’
(Rohwer et al. 2002)

1.2.2.2. «1+1>2»

Cette deuxieme €quation met en avant les différences phénotypiques induites par la symbiose :
des modifications morphologiques externes (changement de couleur), internes (développement
de nouveaux organes ou de compartiments spécifiques), et méme de nouvelles capacités
métaboliques. L’apparition de ces capacités nouvelles, aussi appelées capacités émergentes, a

I’échelle de I’holobiote est a la base du concept de symbiogénese (Merezhkowsky 1909).

Parmi les plus anciennes capacités acquises grace a la symbiose, on trouve la respiration
cellulaire (et la production d’energie) et la photosyntheése. Deux unicellulaires piégés par leur
hote sont ainsi progressivement devenus des organelles et ont, par [a méme, contribué a la
diversification du vivant (Figure 1.2-3). Une protéobactérie, dont les déchets métaboliques
auraient servi de nutriments aux organismes I’ayant acquise il y a 2 milliards d’années, est
devenue la mitochondrie des Eucaryotes. Une cyanobactérie, permettant quant a elle a son hote
de réaliser la photosynthese, est devenue un premier exemple de chloroplaste il ya 1l a 1,5

milliards d’années (Rand et al. 2004; Timmis et al. 2004; Lopez-Garcia et al. 2017).
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L'holobiote, une unité évolutive composite

La mise en place de symbioses mutualistes, et la symbiogénése qui en résulte, implique une
coadaptation des différents partenaires associés. Dans le cas d’endosymbioses, il est souvent
observé une forte réduction du génome des symbiotes et des transferts de génes vers le génome
de I’hote. Ces transferts de génes permettent a 1’holobiote de continuer a fonctionner tout en
facilitant le développement des symbiotes, qui n’ont alors qu’un petit génome a répliquer. Il
permet également de centraliser une grande partie des génes indispensables aux symbiotes dans
le noyau de la cellule hote. Ce « traquenard » évolutif piége les symbiotes dans une relation
mutualiste devenue obligatoire (Rand et al. 2004). C’est ce qui est par exemple observé chez
Buchnera qui vit en symbiose depuis environ 180 millions d’années (Moran et al. 2008) avec
des pucerons et dont le génome fait entre 590 et 640kb (Moran & Bennett 2014) au contraire
des IMb observé chez les bactéries les plus proches. En 2014, les génomes répertoriés de moins

de 500kb appartenaient tous a des symbiotes obligatoires (Moran & Bennett 2014).

Dans le cas de symbioses mutualistes plus récentes, ou il est encore possible de différencier les
symbiotes de leur hote, la nutrition semble étre une des fonctions clef pour laquelle I’association
a conféré a I’holobiote une grande variété de capacités. Parmi elle, la digestion (de bois par
exemple chez les insectes xylophages), la complémentation (en acides aminés fournis par des
bactéries comme Buchnera aux insectes piqueurs se nourrissant de seéve), 1’assimilation de
I’azote (particuliérement étudiée dans la symbiose Rhizobium et 1égumineuses) ou encore la

capacité a devenir en partie autotrophe (capable de fixer et métaboliser du carbone inorganique).

Cette dernicre capacité est retrouvée dans les symbioses dites chimiosynthétiques et
photosynthétiques. Les premieres impliquent des symbiotes capables par des réactions
d’oxydoréduction de transformer des composés chimiques a base de soufre (comme le sulfure
d’hydrogene) ou de carbone (comme le méthane) en source d’énergie pour produire des sucres.
Cela a permis aux holobiotes, contenant ces symbiotes, tels que les Bathymodioles associées a
des bactéries méthanotrophes et sulfo-oxydantes de coloniser les fond marins abyssaux

(Duperron et al. 2016). Concernant les symbioses photosynthétiques, on peut noter le seul
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L'holobiote, une unité évolutive composite

exemple connu de symbiose intracellulaire mutualiste chez un Vertébré, a savoir I’association
entre un Chlorophyte et la salamandre Ambystoma maculatum (Kerney et al. 2011) : I’algue du
genre Oophila est présente dans I’ceuf, dans les tissus de I’embryon puis au stade adulte dans le
tractus génital (supposant une transmission verticale de 1’algue). La présence des algues assure
aux embryons un apport en oxygene, un meilleur développement et une probabilité de survie
plus élevée, en échange des déchets métaboliques de leur hote. A I’inverse, il existe une
multitude d’exemples de symbioses photo-autotrophes chez les Invertébrés (Figure 1.2-4). De
maniere impressionnante, la diversité des holobiotes photosynthétiques se distingue non
seulement en termes d’hotes invertébrés possibles que de symbiotes photosynthétiques capables

d’établir des symbioses.

Kleptoplasts (&%) ﬁ Amphibia
“ Ascidia

Chlorophyta = )
Y A ; - Mollusca

i [ ») Acoela

Diatoms R

‘ Cnidaria
Dinoflagellates » .
- “ Porifera
Cyanobacteria (( \/';

Figure 1.2-4. Diversité des symbiotes photosynthétiques trouvés dans les différents embranchements
animaux
(Clavijo et al. 2018)
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L'holobiote, une unité évolutive composite

[.3.Un holobiote « devenu » autotrophe : la symbiose Cnidaire —

Dinoflagellés

1.3.1. Les Cnidaires symbiotiques
Un exemple particulierement répandu de I’émergence de nouvelles capacités dues a une relation
mutualiste est 1’acquisition de la photo-autotrophie chez certains Cnidaires, obtenue en

s’associant durablement avec des symbiotes photosynthétiques.

Symbiosis 77% 0% 0% 14% 6%
Medusa 0% 0% 100% 100% 37%
Polyp 100% 100% 100% 71% 93%
AnthozoaD Staurozoa Cubozoa Scyphozoa b Hydrozoa ¢
Nematostella Carybdea Aurelia Clytia
Anemonia Tripedalia Cassiopea Hydra

<, W

i

) p

4

Medusozoa

Bilateria

Porifera  Placozoa Cnidaria  Lophotrochozoa Ecdysozoa  Deuterostomia

Ctenophora Froastos

Bilateria

Eumetazoa

Metazoa

Eukaryota
Figure 1.3-1. Phylogénie des Cnidaires
Les pourcentages indiquent la proportion d’espéces de chaque classe trouvées en symbiose (Symbiosis) avec
une phase méduse (Medusa) ou une phase polype (Polyp) sur 72 espéces de Cnidaires (Kayal et al. 2018).
Les lettres en exposant indiquent quels symbiotes photosynthétiques sont préférentiellement associés aux
classes de Cnidaires : D — Dinoflagellés, C — Chlorophytes. (Modifiée d’aprés Bosch et al. 2017; et Technau
and Schwaiger 2015; voir pour revue des symbiotes majoritaires Clavijo et al. 2018)
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Les Cnidaires regroupent des organismes diploblastiques aquatiques (marins ou dulcicoles)
répartis en cinq grandes classes (Figure 1.3-1). Les Anthozoaires, qui n’existant que sous la
forme polype (Figure 1.3-2), regroupent les anémones de mer, les coraux, les gorgones et les
cérianthes. Les quatre autres classes alternent une phase polype et une phase méduse. On
retrouve les Staurozoaires (organismes benthiques au stade adulte), les Cubozoaires et les
Scyphozoaires (2 phase méduse majoritaire) qui regroupent la plupart des organismes que 1’on
appelle couramment méduses (les Scyphozoaires sont également appelés « vraies méduses »).
Mais aussi les Hydozoaires (a phase polype majoritaire) dont les représentants sont appelés

hydres et sont majoritairement dulcicoles.

Bouche =~ Ombrelle

- Cavité
gastrovasculaire

j— Tentacule

Endoderme

Mésoglée

Ectoderme

Forme polype Forme méduse

Figure 1.3-2 : Plan d’organisation des deux morphologies/formes trouvées chez les Cnidaires
A gauche la forme polype fixée au substrat et donc benthique, a droite la forme méduse évoluant
dans la colonne d’eau et donc pélagique planctonique.

Certains de ces organismes vivent associés a des endosymbiotes unicellulaires
photosynthétiques intracellulaires comme les Chlorophytes du genre Chlorella et les
Dinoflagellés de la famille des Symbiodiniacées (aussi appelés zooxanthelles, {@ov : animal —

identification erronée du type d’organisme et ovfog : jaune/blond) (Figure 1.3-1).
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1.3.2. Les Symbiodiniacées symbiotiques
L’ancétre commun des Symbiodiniacées avait ét¢ précédemment daté de la fin du Paléocéne
début de I’Eocene, il y environ 65 a 45 millions d’années (début du Paléogene) (Tchernov et al.
2004; Pochon et al. 2006). En utilisant un ensemble représentatif de la diversité des clades
actuellement connus et une datation plus fine des nceuds internes a la phylogénie des
Symbiodiniacées, une étude récente a réestimé a la hausse cette datation. En effet LaJeunesse
et al. (2018) ont corrél¢ la radiation adaptative des Scléractiniaires (Anthozoaires,
Hexacoralliaires) modernes (coraux constructeurs de récifs) avec les premicres
Symbiodiniacées vers la fin du Jurassique, il y a environ 165 millions d’années (LaJeunesse et
al. 2018; Simpson et al. 2011). Ceci fait de la symbiose Cnidaires-Dinoflagellés une symbiose
ancienne mais pourtant dynamique qui a permis aux coraux de coloniser et de se développer
dans des zones pauvres en nutriments et de former les oasis marins de biodiversité que 1’on

connait encore aujourd’hui.

Chez les Symbiodiniacées, il a ét¢ défini plusieurs groupes sur la base de marqueurs
moléculaires ribosomaux. Ces groupes ou clades étaient identifiés par des lettres de A a I. En
2018, LaJeunesse et al. ont redéfini le niveau taxonomique de ces clades, ils sont désormais
considérés comme des genres différents et renommés en conséquence pour certains d’entre eux
(Figure 1.3-3, Clade A = Symbiodinium, B = Breviolum, C = Cladocopium, D = Durusdinium,

E = Effrenium, F = Fungacium et G = Gerakladium) (LaJeunesse et al. 2018).
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Protodinium simplex
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Biecheleria cincta
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Yihella yeosuensis
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Dactylodinium pterobelotum
— Borghiella dodgei ®
L Borghiella tenuissima
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Figure 1.3-3 : Phylogénie des Symbiodiniacées sur la base d’un marqueur nucléaire ribosomal (LSU)
Diversité d’héte : 1. Cnidaires, 2. Mollusques, 3. Spongiaires, 4. Plathelminthes, 5. Foraminiféres, 6. Ciliés.
Caractéres morphologiques : A. sept séries latitudinales de vésicules, B. pyrénoide unique entouré de dépots
d’amidon, matrice interne pour I’extensions des thylakoides, C. Cycle de vie majoritairement dominé par
une forme coccoide produisant par division des cellules cocoides filles -in hospite- ou des cellules mobiles.
Le clade A tempéré (entouré en rouge) est le clade majoritaire trouvé en Méditerranée.

(modifiée d’aprés LaJeunesse et al., 2018; complétée a I’aide de Liu et al. 2018)

18



L'holobiote, une unité évolutive composite

Chez les Cnidaires, les Symbiodiniacées symbiotiques sont localisées dans les cellules de
I’endoderme, aussi nommé gastroderme (Figure 1.3-4). Dans la classe des Anthozoaires, le
nombre de symbiotes par cellule symbiotique de I’endoderme de 1’hote est généralement de
I’ordre de un voire deux, certaines espéces pouvant arborer, plus exceptionnellement, jusqu’a

huit symbiotes dans une seule et méme cellule (Muscatine et al. 1998).

cnidocyte
bouche
tentacule
Ectoderme
cavité gastrovasculaire
pied - Mésoglée
symbiote Endoderme

Figure 1.3-4. Structure macroscopique et microscopique d'un polype symbiotique d’ Anthozoaire.
Les polypes des Ccnidaires sont des organismes diploblastiques avec un feuillet faisant face un milieu extérieur
(Ectoderme ou épiderme — en vert sur le schéma), un feuillet faisant face a la cavité gastrovasculaire (Endoderme ou
gastroderme — en marron) séparés I’un de ’autre par la mésoglée (M). Cn : cnidocyte (cellule caractéristique des
Cnidaires), S : Symbiodiniacée symbiotique.

(photo de microscopie tirée d’ Allemand et al. 1998; schéma modifié d’aprés Furla 2006)

L’acquisition du symbiote chez les Cnidaires peut se faire par transmission maternelle mais
également par acquisition horizontale au stade larvaire depuis le milieu. La taille du génome
des Symbiodiniacées, particulierement importante pour des endosymbiotes intracellulaires (de
1 a 5 Gb) (LaJeunesse et al. 2005; Aranda et al. 2016) reste relativement petite comparée a
d’autres Dinoflagellés (dont la taille du génome est comprise entre 1,5 et 250 Gb, Hou & Lin
2009; Aranda et al. 2016). Il a ét¢ montré chez certains Cnidaires que les adultes étaient

également capables de renouveler leur population de symbiotes (Baker 2001).
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[.3.3. Fontionnement et dynamique de I’holobiote Anthozoaire-
Symbiodiniacées
L’acquisition de Dinoflagellés photosynthétiques a permis aux Cnidaires, dont les Anthozoaires,
de ne pas étre limités par la disponibilité en carbone organique du milieu. Schématiquement, a
partir de carbone inorganique et grace a I’énergie lumineuse, les organismes photosynthétiques

sont capables de produire de I’oxygéne et la matiére organique dont ils ont besoin :

CO> + H20 + lumiére — maticre organique + O + énergie chimique

(R. von Mayer 1864 dans Farineau & Morot-Gaudry 2006)

La photo-autotrophie chez les Cnidaires symbiotiques est donc basée sur des échanges
trophiques. En plus du carbone inorganique et de la lumicre, les Symbiodiniacées regoivent de
leur hote des composés azotés (en partie issus des déchets métaboliques). La photosynthese, en
plus de la production d’O,, permet la production de sucres, lipides et acides aminés qui sont
transférés du symbiote a 1’hote (Figure 1.3-5) (Davy et al. 2012; Loram et al. 2007; Suggett et

al. 2017).

lar cavity: pH ~8.2
Phosphate

A DOM and POM DIN (ammonium) DIN (nitrate) | DIC (HCO;7/CO,) B

\

Organic compounds
(e.g., glycerol, glucose
amino acids,
glycoproteins,

fatty acids, lipids)

DIC (HCO57/CO;)

b gastrodermal cell: pH ~7-7.5 Symbiosome vacuole: pH<6 /

= ——Mesoglea——

Figure 1.3-5 : Production et transfert de la matiére organique (A) et de ’Oz (B) au niveau cellulaire par une

Symbiodiniacée photosynthétique (symbiote) chez un Anthozoaire (héte)

Assimilation de matiére inorganique dissoute (carbone : DIC, azote : DIN et phosphate) et utilisation de la lumiére
pour produire de la matiére organique (dissolved and particulated organic compounds, respectivement DOM et

POM) et de ’oxygéne.

(A. Davy et al. 2012; B. modifié d’aprés Weis 2008)
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Sous certaines conditions environnementales (i.e. augmentation de I’intensité lumineuse ou de
la température), la photosynthese ne produit plus en majorité du dioxygene (Figure 1.3-5.B)
mais des especes réactives de I’oxygeéne (comme I’H202) générant ainsi un stress oxydant (Weis
2008). Quand les défenses antioxydantes de 1’hote sont dépassées, il y a rupture de 1’équilibre
de la symbiose conduisant a une perte du symbiote et de la pigmentation du Cnidaire,
phénomene appelé blanchissement. Les hotes, alors de couleur pale, sont dits « blanchis ». Cet
état blanchi peut étre transitoire si les conditions environnementales reviennent a la normale
(Figure 1.3-6). Le probléme actuel du blanchissement massif des récifs coralliens vient de
I’amplitude et de la fréquence des variations thermiques et lumineuses, qui sont trop élevées

pour les capacités d’acclimatation de I’holobiote corallien.

Increasing e Symbiont
temperature

)
Decreasing % Algae

Recovering coral é temperature

Figure 1.3-6 : Etat symbiotique d’un corail confronté a des variations de température
(modifiée d’apreés https://coralwatch.org/web/guest/coral-bleaching)
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Lors du recouvrement des symbiotes post-blanchissement: il a été proposé que les
Symbiodiniacées récupérées apreés un blanchissement soient plus adaptées aux nouvelles
conditions environnementales. Le blanchissement comme moyen « d’améliorer » la population
de symbiotes in hospite ¢été appelé 1’hypothése du blanchissement adaptatif (HBA)
(Buddemeier & Fautin 1993 dans Baker 2003). L’HBA est basée sur le fait que toutes les
Symbiodiniacées n’ont pas la méme sensibilité aux variations thermiques (Baker et al. 2018;
Robison & Warner 2006; Suggett et al. 2008), lumineuses (Iglesias-Prieto & Trench 1994;
Robison & Warner 2006), ou de pH (Brading et al. 2011), ce qui peut expliquer qu’on les trouve
a des profondeurs différentes (Figure 1.3-7). Ainsi, en changeant la composition de sa

population de symbiotes, I’holobiote pourrait faire face a ces variations environnementales.

Certains Cnidaires sont en effet capables de vivre en symbiose avec des Symbiodiniacées de
genres différents. Ces hotes sont appelés généralistes et peuvent tirer profit d’un assemblage
divers de symbiotes. La sélection in hospite d’un genre de Symbiodiniacées peut également
permettre a un holobiote corallien généraliste de répondre rapidement aux variations du milieu.
Il existe également des hotes dont toute la gamme de symbiotes possibles se limite a un genre
de Symbiodiniacées, ils sont alors considérés comme des hotes spécialistes. Une telle
association spécialisée pourrait alors limiter les capacités d’acclimatation et d’adaptation de
I’holobiote. Cependant en 2012, Howells et al. ont révelé une diversité génétique fonctionnelle
intra-spécifique au sein du clade C/ genre Cladocopium. Des phénotypes distincts ont été
observés entre deux populations de symbiotes, I’une provenant d’une zone géographique
« froide » et I’autre d’une plus chaude. En inoculant des larves de coraux avec ces différentes
populations de Symbiodiniacées, Howells et al. (2012) ont montré que la croissance des larves
inoculées avec les symbiotes de zone géographique « froide » était meilleure dans les aquariums
« froids » que dans les aquariums « chauds », et inversement pour les larves inoculées avec les

symbiotes de zone « chaude ». Ces résultats montrent qu’au sein méme d’une espéce de
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Symbiodiniacées, la différenciation génétique des populations de symbiotes observée peut étre

adaptative et conférer un avantage sé¢lectif a I’holobiote.
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Figure 1.3-7 : Distribution bathymétrique de quatre clades/genres de Symbiodiniacées

A gauche, étendue de la distribution en profondeur estimée (en métres) des clades/ genres :
A/Symbiodinium, B/Breviolum, C/Cladocopium, D/Durusdinium. * le genre Durusdinium a également été
trouvé a 35m de profondeur (d’apres Baker 2003).

A droite, distribution et densités des Symbiodiniacées échantillonnées dans différents hotes a différentes
profondeurs a Puerto Moreles, Mexico (figures modifiées de Lesser 2004; espéces identifiées d’apreés
LaJeunesse et al. 2018).

Un hoéte est donc un assemblage de symbiotes potentiellement génétiquement trés différents.
La caractérisation des différents partenaires pouvant étre impliqués dans la symbiose et de leurs
réponses aux variations environnementales est donc indispensable pour appréhender les
capacités adaptatives des Cnidaires. Pour cela, les Cnidaires symbiotiques des régions

tempérées semblent étre particulierement appropriés, car ils doivent faire face a des variations
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saisonnicres environnementales de plus grande amplitude que les Cnidaires tropicaux. La part
de la diversité génétique hdte ou symbiote dans le phénotype de I’holobiote, en partie explorée
chez les Cnidaires tropicaux, est assez peu étudiée chez leurs cousins des régions tempérées.
Pourtant cela permettrait d’éclaircir les liens entre différenciation phénotypique et divergence
génétique a 1’échelle de 1’holobiote dans des environnements contrastés, et dans ce contexte

mieux cerner la dynamique d’association entre hote et symbiotes.

|.4.Une anémone de mer symbiotique : Anemonia viridis

.4.1. Une figure emblématique des écosystémes cébtiers
méditerranéens

Anemonia viridis (Forskal 1775), appelée ortie de mer ou anémone commune en frangais ou

bien snakelocks anemone en anglais, est un Cnidaire de la classe des Anthozoaires de la sous-

classe des Hexacoralliaires et de la Famille des Actiniaires (Figure 1.4-1). On trouve également

dans la littérature le nom d’Anemonia sulcata (Pennant 1777) qui est un synonyme

Anemonia viridis (Forskal 1775). Les anémones de mer se distinguent principalement des autres

Hexacoralliaires par I’absence de squelette calcaire.
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Figure 1.4-1 : Anemonia viridis dans la famille des Actiniaires
Arbre en maximum de vraisemblance obtenu a partir des séquences mitochondriales (12S, 16S, cox3) et

ribosomales (18S, 28S).

(modifiée d’apres Rodriguez et al. 2014)

A. viridis est souvent qualifiée de polype géant (en comparaison aux polypes des coraux), sa

colonne gastrique (Figure 1.3-4) pouvant mesurer jusqu’a une dizaine de centimeétres de haut

(Figure 1.4-2). Chaque polype est un holobiote indépendant pouvant se reproduire de fagon

asexuée ou clonale par fission longitudinale du pied ou de fagon sexuée par fécondation externe :

A. viridis est une espece gonochorique et chaque polype émet dans le milieu ses gamétes (Shick

1991; Utrilla et al. 2019). La durée de vie des polypes est de plusieurs décennies, jusqu’a

environ 70 ans (Chintiroglou & Koukouras 1992a; Shick 1991).
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Figure 1.4-2 : Anemonia viridis, dans son milieu naturel (a gauche) et en aquarium (a droite).
Les deux anémones sont de taille similaire, la colonne de I’anémone de droite mesure une dizaine de
centimétres de hauteur.

Bien que présente a la carte de certains restaurants méditerranéens, cette anémone a peu de
prédateurs dans son milieu, les individus de relativement petite taille pouvant étre la proie de
Polychétes (Hermodice carunculata) ou de Nudibranches (Spurilla neapolitana) (Simonini et
al. 2018; Schlesinger et al. 2009). A. viridis est un prédateur : bien qu’en symbiose avec un
Dinoflagellé photosynthétique, elle compléte son autotrophie par la prédation de Crustacés, de
Mollusques et de Polychétes (Chintiroglou & Koukouras 1992b) voire de petits poissons. Enfin,
A. viridis forme également des associations durables avec des crevettes et des crabes (Calado

et al. 2007).

En Méditerranée, A. viridis est associée a de nombreuses especes (Chintiroglou & Koukouras

1992a; Patzner 2004) ce qui en fait un élément important des écosysteémes marins cotiers

(Tableau 1.4-1).
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Tableau 1.4-1 : Liste des espéces trouvées associées a Anemonia viridis en Méditerranée. Ces espéces ont pu
étre trouvées dans ’anémone (Interne) ou a DP’extérieur de celle-ci (Externe) ou encore portant ou
transportant I’anémone (Porte). (Tableau modifié de Patzner 2004)

Taxons Symbiose
Type Interne Externe Porte
Symbiodiniacée Dinoflagellé Suessiale Mutualisme X
Posidonia oceanica Angiosperme Commensalisme X
Zostera marina . .
" Angiosperme Commensalisme X
Zostera noltii
Foettingeria actiniarum Protozoaire Cilié Parasitisme X
Cirsotrema cochlea Mollusque Gastéropode Parasitisme X
Epitonium commune Mollusque Gastéropode Parasitisme X
Gyroscala lamellosa Mollusque Gastéropode Parasitisme X
Opalia crenata Mollusque Gastéropode Parasitisme X
Staurosoma parasiticum Crustacé Copépode Parasitisme X
Dinopontius acuticaula Crustacé Copépode Parasitisme X?

Paranthessius anemoniae Crustacé Copépode Parasitisme X
Lichomolgus actiniae Crustacé Copépode Parasitisme X
P.er{cllmenes aegylios Crustacé Décapode Commens‘allsme/ X

Periclimenes amethysteus Parasitisme

Scyllarus arctu Crustacé Décapode Commensalisme X
Clibanarius erytrophus Crustacé Décapode Commensrahsme/ X X
Mutualisme
Eupagurus cuanensis Crustacé Décapode Commens.allsme/ X
Mutualisme
Inachus phalanglurfl Crustacé Décapode Commensalisme X
Inachus dosettensis
Maja crispata Crustacé Décapode Commensalisme X
Acanthonys lunulatus Crustacé Décapode Commensalisme X
Achaeus cranchi Crustacé Décapode Commensalisme X
/.:’ISG armata Crustacé Décapode Commensalisme X
Pisa tetraodon
Pilumnus hirtelus Crustacé Décapode Commensalisme X
Leptomysis lingvura Crustacé Mysidacé Commensalisme X
Caprella acanthifera Crustacé Amphipode Commensalisme X
Phtisica marina Crustacé Amphipode Commensalisme X

Ampithoe gammaroides Crustacé Amphipode Commensalisme X

Holothuria tubulosa Echinoderme Holothuroide Commensalisme X
Chromis chromis poisson Pomacentridé Commensalisme X
Gobius bucchichi poisson Gobiidé Commensalisme X

Parablennius incognitus poisson Blenniidé Commensalisme X

A. viridis vit dans des zones tempérées. Présente sur tout le pourtour méditerranéen, on la trouve

¢galement le long des cotes atlantiques européennes et nord-africaines, de la cote sud de la

Norvege jusqu’aux Agores (Figure 1.4-3). Elle est également présente depuis la surface (dans

des cuvettes de la zone intertidale) jusqu’a une trentaine de métres de profondeur pour les plus

gros spécimens. A. viridis est donc soumise a des conditions environnementales contrastées en

terme (i) d’amplitude de variation bien supérieure a ce que peuvent supporter des Cnidaires

tropicaux, que ce soit en température (A15°C) en salinité (Al5psu ; Isnard et al. 2015) ou en
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terme de pH (Al ; Johnson et al. 2013), et (ii) de fréquence de variations saisonniéres mais
¢galement journaliéres. Comme elle est dépourvue de squelette calcaire et qu’elle peut
supporter de faibles pH, elle est considérée par certains auteurs comme pouvant étre le futur

des écosystémes marins dans le contexte du changement climatique global (Suggett et al. 2012).

Figure 1.4-3. Distribution géographique d'4Anemonia viridis (carte principale) et probabilité d'habitats
disponibles en Méditerranée (encart en haut a gauche). Voir les notes en bas de page pour les références’

1.4.2. Des morphotypes ou des espéces cryptiques chez A. viridis ?
Il a été décrit chez A. viridis de nombreux morphotypes ou morphes tous symbiotiques (Andres
1882) caractérisés, a I’origine, par la couleur des tentacules et la présence ou ’absence d’un
apex de couleur rose a leur extrémité (Andres 1884) . Parmi ces morphes, certains comme les
variétés alabastrina et albida se sont avérés étre dus a une différence en densité de symbiotes
dans les tissus de 1’hote, ce qui faisait paraitre les tentacules des anémones plus clairs

(Wiedenmann et al. 2000b).

! Bianchi et al. 2010; Casado-Amezta et al. 2014; Centro di Educazione Abientale “Casa Archilei” di Fano;
Chintiroglou & Koukouras 1992a; Coppa et al. 2016; DORIS; GBIF; INPN; IOBIS; NBN; Pais et al. 2008;
SeaLifeBase; Wiedenmann et al. 1999, 2000b; Fond de carte généré via Cartomer (Agence frangaise pour la
biodiversité); I’encart en haut a gauche est tiré¢ de Seal.ifeBase
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Il est couramment admis aujourd’hui que 1’espece Anemonia viridis comprend cinqg morphes
(Figure 1.4-4) caractérisés par la détermination croisée de la présence d’un apex rose et de profil
de fluorescence (les photographies de la Figure 1.4-2 correspondent a deux individus du morphe
smaragdina — présence (i) d’apex rose et (ii) d’une fluorescence verte non visible sur les
photographies). Concernant la présence d’une coloration rose a I’extrémité des tentacules de
certains morphes d’A. viridis, il a ét¢ montré qu’elle était due a I’expression d’une protéine
(FP595) similaire a une protéine fluorescente mais qui aurait perdu une grande part de sa
capacité a émettre une fluorescence (Lukyanov et al. 2000). Les Anthozoaires sont connus pour
leur expression de protéines fluorescentes (Gruber et al. 2008; Kao et al. 2007; Kenkel et al.
2011; Leutenegger et al. 2007; Schmidt-Roach et al. 2013) auxquelles on a attribué un role
photoprotecteur chez les Anthozoaires symbiotiques (Salih et al. 2000). Ainsi, en plus de la
protéine responsable de la coloration rose de 1’apex des tentacules, A. viridis peut exprimer dans
son ectoderme des protéines fluorescentes de type GFP ou GFP-like (pour Green Fluorescent
Proteins). Les morphes d’A. viridis différent pour leur profil d’expression de ces protéines
fluorescentes : aucune fluorescence, une fluorescence verte ou une fluorescence verte et rouge
orangé. Contrairement a la couleur des tentacules qui peut étre nuancée par la densité de
symbiotes, 1’expression de ces protéines est moins ambigiie et permet une meilleure définition

des morphes chez cette espece (Wiedenmann et al. 1999, 2000a).
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Figure 1.4-4 : Les cinq morphes d’A. viridis

Les morphes sont nommés en italique sous les photographies (© Wiedenmann) et définis par la couleur des
tentacules tel que proposé par Andres (1883, a gauche), la couleur de ’apex des tentacules (en haut) et le profil
d’expression des protéines fluorescentes (a droite). Pour chaque paire de photographies, celle de gauche
correspond a la couleur des tentacules a la lumiére blanche, celle de gauche aux tentacules exposés aux
ultraviolets. Le mode de reproduction supposé prédominant pour chaque morphe est figuré par la ligne grise.

Bien que I’identification des morphes ne laisse pas d’ambiguité, la nature taxonomique des
morphes n’est pourtant pas si claire et fait débat notamment sur la base (i) de données
génétiques issues de I’analyse d’iso-enzymes qui tendraient & montrer une différentiation
génétique du morphe rustica (Bulnheim & Sauer 1984), (ii) d’un différentiel de distribution
bathymétrique entre le morphe rustica, présent entre 1 m et 3 m de profondeur, et le morphe
smaragdina plus prés de la surface (Sauer et al. 1986), (iii) de leur comportement lors d’une
rencontre d’un congénere (plutot la fuite pour rustica et agressif pour smaragdina ; Williams
1991), et (iv) du mode de reproduction supposé¢ prédominant dans les différents morphes
(Figure 1.4-4, sexué ou clonal) (Shick 1991; Chintiroglou & Koukouras 1992a; Wiedenmann et
al. 1999). Associés aux modes de reproduction, il a été par ailleurs décrit deux écotypes,

caractérisés pour 1’écotype I par des anémones de petite taille avec un disque basal de 3cm de
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diametre maximum et jusqu’a 192 tentacules, 1’ écotype II regroupant lui les anémones de plus
grande taille (diameétre du disque basal jusqu’a 15cm) et comptant jusqu’a 384 tentacules. Les
anémones de 1’écotype I étant plutdt trouvées regroupées en tapis (les individus vivant
extrémement proches les uns des autres), cet écotype est supposé€ se reproduire de fagon
majoritairement clonale et est retrouvé chez les morphes vulgaris, rustica, et smaragdina. En
revanche les plus gros individus d’A. viridis étant plutot isolés et solitaires, 1’écotype II est
considéré comme se reproduisant de fagon sexuée et est retrouvé chez les morphes smaragdina,
voire viridis et rufescens qui ont souvent des morphologies intermédiaires entre les écotypes |
et II (Schmidt 1972; Wiedenmann et al. 1999). L’accumulation des différences entre
smaragdina et rustica (comportement d’agression ou de fuite, le mode de reproduction
principal présumeé et la différenciation génétique sur la base d’iso-enzymes) a conduit Bulnheim
et Sauer (1984) a proposer Anemonia rustica comme une espece distincte d’Anemonia viridis,
ce qui a ¢ét¢é modéré par la suite, en I’absence de données morphométriques clairement
discriminantes (Chintiroglou & Karalis 2000). La nature des morphes d’A4. viridis reste encore
une question ouverte bien qu’étant un prérequis a la compréhension des capacités évolutives et

adaptatives de cet holobiote.

1.4.3. Les Symbiodiniacées d’Anemonia viridis
On trouve en Europe, et plus particulicrement en Méditerranée, un clade majoritaire de
Symbiodiniacées, le Clade A Tempéré (sensu LalJeunesse et al. 2018; ou A’ sensu Savage et al.
2002; et Visram et al. 2006) pour I’heure sans nom de genre (Figure 1.3-3). Une autre
Symbiodiniacée est présente en Méditerranée et appartient au genre Breviolum (précédemment
identifi¢ comme Clade B). Bien qu’abritant majoritairement un seul clade, les différents hotes
méditerranéens (Cnidaires: Visram et al. 2006; Ferrara et al. 2006; Forcioli et al. 2011; Casado-
Amezua et al. 2014; Grajales et al. 2016; mais aussi Foraminifeéres: Leutenegger 1977; ou

Spongiaires: Hanna et al. 2005; Ferrara et al. 2006) ont a leur disposition une diversité génétique
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intraclade partiellement révélée a ce jour, a I’aide des marqueurs ribosomaux (Figure 1.4-5)
(Casado-Amezua et al. 2014; Forcioli et al. 2011) et chloroplastiques (Casado-Amezua et al.

2014).
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Figure 1.4-5 : Arbre phylogénétique des Symbiodiniacées basé sur les séquences ITS

Les codes en gras indiquent les séquences provenant de Cnidaires méditerranéens : Oculina patagonica (Op),

Bunodeopsis strumosa (Bstr), Paranemonia cinierea (Pcin), Anemonia viridis (Avir), Cladocora caespitosa (Cc)
(Casado-Amezua et al. 2014)

Chez A. viridis, les Symbiodiniacées sont acquises de facon verticale, les symbiotes étant
présents dans I’ceuf (Schéfer 1984; Utrilla et al. 2019) et sont donc transmises aux descendants
par la mere. Le temps de doublement de la population de symbiote in hospite a été mesuré a
23,5 jours (Stambler & Dubinsky 1987; dans Shick 1991) ce qui laisse penser a un certain
controle de la population symbiotique, qui par ailleurs a un temps de doublement, mesuré par
I’équipe, de 3,45 jours une fois en culture in vitro. Le role trophique de ces symbiotes
photosynthétiques est particuliérement important chez A viridis qui recoit pres de 90% des
photosynthétats (Davy et al. 1996). Cette association joue un role important également dans les
capacités d’acclimatation de I’holobiote : les symbiotes semblent permettre une acclimatation
rapide a un changement de pH (Ventura et al. 2016), étre relativement résistants a un stress
d’exposition aux UV mais sensibles a un stress température prolongé (Moya et al. 2012), et
servir d’élément détoxifiant en cas de pollution aux métaux lourds en accumulant le cuivre ou

le cadmium, par exemple, leur expulsion permettant d’éliminer ces métaux des tissus de
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I’anémone (Harland et al. 1990; Harland & Nganro 1990).

Il existe une certaine diversité génétique chez les symbiotes d’A. viridis qui pourtant parait
réduite en comparaison d’autres Cnidaires symbiotiques de Méditerranée (Casado-Amezua et
al. 2014; Forcioli et al. 2011), mais cela peut aussi étre dii au faible nombre d’individus étudiés.
De plus, aucune étude n’a exploré les liens entre la diversité génétique des populations de
symbiotes ni de I’holobiote et les capacités de réponse chez A. viridis, ou encore I’influence des
symbiotes dans sa répartition écologique ou leur spécificité d’association a I’un ou ’autre des

morphes.

|.5. Objectifs de la thése

Anemonia viridis est un holobiote dont le symbiote majeur est une Symbiodiniacée. Cette
anémone présente une diversité de couleurs et peut vivre dans une large diversité d’habitats
sans que I’on connaisse encore clairement la diversité génétique hote et symbiotique dericre ces
propriétés. L’étude des diversités hote et symbiotique et de leur dynamique permettrait de
mieux comprendre leur influence sur le phénotype de I’holobiote, ses capacités adaptatives

et son histoire évolutive.

Je me suis donc attelée dans un premier temps a la résolution du statut taxonomique des
morphes d’A. viridis grace a I’analyse de la diversité génétique de geénes ciblés mais aussi de
loci issus de séquencage RAD (pour Restriction site Associated DNA). Parallelement, je me
suis intéressée a 1’association A. viridis — Symbiodiniacées et I’influence éventuelle des
symbiotes sur le phénotype de I’héte, en mesurant la corrélation entre la diversité
génétique symbiotique et la différenciation morphologique et génétique de I’hote.
Enfin, j’ai étudié la dynamique d’association entre hdte et symbiotes, afin d’établir si A. viridis
était capable d’acquérir horizontalement des symbiotes en plus de I’héritage symbiotique

maternel.
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ll. Diversité morphologique : de la plasticité morphologique

a la divergence interspécifique

1.1. Origine des variations morphologiques

Le moyen le plus simple d’identifier une espéce est basé sur sa description morphologique.
Bien que pour des espéces ayant divergé depuis suffisamment de temps la différenciation
morphologique soit un indicateur efficace d’une ancienne spéciation (I’hippopotame et la
baleine sont des especes différentes d’ Artiodactyles), de nombreux facteurs peuvent influencer
la morphologie des organismes (forme, couleur ...) sans que cela soit nécessairement un signal

de spéciation (Wicksten 1989).

L’environnement peut €tre un facteur particulierement contraignant pour le développement des
organismes et donc influencer leur morphologie, comme de forts vents ou un fort
hydrodynamisme. Auquel cas, un méme génotype peut avoir différents phénotypes en fonction
de I’environnement dans lequel l’individu se trouve, ce que l’on appelle la plasticité
phénotypique. D’un autre coté, I’environnement peut aussi sélectionner certains phénotypes.
Le développement dans un méme milieu conduit alors & des modifications morphologiques
similaires, méme entre des especes relativement €loignées (la morphologie générale des
Mammiféres marins et celle des requins, ou les pattes palmées d’animaux aquatiques...), mais
seulement adaptées au méme environnement (i.e. convergence évolutive). Ces convergences
pourraient alors amener a regrouper des organismes dans un méme taxon sans qu’ils aient pour

autant une histoire évolutive récente commune.

Al’inverse, dans le cas d’une grande variabilité phénotypique (ou polymorphisme), on peut étre
amené a différencier des organismes alors qu’ils appartiennent a la méme espece. Or, le

phénotype peut changer au cours du développement et étre caractéristique de différentes classes
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d’age ou de dimorphisme sexuel, et parfois des deux, comme chez certaines espéces de poissons
chez lesquelles les femelles et les jeunes males peuvent avoir des livrées similaires mais
distinctes des males adultes (Fruciano et al. 2011). On a donc une diversité phénotypique

intraspécifique.

Au niveau génétique, le polymorphisme peut étre codé¢ par différents alleles (i.e.
polymorphisme allélique). Un des cas d’école est celui de la phaléne du bouleau (Biston
betularia, Lepidoptera) présentant deux phénotypes distincts : un phénotype clair majoritaire
dans les campagnes et un noir dit mélanisé plus rare, car plus facilement identifiable sur I’écorce
des bouleaux par les prédateurs. Avec I’industrialisation et la pollution au charbon, le phénotype
mélanisé est devenu majoritaire dans des zones plus industrialisées ou les bouleaux avaient une
écorce plus sombre. Cette distribution différentielle de ces phénotypes est due a une pression
de sélection différente entre les deux milieux (les phalénes plus sombres sont moins visibles
des prédateurs en milieu industrialisé que les phalénes plus clairs et inversement) (Kettlewell
1955; Creed et al. 1980). Dans cet exemple, la différenciation phénotypique n’empéche pas

pour autant les croisements entre ces deux phénotypes appartenant a une seule et méme espece.

A T’autre extréme, des organismes sans critere morphologique distinctif pertinent peuvent étre
des représentants d’especes différentes, c’est ce que I’on appelle des espéces cryptiques
(Bickford et al. 2007). Ce qui permet de les identifier est alors la différenciation des pools
géniques (i.e. les différences alléliques entre populations ou entre especes), voire I’occupation
de niches écologiques différentes. En Méditerranée par exemple, il a été mis en évidence que
les populations de loups, Dicentrarchus labrax, du bassin Ouest et du bassin Est ne partageaient

pas le méme pool génique (Bahri-Sfar et al. 2000).

Si I’on considére maintenant tout organisme comme un systéme symbiotique (holobiote), il est
alors indispensable de prendre en compte également la population de symbiotes présente pour

comprendre le phénotype de 1’holobiote. En effet 1’association avec certains symbiotes peut
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également modifier le phénotype des individus hote. Cela a ainsi déja pu étre observé chez le
puceron qui présente, en fonction des lignées de symbiotes qu’il abrite, une couleur variable
passant du vert au marron, ce qui peut augmenter ou diminuer la facilité avec laquelle les

prédateurs détectent le puceron (Tsuchida et al. 2010).

11.2. Identification de pools génétiques et délimitation
d’espéces

L’utilisation de critéres morphologiques seuls ne garantit donc pas une identification efficace
et pertinente des especes. Dans 1’absolu, aucun marqueur unique ne garantit la délimitation d’un
groupe d’organismes interféconds qui évolueraient indépendamment d’autres organismes. Et
c’est bien la la problématique de I’identification et de la délimitation des espéces qui est un
préalable a la compréhension de 1’évolution de ces espéces. En revanche, une combinaison d’un
maximum de caracteres (morphologiques, génétiques, comportementaux, €écologiques) est la
méthode la plus efficace pour identifier et délimiter de possibles especes (De Queiroz 2007;
Pante et al. 2015b), c’est ce que I’on nomme la taxonomie intégrative. Plus des especes auront
divergé depuis longtemps, plus cette divergence sera visible (Figure I1.2-1). Dans les cas
extrémes d’especes qui ont divergé depuis longtemps, cette divergence pourra étre observable
quel que soit le marqueur utilisé. Pour reprendre I’exemple de I’hippopotame et la baleine, ils
partagent un ancétre commun mais le temps de divergence entre ces deux taxons est tel qu’il
est ais¢ d’identifier les deux organismes et de les attribuer a des especes différentes. Le
probléme se pose quand des especes sont relativement récentes ou quand la spéciation est en
train d’avoir lieu : le signal de différenciation porté par les quelques marqueurs directement
impliqués dans I’isolement des deux fonds génétiques serait potentiellement noy¢ a 1’échelle
du génome, rendant difficile la délimitation de ces fonds génétiques. Cette période de
« transition évolutive » entre une espece ancestrale et deux espéces clairement différenciées est
appelée la zone grise de spéciation (De Queiroz 2007) (Figure 11.2-1).
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Figure 11.2-1 : Les différentes étapes de la taxonomie intégrative.
(1) Echantillonnage en populations, ces échantillons peuvent correspondre a des espéces a différents
étapes du processus de spéciation (2). Formulation d’hypothéses primaires d’espéces sur la base d’un
caractére (3). Evaluation de ces hypothéses primaires (augmentation du nombre de
caractéres/échantillons, amélioration des techniques...)(4). Génération de nouvelles hypothéses
d’espéces (hypthéses secondaires d’espéces) (5)

(Pante et al. 2015)

Les especes qui sont dans cette zone grise peuvent se trouver a différentes étapes du continuum

de spéciation, i.e. a différents jalons entre 1’espeéce ancestrale et les futures especes. Elles

peuvent peut-étre déja avoir des morphologies différentes mais avoir encore des alléles en

commun, soit par le partage d’un polymorphisme ancestral, soit par I’existence de flux de génes

entre pools géniques. Il est possible d’estimer la part d’un pool génique « envahi » par un autre

en mesurant la proportion de génome d’individus hybrides issus de ces deux pools géniques.

On peut donc détecter une introgression d’un pool génique par un autre. Plus I’introgression est
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récente, plus équilibrées seront les proportions de deux fonds génétiques chez 1’hybride (50%-
50% pour un hybride de premicre génération). L’existence d’un flux de géne, méme faible,
entre fonds géniques peut rendre difficile la délimitation d’espéces qui ne sont donc pas tout a
fait des pools géniques indépendants. On peut alors parler de complexe d’espéeces. En Europe,
il a été par exemple mis en évidence des introgressions asymétriques plus ou moins récentes
entre trois especes de moules du genre Mytilus considéré aujourd’hui un complexe d’especes

(Fraisse et al. 2016).

1.3. De la variation morphologique a la différenciation

génétique chez les Cnidaires

Les Cnidaires sont connus pour leur diversité de formes et de couleurs. Ces critéres ont servi
historiquement a identifier les espéces. Pourtant, les variations morphologiques chez les
Cnidaires ne sont pas symptomatiques d’une spéciation mais peuvent étre une réponse a
différentes conditions de lumiere (Gattuso 1987), de courant (Todd 2008), ou de pH (Tambutté
et al. 2015) qui modifient la morphologie comme 1’aspect du squelette. Une étude a montré par
la transplantation de coraux Porites lobata que les caractéristiques du squelette des colonies (en
terme de masse et de développement en hauteur et latéral) pouvaient s’expliquer, du moins en
partie, par une plasticité phénotypique chez I’adulte (Smith et al. 2007). En revanche, dans
d’autres cas, les variations morphologiques restent sans explication. Chez la méduse Cassiopea
andromeda, par exemple, il a été identifi¢ six morphes chez cette espece, caractérisés par
différentes couleurs (Figure I1.3-1.A) trouvés dans différents habitats et semblant partager la
méme diversité symbiotique (Lampert et al. 2012). Enfin, [’utilisation de marqueurs
moléculaires a permis de mettre en évidence au sein de la méme espece Stylophora

madagascarensis plusieurs structure de squelettes (Figure 11.3-1.B) (Flot et al. 2011).
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A contrario, toujours grace au développement d’approches génétiques, nombre d’especes de
Cnidaire, décrites comme monomorphes, représentent en réalit¢ un complexe d’espéces
cryptiques. Chez ’espece Actinia fragacea (Figure 11.3-1.C), ont été identifiés deux réseaux
d’haplotypes ribosomaux distincts suggérant I’existance de deux fonds génétiques différents

partageant les mémes criteres morphologiques (Pereira et al. 2014).

Figure I1.3-1 : Diversité morphologique et differenciation génétique chez Cassiopea andromeda (A) Stylophora
madagascarensis (B) et Actinia fragacea (C).
A. Six morphes (bleu, rouge, marron, blanc, vert et violet) dont I’origine est encore inconnue (Lampert et al. 2012)

B. Diveristé de morphologie intraspécifique du squelette calcaire (Flot et al. 2011)
C. Exemple d’anémone dans laquelle deux haplotypes distincts ont été identifiés  (Pereira et al. 2014)

De manicre générale chez les Cnidaires, les données morphologiques ne sont donc pas
représentatives de lignées génétiques et ne sont donc pas de bons marqueurs de spéciation

(Tableau II1.3-1), aussi bien chez les coraux (Flot et al. 2011; Schmidt-Roach et al. 2013; Veron
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& Pichon 1976) que chez les anémones de mer (Douek et al. 2002; Gonzélez-Muiioz et al. 2015;
Pereira et al. 2014; Rodriguez et al. 2014; Spano et al. 2018). Par exemple, afin de vérifier la
nature des groupes définis par la morphologie des colonies de Pocillopora damicornis,
Schmidt-Roach et al. (2013) ont utilisé¢ différents marqueurs pour délimiter des pools
génétiques chez 1’hote mais é€galement des marqueurs ribosomaux pour caractériser les
populations de symbiotes. En fonction du marqueur moléculaire, les auteurs regroupaient ou au

contraire sous-partitionnaient des groupes prédéfinis par la morphologie.

Tableau IL.3-1: Sensibilit¢é des marqueurs moléculaires dans D’identification de groupes génétiques
différenciés inter et intra espeéces morphologiquement décrites chez des coraux (en gris) et des anémones de
mer (en blanc)

Etude Especes Marqueurs génétiques Firc’n{pes
(nb morphotypes) génétiques

Flot et al. 2011 Stylophora madagascarensis . ITSIZ,' A A

(Figure 11.3-1.A) Stylophora mordax ORF et putative région de contréle BetC
- Stylophora pistillata mitochondriaux C
ORF et CR mitochondriaux 92
. Pocillopora damicornis HSP70 9b
Schmidt-Roach et al. 2013 B e Tics) ITS2 5
Contenu symbiotique 6

, N Phymanthus crucifer . .

Gonzalez-Muioz et al. 2015 12S mitochondrial 2

(3 morphes)
Actinia equina
(3 morphes) 28S ribosomal 2
Actinia fragacea
Anthothoe chilensis
(4 morphes)

Pereira et al. 2014
(Figure 11.3-1.B)

Spano et al. 2018 SNP issus de séquengage RAD 7

92 et 9% indiquent un nombre similaire de groupes obtenus mais deux regroupements différents des écomorphes

Enfin, en plus de la diversité génétique des populations de Cnidaires en tant qu’animal, la
présence de symbiotes associés ajoute un niveau de diversité génétique supplémentaire qui peut
étre corrélé avec les variations phénotypiques de 1’holobiote. Une étude a mesuré la diversité
symbiotique entre trois morphes du corail Madracis pharensis (marron, violet et vert Figure
I1.3-2). 11 s’avére que chez cette espece, la composition en Symbiodiniacées est fortement
corrélée aux morphes hote indépendamment des conditions d’exposition lumineuse de la

colonies coralienne (Frade et al. 2008).
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Figure 11.3-2 : Composition en Symbiodiniacées en fonction de la couleur et ’habitat lumineux de ’hdte
Les symbiotes appartiennent au genre Breviolum (B7 en noir et B15 en blanc) et sont caractérisés par les

séquences I'TS2. Le nombre de colonies testé est indiqué au-dessus des histogrammes.
(modifié d’aprés Frade et al. 2008)

11.4. Des espeéeces cryptiques chez Anemonia viridis ?

Lors de mes travaux, je me suis donc interrogée sur la nature des morphes d’A. viridis pour
laquelle cinq morphes ont précédemment été décrits (Figure 1.4-4), tous symbiotiques :
représentent-ils une signature de spéciation ou sont-ils le reflet d’une distribution différenciée
de symbiotes ? Afin de définir la nature de ces morphes et d’explorer la diversité génétique de
I’hote et du symbiote, nous avons choisi une approche de génétique des populations sur des
populations naturelles géographiquement distantes de Manche et de Méditerranée, ou les trois

morphes les plus fréquents (rufescens, rustica et smaragdina) sont trouvés en sympatrie.
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[1.4.1. Echantillonnage des morphes en Europe

Pour définir la nature taxonomique des morphes d’Anemonia viridis, les trois morphes les plus
répandus (rufescens, rustica et smaragdina) ont été échantillonnés sur deux sites en Manche et
plusieurs sites le long des cdtes méditerranéennes (Figure II1.4-1). Une espece proche,
Paranemonia cinerea, a servi de groupe externe. L’ADN total a été extrait, pour chaque
anémone nous avons donc I’ADN de I’hdte animal et celui des Symbiodiniacées associées.
L’¢échantillonnage marqué A1 est I’échantillonnage ayant servi a I’étude de Mallien et al. (2017),
celui marqué A2 correspond a 1’étude de Porro et al. (2019) (les deux articles sont disponibles

en annexes de ce chapitre : Al et A2).

Anemonia viridis Paranemonia cinerea

rufescens rustica smaragdina
o © P . | N

A
Flymot SOULIEMPLoT:
Al A2 Al A2
(a/2/0/0) (12/15/0/0) Q/ZIZIO) (0/13/13/0)
8 4 \
o ¢!
Ajibu A2 g/j »
(0/0/0/0)  (o/8/24/0) o
| L o“_'i;‘ .
Al A2
B ¢4 (0/0o/0/1) (0/0/0/1)
Al A2 )
(4/0/0/0) (0/0/0/0) W
b e 2/0)  (0/0/0/0)
.(0/2/2/0) (13/5/25/) -
. ‘ %572/0) 7?72/ ‘

e ) o | \ 20

t»‘ ,_',r,a‘ wa!l”k:‘;' W

Al A2 Al A2 Al A2
(0/0/0/1) (0/0/0/1) (0/0/0/1)  (0/0/0/0) (0/o/0/1) (0/0/0/1)

Figure 11.4-1 : Morphes et localisation des individus d’ Anemonia viridis échantillonnés sur les cotes européennes.
A.Morphes d’A. viridis (rufescens, rustica, smaragdina) et le groupe externe Paranemonia cinerea les barres
d’échelle correspondent a Scm.

B. Localisation des sites d’échantillonnage et nombre d’échantillons (rufescens/rustica/smaragdina/P. cinerea)
pour chacune des études détaillées en annexes (A1l : Mallien et al. 2017, A2 : Porro et al. 2019)
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11.4.2. Génotypage

[1.4.2.1. Marqueurs génétiques et niveau de divergence de I’héte
animal

Pour estimer la position des morphes d’4. viridis le long d’un possible continuum de spéciation,
nous avons choisi deux méthodes pour génotyper les anémones de mer. Pour la premiére
méthode, nous avons sélectionné des genes identifiés lors d’expériences de réponse a un stress
thermique (Ganot et al. 2011; Moya et al. 2012). Ces génes avaient une expression différentielle
entre condition contrdle et condition stressée. Les geénes de réponse au stress peuvent étre les
genes qui « voient » I’environnement. Ils sont donc susceptibles de porter un signal de
différenciation entre populations plus fort que des marqueurs neutres (Bensch et al. 2002;
Garvin et al. 2010). Nous avons développé des marqueurs EPIC (Exon-Primed Intron-Crossing)

sur un set de ces geénes de stress (Mallien et al. 2017; Mallien 2017) (Figure 11.4-2).

Speciation Process Ancestral Population

v

unique character
states

barriers to -
: — . Nb of Taxonomic
gene exchange Matrix
markers level
Populations Phylogeny of closed species
hybridization ) . _—
RAD Reference Species Intraspecific variations
X ADN Thousands
sequencing or de novo Related Phylogeography
lineage sorting genera Population genetics
exclusivity Exon Primed ARN  Reference T Populations Low taxonomic level
ens
Intron Crossing ~ ADN needed Species on closely related species

Species A Species B

Figure 11.4-2 : Efficacité des approches EPIC et Séquencage RAD dans la différenciation de pools géniques.
Les marqueurs EPICs (en gris dans le tableau) sont plus appropriés dans I’étude d’espéces en fin de continuum
de spéciation alors que les marqueurs issus du séquencage RAD peuvent permettre d’identifier des populations
en cours de spéciation.

(image tirée de Shaw and Mullen 2011; tableau partiellement reproduit de Zimmer and Wen 2015)

Pour la deuxiéme approche, nous avons utilis¢ la méthode du séquencage RAD (ou
RADsequencing pour Restriction site Associated DNA sequencing) (Porro et al. 2019). Par cette

approche, plusieurs milliers de marqueurs SNP (Single Nucleotide Polymorphism) ont pu étre
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générés, fournissant par la méme autant de caractéres génétiques. Le grand nombre de
marqueurs générés par le séquengage RAD permet 1’acces a une plus grande proportion du
génome que I’amplification spécifique de quelques marqueurs et donc fournir un niveau de
résolution plus appropri¢ pour étudier des cas ou le processus de spéciation est en cours

(Emerson et al. 2010; Pante et al. 2015a; Ree & Hipp 2015) (Figure 11.4-2).

[1.4.2.2. Caractérisation des populations de Symbiodiniacées

Les populations de symbiotes d’A. viridis ont été génotypées a I’aide d’un des marqueurs
ribosomaux canoniques utilisés pour I’identification des Symbiodiniacées, 1I’'ITS2 (Internal
Transcribed Spacer 2), une portion variable de I’ADN ribosomal nucléaire. Pour caractériser
les populations des symbiotes, nous avons considéré le catalogue des séquences ITS2
amplifiées dans chaque anémone. Pour définir ce catalogue, nous avons choisi une méthode ad
hoc basée sur la profondeur de séquengage (le nombre de reads, ou lectures, par séquence par
anémone) et le partage de ces séquences ITS2 entre anémones. Cette méthode est similaire aux
approches utilisées pour identifier les unités taxonomiques opérationnelles (OTU) et est
identifiée par le code D&S (pour Depth and Sharing car un seuil de profondeur de lectures et
de partage entre individus a €té appliqué pour valider les s€quences) dans la suite du manuscrit.
Nous avons également utilisé la procédure d’analyse des séquences ITS2 SymPortal (Hume
2019; Hume et al. 2019) qui est basée sur 1’algorithme du Minimum Entropy Decomposition

(Eren et al. 2015) (pour les précisions se reporter a I’annexe A2 de ce chapitre, Porro et al 2019).

11.4.3. Résultats majeurs

[1.4.3.1. Divergence des morphes d’A. viridis

Initialement la divergence génétique entre les morphes d’A. viridis a donc été testée en utilisant
les cinq marqueurs EPIC analysés au sein des individus des trois morphes. A partir des données
de séquencage recueillies, nous avons ainsi estimé 1’arbre d’espece le plus probable parmi

différents partitionnements des individus (au travers d’une méthode basée sur la coalescence).
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Cette approche nous a permis de tester plusieurs scénarios de spéciation : (i) en regroupant
comme une seule espece les différents morphes d’A. viridis, (ii) en considérant les morphes
comme des entités différentes, en séparant les individus par origine géographique (la Manche
versus la Méditerranée), (iii) ou enfin en combinant et en hiérarchisant les deux derniers
partitionnements avec soit une différenciation morphologique puis géographique, soit d’abord
une différenciation par I’origine géographique puis une différenciation morphologique locale

(Figure 11.4-3).

Le partitionnement le plus vraisemblable (défini avec SpedeSTEM, Ence & Carstens 2011),
regroupe les trois morphes en une seule espece, différenciée du groupe externe, P. cinerea. Ainsi
sur la base de ces cinq marqueurs EPICs, les morphes d’A. viridis ne semblent donc pas étre
des groupes génétiques ayant divergé depuis longtemps. Ces résultats ont fait 1’objet d’une

premicre publication présentée en annexe Al de ce chapitre, Mallien et al 2017)

| 1
P. cinerea A. viridis
A O 0O

Log Likelihood = -4844

Log Likelihood =-22628 Log Likelihood = -7720

Figure 11.4-3 : Différents partitionnements des individus d’A. viridis et leur vraisemblance.

Les figurés représentent les différents morphes (A : rustica, o :smaragdina, O : rufescens), les couleurs
indiquent D’origine géographique (A em: Méditerranée, A em :Manche). Les vraissemblances ont été
calculées avec SpedeSTEM (Ence and Carstens 2011).

A ce stade, nous ne pouvions néanmoins pas €carter I’hypotheése que les marqueurs génétiques

choisis n’apportaient pas la résolution nécessaire pour détecter un phénomene de spéciation
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récent (ou en cours) entre les morphes. Nous avons donc mené une étude complémentaire en
augmentant le nombre d’échantillons et de marqueurs génétiques (grace au séquencage RAD).
Nous avons alors pu identifier (aprés correction de 1’effet de la clonalité sur 1’analyse de la
structure génétique) quatre groupes génétiques dans 1’échantillonnage A2 a I’aide d’une
méthode de reconstruction d’arbre d’especes basée ¢galement sur la coalescence (SVDquartets,
Chifman & Kubatko 2014), et avec une méthode de clustering (1’algorithme sSNMF implémenté
dans le paquet LEA sous R sous le nom de fonction snmf, Frichot & Francois 2015). Ces quatre
groupes génétiques (correspondant aux clades de I’arbre généré par SVDquartets, ou aux
clusters obtenus avec snmf) regroupent des individus de morphes différents et sont distribués
géographiquement avec : un groupe en Manche (identifi¢ comme EngCh dans ’annexe A2 et
correspondant au cluster 3 dans la Figure 11.4-4), un groupe majoritairement composé des
individus de provenant de 1’étang de Thau (Med! dans I’annexe A2, cluster 2 dans la Figure
I1.4-4), un groupe composé des autres individus méditerranéens (Med2 dans 1’annexe A2,
cluster 1 dans la Figure 11.4-4) et un groupe composé des individus de morphe rufescens

provenant de Banyuls (BanRuf dans 1’annexe A2, cluster 4 dans la Figure 11.4-4).

Elymouth; Southampton

55
|

50
1

45
1

40

35

Figure 11.4-4 : Distribution géographique des clusters génétiques identifiés avec snmf.
cluster1=Med?2, cluster2=Med1, cluster3=EngCh, cluster4=BanRuf
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Les individus de Vulcano ont été attribués au clade Med? sur la base des résultats de
SVDquartets (annexe A2, Figure 3) qui les placent de fagon non-ambigiie dans ce clade alors
que I’analyse de clustering génétique, plus sensible aux données manquantes (la qualité
médiocre des individus de Vulcano a limité le nombre de lectures disponibles), ne peut
clairement attribuer ces individus a un cluster. Un seul groupe génétique est constitu¢ des
individus d’un seul morphe (rufescens), localis€¢ uniquement a Banyuls (BanRuf, cluster 4), et
s’avere aussi divergeant que le groupe externe (cf. annexe A2, Figure 2 : arbre RAXML). Par
ailleurs, trois de ces groupes génétiques sont trouvés en sympatrie a Banyuls : Medl, Med? et
BanRuf et nous n’avons détecté que peu d’introgressions entre Med! et Med?2 et aucune entre

BanRuf et les autres lignées.

A T’instar des tests d’hypotheses effectués pour I’analyse des marqueurs EPICs, nous avons
testé la pertinence de ce partitionnement par coalescence avec BFD* (Leaché & Ogilvie 2016).
Ce partitionnement a été comparé avec le partitionnement par morphe ou par région (Manche
versus Méditerranée versus BanRuf). Le partitionnement des individus par clades/clusters est
bien le meilleur parmi ceux testés (Figure 11.4-5 et annexe A2, table S3) et implique que les

quatre groupes génétiques identifiés sont des especes différentes.
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Figure I1.4-5 : Pertinence du partitionnement des anémones de mer en fonction des morphes, de la région
d’origine ou des clusters génétiques

L’hypothése des morphes comme espéces correspond a I’hypothése nulle choisie pour BFD*, ’hypothése
d’espéces secondaire basée sur la région d’origine distingue les rufescens de Banyuls des anémones de mer
de Méditerranée et de Manche. La deuxiéme hypothése d’espéces secondaire correspond au partionnement
obtenu avec les clades issus de I’analyse SVDquartets et les clusters génétiques snmf.

Les valeurs dans les cadres sont les Maximum Likelyhood Estimates de BFD*, les valeurs dans la partie
inférieure indiquent la significativité et le signe I’hypothése d’espéce la plus vraissemblable (en gras).

Trois de ces groupes génétiques indépendants (Med1, Med?2 et EngCh) partagent des morphes
différents et semblent plutdt structurés par I’origine géographique des échantillons (Figure
11.4-4 et Tableau I1.4-1). La divergence entre EngCh et les autres anémones méditerranéennes
pourrait donc s’expliquer par un processus de vicariance mis en place pendant la colonisation
post-glaciaire des cotes de la Manche, ne fournissant pas jusqu’alors d’habitat aux organismes

marins.

L’existence d’especes cryptiques au sein d’A viridis est néanmoins renforcée dans cette étude
par la présence de la lignée BanRuf en sympatrie avec des individus des lignées Med1 et Med?2
sans qu’aucune introgression ne soit détectée. De méme certains individus des lignées Med| et
Med?2 vivant en sympatrie a Banyuls ou a Thau ne montrent pas ou peu de signaux de brassage
génétique. Dans une autre étude, développée dans le chapitre III (page 127), nous avons étudié
plus en détail les populations d’A4. viridis en Méditerranée (annexe A3 du chapitre III). Elle nous
a permis de confirmer I’existence de plusieurs groupes génétiques en Méditerranée (désormais

au nombre de cinq) vivant en sympatrie.
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En conclusion, il est pour 1’heure toujours impossible de relier les différences morphologiques
a des différences génétiques chez A. viridis, bien que nous ayons pu mettre en évidence un

complexe d’espéces cryptiques au sein de 1’espece A4. viridis.

Tableau I1.4-1 : Distribution géographique des espéces cryptiques chez Anemonia viridis en Méditerranée
et en Manche.

L’attribution des anémones de mer au cluster majoritaire est indiquée dans la colonne « Cluster snmf ».
* indique une difficulté d’attribution des individus de Vulcano a un quelconque cluster alors qu’ils sont
placés de facon non-ambigiie dans le clade Med2 avec SVDquartets.

Cluster Etang
Morphes Vulcano Banyuls Plymouth Southampton
snmf P de Thau Y 4 P
BanRuf 4 rufescens -
rustica
y 2 .
smaragdina
rustica
smaragdina
rufescens
EngCh 3 rustica
smaragdina

11.4.3.2. Différenciation génétique hote et composition symbiotique

Le mystére des morphes n’étant pas résolu, nous avons voulu déterminer s’il existait une
corrélation entre la composition en Symbiodiniacées et les différenciations morphologiques et
génétiques observées chez 4. viridis. La diversité de symbiotes d’A. viridis a été déterminée par
le marqueur ribosomal, ITS2. A 1’aide de deux approches (D&S et SymPortal), nous avons
identifié, pour chacune, environ 90 séquences différentes (dont une quarantaine commune aux
deux approches) (Figure 11.4-6.A). Toutes ces séquences ont bien été identifiées comme
appartenant a des Symbiodiniacées du clade A tempéré (la distribution des séquences du jeu de

données SymPortal au sein des anémones est donnée Figure 11.4-6.B).
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La comparaison de la différenciation morphologique et du contenu symbiotique n’a pas mis en
¢vidence de corrélation (annexe A2, Table 1 et Table S6). En revanche, nous avons mesuré une
différence statistiquement significative (testée en PERMANOVA) dans les populations de
symbiotes entre les lignées génétiques précédemment identifiées chez les hodtes. Les
comparaisons deux-a-deux ont révélé une composition différente en symbiote pour chacune
d’entre elles a I’exception de BanRuf qui semble partager, en fonction du jeu de données, une

partie de la diversité de Medl ou de Med?2 (Tableau I1.4-2).

Tableau I1.4-2 : Comparaison deux-a-deux de la distribution de la diversité d’ITS2 entre clades/clusters
génétiques hotes. Les p-values en gras correspondent aux comparaisons statistiquement significatives apreés
une correction FDR

Dataset obtenu avec D&S Dataset obtenu avec SymPortal
Adjusted Adjusted
F R? ! F R? !
p-value p-value

BanRuf vs EngCh 2.738076  0.04742236 0.003 5.512642 0.09262977 0.0022
BanRuf vs Med1 1.844418 0.06870769 0.0156 1.430598 0.05215337 0.1369
BanRuf vs Med2 1.013963 0.03071315 0.439 1.984534 0.07943049  0.04524

EngCh vs Med1 2.166855 0.02844879 0.0003 14.271417 0.15809453 0.0003
EngCh vs Med2 4.364921 0.0511325 0.0003 18.941614 0.20601785 0.0003
Med1 vs Med2 2.225183 0.04180696 0.0066 2.374094 0.05011376 0.0093

En complément de ces travaux et en se basant sur la distribution des ITS2 obtenus a 1’aide
SymPortal, j’ai réalis€¢ une analyse discriminante en composante principale, dapc, afin de
déterminer la nature de la différenciation mise en évidence avec la PERMANOVA. Seule la
différenciation symbiotique observée entre la Manche et la Méditerranée, portée par le premier
axe de la dapc (Figure 11.4-7), est due a un des variants ITS2 majoritaires (Albq avec un poids
supérieur a 20% sur cet axe). C’est sur I’axe 3 que 1’on peut différencier Medl de Med?2 (a1’aide
du variant 53712) et la différenciation entre BanRuf et les autres anémones est visible dans la
troisieme dimension de la dapc et semble due a deux variants (53803 et 53804). La
différenciation entre la Manche et la Méditerranée serait donc due a la présence dans la Manche

d’une souche particuliere de Symbiodiniacées identifiable avec le variant ITS2 Albp.
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DA eigenvalues

Dim 2
Variants ITS2: 53803, 53804

Dim 3
VariantITS2: 53712

DA eigenvalues

Dim 1
Variant ITS2: Albq

Figure I1.4-7 : Analyse discriminante en composante principale sur les ITS2 (SymPortal) en fonction
des clades/clusters hote
EngCh en violet, BanRuf en vert, Medl1 en jaune, Med2 en orange, P. cinerea en noir
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Les morphes observables chez A. viridis ne sont donc pas liés a la composition en
Symbiodiniacées. En revanche, celle-ci est différenciée en fonction des clades/clusters
génétiques identifiés chez I’hote, avec semble-t-il un effet de la région d’origine des anémones,
différenciant fortement Manche et Méditerranée. La différenciation des populations de
symbiotes entre Manche et Méditerranée semble suivre les résultats obtenus chez une autre
anémone symbiotique, Aiptasia couchii, pour laquelle une « lignée » méditerranéenne et une

« lignée » atlantique ont été identifiées au sein du clade A tempéré (Grajales et al. 2016).

L’utilisation de I’'ITS2 est particulierement appropriée pour la mesure et la compréhension de
la diversité génétique a 1’échelle de I’espéce (Coffroth & Santos 2005; LaJeunesse & Thornhill
2011). Comme la différenciation symbiotique entre les lignées méditerranéennes semble étre
due a des variants rares d’ITS2, I’amélioration de la mesure de la diversité symbiotique au sein
d’A. viridis par I’utilisation de marqueurs plus résolutifs sur des temps évolutifs courts (comme
des marqueurs microsatellites) permettrait de préciser le niveau de différentiation des

populations de Symbiodiniacées entre BanRuf, Medl, Med?2.

La nature des morphes d’4. viridis reste encore a éclaircir (Chapitre IV.1.2), mais la génération
du nombre important de marqueurs grace au séquencage RAD pourrait servir a une analyse
d’association phénotype-génotype qui pourrait identifier des SNPs corrélés avec la
différenciation morphologique des anémones (Korte & Farlow 2013). Mais cette variation
pourrait aussi €tre due a une réponse plastique aux conditions locales au moment de
I’établissement de la larve suivie d’une canalisation développementale (Kawecki & Ebert 2004;

Zamer & Mangum 1979).
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Annexes
Diversité morphologique : de la plasticité morphologique

a la divergence interspécifique
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Anemonia viridis is a model species for studies of physiological and transcriptomic response to symbiosis and
environmental stress (temperature, light, symbiosis breakdown). Five morphs are described in this species, based on
morphology, pigment protein content, and major mode of reproduction. Up to now, the taxonomic status of these morphs
remains unclear, without clear knowledge of whether the morphological variation amongst the morphs is due to phenotypic
plasticity or adaptation. In the present study, we assess the species status of the three most commonly found morphs by
coalescent analyses. For this purpose. five markers were designed for genes whose expression is modified under stress
(ca2m, dufl140, RNAbinding5, twK, sym32) and analysed in 34 individuals representing the morphs A. viridis var rufescens,
rustica and smaragdina from eight geographic sites (two in the English Channel and six in the Mediterranean Sea).
Phylogenetic analyses of individual gene trees showed no clear separation of the morphs. Furthermore, multilocus
coalescent analyses using SpedeSTEM and BPP regrouped all the morphs into one species, showing very few genetic
differences amongst them. In a further analysis, we checked for clonality amongst 80 individuals of A. viridis var.
smaragdina from one geographic site using three microsatellite loci. This morph proved to be as clonal as var. rustica,

indicating a similar potential for asexual reproduction.

Key words: adaptation, Anemonia viridis, clonality, Cnidaria, coalescence, EPIC, fluorescent protein, microsatellites,

phenotypic plasticity, phylogenetics

Introduction

The symbiotic sea anemone Anemonia viridis (Forskal,
1775) (but see below for the discussion on the authority
and description, unsettled in the literature for this species)
is an important model to study adaptation in cnidarians
due notably to its wide distribution range from the North
Sea (mid-Scotland as a northern limit) to the Mediterra-
nean basin (Wiedenmann et al., 2007). Moreover, its pres-
ence from tidal pools down to 25 m depth (Manuel, 1988;
Schmidt, 1972) demonstrates its amazing capacity to

adapt to a wide range of physical conditions, typical of

temperate regions (Bensoussan, Romano, Harmelin, &
Garrabou, 2010). Consequently, A. viridis is a well-estab-
lished model for physiological studies in cnidarians
(Choresh, Ron, & Loya, 2001; Dani et al., 2016; Ganot
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et al., 2011; Moya, Ganot, Furla, & Sabourault, 2012;
Revel et al., 2016; Richier, Furla, Plantivaux, Merle, &
Allemand, 2005).

However, A. viridis presents different phenotypic
variations based on colour features alone (Andres.
1884; Schmidt, 1972). Indeed, the current taxonomy of
the genus Anemonia itself is still not settled, and has
been shown to be paraphyletic (Daly et al., 2017).
Some authors refer to the species as A. viridis (For-
skal, 1775), others as A. sulcata (Pennant, 1777), and
one of the colour morphs described by Andres (1884)
within 4. sulcata has been raised to the species level
as A. rustica (Bulnheim & Sauer, 1984), although no
clear morphological differences amongst the colour
morphs had been found (Chintiroglou & Karalis,
2000). As we aim to settle the question of the taxo-
nomic status of the colour morphs in this species, we
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choose to denominate them as varieties
within the species A. viridis (Forskal, 1775),
given the priority arising from the earlier
description date. Five different morphs (var.
rufescens, rustica, smaragdina, viridis, and
vulgaris) have been differentiated amongst a
larger number of colour variants initially
described by Andres (1884) and Gosse (1860)
based on the type of green fluorescent, red
fluorescent and pink non-fluorescent host
pigments that define the tentacle colouration
(Wiedenmann, Rocker, & Funke, 1999) (Fig.
1). These host pigments are homologous to
the green fluorescent protein (GFP) from the
bioluminescent jellyfish Aequorea victoria
(Prasher, Eckenrode, Ward, Prendergast, &
Cormier, 1992; Shimomura, Johnson, &
Saiga, 1962) that can be either brightly green
or red fluorescent proteins (FPs) or non-
fluorescent chromoproteins (CPs)
(Leutenegger et al., 2007; Lukyanov et al.,
2000; Wiedenmann et al., 1999; Wiedenmann,
Elke, Spindler, & Funke, 2000a). Anemonia
viridis var. smaragdina, rufescens, and
vulgaris display tentacles w