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Chapitre 1 : Introduction 

1. L’écosystème corallien 

1.1 Les récifs coralliens 

Les récifs coralliens couvrent 284 000 km2 des eaux tropicales et subtropicales, soit moins de 

1 % de la planète (Van Oppen & Gates, 2006). Malgré leur faible représentation, les récifs coralliens 

sont parmi les plus productifs et diverses du monde (Hughes et al., 2003). Ces écosystèmes 

fournissent d’importants biens et services tels que la pêche, la protection des côtes ou encore le 

tourisme. Ils contribuent largement à l’économie de certains pays côtiers et représentent des 

bénéfices mondiaux annuels atteignant 29 milliards d’euro en 2010 (Burke et al., 2011). Ainsi, des 

millions de personnes dépendent de ces écosystèmes. Les récifs coralliens font actuellement partie 

des habitats les plus diverses par unité de surface (Knowlton et al., 2010) et sont ainsi souvent cités 

comme des points chauds de biodiversité. Bien que la biodiversité récifale reste, à ce jour, difficile 

à mesurer ; on estime qu’au moins 25 % des espèces marines peuplent les récifs coralliens (Hoegh-

Guldberg et al., 2007 ; Knowlton et al., 2010), soit de 25 000 à 60 000 espèces (Payri, 2018). 

Les écosystèmes coralliens, formés principalement par les coraux scléractiniaires, sont en 

général retrouvés dans des environnements oligotrophes (pauvres en sels nutritifs), peu profonds, 

salins (33 à 36 psu), à faible sédimentation et où la température moyenne de l’eau est d’environ 

28 °C (D’Elia & Wiebe, 1990 ; Kleypas, Mcmanus & Menez, 1999). Cependant, ces caractéristiques 

peuvent varier et certains récifs coralliens « marginaux » sont retrouvés dans des milieux 

« extrêmes ». Une étude réalisée à Moorea, en Polynésie Française a notamment démontré la 

présence de coraux dans un environnement à fort taux de sédiments (Rouzé et al., 2015). La 

comparaison de la couverture corallienne soumise à une sédimentation importante à celle soumise 

à des taux de sédimentation moyen a permis de mettre en évidence que les coraux de cet 

environnement extrême étaient plus abondants. D’autres études ont mis en évidence la présence 

de récifs coralliens faisant face à des pH faibles, notamment en Papouasie Nouvelle-Guinée 

(Fabricius et al., 2011) ou à de forts taux de salinité excédant 45 psu, comme en Mer d’Arabie (Rezai 

et al., 2004). 
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Toutes ces caractéristiques environnementales influent sur la structuration des 

communautés récifales. Parmi les macro-organismes, divers groupes taxonomiques sont 

représentés au sein des récifs tel que : les poissons, les mollusques, les cnidaires, les crustacés, les 

échinodermes, les algues, les éponges et les ascidies. Ces groupes sont largement représentés dans 

la région Indo-Pacifique qui est considérée comme le premier point chaud de la biodiversité marine. 

En effet, parmi les 1400 espèces de coraux durs recensés, 500 ont été trouvées dans la région Indo-

Pacifique (Payri, 2018). De plus, les coraux abritent une grande partie de la faune cryptique (e.g. 

mollusques, crustacés) qui constitue une part importante de la biomasse des récifs coralliens 

(Reaka-Kudla, 1997). Le corail Pocillopora damicornis loge ainsi de nombreuses espèces cryptiques 

et plus de 35 espèces ont été collectées chez un même individu (Austin, Austin & Sale, 1980). En 

plus de ces associations avec des macro-organismes, les coraux vivent en interaction avec de 

nombreux micro-organismes, constituant alors un holobionte, tels que des algues microscopiques 

de la famille des Symbiodiniaceae, des bactéries, des virus ou encore des champignons (van Oppen 

et al., 2017). L’association avec les coraux n’est pas nécessaire à la survie de ces organismes et ils 

peuvent être retrouvés libres dans la colonne d’eau (Hofer, 2016). 

 

1.2 Morphologie des holobiontes 

Les holobiontes sont des méta-organismes qui comprennent non seulement l’organisme 

hôte, corail ou bénitier par exemple, mais aussi des microorganismes, symbiontes ou non, tels que 

des bactéries, des archaea, des algues endolithiques ou encore des virus (Hester et al., 2016). Le 

concept d’holobionte, utilisé pour la première fois par Margulis et Chapman (1998), repose donc 

sur l’existence d’interactions entre l’hôte et ses organismes associés (Egan et al., 2013). 

Indépendamment du patrimoine génétique de l’hôte, la composition des communautés 

symbiotiques peut donc influencer sa physiologie et son état de santé (Kimes et al., 2010 ; Thurber 

et al., 2009). Certaines études réalisées sur des algues ont démontré que les symbiontes pouvaient 

fournir des services écologiques aux holobiontes (Egan et al., 2013 ; Lachnit, Wahl & Harder, 2010). 

Tout comme les Symbiodiniaceae, les bactéries et virus peuvent contribuer aux besoins 

énergétiques des hôtes, via la fixation d’azote ou l’approvisionnement et le recyclage des 

nutriments (Barott et al., 2011 ; Beman et al., 2007 ; Lesser, 2004 ; Olson et al., 2009). Néanmoins, 
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les symbiontes peuvent aussi être délétères pour l’hôte en contribuant négativement à sa survie et 

à son état de santé (Rosenberg et al., 2007). 

 

1.2.1 Holobionte corail 

Les coraux durs, ou scléractiniaires, font partie des holobiontes les plus étudiés car, tout 

comme les bénitiers, ils possèdent la particularité de vivre en association symbiotique avec des 

algues photosynthétiques de la famille des Symbiodiniaceae (Baker, 2003 ; Fitt, Fisher & Trench, 

1986 ; LaJeunesse et al., 2018). Les coraux sont composés de deux feuillets cellulaires et les 

Symbiodiniaceae se retrouvent au niveau du feuillet externe (ectoderme) du polype (Figure 1.1). Le 

feuillet interne, l’endoderme, délimite une cavité digestive (bouche) qui communique avec 

l’extérieur. Les tentacules qui entourent la bouche possèdent des cnidocystes. Ces dernières sont 

des cellules urticantes, caractéristiques de l’embranchement des cnidaires, qui permettent au corail 

de se défendre et de capturer des proies.  

 

Figure 1.1 : Association des coraux et des Symbiodiniaceae. (A) Colonie de corail, (B) polypes, (C) 
Symbiodiniaceae visibles dans tentacule, (D) schéma d’un polype, (E) schéma de l’ectoderme. D’après 
Courtial et al. (2018), adapté de Tambutté et al. (2007) et de Kvennefors et al. (2010). 

Bien que tous les coraux soient capables de produire un squelette en carbonate de calcium 

(CaCO3), ils possèdent des morphologies différentes. La forme des coraux dépend principalement 
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de l’espèce. On retrouve par exemple des coraux branchus (e.g. Acropora spp., Pocillopora spp.), 

foliacés (e.g. Pavona spp.), encroutants (e.g. Montipora spp.) ou encore massifs (e.g. Porites spp.).  

Du fait de leur physiologie, les scléractiniaires peuvent utiliser l’autotrophie et/ou 

l’hétérotrophie pour se nourrir. L’hétérotrophie se caractérise par la capture de plancton (pico- à 

méso-) grâce aux tentacules ou au mucus recouvrant l’épiderme (Houlbrèque & Ferrier-Pagès, 

2009). De plus, le mucus peut permettre l’adsorption de bactéries. Les coraux peuvent également 

se nourrir de matière organique en suspension (e.g. fragments d’animaux, excréments), dissoute 

(e.g. glucose, acides aminés) ou inorganique (i.e carbone inorganique exogène ; Allemand et al., 

1998). Le caractère mixotrophe des coraux vient de leur association avec les Symbiodiniaceae. Ces 

derniers permettent l’autotrophie en fournissant à l’hôte jusqu’à 95 % de leur production en sucres, 

acides aminés et peptides (Muscatine & Porter, 1977). 

Une des caractéristiques des coraux scléractiniaires, est la mise en place de stratégies de 

reproduction variées incluant la reproduction asexuée et sexuée. Les coraux peuvent se reproduire 

de manière asexuée par expulsion ou bourgeonnement de l’unité de base du corail, le polype 

(Sammarco, 1982 ; Wecker et al., 2018). Les espèces branchues, tels que les Acropora, peuvent 

utiliser la fragmentation comme moyen de dispersion (Highsmith, 1982). Enfin, certains coraux, 

dont des Pocilloporidae, utilisent une reproduction alternative via l’émission de larves produites de 

façon asexuée (Miller & Ayre, 2004). Ainsi, la reproduction asexuée entraine la présence d’individus 

génétiquement identiques (clones). Deux modes de reproduction sexuée existent chez les coraux : 

les broadcast-spawners et les brooders. Les braodscast-spawners émettent les gamètes mâles et 

femelles dans la colonne d’eau tandis que chez les brooders seuls les gamètes mâles sont émis et 

dérivent dans la colonne d’eau afin de rencontrer un ovule à l’intérieur d’un polype (Baird, Guest & 

Willis, 2009). Ces deux types de fécondation entrainent la formation d’une larve, planula, qui va 

ensuite aller se fixer sur un substrat : c’est le recrutement. La fixation de la larve sur le substrat 

induit sa métamorphose en polype puis le développement d’une colonie corallienne (Harrison, 

2011). Bien qu’une transmission maternelle existe, la plupart des holobiontes coralliens vont 

acquérir des Symbiodiniaceae de la colonne d’eau au stade larvaire ou après la métamorphose en 

polype (Hirose, Yamamoto & Nonaka, 2008 ; van Oppen, 2001). 
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1.2.2 Holobionte bénitier 

À la différence des coraux qui peuvent acquérir des Symbiodiniaceae par transmission 

maternelle (transfert vertical), l’holobionte bénitier établit une symbiose avec les Symbiodiniaceae 

qu’une fois sa métamorphose terminée via le milieu environnemental (transfert horizontal). Les 

bénitiers sont des hermaphrodites protandres, c’est à dire que la reproduction est effectuée par 

émission de gamètes mâles puis après un temps de latence d’environ 30 minutes par l’émission 

d’ovocytes dans la colonne d’eau (Figure 1.2 ; Dubousquet, 2014 ; Kurihara et al., 2010). Les 

premiers stades de vie des bénitiers comprenant, la phase larvaire, le stade trochophore et le stade 

veliger, permettent leur dispersion. Par la suite la larve se transforme pour atteindre le stade 

pédivéligère qui va pouvoir se fixer sur un substrat favorable (Dumas et al., 2014). C’est au stade 

véligère que la larve va acquérir des Symbiodiniaceae de la colonne d’eau et les maintenir dans son 

estomac. Après la métamorphose avec son développement d’invaginations stomacales, les 

Symbiodiniaceae se retrouvent au niveau du manteau (Norton & Jones, 1992). Ainsi, l’holobionte 

forme une exosymbiose avec les Symbiodiniaceae qui ne sont pas intracellulaires mais 

extracellulaires. Bien qu’il ait longtemps été considéré que la symbiose se mettait en place après la 

métamorphose, une étude récente de Mies et ses collaborateurs (2016) a démontré qu’elle 

s’installe quatre jours après la fertilisation, au stade véligère. La survie des Symbiodiniaceae dans 

l’estomac des bénitiers entraine aussi leur relargage via les fèces, en condition normale ou face à 

des stress thermiques, permettant aux bénitiers d’agir comme des « réservoirs » (Neo et al., 2015).  

Figure 1.2 : Biologie du bénitier. (A) Cycle de vie du bénitier (d’après King et al. (2012)), (B) Anatomie du 
bénitier (d’après https://pauaproject.wordpress.com/clam-biology/) 
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Les Symbiodiniaceae jouent un rôle important dans l’alimentation des bénitiers et semblent 

être à l’origine de leur croissance rapide comparativement aux autres bivalves. La fixation du 

carbone, par photosynthèse, permet de générer des composés énergétiques qui peuvent être 

excrétés par les Symbiodiniaceae ou ingérés par digestion des symbiontes (Dubinsky et al., 1990). 

Les bénitiers peuvent donc vivre exclusivement des produits de la photosynthèse si les conditions 

lumineuses sont optimales. L’autotrophie apporte un avantage aux bénitiers, leur permettant de 

mieux assimiler et conserver l’azote qui représente une ressource limitée dans les récifs coralliens 

(Hoegh-Guldberg, 1996 ; Muller-Parker & D’Elia, 2015). L’hétérotrophie peut aussi occuper une part 

importante de la nutrition des bénitiers, surtout au stade juvénile (Klumpp & Griffith, 1994). Les 

bénitiers peuvent filtrer de grandes quantités d’eau afin d’ingérer du plancton et sont capables de 

retenir la plupart des particules allant de 2 à 50 µm (Fitt, Fisher & Trench, 1986 ; Klumpp, Bayne & 

Hawkins, 1992).  

 

1.3 Organismes associés : Symbiodiniaceae 

Les Dinoflagellés de la famille des Symbiodiniaceae, autrefois appelés zooxanthelles, font 

partie des symbiontes les plus étudiés en raison de leur rôle majeur dans la production primaire des 

récifs coralliens (Cesar et al., 2000). Les différents genres de Symbiodiniaceae sont 

morphologiquement similaires, de forme coccoïde et de taille allant de 5 µm à 15 µm à l’état de 

cyste végétatif, c’est-à-dire au sein de l’hôte. Ils sont capables de vivre en association avec au moins 

5 phyla différents comprenant les cnidaires, les mollusques, les plathelminthes, les porifères et les 

protistes (Stat, Carter & Hoeghguldberg, 2006). En échange des produits de la photosynthèse, les 

hôtes protègent les Symbiodiniaceae des prédateurs, délivrent des nutriments inorganiques (e.g. 

ammonium et phosphate) ou encore approvisionnent les symbiontes en carbone (Gattuso, 

Allemand & Frankinoulle, 1999 ; Stat, Carter & Hoeghguldberg, 2006).  

Des études basées sur la phylogénie ribosomale, plastidique et mitochondriale ont permis 

de mettre en évidence différents clades de Symbiodiniaceae. Pour cela, le séquençage de 

différentes régions de l’ADN ribosomique nucléaire a été utilisé, tel que la petite sous-unité 18S 

(Rowan & Powers, 1992), la grande sous-unité 28S (Coffroth & Santos, 2005 ; Pochon et al., 2001), 

les séquences inter-géniques transcrites ITS1 et ITS2 (Pochon et al., 2001) ou encore le gène du 
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grand ARN ribosomique chloroplastique 23S (Pochon et al., 2001 ; Pochon & Gates, 2010). Ainsi, 

neuf clades notés de A à I (Baker, 2003 ; Pochon & Gates, 2010 ; Rowan & Powers, 1991 ; Stat, Carter 

& Hoeghguldberg, 2006 ; Stat, Morris & Gates, 2008), subdivisés en différents sous-clades, ont été 

identifiés.  

Les clades A, B, C et D sont généralement retrouvés chez les scléractiniaires. Les clades A et 

C sont aussi souvent retrouvés chez les bénitiers. Les clades F, G et H ont été identifiés de manière 

beaucoup plus rare chez les coraux durs (Baker, 2003 ; LaJeunesse, 2001 ; Pochon et al., 2006 ; 

Schmidt-Roach et al., 2013). Le clade E n’a jusqu’à présent jamais été identifié chez les coraux et les 

bénitiers et se retrouve généralement à l’état libre et rarement chez les anémones du genre 

Anthopleura (LaJeunesse, 2001 ; Pochon et al., 2006). De même, le clade I a été identifié 

exclusivement chez les foraminifères (Pochon et al., 2006). Ainsi, les clades de Symbiodiniaceae ne 

se retrouvent pas chez les mêmes espèces et sont décrits comme « spécialistes » lorsqu’ils sont 

restreints à un taxon particulier d’hôtes ou comme « généralistes » lorsqu’ils s’associent à plusieurs 

hôtes. Ces termes sont aussi utilisés pour les hôtes qui peuvent arborer un seul ou plusieurs clades 

de Symbiodiniaceae (Fabina et al., 2012 ; Rowan, 1998 ; Rowan & Knowlton, 1995).  

Les hôtes ont ainsi la capacité de sélectionner spécifiquement des Symbiodiniaceae. Lorsque 

l’acquisition des symbiontes se fait par transfert horizontal, les coraux seraient d’abord généralistes 

via l’utilisation d’attractifs chimio-sensoriels puis deviendraient sélectifs en déterminant des clades 

spécifiques pour une symbiose à long terme (Bay et al., 2011 ; Biquand et al., 2017 ; Dunn & Weis, 

2009 ; Little, Oppen & Willis, 2004). Cette sélection spécifique pourrait favoriser la survie de certains 

hôtes qui acquièrent des Symbiodiniaceae adaptés aux conditions environnementales du milieu 

(Blackall, Wilson & Van Oppen, 2015 ; Cumbo, Baird & van Oppen, 2013 ; Torda et al., 2017). 

Néanmoins, les populations de Symbiodiniaceae peuvent changer au cours de la vie du corail, 

notamment en réponse à des changements environnementaux (Baker, 2001 ; Cunning, Vaughan, et 

al., 2015 ; Thornhill et al., 2010). L’hypothèse du Blanchissement Adaptatif (Adaptative Bleaching 

Hypothesis, ABH) émise dans les années 1990, stipule que le blanchissement serait une opportunité 

pour les coraux d’acquérir de nouveaux clades plus tolérants au stress perçu (Buddemeier & Fautin, 

1993). En effet, l’association corail-Symbiodiniaceae est flexible et les coraux peuvent acquérir de 

nouveaux clades du milieu environnant (switching ; Buddemeier & Fautin, 1993) ou voir leurs 
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communautés de Symbiodiniaceae changer par augmentation ou diminution de certains types de 

clades (shuffling ; Fautin & Buddemeier, 2004).  

Les différents clades de Symbiodiniaceae possèdent des physiologies distinctes entrainant 

des tolérances différentes aux conditions environnementales (Baker, 2003). Le clade A, souvent 

retrouvé à l’état libre, possède une croissance rapide et semble être opportuniste car il est retrouvé 

chez les coraux qui se rétablissent des épisodes de blanchissement (LaJeunesse, 2005 ; Toller, 

Rowan & Knowlton, 2001). Présent à des faibles profondeurs, il contribue à la photo-protection de 

l’hôte grâce à ses propriétés de protection contre les radiations solaires (Banaszak, Lajeunesse & 

Trench, 2000 ; Reynolds et al., 2008). Autre exemple, à température normale (~28 °C), le clade C 

confère un avantage aux coraux grâce à une bonne acquisition de l’azote, cependant lorsque la 

température augmente (~30 °C), le clade D deviendrait plus avantageux (Baker, 2003). Les clades 

peuvent aussi avoir des effets négatifs sur leurs hôtes ; il semblerait par exemple que certains coraux 

soient plus sensibles aux maladies lorsqu’ils arborent le clade A plutôt que le clade C ou D (Rouzé et 

al., 2016 ; Stat, Morris & Gates, 2008), ou encore que les larves de coraux et de bénitiers soient plus 

sensibles aux blanchissement lorsqu’ils arborent les clades B, D, E et F plutôt que les clades A et C 

(Mies et al., 2017). 

 

1.4 Organismes associés : bactéries 

Les procaryotes sont très probablement la composante la plus variée des communautés 

présentes au sein des récifs coralliens. Ils peuvent être retrouvés dans la colonne d’eau ou en 

association avec un hôte. Les bactéries font partie des organismes les plus abondants chez les 

holobiontes (Thurber et al., 2009). On les retrouve, par exemple, dans le mucus, les tissus ou encore 

les organes digestifs (Rohwer et al., 2002 ; Rosenberg et al., 2007). Les communautés bactériennes 

associées aux organismes sont différentes de celles retrouvées dans la colonne d’eau tant au niveau 

de leur diversité que de leur abondance suggérant une association spécifique (Rohwer et al., 2001 ; 

Röthig et al., 2017). Bien que des études se soient focalisées sur ces communautés chez les coraux 

ou les bivalves, elles restent peu étudiées chez les cnidaires, voire pas encore caractérisées chez les 

bénitiers.  

D’après Kooperman et ses collaborateurs (2007), les communautés bactériennes présentes 

dans le mucus des coraux varient en fonction des conditions environnementales. De plus, certaines 
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études ont mis en évidence une différence des communautés inter-espèces (Rohwer et al., 2002 ; 

Ziegler et al., 2016) et intra-espèces entre les différentes structures des coraux (e.g. mucus, tissus, 

squelette ; Bourne & Munn, 2005 ; Rosenberg et al., 2007). La composition bactérienne peut aussi 

être affectée par la présence de virus qui pourrait favoriser le déclin de certains groupes bactériens 

(Bettarel et al., 2015). De plus, Littman et ses collaborateurs (2010), ont démontré que les 

communautés bactériennes étaient modifiées en fonction des clades de Symbiodiniaceae présents.  

Tout comme les Symbiodiniaceae, les bactéries peuvent avoir des effets positifs ou délétères 

sur la survie et la santé de leurs hôtes. Chez les coraux, elles peuvent protéger leur hôte de l’attaque 

de pathogènes. En effet, les bactéries peuvent entrer en compétition, pour l’espace ou la nourriture, 

via la sécrétion de molécules telles que des substances antibiotiques (Ritchie, 2006 ; Rosenberg et 

al., 2007). Elles ont aussi la capacité de fournir leur hôte en azote et phosphore, composés non 

fournis par les Symbiodiniaceae (Ferrer & Szmant, 1988 ; Kooperman et al., 2007 ; Sorokin, 1973 ; 

Wilbur, 1983) ainsi que de dégrader des composés tels que la chitine (Ducklow & Mitchell, 1979). 

L’apport d’azote par ces communautés pourrait être crucial pour la survie des hôtes, 

particulièrement après la rupture de la symbiose entre les hôtes et les Symbiodiniaceae (Schlichter, 

Zscharnack & Krisch, 1995 ; Wilbur, 1983). Les bactéries jouent également un rôle important dans 

le métabolisme de leur hôte, notamment via le cycle du soufre (Raina et al., 2009 ; Wegley et al., 

2007). Certaines alphaprotéobactéries recyclent les composés sulfurés produits par les 

Symbiodiniaceae, engendrant la création de produits qui peuvent être antioxydants ou 

antibactériens (Raina et al., 2010). De plus, les coraux ont la capacité de s’adapter rapidement aux 

changements environnementaux via la modification de leurs populations bactériennes. Ainsi, 

l’hypothèse de la probiotique des coraux (Coral Probiotic Hypothesis, CPH) postule que le 

changement de communautés bactériennes au sein des hôtes leur permettrait de s’adapter plus 

rapidement aux changements environnementaux que par mutation et sélection (Reshef et al., 

2006). Cette association spécifique bactérie-corail apportant tous ces bénéfices, semble se mettre 

en place après le développement de la planula. L’acquisition des bactéries par transmission 

horizontale indique un probable rôle de ces dernières dans les premiers stades de vie des coraux et 

pourrait notamment avoir des effets positifs sur l’installation larvaire en fournissant des signaux 

d’installation lors de la rencontre de substrats appropriés (Apprill et al., 2009 ; Webster et al., 2004). 

Cependant, certaines bactéries opportunistes peuvent engendrer le développement de maladie 

voire la mort de leur hôte. C’est le cas des Vibrionaceae qui peuvent se développer à la suite de 
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changements environnementaux tels que le réchauffement de la température de l’eau ou la 

pollution (Paillard et al., 2014 ; Rosenberg & Ben-Haim, 2002 ; Ziegler et al., 2016).  

 

2. Interaction entre espèces 

2.1 Interactions intra-holobiontes 

Dans les récifs coralliens, un nombre important d’interactions entre symbiontes et hôtes 

interviennent. Ces interactions sont généralement mutualistes, apportant des bénéfices aussi bien 

à l’hôte qu’aux symbiontes, tels que l’échange de métabolites ayant des fonctions énergétiques, de 

nutrition, ou encore de protection, entre coraux et Symbiodiniaceae (Figure 1.3 ; Gordon & Leggat, 

2010). Les Symbiodiniaceae fournissent 60 à 80 % du carbone fixé par photosynthèse aux coraux 

sous forme de glucose qui va être utilisé pour la reproduction, la respiration et la bio-calcification 

(Davy, Allemand & Weis, 2012 ; Tremblay et al., 2012). D’autres interactions sont moins connues et 

ne semblent bénéficier qu’à l’holobionte. Les champignons associés aux coraux ont un rôle de 

protection contre les rayons ultra-violets via la production de métabolites nommés acides aminés 

mycosporine-like (MAAs ; Dunlap & Shick, 1998). La présence d’algues endolithiques dans le 

squelette des coraux pourrait permettre de maintenir en vie leur hôte blanchi grâce à la 

translocation de nutriments produits par photosynthèse (Fine & Loya, 2002). Concernant les 

bénitiers, à l’exception de l’association avec les Symbiodiniaceae, peu d’exemples d’interaction 

entre hôte et symbiontes ont été étudiés. Parmi ceux-ci, des études ont démontré que des biofilms 

bactériens sur les surfaces corallines peuvent produire ou dégrader des signaux induisant la 

colonisation du substrat par des larves de bénitiers (Johnson, Muir & Reysenbach, 1991 ; Neo et al., 

2009). A ces interactions hôte-symbiontes, s’ajoute celles entre symbiontes au sein des hôtes. Tout 

comme les associations hôtes-symbiontes et l’environnement, elles vont influer sur la physiologie 

et l’état de santé des organismes (Figure 1.3) 
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Figure 1.3 : Exemples d’interactions et rôles possibles entre les coraux et leurs symbiontes, et entre les 
symbiontes. Adapté et modifié d’après Peixoto et al. (2017). 

 

La symbiose entre Symbiodiniaceae et d’autres organismes associés, nécessaire à la survie 

de l’hôte, peut être maintenue grâce à des bactéries du groupe des Roseobactériales participant au 

cycle du soufre et augmentant la croissance des algues symbiotiques (Ritchie, 2011). Les 

Symbiodiniaceae participent à la production de composés diméthyle sulfatés, permettant la 

formation de diméthylsulfoniopropionate (DMSP), qui sont impliqués dans le système antioxydant 

des coraux et qui peuvent être utilisés par des bactéries associées aux coraux (Deschaseaux et al., 
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2014 ; Raina et al., 2009, 2010). Les interactions bactéries-Symbiodiniaceae peuvent donc participer 

au « fitness » des holobiontes. Cependant, d’après une étude réalisée en 1997 (Kushmaro & 

Kushmaro, 1997), la rupture de la symbiose avec les Symbiodiniaceae pourrait aussi être engendrée 

par la présence d’une bactérie Vibrio shiloi, capable d’infecter l’hôte. La bactérie contamine des 

organismes possédant des Symbiodiniaceae par adhésion à des récepteurs β-galactosides lorsque 

la température de l’eau augmente de 17 °C à 26 °C. Par la suite, V. shiloi se multiplie et libère des 

toxines qui vont bloquer la photosynthèse (Figure 1.3) et conduire à la rupture de la symbiose entre 

l’hôte et les Symbiodiniaceae (Ben-Haim et al., 1999 ; Rosenberg & Falkovitz, 2004). Toutefois, cette 

interaction entre bactérie pathogène et Symbiodiniaceae peut être contrecarrée par la présence 

d’autres bactéries (Figure 1.3). En effet, les bactéries du genre Roseaboacter et Pseudoalteromonas 

entrainent la mort partielle ou totale des V. Shiloi (Nissimov, Rosenberg & Munn, 2009). Les 

bactéries du genre Vibrio font partie des taxons de bactéries dominants chez les coraux quel que 

soit leur état de santé. Cependant les stress, tels que l’augmentation de la température, favorisent 

le développement des Vibrio spp. qui se retrouvent en proportion plus importante chez les coraux 

blanchis. Ainsi les changements environnementaux influencent les interactions microbiennes au 

sein des coraux pouvant alors bouleverser les communautés de bactéries « protectrices » et 

entrainer une dégradation de l’état de santé des coraux (Mouchka, Hewson & Harvell, 2010). Les 

Vibrio spp. sont aussi communément retrouvés en association avec des bivalves, prenant part à leur 

microflore. À la différence des coraux qui possèdent une immunité naturelle mais pas de système 

immunitaire adaptatif (Rosenberg et al., 2007), la prolifération de Vibrio spp. ou bactéries 

pathogènes est enrayée par le système immunitaire des bivalves via la phagocytose ou des réactions 

cytotoxiques via la production de composés par les hémocytes (Pruzzo, Gallo & Canesi, 2005). 

Ainsi, diverses études ont émis l’hypothèse du rôle des bactéries dans la résistance des 

coraux aux maladies par compétition pour l’espace, compétition pour les nutriments ou par 

production d’antibiotiques (Reshef et al., 2006 ; Rosenberg et al., 2004). Malgré l’importance que 

ces interactions bactérie-bactérie pourraient avoir chez les invertébrés, ces processus « barrières » 

restent peu étudiés chez les coraux et bénitiers bien qu’ils soient déjà reconnus comme importants 

chez les vertébrés (Mouchka, Hewson & Harvell, 2010). 

 

En plus des bactéries, les virus jouent un rôle important dans les interactions hôte-symbionte 

et symbionte-symbionte. Néanmoins, ils font partie des symbiontes les moins étudiés chez les 

holobiontes coraux et, comme les bactéries, restent quasiment non-étudiés chez les holobiontes 
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bénitiers. En comparaison avec l’eau environnante, ils sont très abondants dans le mucus des coraux 

(Nguyen-Kim et al., 2014) et sont 5 à 25 fois plus nombreux que les bactéries (Bergh et al., 1989 ; 

Sweet & Bythell, 2017). Certains virus, tels que les phages, sont bénéfiques et peuvent contrôler la 

prolifération de pathogènes devenant des membres actifs du système immunitaire de l’holobionte 

(Figure 1.3 ; Barr et al., 2013 ; Barr, Youle & Rohwer, 2013 ; Efrony, Atad & Rosenberg, 2009). Ils 

peuvent aussi être délétères et entrainer la nécrose, le blanchissement ou la mort de l’holobionte. 

Environs 20 % des familles de virus détectées chez les coraux sont connues pour infecter des 

invertébrés ou pour être des virus spécifiques des invertébrés. Par exemple, la famille de virus 

Malacoherpesviridae peut infecter aussi bien les huitres que les coraux (Van Oppen, Leong & Gates, 

2009 ; Sweet & Bythell, 2017 ; Wood-Charlson et al., 2015). Lorsque les conditions 

environnementales changent, les virus vont lyser une partie des bactéries qui ne pourront plus 

subvenir à la nutrition et à la protection des coraux. Les stress environnementaux peuvent aussi 

activer des virus latents, phytophages, présent chez les Symbiodiniaceae entrainant de fortes 

mortalités chez ces symbiontes (Bettarel et al., 2015). Ces observations ont donné lieu à la création 

du modèle d’adhérence des bactériophages au mucus (BAM, Bacteriophage-adhering-to-mucus) 

suggérant une coévolution, des phages et du mucus, bénéfique pour les hôtes et pour les phages 

(Sweet & Bythell, 2017). 

 

2.2 Interaction Inter-holobiontes 

La diversité des organismes qui interagissent au sein des récifs coralliens est considérable et 

souvent peu décrite (Peixoto et al., 2017). Des algues, des éponges ou encore des poissons se 

retrouvent associés aux tissus d’organismes, tels que les coraux ou les bénitiers, ou en interaction 

avec ces derniers (Ainsworth, Thurber & Gates, 2010 ; Bourne et al., 2009 ; Rosenberg et al., 2007 ; 

Vicentuan-Cabaitan et al., 2013). Ces associations inter-holobiontes peuvent prendre différentes 

formes. 

La compétition explique la majorité des interactions entre organismes sessiles (Turon et al., 

1996). Les holobiontes vont entrer en compétition pour l’espace, la lumière ou encore la nourriture 

(Connell, 1976 ; Connell et al., 2004 ; Dayton, 1971 ; Turon et al., 1996). Deux comportements 

conduisant à la compétition sont à distinguer : les comportements d’agression (direct) tel que la 

croissance d’organismes sur d’autres organismes (surcroissance) ou l’attaque par contact ; et les 
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comportements de défense (indirect) pour la conservation de l’espace ou se protéger de l’invasion 

de larves (Chornesky, 1983 ; Connell et al., 2004 ; Lang, 1973). Les holobiontes coraux possèdent 

des filaments mésentériques pouvant dissoudre les tissus d’autres organismes via une digestion 

extracoelentérique (Lang, 1973). Les coraux peuvent attaquer plusieurs organismes en même temps 

et entrainer leur mort lorsqu’ils sont à plus ou moins 3 centimètres (Lang, 1973 ; Lang & Chornesky, 

1990). Ce comportement confère donc un avantage aux coraux à faible croissance face à la 

surcroissance d’autres organismes (Wellington, 1980). En plus des filaments mésentériques, 

certains coraux peuvent développer des tentacules « sweeper » qui diffèrent des autres tentacules 

par leur taille et leur morphologie (Den Hartog, 1977 ; Wellington, 1980). Le développement de ces 

tentacules se fait généralement à la périphérie des coraux dans un but d’attaque ou de défense. Les 

« sweeper » tentacules peuvent donc servir à se défendre face à une agression via des filaments 

mésentériques ou pour se protéger de la surcroissance d’autres organismes (Chornesky, 1983 ; Den 

Hartog, 1977 ; Richardson, Dustan & Lang, 1979). Suite à une attaque, l’espèce P. damicornis va 

régénérer une partie de ses tissus et changer de comportement pour devenir agressive grâce au 

développement de tentacules « sweeper » (Wellington, 1980). Cependant, une étude récente a mis 

en évidence l’attaque de P. damicornis par des filaments mésentériques d’Acropora yongei sans 

aucune défense visible de la part des Pocillopora (Galtier d’Auriac et al., 2018) démontrant ainsi que 

les interactions peuvent varier pour une même espèce. Galtier d’Auriac et ses collaborateurs 

(Galtier d’Auriac et al., 2018) ont démontré qu’une même espèce, Acropora cervicornis, attaque ou 

non les coraux à proximité selon les espèces. De plus, ces attaques par filament mésentérique 

entraineraient une stimulation de la production de facteur d’activation plaquettaire (PAF) et donc 

une inflammation importante des tissus chez le corail attaqué (Galtier d’Auriac et al., 2018). Ces 

exemples sont basés sur des interactions inter-holobiontes interspécifiques. Des interactions 

intraspécifiques sont aussi possibles. Bien que longtemps considérées comme exclusivement 

positives, par fusion entre coraux, ces interactions peuvent aussi impacter négativement la 

croissance et le taux de reproduction des organismes si les génotypes sont différents (Raymundo & 

Maypa, 2004 ; Rinkevich & Loya, 1985). D’autres exemples d’interactions interspécifiques par 

contact faisant intervenir des holobiontes coraux ou bénitier et d’autres holobiontes ont aussi été 

décrits. Les coraux sont connus pour interagir avec des éponges. Aerts et Soest (1997) ont 

comptabilisé plus de 3800 interactions éponge-corail sur 15 transects réalisés aux Caraïbes. 

Différents types d’interactions ont été déterminées. Des interactions positives, voire mutualistes, 

sont possibles lorsque par exemple les coraux fournissent un support aux éponges qui vont alors 
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protéger le corail de l’attaque d’autres éponges perforantes (Goreau & Hartmann, 1966). Les 

éponges peuvent aussi entrer en compétition pour l’espace par croissance sur les coraux ou dessous 

les coraux, telles que les éponges du groupe des Clionaidae vivant en association avec des 

Symbiodiniaceae (Fang et al., 2017 ; Liao et al., 2007 ; Schönberg & Loh, 2005). 

Un grand nombre d’interactions ne fait pas intervenir de contacts directs entre les 

holobiontes. Ainsi, beaucoup d’organismes sessiles utilisent l’allélopathie regroupant des 

interactions biochimiques directes ou indirectes, positives ou négatives. Les éponges du genre 

Siphonodictyon utilisent l’allélopathie via la production de « siphonodoctine » qui entraine la 

diminution de la croissance et de la respiration chez les polypes coralliens. Ces interactions peuvent 

aller jusqu’à entrainer la mort du corail (Singh & Thakur, 2016 ; Sullivan, Faulkner & Webb, 1983). 

Les coraux et les algues peuvent aussi entrer en compétition et s’inhiber entre eux par allélopathie 

(McCook, Jompa & Diaz-Pulido, 2001 ; Tanner, 1995). Les juvéniles de coraux sont particulièrement 

vulnérables à l’attaque de macro-algues (Soong & Chen, 2003 ; Villanueva, Yap & Montaño, 2005). 

Bien que de nombreux métabolites impliqués dans ces interactions restent inconnus, certaines 

études se sont attachées à déterminer ces molécules par l’utilisation de techniques de chimie 

variées (e.g. chromatographie en phase liquide couplée à un spectromètre de masse (LCMS), 

résonance magnétique nucléique (RMN)). Andras et ses collaborateurs (2013) ont notamment 

démontré, par imagerie en spectrométrie de masse, que l’algue rouge Phaecelocarpus 

neurymenioides entraine le blanchissement du corail Porites rus via la production de neurymenolide 

A, un métabolite antibactérien. 

Cependant, les coraux peuvent inhiber la croissance des algues, pousser par-dessus les 

algues et/ou entrainer leur mort (McCook, Jompa & Diaz-Pulido, 2001). Les coraux sont aussi 

sensibles aux métabolites relargués par les coraux mous. Les coraux mous produisent de nombreux 

métabolites secondaires, tels que des terpenoïdes, ayant des rôles de défense contre la prédation, 

de compétition pour l’espace ou encore d’antifouling (La barre, Coll & Sammarco, 1986 ; Chen et 

al., 2015 ; Coll et al., 1987 ; Dai, 1990). Ces agents allélopathiques peuvent donc agir sur la biologie 

des larves de coraux et inhiber leur recrutement, et vont donc potentiellement modifier les 

comportement des larves ainsi que la distribution des espèces au sein du récif (Da-Anoy et al., 2017 ; 

Maida, Sammarco & Coll, 1995a). Les larves de bénitiers possèdent un système chémosensoriel bien 

développé leur permettant de détecter les composés allélopathiques émis par les coraux pour ne 

pas s’y fixer (Calumpong et al., 2003 ; Dumas et al., 2014). Calumpong et ses collaborateurs (2003) 
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ont montré que les taux de survie des juvéniles Tridacna squamosa sur des coraux vivants, du genre 

Porites, étaient diminués ainsi que la croissance des juvéniles survivants. Les larves sont 

préférentiellement attirées par les composés chimiques émis par les algues corallines encroûtantes 

(CCA) ou par leurs congénères juvéniles (Dumas et al., 2014 ; Lang & Chornesky, 1990 ; Neo et al., 

2009 ; Soo & Todd, 2014). 

Toutes ces interactions entre holobiontes sont très variables et dépendent de nombreux 

facteurs tels que les espèces mises en jeu ou les conditions environnementales. Pour les organismes 

ayant des croissances et des besoins en énergie similaires, la production de métabolites de défense 

va alors déterminer leur succès au sein des récifs (Galtier d’Auriac et al., 2018). Toutes ces 

interactions vont donc influencer la structure et la composition des assemblages des organismes 

récifaux. 

 

2.3 Réponses aux variations environnementales 

Les écosystèmes sont de plus en plus menacés par des stress naturels et anthropiques 

(Halpern et al., 2008). Les stress, ou perturbations, peuvent être définis comme tout changement 

environnemental réduisant la survie d’un organisme et pouvant entrainer une réponse 

physiologique ou génétique (Bijlsma & Loeschcke, 1997). Parmi les nombreux stress auxquels 

doivent faire face les écosystèmes coralliens, on peut citer la pollution, l’élévation de la température 

de l’eau qui devrait atteindre + 2°C d’ici le prochain siècle (Stocker et al., 2013) et l’acidification des 

océans (De’ath, Lough & Fabricius, 2009 ; Knowlton et al., 2010). Ces différents stress vont impacter 

les interactions entre les organismes, aussi bien intra-holobionte qu’inter-holobiontes. 

 

Une conséquence très connue des stress environnementaux sur les holobiontes est le 

blanchissement. Ce phénomène provient de la dégradation des pigments photosynthétiques 

contenus dans les chloroplastes des Symbiodiniaceae et/ou la perte des Symbiodiniaceae (Bieri et 

al., 2016 ; Weis, 2008). Le blanchissement impacte les holobiontes symbiotiques et leurs 

interactions en réduisant leurs compétences de compétitivité ou via la mort des organismes si la 

rupture de l’association corail-Symbiodiniaceae persiste (McClanahan et al., 2018). Les organismes 

blanchis, tels que les coraux et les bénitiers, peuvent acquérir de nouveaux clades et/ou sous clades 
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de Symbiodiniaceae par « switching » afin d’augmenter leur résistance au stress exposé, suggérant 

une sélection positive des Symbiodiniaceae par l’hôte (Belda-Baillie et al., 1999 ; Buddemeier & 

Fautin, 1993 ; Cunning, Silverstein & Baker, 2015). Cependant, des investigations plus poussées de 

cette hypothèse (HAB) et le développement de techniques de biologie moléculaires plus exhaustives 

ont permis de mettre en évidence que le changement au sein des communautés de 

Symbiodiniaceae ne se fait pas toujours par « switching » mais peut aussi s’opérer par un 

changement de l’abondance des Symbiodiniaceae préexistants chez l’hôte par « shuffling », 

correspondant à une compétition intra-holobionte. Ainsi, le « shuffling » d’un clade présent à l’état 

de trace peut se faire au détriment d’un clade dominant mais sensible au stress perçu (Buddemeier 

& Fautin, 1993 ; LaJeunesse et al., 2010 ; Mieog et al., 2007). Les changements d’abondance de 

Symbiodiniaceae par « shuffling » peuvent engendrer une adaptation bénéfique pour les 

organismes et devenir stables même après un retour à des conditions habituelles (Cunning, 

Silverstein & Baker, 2015 ; Quigley, Willis & Kenkel, 2018). 

Bien que de nombreuses études se soient focalisées sur le rôle des Symbiodiniaceae dans la 

résistance des coraux face aux changements environnementaux, les procaryotes et virus jouent un 

rôle important dans la réponse des hôtes aux variations environnementales (Morrow, Muller & 

Lesser, 2018). Le stress thermique entraine, chez les coraux, une modification de la composition des 

communautés bactériennes interagissant avec les Symbiodiniaceae pouvant mener au 

blanchissement (Bourne et al., 2008). Les bactéries Vibrio Shilonii et coralliilyticus peuvent être, par 

exemple, responsables du blanchissement de coraux (Ben-Haim et al., 2003 ; Rosenberg & Falkovitz, 

2004). Les coraux sont capables de s’adapter rapidement aux conditions environnementales en 

modifiant leur population de bactéries (Al-Dahash & Mahmoud, 2013 ; Rosenberg & Falkovitz, 

2004), c’est l’hypothèse de la probiotique des coraux (CPH). En effet, de nombreuses études ont 

montré que les communautés de bactéries chez les coraux varient qualitativement et 

quantitativement lorsqu’ils sont soumis à un stress ou non (McDevitt-Irwin et al., 2017 ; Reshef et 

al., 2006 ; Rosenberg et al., 2007). Ces changements de communautés pourraient favoriser les 

bactéries produisant des nutriments ou des produits de la photosynthèse (e.g. cyanobactéries) pour 

pallier à la perte des Symbiodiniaceae suite à un stress (Fine & Loya, 2002 ; Reshef et al., 2006). Des 

changements quantitatifs et qualitatifs dans les communautés bactériennes liés à un stress se 

retrouvent aussi chez d’autres holobiontes tels que des mollusques ou des algues (Lokmer & 

Mathias Wegner, 2015 ; Stratil et al., 2013). 
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Les bactéries sont aussi impliquées dans les interactions inter-holobiontes, notamment 

entre coraux et algues. En effet, le DDAM modèle (Dissolved organic matter, Disease, Algae and 

Microbes) suggère que les algues (i) libèrent de la matière organique dissoute (DOM), qui (ii) facilite 

la croissance et la respiration des bactéries et pathogènes, benthiques ou présents dans la colonne 

d’eau, entrainant (iii) une mortalité des coraux (Barott & Rohwer, 2012). Plus la mortalité des coraux 

est grande, plus l’espace pour les algues augmente permettant à la dynamique du modèle DDAM 

de continuer (Barott & Rohwer, 2012). Ainsi les organismes composant le DDAM créent une boucle 

de rétroaction positive sur les récifs impactés par les stress anthropiques.  

Les interactions entre éponges et coraux sont aussi sous l’influence des conditions 

environnementales. L’eutrophisation et l’augmentation des températures de l’eau sont en général 

délétères pour les coraux, ce qui va alors favoriser l’invasion des éponges qui y sont moins sensibles 

(Fang et al., 2017 ; Holmes, 2000 ; Schönberg & Ortiz, 2008). En effet, l’augmentation des 

températures est considérée comme un des facteurs les plus importants jouant sur la régulation de 

la production des composés allélochimiques (Erhard & Gross, 2005 ; Singh & Thakur, 2016). Ainsi, la 

production de composés toxiques produits par les éponges varie en fonction de la température avec 

une augmentation des activités biochimiques durant l’été qui permettrait l’inhibition du biofouling 

à la surface des éponges (Duckworth & Battershill, 2003 ; Page et al., 2005).  

L’augmentation de la température peut aussi impacter le comportement des organismes et 

donc modifier leurs interactions. C’est le cas de certains exosymbiontes associés aux coraux, tels 

que les crabes et les crevettes, qui interagissent de manière positive (coopération) en condition 

normale, et négative (agression) lors d’un stress thermique. Lorsque le corail P. damicornis est 

soumis à un stress thermique, il entraine la mort des crabes (Trapezia cymodoce) et crevettes (Alpheus 

lottini) qui entrent en compétition, possiblement pour l’accès aux ressources (Stella et al., 2014).  

 

Ces études soulignent donc les retombées que peuvent avoir les variations 

environnementales, via les interactions intra et inter-holobiontes, sur les assemblages récifaux. 

Ainsi, il est important d’évaluer les réponses aux stress environnementaux des holobiontes en 

tenant compte aussi bien des interactions intra qu’inter-holobiontes.  

 



Chapitre 1 ǀ Introduction 

32 
 

3. Assemblages et environnement 

3.1 Assemblages 

Les interactions intra et inter-holobionte jouent un rôle important sur la diversité des récifs 

coralliens en structurant les populations mais de nombreux autres facteurs interviennent. Les récifs 

coralliens sont connus pour leur grande biodiversité, particulièrement au niveau des lagons où les 

communautés benthiques sont très diverses (Kenyon et al., 2006). Entre les lagons, et 

principalement entre les différents habitats des atolls, les assemblages d’invertébrés benthiques 

sont très variables (Pante et al., 2006). Ces variations ont été largement étudiées dans le Pacifique, 

notamment en Polynésie française. Les assemblages de coraux de Polynésie française se distinguent 

par leur grande hétérogénéité spatiale entre les lagons (Adjeroud, 1997). S’ajoutent à ces variations 

inter-lagonaires, des variations intra-lagonaires (Adjeroud et al., 2000). Ainsi les assemblages sont 

influencés par des facteurs locaux et régionaux déterminant leur diversité, leur structure et la 

richesse corallienne (Bellwood & Hughes, 2001 ; Cornell & Karlson, 1996 ; Karlson, Cornell & Hughes, 

2004). Ces facteurs s’ajoutent aux interactions entre espèces qui peuvent entrainer la présence ou 

l’absence de certaines espèces et donc modifier les assemblages. Les assemblages d’invertébrés 

benthiques sont majoritairement représentés par des coraux durs ; les mollusques et les 

échinodermes étant moins abondants et divers. Néanmoins, beaucoup d’espèces cryptiques ne sont 

en général pas prises en compte dans les analyses de biodiversité, pouvant expliquer la faible 

représentation de certains groupes tels que les mollusques (Adjeroud, 1997 ; Adjeroud et al., 2000). 

Les études de biodiversité utilisant l’ADN environnemental, permettant de détecter les espèces 

cryptiques marines, sont en plein essor et pourraient améliorer la compréhension de la structure 

des populations mais sont limitées par la dégradation de l’ADN du fait des UV ou des activités 

microbiennes et ne permettent que la détection d’espèces récemment présentes (Rees et al., 2014). 

En plus de ces études, les études des réseaux chimiques qui s’intéressent aux interactions chimiques 

entre organismes sont nécessaires pour comprendre la structure des communautés car elles 

apportent des informations sur l’écologie et la biologie des espèces ainsi que sur leurs fonctions au 

sein des communautés (Avila, Taboada & Núñez-Pons, 2007 ; Figuerola et al., 2011). Par exemple, 

Figuerola et ses collaborateurs (2011), à l’aide d’analyses taxonomiques, chimiques et cytologiques, 

ont permis de proposer un modèle d’interactions chimiques entre des groupes d’espèces 

benthiques des écosystèmes marins d’antarctique.  Cependant, du fait de la complexité de ces 
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études, peu de réseaux chimiques ont déjà été analysés et les études sur les récifs coralliens sont 

souvent ex-situ du fait de la complexité des études in situ, et ne prennent généralement pas en 

compte la diversité des espèces retrouvées. Ce manque d’études se reflète dans l’application des 

résultats obtenus afin de préserver les récifs coralliens.  

Une application majeure des études réalisées sur les organismes récifaux est la restauration. 

La restauration des récifs coralliens vise à faire revenir les récifs endommagés à leur état initial avant 

détérioration, en termes de diversité, structure et fonctions. Cette technique est très utilisée et 

expérimentée à travers le monde (Cesar et al., 2000), néanmoins aucune étude, à ma connaissance, 

met en exergue l’utilisation de la permaculture à des fins de restauration récifale. Le concept de 

permaculture a été développé dans les années 70 par Mollison et Holmgren, comme un système 

intégré et évolutif d’espèces végétales et animales pérennes, ou auto-entretenues, utiles à l’homme 

(Orion & Holmgren, 2015). Le but de la permaculture est de concevoir des systèmes de culture basés 

sur les schémas et les relations trouvés dans la nature pour répondre aux besoins de l’homme. Ainsi, 

la permaculture, en prenant en compte la diversité et les interactions entre espèces, peut être 

utilisée comme méthode de restauration des écosystèmes marins afin de lutter contre leur 

dégradation (Jones, 2012).  

 

3.2 Variation de la biodiversité et conséquences 

La dégradation des récifs coralliens est de plus en plus importante du fait de la combinaison 

des stress naturels aux stress anthropiques (Halpern et al., 2008 ; Payri, 2018). C’est dans les années 

60s que les premières préoccupations sur la santé des récifs coralliens sont apparues avec des 

mortalités importantes de coraux liées aux étoiles de mer Acanthaster planci (Chesher, 1969). Par 

la suite, des préoccupations majeures sont apparues concernant l’élévation de la température ou 

encore l’acidification des océans qui engendrent des perturbations sur les organismes calcifiants, 

structurant les récifs coralliens (De’ath, Lough & Fabricius, 2009 ; Knowlton et al., 2010). Toutes ces 

perturbations combinées entrainent la destruction des récifs coralliens dont on estime la disparition 

à 60 % dans les 20 prochaines années (Cesar, Burke & Pet-soede, 2003). En effet, les stress peuvent 

causer la mort de certains organismes et donc réduire les interactions entre organismes. Cette 

destruction passe donc inévitablement par une variation et/ou une diminution de la biodiversité 

retrouvée au sein des récifs. Lorsque la perte de diversité est faible, elle entraine la création 
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d’espace pour la fixation et le recrutement de nouvelles espèces et va donc jouer un rôle important 

dans la structuration des assemblages récifaux (Connell, 1976 ; Penin et al., 2010). Cependant, 

lorsque la perte de diversité est forte avec la mortalité de certains organismes clés, d’importants 

changements dans la structure des communautés peuvent se répercuter sur les écosystèmes et 

provoquer un « shift » d’écosystème à un autre (Scheffer et al., 2001).  

Un des exemples les plus connus concerne le passage d’un écosystème corallien à un 

écosystème à dominance algale (McManus & Polsenberg, 2004). Lorsque les coraux meurent, leur 

surface est rapidement recouverte de biofouling qui correspond à la colonisation successive par des 

bactéries, des micro-algues et enfin des macro-algues (Dobretsov, Abed & Teplitski, 2013). Ce 

changement, qui peut prendre plusieurs années, devient dans certains cas persistant. Un des cas les 

plus connus est la dégradation du récif au nord de la Jamaïque suite à l’ouragan Allen. Le récif a été 

colonisé par les algues qui ont persisté du fait de la diminution d’invertébrés brouteurs (e.g. oursins 

Diadema antillarum) et de la surpêche des poissons herbivores (Hughes, 1994). Cependant, les 

changements d’écosystèmes ne sont pas toujours persistants, c’est le cas de certains assemblages 

coralliens de l’île de Moorea en Polynésie française. Suite à une grande perte de la couverture 

corallienne après un cyclone et quatre évènements de blanchissement, les algues sont devenues 

dominantes. Néanmoins, ce changement n’a pas persisté, un nouvel assemblage d’espèces 

coralliennes est apparu et après 14 ans, une couverture corallienne similaire à la précédente a été 

atteinte (Adjeroud et al., 2009).  

Les écosystèmes coralliens peuvent aussi basculer vers des écosystèmes à dominance 

d’éponges. Certains récifs coralliens des Caraïbes possèdent une diversité et une biomasse en 

éponges supérieures à celles des coraux et des algues (Diaz & Rutzler, 2001 ; van Soest et al., 2012). 

Les éponges excavatrices, capables de creuser le squelette des coraux (Chaves-Fonnegra & Zea, 

2011) tels que les holobiontes Cliona sp., sont de plus en plus abondantes dans certains récifs des 

Caraïbes ou du Pacifique (Carballo et al., 2013 ; López-Victoria & Zea, 2004 ; Ward-Paige et al., 2005). 

La transition d’écosystèmes coralliens vers des écosystèmes à dominance en éponges semble être 

liée à des perturbations anthropogéniques, notamment l’eutrophisation, qui favoriserait la 

mortalité des coraux et améliorerait la croissance des éponges (Ward-Paige et al., 2005). Cependant, 

les explosions d’éponges peuvent être contrôlées par les algues. Une étude récente de Chaves-

Fonnegra (2018) propose un modèle, basé sur un suivi à long terme, afin d’étudier les interactions 

coraux – algues – éponges et de mieux comprendre les processus de transition d’écosystèmes. 

Lorsque les coraux se détériorent (e.g. blanchissement, maladie, mortalité partielle), ils vont être en 
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compétition avec des algues qui peuvent les recouvrir et entraîner une transition vers un 

écosystème algal (Figure 1.4). Cependant les éponges peuvent recruter sur les coraux s’ils sont 

détériorés et prendre le dessus sur les algues. Certaines colonies coralliennes peuvent entrer en 

compétition avec les éponges et les algues pendant plusieurs années (> 7 ans) avant de mourir. À 

ce stade, il est plus probable que les éponges deviennent majoritaires mais elles peuvent mourir par 

surcroissance des algues ou encore du fait de forts taux de sédimentation. Ainsi, les algues peuvent 

recruter sur les squelettes de coraux laissés à nu par les éponges mortes, et l’écosystème peut 

devenir à dominance algale. Le retour vers un écosystème corallien ne pourra se faire que par 

recrutement des coraux sur les algues tels que les algues corallines encroûtantes (crustose coralline 

algae, CCA). De manière intéressante, lorsque les coraux blanchis ou lésés entrent en compétition 

avec les algues et les éponges, ils ne peuvent pas retourner au stade précédent et vont très 

probablement mourir. Ce modèle démontre l’importance des interactions entre holobiontes et leur 

effet sur la biodiversité récifale suite aux perturbations naturelles et anthropiques.  

 

 

Figure 1.4 : Modèle de prédiction des conséquences d’un changement de biodiversité sur les récifs coralliens. 
Les flèches indiquent le sens des interactions. Modifié d’après Chaves-Fonnegra et al (2018). 
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4. Objectifs et présentation de la thèse 

Bien que les interactions entre espèces récifales soient étudiées depuis de nombreuses 

années, tant au niveau chimique qu’écologique, rares sont les études qui étudient la physiologie des 

organismes en fonction des espèces environnantes.  Une étude préliminaire a permis de mettre en 

évidence que le corail P. damicornis et le bénitier Tridacna maxima ne se comportent pas de la 

même manière lorsqu’ils sont seuls ou associés (Dubousquet, 2014 ; Dr Wecker P. comm. 

personnelle). Les analyses transcriptomiques et métabolomiques révèlent une expression 

différentielle chez ces deux holobiontes selon leur assemblage (seuls ou associés). En particulier 

chez le bénitier T. maxima, les gènes différentiellement exprimés lors d’un stress thermique le sont 

toujours face à ce même stress mais de façon retardée en présence de P. damicornis. Des 

changements sont aussi observés au niveau du métabolome des bénitiers, qui sont 

significativement différents lorsqu’ils sont associés à P. damicornis. Ainsi, la présence d’une espèce 

peut influer sur l’expression génique et les métabolites produits de l’espèce voisine. Au vu de ces 

résultats préliminaires, l’étude des interactions inter-holobiontes coraux-bénitiers, selon les 

assemblages et les conditions environnementales, apparait comme nécessaire afin de mieux 

comprendre les mécanismes qui régissent la structure des populations et de mieux pouvoir prédire 

la résilience des récifs coralliens.  

C’est dans ce cadre que s’inscrit cette thèse dont le but est de d’évaluer l’importance des 

assemblages sur la biologie des holobiontes et leur environnement. Pour répondre à cette 

problématique, trois grandes questions ont été abordées : 

 Le type d’assemblage a t-il un effet sur l’environnement proche? 

 La réponse des organismes aux variations environnementales dépend-elle des 

espèces avoisinantes?  

 La structure des holobiontes dépend-elle des espèces avoisinantes? 

Afin de répondre à ces questions, différents types d’assemblage de trois holobiontes ont été 

réalisés et la composition de leur environnement et des holobiontes eux mêmes a été caractérisée 

ainsi que leur état physiologique. Deux types d’expériences ont été menées : 1/ ex situ en aquarium, 

sur le modèle de l’expérience préliminaire, avec ou sans réchauffement de la température de l’eau 

et 2/ in situ, avec un suivi dans le lagon de Moorea pendant 6 mois.  
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Les trois holobiontes ; P. damicornis, A. cytherea et T. maxima ; ont été choisis car ce sont 

des espèces communes dans la région Indo-Pacifique et particulièrement en Polynésie française où 

l’on observe une dominance des familles Pocilloporidae et Acroporidae (Leray et al., 2012 ; Pratchett 

et al., 2013 ; Trapon, Pratchett & Penin, 2011). Toutes les trois retrouvées en zone lagonaire, une 

de leurs particularités est qu’elles se différencient par leur sensibilité face aux perturbations 

naturelles et anthropiques. Par exemple, face à une augmentation de la température de l’eau,  A. 

cytherea est plus sensible que P. damicornis qui est plus sensible que T. maxima. 

Pocillopora damicornis (Linnaeus, 1758) fait partie des coraux du genre Pocillopora qui sont 

parmi les premiers à s’installer sur le récif (Grigg, 1983). Cette espèce pionnière est branchue et 

possède une croissance rapide. P. damicornis se reproduit de manière asexuée mais aussi sexuée 

par fécondation interne (Richmond & Jokiel, 1984). Parmi les coraux, P. damicornis fait office de 

modèle du fait des nombreuses études qui se sont intéressées aussi bien à sa reproduction, sa 

physiologie ou encore sa diversité génétique (Adjeroud et al., 2014 ; Adjeroud & Tsuchiya, 1999 ; 

Magalon, Adjeroud & Veuille, 2005 ; Schmidt-Roach et al., 2014).  

Acropora cytherea (Dana, 1846) est une espèce du genre Acropora qui structure les récifs 

coralliens Indo-Pacifiques. A. cytherea est une espèce tabulaire à croissance rapide qui crée des 

« tables » consistant en de nombreuses branches horizontales (Wallace, 1999). Tout comme P. 

damicornis, A. cytherea se reproduit de manière sexué ou asexué, et est retrouvée dans des eaux 

peu profondes (<25 m ; Latypov, 2001 ; Wallace, 1999 ; Kenyon, 1992). Cependant, cette espèce est 

décrite comme peu résistante à l’augmentation de la température de l’eau et aux maladies (Richards 

et al., 2008).  

Tridacna maxima (Röding, 1798) est l’espèce la plus largement répandue chez les bénitiers, 

de l’Afrique de l’est et de la mer rouge jusqu’en Polynésie française (Othman, Goh & Todd, 2010). 

T. maxima à une taille moyenne de 10 à 20 cm et sa longévité moyenne varie entre 10 à 20 ans mais 

peut atteindre 50 ans (Ungvari et al., 2013). Tout comme P. damicornis et A. cyhterea, cette espèce 

est retrouvée dans les eaux peu profondes (Gilbert et al., 2006).  

Pour cette étude, j’ai utilisé une approche intégrative associant métabolomique, génomique, 

écophysiologie et cytologie. Ainsi, des prélèvements d’ADN ont permis de caractériser les 

organismes associés aux holobiontes et ceux présents dans l’environnement proche des 

assemblages grâce à la technique du métabarcode. Afin de compléter ces données, les analyses 
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cytologiques ont permis l’identification de certains organismes. Les interactions entre organismes 

sessiles passant majoritairement par l’allélopathie, le métabolome des holobiontes ainsi que les 

métabolites présents dans l’eau ont été analysés. Enfin, le suivi écophysiologique des espèces a 

permis d’évaluer leur état de santé. Lors de l’expérience in situ, la croissance des holobiontes ainsi 

que le recrutement corallien ont été étudiés.  

Ainsi dans ce mansucrit, 4 chapitres sont consacrés à la présentation des différents résultats. 

Le premier porte sur l’analyse de l’effet des assemblages sur le biofouling, en condition de stress 

thermique ou non. Le second est consacré à l’analyse, chez les holobiontes, d’un bio-indicateur du 

stress, le DMSP. Le troisième porte sur l’étude du microbiome des bénitiers et enfin, le quatrième 

décrit  l’effet des assemblages in situ sur le recrutement corallien et la croissance des holobiontes. 
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Chapitre 2 : Differential effect of coral-giant clam assemblages 

on biofouling formation 

 

Contexte de l’étude et objectifs 

La dégradation des récifs coralliens peut entrainer le passage vers des écosystèmes à dominance 

algale. Cependant, les organismes sessiles sont capables de produire des métabolites afin de 

diminuer la croissance ou tuer les espèces avoisinantes, dont les algues. Dans ce chapitre, l’effet des 

assemblages multi-espèces sur le biofouling a été analysé. Les communautés composant le 

biofouling et les métabolites de l’eau des aquariums ont donc été caractérisés selon les différents 

assemblages de coraux et bénitiers testés. Ce chapitre a été rédigé sous la forme d’un article intitulé 

« Differential effect of coral-giant clam assemblages on biofouling formation » qui a été soumis à 

Scientific Reports. 

 

Principaux résultats 

 L’apparence et la composition du biofouling varie selon les assemblages. 

 L’assemblage des trois holobiontes entraine l’inhibition du biofouling. 

 L’effet antifouling serait dû à l’action conjointe d’un complexe de métabolites relargués par 

les holobiontes. 

 

  



Chapitre 2 ǀ Effect of species assemblages on biofouling 

43 
 

Differential effect of coral-giant-clam assemblages on biofouling 

formation 

Running Head: Effect of species assemblages on biofouling 

Isis Guibert1,2,3*, Isabelle Bonnard4, Xavier Pochon5,6, Mayalen Zubia7, Christine Sidobre2, Gaël 

Lecellier8,3 and Véronique Berteaux-Lecellier3,2. 

1Sorbonne Université, Collège Doctoral, F-75005 paris, France 

2USR3278 PSL CRIOBE CNRS-EPHE-UPVD, LabEx CORAIL, Papetoai, Moorea, French Polynesia  

3UMR250/9220 ENTROPIE IRD-CNRS-UR, LabEx CORAIL, Promenade Roger-Laroque, Noumea 

cedex, New Caledonia, France 

4USR3278 PSL CRIOBE CNRS-EPHE-UPVD, LabEx CORAIL, Université de Perpignan, 58 avenue Paul 

Alduy, 66860 Perpignan, France 

5Coastal and Freshwater Group, Cawthron Institute, Private Bag 2, Nelson 7042, New Zealand 

6Institute of Marine Science, University of Auckland, Private Bag 349, Warkworth 0941, New 

Zealand 

7UMR241 EIO UPF-IRD-ILM-Ifremer, LabEx-CORAIL, BP 6570, 98702, Faa’a, Tahiti, French Polynesia 

8Université de Paris-Saclay, UVSQ, 45 avenue des Etats-Unis, Versailles Cedex, France  

*Correspondence: Isis Guibert, isis.guibert@orange.fr 

Abstract 

Benthic sessile species have developed various defense mechanisms to face the direct pressure from 

their environment. While studies have mostly focused on the release of chemical compounds by 

single species, there exist limited data on multi-species assemblages. We used an integrative 

approach to explore the potential interactive effects of distinct assemblages of two corals species 

and one giant clam species on biofouling appearance and composition. Remarkably, we found 

distinct biofouling communities suggesting the importance of benthic sessile assemblages in 

biofouling control. Moreover, the assemblage of 3 species led to an inhibition of biofouling, likely 

through a complex of secondary metabolites. Our results highlight that through their different effect 
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on their near environment, species assemblages might be of upmost importance for their survival 

and therefore, should now be taken into account for sustainable management of coral reefs. 

Keywords: Corals, Giant clams, Assemblages, Biofouling, Metabarcoding, Metabolomics 

 

1. Introduction 

Benthic sessile communities are under direct and constant pressure of their surrounding 

environment. Therefore, many species have developed various mechanisms such as direct and 

indirect biotic interactions to maximize their survival (Núñez-Pons & Avila, 2015). Each of these 

interactions can be either positive or negative and are responsible to a large extent for structuring 

communities (Stachowicz, 2001). Most studies on bioactive products have focused on the 

competition and defense processes that may lead to the discovery and commercialization of new 

bioactive metabolites (Puglisi et al., 2014).   

In sessile coral reef organisms, numerous studies have identified a wide variety of secondary 

metabolites such as terpenoids (e.g. siphonodictine; Sullivan, Faulkner & Webb, 1983), saponins 

(e.g. muricins; Bandurraga & Fenical, 1985), macrolides (e.g. latrunculins; Kashman et al., 1985), and 

steroids (e.g. verumbsteroids ; Cao et al., 2014) that can reduce the growth or even lead to the death 

of neighboring species. The production of such secondary metabolites, mainly non-polar, 

synthesized constitutively or inducible (Quinn et al., 2016), strongly influences sessile organisms’ 

behaviors in response to local competition or predation pressures. The latter are particularly 

pervasive in marine biofouling environments where strong developmental and organism-

environment interactions take place (Railkin, 2004).  

Biofouling is an ubiquitous phenomenon in the marine environment and a common feature of a 

wide variety of natural and artificial structures (Allison, 2003). Biofouling formation typically starts 

with the adhesion of dissolved organic matter onto a surface which leads to physiochemical changes 

(Guo, Ngo & Li, 2012) and to the development of a bacterial mat or early biofilm layer (Dobretsov, 

Abed & Teplitski, 2013). Successfully settled bacterial communities may influence the successive 

settlement of micro-algae (e.g. diatoms, cyanobacteria), fungi and protists, which are all precursors 

for colonization by larger fouling organisms or macrofouling (Railkin, 2004).  
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Biofouling formation onto a substrate, its growth rate and the type of species able to colonize 

this habitat are modulated by various interactions and involve complex biochemical, behavioral or 

physical mechanisms (von Ammon et al., 2017 ; Railkin, 2004). The external environment plays an 

important role in the biofouling formation, in particular through physical and chemical conditions 

(Leonard et al., 2017 ; Pereira Masi, Zalmon & Coutinho, 2016). For example, the availability of 

nutrients will play a critical role in the selection of early colonizers and the successive community 

composition of the biofouling (Li et al., 2017). Light and temperature increase also play important 

roles in enhancing the propagation of biofilm and biofouling (Farhat et al., 2016 ; Scandura et al., 

2017). Besides these environmental factors, many antifouling agents have been characterized from 

sessile marine organisms, in particular antifouling molecules produced by sponges, soft corals, and 

seaweeds (Dobretsov, Abed & Teplitski, 2013 ; Dobretsov, Teplitski & Paul, 2009 ; Qian et al., 2015). 

Microorganisms associated with marine algae and invertebrates, such as epibionts, also possess 

antifouling potential (Dobretsov, Abed & Teplitski, 2013). Despite the growing knowledge that 

biofouling-associated antifouling compounds are damaging to both larval and adult stages of hard 

corals and giant clams (Diaz-Pulido et al., 2010 ; Gomez & Mingoa-Licuanan, 2006 ; Vieira et al., 

2016), there exist very limited data on the actual processes and the specific molecules involved in 

antifouling activities of multiple interactive coral reef species. There is now growing evidence that 

hard corals release antifouling active substances (Puglisi et al., 2014), which can confer different 

competitive abilities to coral species against algae (Nugues & Bak, 2006).  

Studies on Antarctic marine benthos have shown that by bringing together different defense 

strategies, species assemblages create a complex model of interaction which may help protect 

Antarctic organisms from competition, for space and fouling pressure notably (Figuerola et al., 

2011). In coral reef ecosystems, the variety of antifouling compounds produced by sessile 

organisms, even among coral genera, prompted us to study the importance of species biodiversity 

and interaction on coral reefs’ fitness. Our work investigated their potential cumulative effect on 

biofouling formation and their ability to minimize the dramatic impact that uncontrolled biofouling 

expansions (i.e shifts from coral to algal dominated reefs) may have on coral reef ecosystems. 

Thus, in this study we combined cytological, metagenomic and metabolomic approaches to 

explore the interactive effects of multiple benthic species assemblages on the biofouling 

appearance and composition under normal and thermal stress conditions. Two common Indo-
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Pacific scleractinian coral species, Pocillopora damicornis and Acropora cytherea, and the giant clam 

Tridacna maxima were artificially grouped in distinct assemblages, exposed to varying water 

temperatures, and their influence on algal biofouling formation was investigated. 

 

2. Materials and methods 

2.1 Sample collection and preparation 

Corals and giant clams collection 

Acropora cytherea (n=4) and Pocillopora damicornis (n=4) colonies were collected at low tide 

( 2 m) in Moorea lagoon, French Polynesia (17°30’S, 149°50’W fringing reef Linareva; Rouzé et al., 

2015). The sampled colonies were then cut into nubbins using side-cutting pliers to produce a 

minimum of 45 small fragments each. All the samples were grown on tables in a common garden 

located in the lagoon area of the InterContinental Moorea Resort & Spa during an 8 months period. 

The giant clams T. maxima were bought at a French Polynesian nursery on Reao Island (18°28'S, 

136°25'W; N°Tahiti: 139 519), and then acclimated in the common garden. The three species were 

placed on 3 different distant (> 3 m) tables in order to avoid inter-species’ interactions. A CITES 

permit was obtained to allow for samples export (CITES – FR1698700087 – E). 

Experimental design 

One to three species were placed in aquariums. The different associations of organisms per 

aquarium are thereafter referred to as “assemblage”. Five distinct assemblages of coral and/or giant 

clams species were studied: P. damicornis + A. cytherea + T. maxima (PAT); P. damicornis + A. 

cytherea (PA); A. cytherea + T. maxima (AT); P. damicornis (P) or T. maxima (T) alone. Three nubbins 

from 4 coral colonies per species (12 nubbins per coral species) and/or 12 giant clams were used for 

each assemblage. Therefore, the 40 L aquariums were composed of either 12 (assemblages T and 

P) or 24 (assemblages PA and AT) or 36 (assemblages PAT) organisms (Supplementary S1a). One 

aquarium without macroorganisms was kept as a control at lagoon temperature (W). Aquariums 

were randomly chosen to avoid a potential aquarium effect. Each aquarium was open-circuit with 

seawater pumped directly from Moorea Opunohu’s bay. Two filters of 60 microns each were used 
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to remove sediment, and the water flow in aquariums was 20 L/h. The water temperature within 

aquariums was controlled with the Biotherm pro system (Hobby, Stukenbrock, Germany). 

Temperature/Light Data Loggers (P/N U22-001, Onset, Bourne, Massachusetts; or Ruskin, Ottawa, 

Canada) recorded temperature data every 10 minutes. All aquariums received the same light using 

LED lamps (PlanetPro ELOS, Verona, Italy), following a diurnal cycle. 

The experiment was performed in duplicate (exp. A and B), spaced two weeks apart, except 

for the AT assemblage which was also studied in duplicate but during the same experiment (exp. C).  

In each of A and B experiments, 4 distinct assemblages were studied in parallel (assemblages PAT, 

PA, T and P; 2 aquariums per assemblage; n=8 aquariums per experiment). After an acclimation 

period of 12 days, for each set of assemblage, one of the two aquariums was maintained at the 

ambient lagoon temperature (27 °C; LT; control), and the second one was submitted to a stress 

temperature (ST). The stress temperature was performed as follows:  increased 1 °C per day from 

day 12 to day 17 up to 32 °C where it was maintained for 3 days (from day 17 to day 19), before 

being decreased back to 27 °C (day 20). Similarly, in experiment C, after the acclimation period, two 

aquariums of AT assemblages were placed at lagoon temperature and the remaining two were 

exposed to the stress temperature (n=4 aquariums).  

During the experiments, biofilm deposited on each aquarium wall was collected at day 12 

and 20 using a cover glass slide, and stored in 70% ethanol at – 20 °C until further molecular analysis. 

Three replicates of water samples (40 mL) from aquariums were sampled at the same time and kept 

at – 20 °C until the analysis of nitrite (NO2
-), nitrate (NO3

-), phosphate (PO4
2-), ammonium (NH4

+) and 

silicate (Si-OH4; Technicon Autoanalyzer system, Southampton, United Kingdom). A synthesis of the 

tested samples as well as the statistics used are on Supplementary S1b and S1c.  

Biofouling observation and cytology 

Throughout the experiments, photographs of the aquarium were taken (days 15 or 19) and 

daily observations of the biofouling were recorded. 

At beginning of each experimental run, two sterile microscope cover glasses and two sterile 

glass slides were disposed in each aquarium. At the end of the experiment, the slides were observed 

in order to identify the most predominant genera per assemblage (Supplementary S1c).  
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DNA extraction, PCR amplification and sequencing 

Biofilm DNAs were extracted using the CTAB-based protocol described in Rouzé et al. (Rouzé 

et al., 2017) and stored at – 20 °C until PCR amplification. Two different genetic markers were 

selected for metabarcoding analysis. The 16S ribosomal RNA V3/V4 region was amplified with the 

Bakt_341 forward (5’-CCTACGGGNGGCWGCAG-3’) and Bakt_805 reverse (5’-

GACTACHVGGGTATCTAATCC- 3’) primers (Marcelino & Verbruggen, 2016). The 18S ribosomal RNA 

V4 region was amplified with the primer pair D512for18S forward (5’-ATTCCAGCTCCAATAGCG-3’) 

and the D978rev18S reverse (5’-GACTACGATGGTATCTAATC-3’), specifically designed for 

characterizing diatom communities (Blaxter, 2004). The primers were modified to include IlluminaTM 

overhang adaptors as described by Kozich et al. (2013). 

The polymerase chain reactions were performed (Supplementary S1c) and products were 

visualised on a 2% agarose gel. Samples were purified using magnetic beads (Agencourt Bioscience 

Corporation, Grand Rapids, Michigan), quantified (Qubit® 2.0 Fluorometer, Invitrogen, Carlsbard, 

California) and diluted at equimolar concentration to 3 ng/µL. Amplicons from DNA samples 

previously obtained from two high-latitudinal invasive species (Ciona savignyi and Asterias 

amurensis) from a previous study (Pochon et al., 2013), were used as internal quality controls. 

Nuclease-free UltraPure™ water (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachussetts) was used as 

negative control. The samples were sent to New Zealand Genomics Limited at the University of 

Auckland for final high-throughput sequencing library preparation. Libraries were sequenced on a 

MiSeq Illumina™ platform using a 2 x 250 base-pair (bp) paired-end protocol. 

Metabolomic sample preparation and Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS) analysis  

Input pipe seawater (n=5) together with seawater from aquariums (n=23) were filtered using 

cartridges Strata-XL 100u polymeric reversed phase (Phenomenex, Torrance, California). Six litres of 

seawater per sample were filtered using an extraction chamber.  

Samples were extracted from the Strata-XL cartridges and then centrifuged to separate the 

residual water. The organic phase was transferred in a glass hemolysis tube before drying under 

nitrogen flow and freeze-dried overnight. Before LC-MS analysis, organic extracts were prepared at 

a concentration of 1 mg/mL in methanol and filtrated on Uptidisk (PTFE, 0.2 mm, Interchim, San 

Diego, California). 
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LC-MS analyses were performed with an LCQ Fleet 2300 (Thermo Scientific) to determine 

metabolites in the seawater of each assemblages. The samples were analyzed using a positive ion 

mode with full scan MS window of 200-2000 m/z. A quality control strategy was carried out using a 

Latin square design for samples, quality control and methanol blank samples in order to reduce the 

potential error of instrumental drift.  

To determine the exact mass of secondary metabolites selected, LC-HRMS analyses were 

performed on a UHPLC system (Vanquish, Thermo Scientific) interfaced to a QTOF mass 

spectrometer (MaxisImpact I, Bruker Daltonics, Billerica, Massachussetts). Finally, to strengthen the 

putative identification of selected metabolites, LC-HRMS and LC-HRMSMS analyses were performed 

on a UHPLC system (Vanquish, Thermo Scientific) interfaced to an Orbitrap mass spectrometer (Q-

exactive Plus Hybrid, Thermo Scientific, Supplementary S1c). Finally, metabolites were assigned 

according to literature and databases such as LIPID MAPS, Metlin or MarinLit (Blunt & Munro, 2017 ; 

Fahy et al., 2007 ; Guijas et al., 2018). 

 

2.2 Data analysis 

Cytology, nutrients, metabarcoding and metabolomics methods are detailed in the 

Supplementary File S1c. 

 

3. Results 

3.1 Significant change of seawater composition between experiments but only slightly 

between assemblages 

The principal component analysis of the seawater nutrients (Supplementary S2 and S3) 

enabled to distinguish each experiment. Nutrients were more abundant in the experiments A and C 

than in the experiment B, and Si-OH4 were more abundant in the experiment A compared to the 

two others. For each experiment, slight significant variations of nutrient concentrations were 

observed between conditions (stress-lagoon temperature) or between assemblages. Whatever the 
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experiments, NH4
+ and NO2

- concentrations were systematically higher in all assemblages containing 

giant clams (Tukey test p<0.05). Moreover, NH4
+ concentrations were higher in PAT assemblages 

than in T assemblages. However, while in the experiment A, the range of NH4
+ concentrations in PAT 

and T assemblages were of [1.493-3.016] µmol/L and of [1.059-1.287] µmol/L, respectively, NH4
+ 

concentrations in the experiment B were less than 1 µmol/L (except for 1 sample) in PAT 

assemblages, which is lower than the range in T assemblage of the experiment A. Overall, the 

differences of water composition (relative and absolute concentrations) within experiments 

remained lower than the differences of water composition between experiments. 

 

3.2 Difference of biofouling appearance according to the type of assemblages 

Ten days following the beginning of the acclimation period, the aquarium walls harbored various 

biofouling aspects that were specifically linked to the type of assemblages under investigation 

(Figure 2.1). This phenomenon was similar between the thermal stress and control conditions 

(compare ST – LT, Figure 2.1), was consistently observed at the end of all experiments and was 

reproducible. The walls of the aquariums containing PAT assemblage were clean with just a barely 

perceptible light green biofilm layer. Aquariums containing the T assemblage were covered with a 

brown biofouling and mucus. Brown and green biofouling were also perceptible on the aquarium 

walls of the P assemblage, contrasting with only a green layer apparent in the aquariums with either 



Chapitre 2 ǀ Effect of species assemblages on biofouling 

51 
 

PA or AT assemblages. The most severe biofouling, e.g. murky aquarium walls, appeared in the W 

aquariums, devoid of macroorganisms.  

 

3.3 Distinct taxonomic groups according to the assemblages 

Seven taxonomic groups were defined using cytological observations: Chlorophyta, diatoms 

(Bacillariophyta), cyanobacteria (Cyanophyta), dinoflagellates (Dinoflagellata), Ochrophyta, 

Rhodophyta and undetermined. Within these, identifications were assigned at the lowest possible 

taxonomic level (family or genus). We characterized 201 distinct associated taxa across all 

assemblages. Classical multidimensional scaling analysis of the 6 assemblages based on the Jaccard’s 

Index (Figure 2.2a) showed a strong dissimilarity (separation on the first axis) between aquariums 

without (W) and with (PAT, PA, AT, P and T) macroorganisms. The second axis separated the 

remaining five assemblages from T to AT. After exclusion of the control in the analysis, a similar 

distribution than the second axis of the first classical multidimensional scaling (from T to AT) was 

directly observed on the first axis and the second axis mainly separated PAT from all others (Figure 

2.2b). 

Figure 2.1 : Photographs of aquarium’s walls according to the assemblages (a) with or (b) without thermal 
stress. PAT: P. damicornis, A. cytherea and T. maxima; PA: P. damicornis and A. cytherea; P: P. damicornis; T: 
T. maxima; AT: A. cytherea and T. maxima; W: no macroorganisms; stress temperature (ST); lagoon 
temperature (LT, control). Photographs: Isis Guibert. 
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3.4 Different family and genus composition of the three main taxonomic groups according to 

the assemblages 

We analysed the biofouling of PAT, PA, P and T assemblages using metabarcoding. After data 

processing of 1 202 179 paired-end reads, 711 313 contigs (16 505-83 708 per assemblage) with an 

average length of 420 bp (18S analysis) and 340 076 contigs (3 862-38 158 per assemblage) with an 

average length of 428 bp (16S analysis) were selected for taxonomic and functional analysis. 

As the three main steps of biofouling are successively the development of bacteria, diatoms and 

algae, we focused on these three groups. The bacterial group composed of 13 847 unique contigs 

was divided into 44 phyla and 856 genera (Supplementary S4). Of the 8 330 unique contigs identified 

from the 18S analysis, 6 369 were assigned to the diatoms group (Ochrophyta phylum), which 

divided into 63 genera (Supplementary S5). For the algae analysis, 19 990 unique contigs were 

Figure 2.2 : Classical multidimensional scaling from the Jaccard’s index of assemblages with (a) and without 
(b) control. PAT: P. damicornis, A. cytherea and T. maxima; PA: P. damicornis and A. cytherea; AT: A. cytherea 
and T. maxima; P: P. damicornis; T: T. maxima and W: no macroorganisms (control). 
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assigned into 4 phyla (Chlorophyta, Euglenida, Eukaryota, Phaeophyceae) according to Silva 

database. From those phyla, 29 genera were identified (Supplementary S6). 

In order to characterize the biofouling for each assemblage, we first compared the presence of 

families and genera for the three groups. Amongst the 28 characterized families of bacteria 

(Supplementary S7), 13 families were found in all assemblages and 3 were found exclusively in the 

T assemblage (Methylocystaceae, Legionellaceae and Hyphomicrobiaceae). We also noticed that 12 

bacterial families were present in 2 or 3 assemblages sharing or not a common species. For example, 

3 families (Oceanopirillaceae, Halomonadaceae and Granulosinoccaceae) were found in all 

assemblages containing P. damicornis (PAT, PA and P). Other families were found in 2 assemblages 

such as Pseudoalteromonadaceae in PA and T assemblages but not in the PAT assemblage. Amongst 

the 17 identified families of diatoms, 12 were common to all assemblages, 2 (undetermined 

Ochromonadales and undetermined Coscinodiscophytina) were common to PA and P assemblages 

and 3 (Rhizosolenids, Dictyochophyceae and undetermined Pedinellales) were found exclusively in 

the PA assemblage. For the algae group, 28 families were identified and 15 were common to all 

assemblages. No specific families were determined for the PAT assemblage but 2 were specific to 

PA (Fucaceae and undetermined Eutroptiales) and to T (Ulvophyceae and Ceramiaceae) 

assemblages. Furthermore, Peridiniaceae, undetermined Rotaliida and Florideophyceae families 

were identified in all assemblages except for the PAT assemblage (Supplementary S4-S6). 

At genus level, a qualitative analysis revealed which genera of bacteria, diatom, and algae were 

common or specific to different assemblages (Figure 2.3). Out of the 856 bacterial genera assigned, 

474, 576, 672 and 494 were observed in PAT, PA, P and T assemblages, respectively, among which 

334 were common. However, 41, 63, 131 and 38 genera were specific to PAT, PA, P and T 

assemblages, respectively. Interestingly, 47 genera were common to all assemblages except PAT 

(Figure 2.3a). Few diatoms genera were found (63), but similarly to the bacterial group, 37 genera 

common to all assemblages were found (Figure 2.3b). No specific diatoms were observed in the PAT 

assemblage, but 3 genera in PA, 4 in P, and 3 in T assemblages were specifically observed. 

Noteworthy, 2 diatom genera (Melosira sp. and Psammoneis sp.) were common to all assemblages 

except PAT. Concerning the algae group, only 29 genera were assigned and 12 were common to all 

assemblages (Figure 2.3c). Similar to diatoms, no algal genera were specific to the PAT assemblage, 
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and 3 (undetermined Peridiniceae, undetermined Florideophyceae and undetermined Rotaliida) 

were common to all the assemblages except this one.  

 

3.5 Characterization of biofouling from each assemblage by specific species abundance and 

metabolic function of bacteria 

To complement the qualitative analysis, we analyzed the relative abundance of bacteria. All 

assemblages were dominated by Rhodobacteraceae (~25-45%). Flavobacteriaceae were also found 

in large quantities (~5-15%) in all assemblages (Supplementary S7). Nevertheless, the bacterial 

community composition yielded a specific “barcode community fingerprint” for each assemblage 

(Figure 2.4). As shown, the barcode fingerprint can be clustered into 8 sub-communities. These 

clusters were rarely found in the same abundance level between assemblages. In fact, high 

abundances (red color, Figure 2.4) of clusters 1, 2 and 5 are specific to PAT, T and P assemblages, 

respectively.  

Figure 2.3 : Venn diagrams of genera detected in the assemblages. (a) bacteria, (b) diatoms (c) algae. PAT: P. 
damicornis, A. cytherea and T. maxima; PA: P. damicornis and A. cytherea; P: P. damicornis and T: T. maxima.  
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We further compared the metabolic functions of bacterial communities within each assemblage 

(Figure 2.5). Similar to the qualitative analysis, bacterial functions were clustered according to the 

differential abundance of bacterial species and their putative associated functions. Amongst the 5 

clusters, 3 were linked to specific assemblages. Cluster 1 was specific to PAT with an increase of 

bacteria with “iron oxidizer” and “syntrophic” functions. Cluster 3, where 9 bacterial functions 

increased, was specific to T, and cluster 4 where “sulfur metabolizing”, “stores polyhydroxybutyrat” 

and “cellobiose degrading” functions increased was specific to PA. Interestingly, the two other 

Figure 2.4 : Heatmap based on bacterial genera and showing specific ‘barcode community fingerprints’ for 
each assemblage. Communities’ differences are showed on a relative scale, with enrichment (red) and 
depletion (blue) of sequence abundance calculated using the Ward’s clustering method and a Pearson 
distance measure. T: T. maxima; PAT: P. damicornis, A. cytherea and T. maxima; P: P. damicornis; PA: P. 
damicornis and A. cytherea. 
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clusters shared similar increase in bacterial functions between two assemblages. Cluster 2 showed 

an increase in “atrazine metabolism” and “nitrite reducer” functional responses in PAT and T 

assemblages. Increase of 8 bacterial functions in cluster 5 was common to P and PA assemblages 

amongst which “selenite reducer”, “chitin degradation”, “alkane degrader” and “streptomycin 

producer” were strongly represented. Consequently, PAT assemblage was closer to T assemblage 

than to PA and P assemblages. 
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3.6 Secondary metabolites released in seawater are related to each assemblage 

To determine if secondary metabolites might account for the difference of biofouling 

communities, a chemical analysis of the tanks’ seawater was performed. The overall LC-MS analysis 

Figure 2.5 : Heatmap of bacterial “metabolism by phenotype”. Data show functional differences derived 
from each assemblage on a relative scale with enrichment (red) and depletion (blue) of gene functions using 
a Pearson distance measure and the Ward’s clustering method. T: T. maxima; PAT: P. damicornis, A. 
cytherea and T. maxima; P: P. damicornis; PA: P. damicornis and A. cytherea.  
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allowed for the detection of 1 488 distinct metabolites. A large majority of them (1 370), were 

detected in both assemblages and incoming seawater. Particularly, no specific metabolites were 

detected in PAT. A quantitative Partial least Square Discriminant Analysis on metabolites was then 

conducted to discriminate each assemblage. The first components discriminated every assemblage 

(Figure 2.6a), with PAT at the center of the plot, indicating an average mix of all metabolites rather 

than the emergence of new metabolites. In order to determine the Variable Importance in the 

Projection (VIP) potentially contributing to the inhibition of biofouling effect, we focused on the 

components which are clearly responsible for the separation of PAT from other assemblages (5th 

and 6th components, Figure 2.6b). Thereby, 55 metabolites were selected among which the most 

abundant were kept as VIPs (n=28). A similar approach was performed for the less abundant 

metabolites (68). Nevertheless, none of them were selected because none were specifically less 

abundant in PAT. The exact mass of VIPs was determined using LC-HRMS analyses with a High 

Resolutive QTOF mass spectrometer (Supplementary S8). From these masses, the molecular 

formulas were estimated and putative identifications were assessed for 5 VIPs on 28 most abundant 

VIPs (Table 2.1). Identifications were strengthened by full and fragmentation spectra issued from 

MS analyses with a Qexactive mass spectrometer. According to available literature and databases, 

VIPs were assigned to carotenoid (VIP 630) and lipids (VIPs 399, 425, 979 and 981). Using the 

absorption spectra, the carotenoid was identified as peridinin which exhibited a maximum 

wavelength at 473-475 nm (Jeffrey & Haxo, 1968 ; Zigmantas et al., 2002). For the 4 other VIPs, 

spectrum and proposed mechanisms of fragmentation in the literature leads to the putative 

identification of 3 VIPs among which two digalactosyldiacyglycerols (DGDG 18:5/20:5 and DGDG 

20:5/18:4) (Cutignano et al., 2016 ; Imbs et al., 2015) and the brassicasterol (Mo et al., 2013). Based 

on mass and calculated formula, the last VIP might be a sterol. 
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Table 2.1 : Accurate mass measurements, molecular formulas, and putative identification of the 5 
determined VIPs. a [M+H - H2O]+, b [M+Na - FA1]+, c [M+Na - FA2]+, FA= fatty acid. 

 

 

Ionic form Experimental 

m/z   

Calculated 

molecular 

formula 

Calculated 

m/z 

Mass 

error 

[ppm] 

MS/MS fragmentation Putative 

identification 

[M + H]+ 399.3624 C28H47O 399.3621 0.6 281.3509a, 297.2574, 

255.2104, 135.1167 

Brassicasterol  

[M + H]+ 425.3413 C29H45O2 425.3414 -0.3 407.3306 a, 191.1064, 

173.0959 

Sterol 

M°+ 630.3539 C39H50O7 630.3551 -1.9 603.7519, 553.3241, 

520.0495, 487.2805 

Peridinin 

[M + Na+] 979.5394 C53H80O15Na 979.5389 0.5 705.3445b, 677.3134c DGDG 18:5/20:5 

[M + Na+] 981.5551 C53H82O15Na 981.5546 0.6 679.3299 b, 705.3453 c DGDG 20:5/18:4 

Figure 2.6 : Partial least Square Discriminant Analysis of organic extracts metabolites from seawater’s 
aquariums. (a) Distribution of the metabolites on the first two components (Comp1 and Comp2) allowing the 
separation according to the assemblages. (b) Distribution on the fifth and six components (Comp5 and Comp6) 
providing the separation of PAT from other assemblages. PAT: P. damicornis, A. cytherea and T. maxima; PA: 
P. damicornis and A. cytherea; P: P. damicornis; T: T. maxima; AT: A. cytherea and T. maxima and SW: incoming 
seawater.   
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4. Discussion 

This is the first study demonstrating that biofouling formation is strongly influenced by 

surrounding benthic sessile species. In particular, we show that in its most severe form, the resulting 

effect of a species-specific assemblage is biofouling inhibition. Biofouling is a complex sequential 

process, which can be modulated by many abiotic and biotic factors, ranging from external factors 

to intrinsic influence of the marine taxa participating in biofouling formation itself.  

Among these factors, nutrients are known to influence growth and productivity of various 

organisms such as bacteria and algae. In our study, nutrient contents in the seawater of each 

aquarium were compatible with those observed in previous nutrient analyses from the Moorea 

lagoon (Nahon et al., 2013 ; Rouzé et al., 2015). An increase of silicates was notably observed during 

the wet season as well as after strong rains (Herrera-Silveira, 1994), as was the case for all aquariums 

of the A experiment. This link with external parameters can be explained by the design of our 

experiment, which consisted of an open-circuit with a water flow of 20 L/h per aquarium of 40 L. 

Therefore, the lagoon seawater composition mainly accounted for the significant variation of 

nutrient composition between the 3 experiments. As the effect of species assemblage on biofouling 

development was reproducible, this nutrient discrepancy between experiments could not account 

for the observed differences in biofouling development. 

Studies have shown that bacteria, plankton and phytoplankton as well as dissolved organic and 

inorganic molecules are filtered from seawater and ingested by corals and bivalves (Houlbrèque et 

al., 2006 ; Piccinetti et al., 2016). This feeding can lead to a depletion of 30 to 45% of total chlorophyll 

a and picoplankton above a scleractinian coral dominated reef when compared with adjacent waters 

(Houlbrèque et al., 2006). Tridacna species are able to filter up to 58% of algal cells from their 

surrounding water (Neo et al., 2015). Moreover, a recent study has shown that corals are able to 

feed on diatoms such as Thalassiosira sp. (Piccinetti et al., 2016). In light of these results, and taking 

into account that giant clams filter large amounts of seawater (e.g. water filtration rate of one 

Tridacna crocea is 2-3 L/h) (Neo et al., 2015), filtering activities could reduce the number of species 

participating in biofouling development and so could disrupt some steps of biofouling formation. 

Therefore, whenever another heterotrophic species is added to an assemblage, the community of 

microorganisms within the aquariums’ seawater could be modified (e.g. additive depletion of 

microorganisms). Such modifications could account for the differences in biofouling composition 
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and development observed between assemblages, the stronger impact of these additive depletion 

effects leading to the inhibition of biofouling (e.g. lack of key species required for biofouling 

progression). Biofouling development was strongly inhibited in the three species assemblages, PAT, 

of which aquarium water was depleted of 47 bacteria, 2 diatoms and 3 algae genera when compared 

to the other assemblages. Among these lacking organisms, some bacterial taxa e.g. 

Rhodobacteraceae that are important biofilm precursors (Elifantz et al., 2013), could be required 

for effective biofouling formation. Further studies of giant clam and coral filter-feeding species 

interactions will be helpful to better understanding their respective putative roles in depleting the 

microorganisms involved in biofouling progression. However, our experimental conditions with high 

seawater renewal and successive samplings led to four organisms per species at the end of the 

experiments. Therefore, corals and giant clams’ nutrition alone cannot be responsible for the 

disappearance of biofouling key species. Even though relevant, this hypothesis is not sufficient to 

account for the observed difference in biofouling development. 

In contrast to ingested filtered organisms, those associated with invertebrate species, bacteria 

and microalgae, have been well characterized. Bacteria have been found living on the surface, in the 

tissues and in the mucus of coral species (Kooperman et al., 2007 ; Lee et al., 2016 ; Sharp, Distel & 

Paul, 2012). Because mucus contains a lot of inorganic phosphate and dissolved organic carbon, it 

is suspected as an effective inducer of bacterial growth (Nakajima et al., 2009). Moreover, the 

diversity and quantity of the hosted bacteria differs not only between species but also according to 

their environment (Meistertzheim et al., 2016). Dobrestov and collaborators (2013) have shown 

that numerous bacteria associated with corals possess an anti-bacterial activity, and antibacterial 

compounds in coral mucus have notably been found to select specific bacterial population leading 

to an antifouling effect (Ralston & Swain, 2009). Interestingly, 7 bacterial species were specifically 

found in PAT assemblages. Among them, bacteria belonging to the genus Lysobacter which are able 

to degrade biofilm and could contribute to the observed antifouling effect (Gökçen, Vilcinskas & 

Wiesner, 2014). Corals and giant clams are known to produce bioactive compounds such as sterols 

which are described as chemical defensive substances (Wang et al., 2008 ; Withers et al., 1982). 

Indeed, living corals are free of fouling and this particularity come from the production of secondary 

metabolites, especially sterols playing key roles in allelopathy with the ability to inhibit the growth 

of organisms around them (Wang et al., 2008). Thereby, a fouling-resistant composition, non-toxic 

for the environment and applicable on immersed equipment, was made with sterols (Tyson & 
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Reynolds, 2011). Even though no specific metabolite to the PAT assemblage was detected, 

suggesting that no new compound is produced in this context, 5 VIPs characterizing the PAT 

assemblage were highlighted. Among them, one was assigned to carotenoids and 4 to lipids. The 

carotenoid, identified as peridinin, is a specific pigment found in Symbiodinium dinoflagellates from 

corals and giant clams (Jeffrey & Haxo, 1968). Interestingly, like most of the carotenoids, peridinin 

exhibits an inhibitory activity even at low concentration. As peridinin can inhibit cell proliferation 

and can exhibit a cytotoxic activity (Ishikawa et al., 2016 ; Tsushima et al., 1995), it might contribute 

to the biofouling inhibition observed in PAT assemblage. Moreover, among the lipids identified, one 

was assigned to brassicasterol and two to DGDG. Brassicasterol is found in various marine organisms 

such as cnidarians, sponges or diatoms (Abou-Hussein, Badr & Youssef, 2014 ; Nawi et al., 2014 ; 

Samorì et al., 2018). In addition to having significant anti-inflammatory properties (Samorì et al., 

2018), this sterol exhibits activity against organisms such as protozoans (Carreira de Paula et al., 

2015). Furthermore, DGDG are also found in marine organisms, especially in Symbiodinium from 

both corals and giant clams (Awai, Matsuoka & Shioi, 2012 ; Kneeland, 2011). 

Digalactosyldiacylglycerols possess strong nitric oxide inhibitory properties leading to antiviral 

activity (Banskota et al., 2013 ; Ríos-Ibarra et al., 2014). Moreover, DGDG have been identified as 

antifouling agent demonstrating repellent activity notably of blue mussels (Katsuoka et al., 1990). 

These data suggest that a synergism of secondary metabolites might lead to antifouling activity as 

it has already been assumed in a previous study (Ramasamy & Balasubramanian, 2012). Therefore, 

in the present study, either due to their abundance as VIPs or to their synergism, carotenoid and 

lipids might be responsible for the biofouling inhibition specifically observed in PAT assemblage. In 

this regard, as mucus is continuously released by both corals and giant clams (Soo & Todd, 2014), 

we cannot exclude that mucus flocs and/or secreted molecules such as antibiotics could adhere to 

the aquarium’s walls, playing a role in biofouling production. This effect will be, as discussed for 

nutrition, dependent on the different species present in the aquarium, with possible positive or 

negative interactions. 

Regardless of the mechanisms involved in this inhibition, our experimental results suggest that 

biofouling develops differently depending on the type and complexity of the sessile species 

assemblages, and this may have important implications in coral reef ecology. Global warming, ocean 

acidification, and local human impacts are considered as the main causes of coral reefs deterioration 

globally (Arias-González et al., 2017 ; Hoegh-Guldberg et al., 2007 ; Meltvedt & Jadot, 2014). The 
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combination of these factors usually prevent resilience of coral reefs, and favour the shift from 

coral-dominated to algal-dominated reef ecosystems (Diaz-Pulido & McCook, 2002 ; Hauri et al., 

2010 ; McManus & Polsenberg, 2004). Our discovery of an assemblage dependent antifouling 

activity is all the more important that biofouling inhibition occurs even in increased temperature 

condition. Another major point of our results is that the loss of one species in a three species 

assemblage leads to a change in the algal inhibition spectrum, the two species assemblage being 

less active against or more prone to algal development. Despite the timeliness of understanding 

ecological shifts towards algal-dominated tropical habitats, a gap of knowledge still exists about the 

mechanisms governing these shifts (Jorissen et al., 2016). It is well known that coral reefs taxa, e.g. 

sclearactinian corals species, are differentially sensitive to environmental stressors (Loya et al., 

2001 ; Ries, Cohen & McCorkle, 2009 ; Rodolfo-Metalpa et al., 2011) and that, among sessile species, 

giant clams are notably more resistant than corals to sea water warming (Andréfouët et al., 2013 ; 

Buck, Rosenthal & Ulrich, 2002). Therefore, environmental stress raises sequential and differential 

loss of species. This selective loss of species may impact the structuration of coral reefs benthic 

communities, leading to a change in the species interaction network and therefore, as exemplified 

by our work, might strongly impact their defence mechanisms against prerequisite steps of algal 

development. On the contrary, maintaining the diversity may temper this coral-algal shift. Hence, 

our study pinpoints that sessile coral reef species diversity, distribution and fitness might strongly 

influence this coral-algal shift, underlining the putative dramatic consequences of the decrease in 

biodiversity and the health of coral reefs. 

Beyond the biofouling phenotypes, with its extreme form translating into biofouling inhibition, 

the present study also highlighted the functional interactions resulting from sessile species 

assemblages. Our data showed that specific communities of bacteria, diatoms and algae 

characterized the biofouling composition of each assemblage. The bacterial functional profiling 

revealed an increase of “stores polyhydroxybutyrat” in PA assemblage that could be linked to a need 

of energy storage molecule or to a stress (Ali, Shaban & Tantawy, 2014). In line with this 

interpretation, microbiomes in PA assemblages included species of Pseudoalteromonaceae that are 

able to degrade a form of polyhydroxybutyrat referred to as poly-3-hydroxybutyrate (Mergaert & 

Swings, 1996). Other functions such as sulfur reducer, iron oxidizer, streptomycin producer and 

cellobiose degrading were, respectively, strictly found in T, PAT, P and PA. Additionally, some 

specific functions such as nitrite reducer and atrazine metabolism for T and PAT or degrade aromatic 
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hydrocarbon for PAT, P and PA, are shared by some but not all of the assemblages. Therefore, the 

presence of nitrite reducer activities in both PAT and T assemblages could account for the 

systematically higher level of NH4
+ in these assemblages. Such common features between some 

specific assemblages highlight the potential cumulative functional effect of the addition of one 

species in an assemblage, such as degrading aromatic hydrocarbons produced by P in PAT and PA 

as well as some emergent functions such as iron oxidizer in PAT. Therefore, all these combinations 

of functions provide a specific capacity to an assemblage for responding to changing environmental 

conditions. Such a trait can be related to the beneficial effect of plant assemblages for the growth, 

productivity and protection against pathogens and others, such as in permaculture where 

combinations of plants are used to enhance resistance and productivity (Bane, 2012). 

Considering the resulting functional aspects of various species assemblages, with some positive 

and/or negative interactions, together with their effect on biofouling development, our data 

support the notion that marine species assemblages should be integrally part of future coral reefs 

restoration plans as is already the case for terrestrial restoration.  
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Supplementary S1c: 

Biofouling observation and cytology 

Throughout the experiments, photographs of the aquarium were taken (days 15 or 19) using 

a Panasonic DMC-FT5 or a Go-Pro Hero 2 and daily observations of the biofouling were recorded. 

At beginning of each experimental run, two sterile microscope cover glasses and two sterile 

glass slides were disposed in each aquarium. At the end of the experiments, microscope cover 

glasses were incubated in 7.4% paraformaldehyde for 15 minutes, rinsed twice with PBS X1 (80 mM 

Na2HPO4  and 20 mM NaH2PO4, 2 H2O), and then disposed on a glass slide in one drop of mounting 

medium (Sigma, Kawasaki, Japan). Cover glasses were finally sealed on with nail polish. Concerning 

glass slides, a clean cover glass was directly disposed on their surface with a drop of mounting 

medium at the end of each experiment. All slides were observed using an Axio Imager microscope 

(Zeiss, Oberkochen, Germany) coupled with an EOS 100D camera, in order to identify the most 

predominant genera per assemblage.  

 

DNA extraction, PCR amplification and sequencing 

The polymerase chain reactions were performed in 50 µL volumes with the reaction mixture 

containing 5 µL GC enhancer, 1 µL of each primer (10 pmol/µL), 30 µl AmpliTaq Gold® 360 PCR 

Master Mix (Life Technologies, Carlsbad, California) and using 10 to 50 ng of template DNA. The PCR 

was performed under the follow thermocycling conditions: initial denaturation at 95 °C for 3 min, 

then 40 or 45 cycles consisting of denaturation at 94 °C for 30 s, annealing at 52 °C for 30 s, 

elongation at 72 °C for 90 s, and a final elongation at 72 °C for 7 min. PCR products were visualised 

on a 2% agarose gel.  

 

Metabolomic sample preparation and Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS) 

analysis  

Input pipe seawater (n=5) together with seawater from aquariums (n=23) were filtered using 

cartridges Strata-XL 100u polymeric reversed phase (Phenomenex, Torrance, California). Strata-XL 

cartridges were first conditioned with 40 mL ethanol–chloroform 1/1 (v/v) and then washed with 

100 mL distilled water. Six litres of seawater per sample were filtered using an extraction chamber 

and the cartridges were washed again with 800 mL distilled water. They were left to dry for twenty 

minutes on the extraction chamber and finally stored at – 80 °C.  
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Samples were extracted from the Strata-XL cartridges with 10 mL dichloromethane-

methanol 7/3 (v/v), then centrifuged 10 minutes at 3500 rpm to separate the residual water. The 

aqueous phase was discarded, and the organic phase was transferred in a glass hemolysis tube 

before drying under nitrogen flow and freeze-dried overnight. Samples were stored at – 20 °C.  

 

LC-MS analyses were performed to determine metabolites in the seawater of each 

assemblages using an LCQ Fleet 2300 with an LC-ESI-MS system equipped with an electrospray 

ionization source, an Accela LC pump, and an ion trap from Thermo Scientific® (Waltham, 

Massachussetts). The organic extracts were separated using a Kinetex® C6-phenyl column (1.7 µ, 

100 Å, 150 x 2.1 mm; Phenomenex) with a pre-column operating at 30 °C. The mobile phase was 

composed of water (A) and acetonitrile (B) (both with 0.1% v/v formic acid). A linear gradient was 

applied from 35% B held for 2 min to 65% B in 8 min, from 65% to 100% B in 20 min followed by 5 

min of 100% B, then return to 35% B in 5 min and stay 5 min in post-run. The flow rate was 270 

µL/min. The samples were analyzed using a positive ion mode with full scan MS window of 200-

2000 m/z, recorded at a scan rate of 2 scans/s, the sample cone voltage was 4 kV, the capillary 

temperature 280 °C and the gas flows 29 and 5 arbitrary units (AU) for sheath and auxillary gas, 

respectively. A quality control strategy was carried out using a Latin square design for samples, 

quality control (QC) and methanol blank samples in order to reduce the potential error of 

instrumental drift. Five QCs and methanol blanks were analysed at the beginning of the sequence, 

every seven samples and at the end. 

To determine the exact mass of secondary metabolites selected, LC-HRMS analyses were 

performed on a UHPLC system (Vanquish, Thermo Scientific) interfaced to a QTOF mass 

spectrometer (MaxisImpact I, Bruker Daltonics, Billerica, Massachussetts). The chromatographic 

separation was conducted on the same column than for LC-MS analyses (Kinetex C6-phenyl column) 

thermostated at 30 ˚C. The mobile phases were (A) water and (B) acetonitrile, both with 0.1% v/v 

formic acid. The gradient elution program was: 0 min, 50% B; 2 min, 50% B; 15 min, 100% B; 20 min, 

100% B; 22 min, 50% B; 30 min, 50%B. The flow rate was 0.5 mL/min and the injection volume 5 μL. 

The QTOF MS system was equipped with an electrospray ionization source (ESI) and 

operated in positive mode over the range m/z 80−1600 with a scan rate of 0.8 Hz. Source parameters 

were: capillary voltage, 300 V; nebulizer pressure, 43.5 psi (N2); drying gas, 120 psi (N2); and drying 

temperature, 200 °C. A QTOF external calibration was daily performed with a sodium formate 
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solution, and a segment (0.1−0.25 min) in every chromatogram was used for internal calibration, 

using a calibrant injection at the beginning of every run. The sodium formate calibration mixture 

consists of 10 mM sodium formate in a mixture of water/isopropanol (v/v, 1:1). The instrument 

provided a typical resolving power of 36000−40000 during calibration (39274 at m/z 226.1593, 

36923 at m/z 430.9137, and 36274 at m/z 702.8636). 

 

To strengthen the putative identification of selected metabolites, LC-HRMS and LC-HRMSMS 

analyses were carried out on an Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 UHPLC system (composed 

with a Dionex Ultimate 3000 diode array detector, a Vanquish pump and autosampler, Thermo 

Scientific, San Jose, CA, USA) with the same column, same elution sytem, and same operating 

conditions than for LC-MS analyses. MS analyses were conducted on a Q-exactive Plus Hybrid 

Quadrupole-Orbitrap mass spectrometer (Thermo Scientific) equipped with a HESI source. Source 

parameters were as follows : spray voltage positive polarity 3.5 kV, capillary temperature 320 °C, 

auxiliary gas temperature 200 °C, gas flows 35 and 10 AU for sheath and auxiliary gas respectively. 

Full MS scans were aquired over the range m/z 200−2000 with a mass resolution of 35,000 and a 

AGC target at 1.106. In MS2, mass resolution was 17,500, AGC target 2.105, maximum ion fill time 

200 ms, isolation window 4.0 m/z, normalized collision energy 25 and 35. Parallel reaction 

monitoring was targeted on the VIP mass list. A lock mass (m/z 391.28429-C24H38O4-

diisooctylphthalate) has been used as internal standard for mass accuracy enhancement during 

spectral data acquisition. 

 

Data analysis 

As the observed biofouling was similar independently of thermal conditions and replicates, 

all data issued from same assemblages were pooled for each data analysis.  

All statistical analysis were performed with the R v3.4.0 or v3.2.5 (for metabolomics) statistical 

computing environment (R core team, 2014) with appropriate packages mentioned above. 

 

Cytology data analysis 

A presence/absence matrix of the listed taxa according to the assemblage was created 

(vegan package). In order to evaluate the community variations between assemblages, we used a 

classical multidimensional scaling (MDS, stat package) analysis based on a dissimilarity matrix 

constructed with the Jaccard index (Jaccard, 1912).  
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Nutrients data analysis 

A Principal Components Analysis on log + 1-transformed environmental data as well as 

ANOVA and the post hoc Tukey test were performed. 

 

Metabarcoding data processing pipeline 

To produce Operational Taxonomic Units (OTUs) and associated statistics, sequence data 

were analysed following the Miseq standard operating procedure (SOP) using MOTHUR (v1.39.5; 

http://www.mothur.org/) (Kozich et al., 2013). Briefly, sequence reads were assembled into contigs 

and amplicons’ adaptors were removed. After trimming sequences to improve quality (Quality 

Control>=35), they were split into two different groups according to the genetic markers (bacterial 

16S and eukaryotic 18S). Unique sequences were selected and counted for each group. Using K-mer 

search method, sequences were aligned to the Silva full-length sequences and taxonomy references 

(Silva-vr128) (Pruesse et al., 2007). Insertions or deletions were removed using the “screen.seqs” 

command and filtered to remove the overhangs at both ends of the sequences. Unique sequences 

were selected again to eliminate the potential redundancy created during sequence trimming. A 

pre-cluster step was used to split sequences in pre-clusters with up to 2 differences between 

sequences, and the VSEARCH algorithm was employed to remove chimeras (Rognes et al., 2016). 

Pre-cluster sequences were assigned (classify.seqs) using the Silva database with a cutoff level of 

80, and mitochondria and chloroplast assignations were removed with the remove.lineage 

command. Operational Taxonomic Units were then clustered under a 0.03 cutoff level. The 

phylotypes of our sequences were determined according to their taxonomic classification. In order 

to go deeper in the taxonomy of the cyanobacteria, we created a reference database issued from 

top hit of the chloroplast sequences assigned by Silva database blasted to Genbank (Supplementary 

S9). Then, we assigned all these OTUs with the newly created database. 

To analyze the bacterial and algal communities in the assemblages, lists of OTUs assigned at 

different taxonomic levels were created and visualized on the Venny website (2.1.0, 

http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny//index.html) (Oliveros, 2015).  

Using the files created with the phylotype analysis, the bacterial function and community 

assemblages were determined using METAGENassist (Arndt et al., 2012). After filtering our data on 

interquartile range (Hackstadt & Hess, 2009), 465 variables out of 912 were normalized over sample 

by sum and over taxa by range scaling. Oxygen requirement and metabolism of bacteria were 

http://www.mothur.org/
http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html
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visualized with a heatmap using Euclidean distance measure and the Ward’s clustering method 

(Ward, 1963). OTUs and reads Tables used for the analysis are available in the Supplementary S4-

S6. 

 

LC-MS data pre-processing and metabolomic statistical analysis 

LC-MS raw data were converted to netCDF files with Xconvert from Thermo ScientificTM 

XcaliburTM software (version 2.1). The data were analysed with an XCMS pipeline using R (XCMS 

version 1.46.0, R version 3.2.5) (Smith et al., 2006). Several steps were necessary for XCMS 

processing with the following parameters: feature detection (step = 0.2, mzdiff = 0.4, fwhm = 30, 

snthresh = 30), time range reduction (c(360, 1920)), alignment (minfrac = 0.20, mzwid = 0.25, bw = 

30 and 10), retention time correction (profstep = 1, method = obiwarp). The data matrix of the 

variables corresponding to metabolites was made using a diffreport with the XCMS package. Before 

statistical analysis, quality of the samples was investigated using the quality controls and methanol 

blanks. 

 

A Partial Least Square Discriminant Analysis (PLS-DA, MixOmics package) (Rohart et al., 2017) 

was performed to identify the molecules that best distinguished the different assemblages. Quality 

controls and methanol blanks were removed for the statistical analysis. Metabolites which separate 

PAT assemblage from the other were selected using a cosx>0.2 & cosy>0.2, a cosx>0.5 or a cosx>0.5 

& cosy>0.001. From these metabolites, VIPs (Variable Importance in the Projection) abundant in 

PAT assemblage were selected from individuals’ boxplot.  
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Figure S3 : Principal components analysis of seawater nutrients. (a) Individual factor map, A,B and C: name 
of the 3 experiments  (b) Variables factor map; ammonium (NH4), phosphate (PO4), nitrate (NO2), nitrite 
(NO3), silicate (SI(OH)4). 
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Figure S8 : Representative LC-MS profile of seawater from PAT assemblages. Total ion chromatogram (TIC) 
from ESI+ analysis on a LCQ Fleet system. PAT: P. damicornis, A. cyhterea, T. maxima. 
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Chapitre 3 : Dimethylsulfoniopropionate concentration in coral 

reef invertebrates varies according to species assemblages 

 

Contexte de l’étude et objectifs 

 

 Le diméthylsulfoniopropionate (DMSP) est une molécule soufrée qui se retrouve chez les 

coraux, Symbiodiniaceae et certaines bactéries marines. Parmi ses nombreux rôles biologiques, le 

DMSP est décrit comme un biomarqueur du stress. Dans le chapitre précédent, il est suggéré que 

chaque organisme interagit avec et sur les organismes voisins par le biais de la production de 

molécules avec des effets cumulatifs en fonction des assemblages. Dans ce chapitre, l’étude vise à 

détecter si ces interactions moléculaires peuvent être source de stress pour les organismes 

composant l’assemblage. Ainsi, les concentrations de DMSP de coraux et de bénitiers en condition 

de stress thermique ou non ont été mesurées par RMN dans différents assemblages. De plus, les 

différents clades de Symbiodiniaceae ont été identifiés pour chaque espèce et assemblage par une 

analyse de metabarcode. Par ailleurs, les gènes impliqués dans le cycle de biosynthèse du DMSP 

chez T. maxima ont été recherchés. Ce chapitre a été rédigé sous la forme d’un article 

intitulé «Dimethylsulfoniopropionate concentration in coral reef invertebrates varies according to 

species assemblages» en vue d’être soumis à Journal of Experimental Biology. 

 

Principaux résultats  

 Les taux de DMSP varient en fonction des espèces. 

 Les bénitiers, comme les coraux, possèdent la voie métabolique de biosynthèse du DMSP 

semblable à celle identifiée chez les algues marines. 

 Les différents clades de Symbiodiniaceae et leurs proportions relatives ne sont pas corrélés 

aux quantités de DMSP mesurées chez les trois holobiontes étudiés. 

 Cette étude montre que les assemblages à espèces multiples entrainent une augmentation 

de la concentration en DMSP ; ce qui suggère que l’activité de ce composé soufré, et donc le 

« niveau de stress », pourrait être proportionnel au nombre d’espèces présentes.  
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Summary statement 

 Various assemblages of corals and giant clams affect their metabolism in 

dimethylsulfoniopropionate, a key compound of marine sulfur cycle. 

 

Abstract 

Dimethylsulfoniopropionate (DMSP) is a key compound in the marine sulfur cycle, and is produced 

in large amount in coral reefs. In addition to Symbiodiniaceae, corals and associated bacteria have 
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recently been noted as acting in DMSP metabolism. Numerous ecological studies have focused on 

DMSP concentrations in corals, which led to the hypothesis that increases in DMSP levels might be 

a general response to stress. Here we used multiple species assemblages of three common Indo-

Pacific holobionts, the scleractinian corals Pocillopora damicornis and Acropora cytherea, and the 

giant clam Tridacna maxima and examined the DMSP concentrations associated with each species, 

depending on assemblages and thermal conditions. Our work showed that the concentration of 

DMSP correlated positively with increasing complexity in multiple species assemblages of A. 

cytherea and T. maxima. To determine the potential importance of symbiotic dinoflagellates in 

DMSP production, we then explored the relative abundance of Symbiodiniaceae clades in relation 

to DMSP levels using metabarcoding, and found no significant correlation between these factors. 

Finally, our work revealed the existence of an alga-like DMSP pathway in giant clams, suggesting for 

the first time that, like corals, giant clams may also contribute to DMSP production. Taken 

together, our results demonstrated that corals and giant clams play important roles in the sulfur 

cycle. Because DMSP production varies according to species and close environment, this study 

offers new perspectives for future global sulfur cycling research. 

Keywords: Corals, giant clams, assemblages, DMSP, Symbiodiniaceae, NMR, metabarcoding 

 

1. Introduction 

 Coral reefs have been described as dimethylsulfoniopropionate (DMSP) hotspots 

(Broadbent, Jones & Jones, 2002 ; Hill, Dacey & Krupp, 1995). This compound is an important 

metabolite that plays a central role in the marine sulfur cycle (Raina et al., 2013). It is involved in 

numerous cellular and ecological processes. Among several known functions, DMSP possesses 

antioxidant properties (Deschaseaux et al., 2014 ; Downs et al., 2002) as evidenced by cellular 

increase of DMSP under CO2 depletion (Sunda et al., 2002). Dimethylsulfoniopropionate has other 

protective physiological functions, notably serving as an osmolyte and cryoprotectant in marine 

algae (Kirst et al., 1991 ; Trevena et al., 2000). Acting as a signaling molecule, DMSP is also involved 

in antiviral defense mechanisms and sulfide detoxification (Evans et al., 2006 ; Havill, Ingold & 

Pearson, 1985 ; Seymour et al., 2010). Numerous studies have recently drawn attention to variations 

of DMSP concentration in organisms subjected to environmental changes. Marine algae and/or 
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coral studies have demonstrated that DMSP concentration changes with light intensity and salinity, 

as well as in response to oxidative stressors (Van Alstyne et al., 2016 ; Van Rijssel & Gieskes, 2002 ; 

Sunda et al., 2002 ; Yost, Jones & Mitchelmore, 2010). DMSP is therefore believed to be involved in 

organisms’ stress response, especially in coral species (Aguilar et al., 2017 ; Yost, Jones & 

Mitchelmore, 2010). Dimethylsulfoniopropionate has also been extensively studied for its role in 

climate regulation (Rap et al., 2013). Indeed, DMSP can be converted into dimethylsulfide (DMS), a 

trace gas that is a source of reduced sulfur and which takes part in cloud formation (Nunes et al., 

2016 ; Simó, 2001). Consequently, sensitive methodologies such as nuclear magnetic resonance 

(NMR) spectroscopy have been developed for accurate detection and quantification of DMSP (Rap 

et al., 2013 ; Tapiolas et al., 2013).  

 Dimethylsulfoniopropionate is widespread in organisms from plants to marine animals; it 

has been recorded notably in graminoids, rhodophytes, mussels and also in benthic flatworms (Van 

Alstyne, Schupp & Slattery, 2006 ; Becker et al., 2011 ; Kocsis et al., 1998 ; White et al., 1995). To 

date, pathways of DMSP biosynthesis have been characterized in higher plants (Hanson et al., 1994 ; 

Kocsis et al., 1998), marine algae such as Symbiodiniaceae (Keller, Bellows & Guillard, 1989 ; Stefels, 

2000) and more recently in corals, with methionine as a common precursor (Aguilar et al., 2017). 

Higher plants and marine algae use two different DMSP biosynthetic pathways, while corals harbor 

an algal-like pathway (Aguilar et al., 2017 ; Stefels, 2000). Indeed, similarly to marine algae, coral 

species such as Acropora sp. encode the enzymatic machinery required to biosynthesize DMSP 

(specific aminotransferase, reductase, methyltransferase and decarboxylase enzymes) (Aguilar et 

al., 2017 ; Raina et al., 2013). Even though the specific biosynthesis pathway has not yet been 

studied in other marine organisms, DMSP has been found in other coral taxa (e.g Pocilloporidae, 

Poritidae) and sessile organisms such as giant clams and anemones (Van Alstyne, Schupp & Slattery, 

2006 ; Hill, Dacey & Edward, 2000). The concentrations of DMSP were higher in corals (Acropora sp., 

Heliopora sp., Pavona sp.) and giant clams (Tridacna maxima and Tridacna squamosal) than in other 

animals (Van Alstyne, Schupp & Slattery, 2006 ; Hill, Dacey & Edward, 2000). Dinoflagellates of the 

family Symbiodiniaceae account for most of the DMSP production in coral reefs (Van Alstyne, 

Dominique & Muller-Parker, 2009 ; Steinke et al., 2011). This family is currently classified into nine 

divergent lineages, hereafter referred to as clades A to I (Pochon & Gates, 2010), of which seven 

have recently been elevated to genus level (LaJeunesse et al., 2018), with clades A-D commonly 

found in symbiosis with scleractinian corals and giant clams (Neo et al., 2015). Symbiodiniaceae can 

possess a DMSP-lyase activity leading to the conversion of DMSP into DMS that differs among clades 
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(Yost & Mitchelmore, 2009). Thus, the presence or proportion of different Symbiodiniaceae clades 

within a host may influence the variation of DMSP concentration often observed between coral 

species (Van Alstyne & Puglisi, 2007). Additionally, the differences observed in coral studies could 

also be the result of other symbionts hosted by corals. Indeed, certain bacteria possess crucial genes 

for DMSP degradation such as homologs of the dmdA gene that are involved in the demethylation 

pathway or of the dddD gene known to be involved in the degradation of DMSP into DMS (Howard 

et al., 2006 ; Littman et al., 2009 ; Raina et al., 2010 ; Todd et al., 2007). These homologs have been 

found in Proteobacteria that are common in coral species and are probably also common to all major 

phylogenetic groups of marine bacteria. The hypothesis that bacteria from coral microbiomes play 

an important role in the DMSP cycle is supported by Raina and collaborators (2009) demonstrating 

that a large range of bacteria from Acropora species possess methyl-sulfur metabolizing capabilities 

(Raina et al., 2010). Most of these bacteria have been recently described in microbiomes of giant 

clams  (Guibert et al., Submitted). Moreover, DMSP production in heterotrophic bacteria has also 

been recently highlighted (Curson et al., 2017).  

 It is well known that coral symbionts such as dinoflagellates (Symbiodiniaceae) and bacteria 

vary according to environmental conditions (Cunning, Yost, et al., 2015a ; Sharp et al., 2017a ; 

Silverstein, Cunning & Baker, 2015 ; Ziegler et al., 2017), and are therefore assumed to account for 

their host fitness (Rosenberg & Zilber-Rosenberg, 2011). Moreover, some studies have underlined 

the role of benthic species assemblages on coral reef dynamics (Adjeroud et al., 2013), as well as on 

giant clam fitness (Guibert et al., Submitted). To better understand how benthic species 

assemblages could influence their respective fitness, we artificially combined three coral reef 

builders, two coral species (Pocillopora damicornis; Linneaus, 1758 and Acropora cytherea; Dana, 

1846), and one giant clam species (Tridacna maxima; Röding, 1798), and measured DMSP 

concentration in each species by NMR spectroscopy. To determine the putative role of 

Symbiodiniaceae in DMSP production, we assessed the Symbiodiniaceae composition of the three 

species, using a metagenomics approach. We also examined whether giant clams contribute to 

DMSP production by scoring T. maxima‘s transcriptome for enzymes involved in the DMSP 

biosynthesis. Finally, because DMSP is a stress biomarker, the experiments were performed either 

at lagoon temperature or under thermal stress.  
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2. Materials and methods 

2.1 Corals and giant clam collection and experimental design 

 The coral and giant clam samples as well as the experimental design used in this study were 

described previously (Guibert et al., Submitted). Briefly, coral species of A. cytherea and P. 

damicornis were collected in Moorea lagoon, French Polynesia (17°30’S, 149°50’W, Linareva fringing 

reef) (Rouzé et al., 2015). For each species, 4 colonies were sampled and nubbinized in 45 small 

fragments. Giant clams of the species T. maxima were purchased from a French Polynesian nursery 

on Reao Island (18°28'S, 136°25'W; N°Tahiti: 139 519). Corals nubbins and giant clams were reared 

in a common garden. A CITES permit was obtained to allow for sample export (CITES – 

FR1698700087 – E).  

 Experiments in open-circuit aquariums (20 L/h), using assemblages of one P. damicornis (P, 

n = 4 aquariums) or T. maxima (T, n = 4 aquariums), two P. damicornis + A. cytherea (PA, n = 4 

aquariums) or A. cytherea + T. maxima (AT, n = 4 aquariums) and three species P. damicornis + A. 

cytherea + T. maxima (PAT, n = 4 aquariums), were conducted either under thermal stress (S, n = 

10) or at lagoon temperature (L, n = 10). For the aquariums under thermal stress, after 12 days of 

acclimation (time 0), temperature was increased by 1°C per day until reaching 32°C on day 17. Three 

samples per coral colony (n = 4x4 nubbins per species) and 12 giant clams were used when required 

in an assemblage. Corals and giant clams were sampled at days 12 and 17, immediately snap-frozen 

in liquid nitrogen and stored at -80°C until further analysis.  

 

2.2 Metabolite extraction for dimethylsulfoniopropionate quantification 

 Coral samples were lyophilized overnight and 1 to 1.5 g of powder were obtained for 

extraction. The extraction protocol was adapted from Tapiolas and collaborators (2013). In total, 51 

A. cytherea and 54 P. damicornis samples were extracted with 3 mL of HPLC-grade methanol 

(CH3OH). After 5 minutes of sonication (35 kHz Transsonic 950/H, Elma, Germany) at room 

temperature, extracts were shaken for 3 hours. A second extraction with an additional 2 mL of 

CH3OH was performed using 5 minutes of sonication and 5 minutes with shaking. The two extracts 

were then pooled and dried using a vacuum centrifuge drier (Genevac EC-2 plus, Genevac, UK) 
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before being stored at -20°C until NMR analysis. Samples were lyophilized overnight and weighed 

to obtain the quantity extracted. 

 Giant clam samples (n= 42) were lyophilized overnight and 0.1 to 0.5 g of powder were 

obtained for extraction. Protocol extraction was adapted from Mohamadi (2014). Solid-liquid 

extractions were performed using 2 mL of H20 and 0.5 mL of HPLC-grade methanol (CH3OH) prior to 

vortexing. After adding 1.5 mL of CH3OH and 2 mL of dichloromethane (CH2Cl2), the solutions were 

mixed using a vortex and sonicated for 10 minutes. The solid-liquid extraction was carried out three 

times and the three extracts were pooled and centrifuged at 2050 g for 20 min in order to separate 

the polar and apolar phases. The apolar extracts were pooled as for the polar extracts and 

lyophilized. In this study, only the hydroalcoholic (polar) extract of the giant clam samples was 

analyzed.  

 All extracts were resolubilized in 500 μL of deuterium oxide (D2O), vortex mixed and 

transferred into a 5 mm NMR tube, then analyzed immediately by 1H-NMR spectroscopy. 

 

2.3 Nuclear magnetic resonance data acquisition and dimethylsulfoniopropionate 

quantification 

All 1H spectra were recorded on a Bruker Avance 1 spectrometer (Bruker, Germany) at 300 

MHz in the same conditions with 128 transients; chemical shifts are reported in ppm from TMS. 

Signal to noise ratios were determined by NMR analysis on the topspin 2.1 Bruker software. 

A calibration curve of DMSP was done under the same conditions as the samples with 128 

transients (Figure S1). The Noise region was the same for all samples. The Signal region a (3.41 ppm 

to 3.34 ppm) was used for A. Cytherea and P. damicornis samples because there were no 

overlapping signals (Figure S2). The Signal region b (2.86 ppm to 2.80 ppm) was used for T. maxima 

samples because of overlapping signals on region a and no overlapping signal on region b. Anova 

and ad hoc pairwise comparisons (Tuckey test) were performed using R software (R core team, 

2014). 
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2.4 DNA extraction, PCR amplification and sequencing for Symbiodiniaceae composition 

determination 

 Coral DNA extractions (n = 2 to 9 per assemblage) were performed following a CTAB-based 

protocol (Rouzé et al., 2017). Symbiodiniaceae diversity was studied using the internal transcribed 

spacer 2 (ITS2) genetic marker. The ITS2 region of the nuclear ribosomal array was amplified using 

the forward primer “its-Dino” (5’-GTGAATTGCAGAACTCCGTG-3') and the reverse primer “ITS2-

Rev2” (5’-GCCTCCGCTTACTTATATGCT-3') (Pochon et al., 2001 ; Stat et al., 2009). IlluminaTM 

overhang adaptors were included in the primers as described by Kozich et al. (2013). PCR 

amplification and sequencing were performed as described in Guibert and collaborators 

(Submitted). 

 Symbiodiniaceae composition analysis of A. cytherea and P. damicornis samples was adapted 

from the Arif et al. (2014) pipeline in mothur v1.39 (Schloss et al., 2009). An ITS2 database (Arif et 

al., 2014) was used to annotate the sequences via BLASTN. The relative abundance of 

Symbiodiniaceae subclades was represented using R (Reshape2 and ggplot2 packages).  

 

2.5 Identification of candidate genes 

 A previous predicted peptide data set of T. maxima metatranscriptome (Dubousquet et al., 

2016) was blasted against a custom database at a threshold of 10-3. This database contained 

molluscan and cnidarian sequences extracted from the Protein database of NCBI filtered with the 

DMSP enzyme names or EC numbers and from the DMSP candidate genes previously identified in 

Acropora millepora (Aguilar et al., 2017) (Supplementary S3, sheet 2). The selected sequences were 

blasted against the whole NCBI Protein database and all sequences with a top hit with a plant or 

algae or bacteria taxonomy were removed as false positives (Supplementary S3, sheet 1). 

A differential gene expression analysis was then performed from previous RNAseq reads of 

T. maxima under a thermal stress at 32°C for 5 days (Bioproject: PRJNA309928). Transcript 

quantification of the above selected sequences was performed with RSEM (Li & Dewey, 2011) across 

14 samples of the Bioproject (8 biological samples: B0Tx and BT0 as the control group and 6 BTx 

biological samples as the Heating group; Dubousquet et al., 2016) and the differential expression 

between the 2 groups was performed with the edgeRun package (Dimont et al., 2015) with a 

number of iterations of 50,000. 
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3. Results 

3.1 Analyses of dimethylsulfoniopropionate concentrations according to thermal stress, 

species and assemblages 

 Dimethylsulfoniopropionate concentration was evaluated by 1H-NMR spectroscopy in the 

three species: P. damicornis, A. cytherea and T. maxima (Supplementary S4). An Anova test (Table 

3.1) revealed significant differences between assemblages (p = 6.3e-16) or species (p = 2e-16) with 

a significant interaction between both of them (p < 5%).  Even close to the alpha level, the 

interaction between assemblages and temperatures was not significant. Thus, the subsequent 

analyses were performed only between assemblages according to species. 

 

Table 3.1 : Results of ANOVA test on DMSP concentrations by assemblage, species and temperature. Df: 
degree of freedom; SumSq: Sum square; Mean Sq: mean square. 

 Df Sum Sq Mean Sq F value p value 

Assemblage 5 126,23 25,25 22,120 6.3e-16 *** 

Temperature 1 0,01 0,01 0,011 0,9154 

Species 2 186,18 93,09 81,567 < 2e-16 *** 

Assemblage: temperature 4 10,53 2,63 2,306 0,0617 

Assemblage: species 2 19,74 9,87 8,647 0.0003 *** 

Temperature: species 2 0,02 0,01 0,009 0,9908 

Assemblage: temperature: species 2 0,90 0,45 0,395 0,6745 

Residuals 128 146,08 1,14   
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In corals, the concentrations of DMSP were from 5 to 10-fold lower in P. damicornis than in 

A. cytherea (Tuckey test, p < 0.001), with means between 0.10 and 0.12 mg/mL for P. damicornis 

and between 0.54 to 1.60 mg/mL for A. cytherea (Figure 3.1). While DMSP concentrations were 

similar whatever the assemblage in P. damicornis (Figure 3.1A), or AT assemblages in A. cytherea 

exhibited a significant higher DMSP concentration (1.60 mg/mL) than the other assemblages (from 

0.54 to 0.98 mg/mL; Figure 3.1B).  

 

 

In T. maxima, mean DMSP concentrations increased with the increasing complexity of 

assemblages: from 2.52 mg/mL for T. maxima alone to 4.93 mg/mL in the PAT assemblage (Figure 

3.2). A significant difference was found between T and PAT assemblages (p < 0.005). 

 

 

Figure 3.1 : Mean concentrations of dimethylsulfoniopropionate (mg/mL) of Pocillopora damicornis (A) and 
Acropora cytherea (B) by assemblage. Assemblages: P: P. damicornis (nA = 25); A: A. cytherea (nB = 12); PA: P. 
damicornis and A. cytherea (nA = 16, nB = 16); AT: A. cytherea and T. maxima (nB = 8); PAT: P. damicornis, A. cytherea 
and T. maxima (nA = 13, nB = 15). Letters in lower case indicate significant differences between means (Tuckey, p < 
0.05). 
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Figure 3.2 : Mean concentrations of dimethylsulfoniopropionate (mg/mL) of Tridacna maxima by 
assemblage. Assemblages: T: T. maxima (n = 19); AT: A. cytherea and T. maxima (n = 9); PAT: P. damicornis, 
A. cytherea and T. maxima (n = 14). Letters in lower case indicate significant differences between means 
(Tuckey, p < 0,05). 

 

3.2 Symbiodiniaceae composition by assemblage 

 The relative abundances of Symbiodiniaceae clade and subclade genotypes associated with 

the different assemblages and thermal stress were measured (Figure 3.3 and Supplementary S5). 

Among the three clades (A, C and D) detected in the samples, clade D was the dominant lineage in 

P. damicornis nubbins (> 90%; Figure 3.3a). Two D subclades were systematically detected in all 

nubbins. The subclade D17 represented more than half of the relative abundance (58-60%) and 

subclade D2 ranged from 39 to 44%. Clades A and C were only detected as background clades with 

subclades A1, A4, A6 and C66 sporadically present in the nubbins, either alone or associated, 

regardless of temperature levels and/or assemblages.  

Three clades (A, C and D) were also detected in A. cytherea (Figure 3.3b), although clade A 

largely dominated in all nubbins (n=38), 24 of which harbored this clade exclusively. Subclade A1 

was dominant in the Symbiodiniaceae composition of all A. cytherea nubbins, with the presence of 

A2 subclade only once, or A6, 5 times, both subclades at a background level (< 1%). Clade C was 
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detected in 9 nubbins at the background level (< 0.2%) except for one nubbin (A01.3 composed of 

59% A and 41% C). The two C subclades, C3 and C3K were found concomitantly (in 4 nubbins) or not 

(in 2 and 3 nubbins respectively). Finally, clade D only represented by subclade D10 was found in 5 

nubbins. Two of them were present above the background level (7% and 14%) and 3 below 5%. No 

correlation between clade, subclade assemblage or temperature was found.  
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Figure 3.3 : Relative abundance of Symbiodiniaceae subclades in Pocillopora damicornis (A) and Acropora 
cytherea (B). All samples were collected at day 17 except those with a 0 in their name that were collected at 
day 12. PAT: P. damicornis, A. cytherea and T. maxima; AT: A. cytherea and T. maxima; A: A. cytherea; P: P. 
damicornis; 0: time 0 - day 12; (1-3): number of the experiment; L: lagoon temperature; S: thermal stress; (1-
4): number of sample. 

 

3.3 Identification of candidate genes for dimethylsulfoniopropionate biosynthesis in 

Tridacna maxima 

The T. maxima predicted peptide data set blasted against a DMSP enzyme custom database 

allowed the selection of 475 predicted peptides potentially involved in pathways of DMSP 

biosynthesis (Supplementary S3 and S6, sheet 2). After a functional clustering, all these peptides 

with possible roles in DMSP synthesis were found with at least 1 homolog per step. Among them, 

69 were significantly (False Discovery Rate < 0.05) up-regulated during a thermal stress 
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(Supplementary S6, sheet 1), More precisely, 29 peptides homolog to those of the coral pathway 

were detected: 6 homologs of AT1 and AT5 for transamination step, 16 for the reduction step, 6 

homologs of REDOX2,3,4,6 and 10, for the methylation step of METHYL 1 and 2, and one homolog 

of DECARB3 for the decarboxylation step (Figure 3.4). 

 

 

Figure 3.4 : Putative pathway of dimethylsulfoniopropionate biosynthesis in Tridacna maxima. ID numbers 
of T. maxima peptides are indicated for each step. 
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4. Discussion 

4.1 Dimethylsulfoniopropionate concentrations differ according to species and assemblages 

 Dimethylsulfoniopropionate concentrations varied among the three invertebrate species 

analyzed. In A. cytherea, DMSP concentrations were 5 to 10-fold higher than in P. damicornis. A 

previous study performed on Pocilloporidae and Acroporidae, measured a DMSP density in P. 

damicornis and A. millepora, respectively of 0.333 nmol/mm2 and of 2.473 nmol/mm2 (Tapiolas et 

al., 2013). Also, similar DMSP densities were found in three different species from the Pocilloporidae 

family, while it is highly variable in Acroporidae. Consistent with these studies, our results showed 

DMSP concentrations in A. cytherea  to be 10-fold higher than in P. damicornis. As we used different 

approaches for NMR quantification for corals and giant clams, we were not able to compare 

concentrations between corals and clams. However, beyond differences between species, our 

results disclosed that the DMSP concentrations might vary in a species according to its close 

environment, namely interspecies assemblages. 

Except for P. damicornis, in which DMSP concentrations remained similar whatever their 

environmental context (P, PA and PAT), significant variations of DMSP concentrations were 

observed in A. cytherea and T. maxima. However, these variations occurred in different 

environmental contexts. For A. cytherea, DMSP concentration increased in AT assemblages but not 

in PAT assemblages, whereas for T. maxima, it increased in PAT assemblages but not in AT. In corals, 

increases in DMSP have been associated with direct sunlight, thermal stress, air exposure or 

oxidative stressors (Deschaseaux et al., 2014 ; Raina et al., 2013 ; Yost, Jones & Mitchelmore, 2010). 

These previous results suggested that holobionts respond to stress through increasing their DMSP 

concentration (Yost, Jones & Mitchelmore, 2010). For A. cytherea, the increase in the AT assemblage 

could suggest that the presence of giant clams in its close environment could act as a stressor, 

whereas the association between the two corals does not lead to any increase in DMSP. However, 

when P. damicornis is also present in the assemblage (PAT), this stressor effect disappeared. 

Therefore the presence of P. damicornis prevents the clams’ negative effect, highlighting possible 

yet uncharacterized interspecies communication responses. It is also known that, depending on the 

species, the increase in DMSP is not always observed under the same stressors. For example, a 

decrease in salinity leads to an increase of DMSP in A. millepora, but no similar effect was observed 

in Stylophora pistillata and P. damicornis (Gardner et al., 2016). In the present study, contrary to A. 
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cytherea, the DMSP concentration in giant clams was increased in PAT assemblages rather than in 

AT assemblages. For giant clams, the presence of the two coral species seems to be more stressful 

than the sole presence of A. cytherea. We have previously shown that giant clam mortality occurred 

in both AT and PAT assemblages (Guibert et al., Submitted). However, giant clam DMSP increases 

occurred only in PAT assemblages; we did not find any correlation between health status and DMSP 

levels in giant clams. Taken together, these results suggest that “health status” (i.e. declining clams) 

does not lead to a significant change in DMSP level. Further, our short thermal stress period, one 

day at 32°C, was not long enough to detect a significant DMSP increase following a thermal stress. 

Altogether, our results suggest that the observed increase in DMSP per assemblage might be due to 

the involvement of this multifaceted sulfur compound in the sulfur cycle rather than in response to 

a temperature increase. 

 

4.2 Dimethylsulfoniopropionate production 

 The variations in DMSP concentrations among Symbiodiniaceae symbiotic species have been 

essentially attributed to the types and densities of their symbiotic dinoflagellates (Van Alstyne, 

Schupp & Slattery, 2006). Significant DMSP variation also exists between Symbiodiniaceae clades 

(Van Alstyne, Schupp & Slattery, 2006 ; Deschaseaux et al., 2014 ; Yost & Mitchelmore, 2009). 

Consequently, the types and densities of Symbiodiniaceae possibly impact the DMSP concentrations 

in holobionts, by translocating DMSP to their hosts (Hill et al., 2004 ; Yost & Mitchelmore, 2010). 

Nevertheless, DMSP concentrations and the types of clades in our samples are not correlated. While 

the DMSP concentration of A. cytherea was high in AT assemblages and low in PAT assemblages, 

the relative abundance of clade A and D were similar in both assemblages. If Symbiodiniaceae are 

indeed responsible for the DMSP concentrations, we have to assume that their density should be 

higher in A. cytherea nubbins in AT than in other assemblages. For P. damicornis, no significant 

differences in DMSP levels were observed between the assemblages and subclades D17 and D2 

were simultaneously present in all nubbins as permanent clades. If Symbiodiniaceae are the major 

DMSP producers, the similar DMSP concentration between assemblages would imply that 

Symbiodiniaceae densities did not vary in P. damicornis between assemblages. Moreover, as DMSP 

concentrations in P. damicornis nubbins are between 5 and 10-fold lower than in A. cytherea 

nubbins, and since clade D has been described as a lower DMSP producer than clade C (Deschaseaux 
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et al., 2014), we can also hypothesize that clade D is a lower DMSP producer than clade A, a 

permanent clade in A. cytherea. Another non-exclusive alternative hypothesis for explaining the 

difference in DMSP production between A. cytherea and P. damicornis relies on a difference in 

Symbiodiniaceae densities between these two coral species, as observed in our previous work, A. 

cytherea harboring more Symbiodiniaceae than P. damicornis in Moorea (Rouzé et al., 2017).  

Regarding giant clams, as for corals, Symbiodiniaceae types are not sufficient to account for DMSP 

concentrations variations between assemblages. At the individual level, giant clams in the same 

assemblage, with either 99% of clade C66 or 99% of clade A6 did not exhibit any difference in DMSP 

concentration (Guibert et al., Submitted). Thus, even if the Symbiodiniaceae are well known DMSP 

producers, our results suggested that Symbiodiniaceae genotypes did not account for the DMSP 

variations observed in our study. 

In addition to Symbiodiniaceae, corals and giant clams harbor numerous other associated 

organisms, including various families of bacteria. Raina and collaborators (2010) reported that more 

than 65% of the bacteria genera playing a role in DMSP/DMS metabolism can be found in association 

with coral species. The bacterial communities associated within the giant clams of this experiment 

have already been characterized (Guibert et al., Submitted). By overlapping the data from both 

studies, we demonstrated that a large number of bacteria genera described as involved in the 

degradation of DMSP or DMS in corals was also associated with giant clam T. maxima (Figure 3.5). 

This suggests that in giant clams the microbial communities are also structured by the presence of 

DMSP and indicate that bacteria could influence the DMSP concentration in these organisms. 

However, as for Symbiodiniaceae, no link was found between bacterial composition and 

assemblages in T. maxima. Altogether our results suggested that the variation of DMSP 

concentration observed did not result from Symbiodiniaceae or bacteria genera present in the 

sample, but might result from differences in Symbiodiniaceae densities. 

However, recent studies have highlighted the existence of DMSP biosynthesis pathways in 

animals, and in corals notably (Aguilar et al., 2017 ; Raina et al., 2013). The increase in DMSP 

concentration measured in some assemblages might also be due to an enhancement in DMSP 

biosynthesis by the hosts, including giant clams. Relevantly, here we show for the first time that, 

similarly to corals, the giant clam T. maxima possesses genes involved in the DMSP biosynthesis 

pathways. Candidate genes selected from a T. maxima de novo transcriptome, beyond being 

homologous to DMSP alga-like pathway genes (top blast hit) are also overexpressed during a 

thermal stress event. As at least one candidate gene for each step of the alga-like pathway has been 
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found, we assume that the whole pathway is present in T. maxima.  To decipher the involvement of 

each holobiont partner in the DMSP biosynthesis, future studies on holobiont gene expression by 

assemblage are now required.  

Our study on the influence of interspecies assemblages on DMSP concentrations in corals 

and giant clams revealed notable differences, not only depending on the assemblage but also 

between species. We showed that DMSP concentration in P. damicornis is similar regardless of the 

assemblage involved, while it is higher in A. cytherea when associated with T. maxima and higher in 

T. maxima when associated with both corals. Our results also show that hosted Symbiodiniaceae in 

corals, and for T. maxima, Symbiodiniaceae and bacteria genera, cannot account for the DMSP 

differences observed. Finally, as for corals, the highlighting of the alga-like DMSP biosynthesis 

pathway in T. maxima suggested that the host might importantly contribute to DMSP production. 

 

 

 

Figure 3.5 : Marine bacterial genera degrading DMSP or DMS in the water column, associated or not with corals 
and/or giant clams. DMSP-degrading (green circle) and DMS-degrading (brown circle) found in the water column, 
bacterial genera found in corals (blue oval) and in giant clams (green oval) (adapted from (Guibert et al., 
Submitted; Raina et al., 2010)). 
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Figure S1 : Calibration curve of DMSP for corals (a) or giant clams (b). Signal to noise ratios 
(SNR) were determined by NMR analysis from standard DMSP concentration.  
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Chapitre 4 : Metagenomics reveals distinct microbiotypes in the 

giant clams Tridacna maxima 

 

Contexte de l’étude et objectifs 

 

Les micro-organismes composant les holobiontes participent au « fitness » de leurs hôtes par 

l’apport de propriétés spécifiques. Ainsi, les Symbiodiniaceae sélectionnés par l’hôte entrainent des 

tolérances différentes de l’holobionte aux conditions environnementales ; il en est de même pour 

les bactéries associées. Sachant que T. maxima se comporte différemment lorsqu’il est seul ou 

associé à une autre espèce (e.g P. damicornis, Dubousquet, 2014), dans ce chapitre, les micro-

organismes composant l’holobionte T. maxima, Symbiodiniaceae et bactéries, ont été caractérisés 

dans différentes conditions afin de déterminer si les assemblages et/ou un stress thermique influent 

sur la composition du microbiome des bénitiers ainsi que sur leur état de santé. Ce chapitre a été 

rédigé sous la forme d’un article intitulé « Metagenomics reveals distinct microbiotypes in the giant 

clams Tridacna maxima » en vue d’être soumis à Microbiome. 

 

Principaux résultats  

 Les assemblages influencent l’état de santé des bénitiers : La présence d’ A. cytherea 

entraine une augmentation de la fréquence de mortalité des bénitiers.  

 Le stress thermique couplé à la présence d’ A. cytherea accentue la fréquence de mortalité 

des bénitiers. 

 La diversité des Symbiodiniaceae n’est pas corrélée aux assemblages et au stress thermique, 

mais la présence de Symbiodiniaceae clade D pourrait être liée à la taille des bénitiers. 

 Au moins trois microbiotypes existent chez les bénitiers, indépendamment des assemblages 

et du stress thermique. 

 La composition des communautés bactériennes varie en fonction de l’état de santé des 

bénitiers et permet la distinction d’un microbiotype spécifique aux bénitiers agonisants. 



Chapitre 4 ǀ Metagenomics reveals distinct microbiotypes in the giant clams Tridacna maxima 

105 
 

Metagenomics reveals distinct microbiotypes in the giant clams 

Tridacna maxima 

Running Head: Metagenomics reveals distinct microbiotypes in the giant clam Tridacna maxima 

Isis Guibert1,2,3*, Gaël Lecellier2,3,4, Gergely Torda5, Xavier Pochon6,7 and Véronique Berteaux-

Lecellier2,3. 

1Sorbonne Université, Collège Doctoral, F-75005 paris, France 

2USR3278 PSL CRIOBE CNRS-EPHE-UPVD, LabEx CORAIL, Papetoai, Moorea, French Polynesia  

3UMR250/9220 ENTROPIE IRD-CNRS-UR, LabEx CORAIL, Promenade Roger-Laroque, Noumea 

cedex, New Caledonia, France 

4Université de Paris-Saclay, UVSQ, 45 avenue des Etats-Unis, Versailles Cedex, France  

5ARC, Center of Excellence for Coral Reef Studies, James Cook University, Townsville, QLD, 4811, 

Australia 

6Coastal and Freshwater Group, Cawthron Institute, Private Bag 2, Nelson 7042, New Zealand 

7Institute of Marine Science, University of Auckland, Private Bag 349, Warkworth 0941, New 

Zealand 

*Correspondence: Isis Guibert, isis.guibert@orange.fr 

Abstract 

Background: Giant clams and scleractinian (reef-building) corals are keystone species of coral reef 

ecosystems. The basis of their ecological success is a complex and fine-tuned symbiotic relationship 

with microbes. While the effect of environmental change on the composition of the coral 

microbiome has been heavily studied, we know very little about the composition and sensitivity of 

the microbiome associated with clams. Here we explore the influence of increasing temperature on 

the microbial community (bacteria and dinoflagellates from the family Symbiodiniaceae) harbored 

by giant clams, maintained either in isolation or exposed to other reef species. We created artificial 

benthic assemblages using two coral species (Pocillopora damicornis and Acropora cytherea) and 
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one giant clam species (Tridacna maxima) and studied the microbial community in the latter using 

metagenomics. 

Results: Our results led to three major conclusions. First, the health status of giant clams depended 

on the composition of the benthic species assemblages. Second, we discovered distinct 

microbiotypes in the studied T. maxima population, one of which was disproportionately dominated 

by Vibrionaceae and directly linked to clam mortality. Third, neither the increase in water 

temperature nor the composition of the benthic assemblage had a significant effect on the 

composition of the Symbiodiniaceae and bacterial communities of T. maxima.  

Conclusions: Altogether, our results suggest that at least three microbiotypes naturally exist in the 

studied clam populations, regardless of water temperature. These microbiotypes plausibly provide 

similar functions to the clam host via alternate molecular pathways as well as microbiotype-specific 

functions. This redundancy in functions among microbiotypes together with their specificities 

provides hope that a giant clam population can tolerate some levels of environmental variations 

such as increased temperature. However, a particular attention as to be drawn on their surrounding 

benthic species, according to which clams can succumb to infections by pathogenic bacteria, 

especially in increased water temperature context.  

Keywords: Giant clams, Assemblages, Microbiome, Symbiodiniaceae, Microbiotype  

1. Introduction 

Giant clams (Hippopus and Tridacna spp.) are emblematic and keystone species of Indo-West 

Pacific coral reef ecosystems. These filter-feeding organisms play a wide range of ecological roles: 

their calcium carbonate shell is a substrate for colonization, they provide food for numerous reef 

organisms, act as shelter and contribute to primary production on the reef (Cabaitan, Gomez & 

Aliño, 2008 ; Neo et al., 2015). As some other marine bivalves, giant clams live in close partnership 

with unicellular dinoflagellate algae from the family Symbiodiniaceae (Gosling, 2015b ; Yonge, 1975) 

that satisfy the majority of the clams’ carbon and energy needs (Klumpp & Griffith, 1994 ; Trench, 

Wethey & Porter, 1981). This partnership with Symbiodiniaceae is established horizontally (acquired 

from environment), only after metamorphosis from larva to juvenile (Fitt & Trench, 1981). Formerly 

known as nine clades of a single dinoflagellate genus (Symbiodinium) (Pochon & Gates, 2010) seven 

clades have recently been re-classified to genus level (LaJeunesse et al., 2018). Microbiome profiling 



Chapitre 4 ǀ Metagenomics reveals distinct microbiotypes in the giant clams Tridacna maxima 

107 
 

studies using the ITS2 and/or the LSU nuclear and chloroplast markers have recorded clade A (genus 

Symbiodinium), C (genus Cladocopium), D (genus Durusdinium) and G (genus Gerakladium) in giant 

clams (DeBoer et al., 2012; Ikeda et al., 2017 ; Pochon et al., Submitted). These genera are also found 

in cnidarians (Pochon, LaJeunesse & Pawlowski, 2004 ; Pochon, Putnam & Gates, 2014), but in 

contrast to the typically intracellular symbiosis with corals, algae reside in the clams’ siphonal 

mantle extracellularly (Fitt & Trench, 1981). 

Giant clams can harbor one single algal genus or an assemblage of multiple genera (Baillie, 

Belda-Baillie & Maruyama, 2000 ; DeBoer et al., 2012). While Tridacna crocea is predominantly 

associated with one genus at a time (Symbiodinium, Cladocopium or, less frequently, Durusdinium), 

Tridacna squamosa and Tridacna maxima typically harbor multiple genera simultaneously (DeBoer 

et al., 2012 ; Ikeda et al., 2017), except in the Red Sea where they exclusively associate with 

Symbiodinium spp. (Pappas et al., 2017). This species-specific symbiosis with Symbiodiniaceae can 

be disrupted by environmental change that – similar to corals –  can lead the expulsion or apoptosis 

of the photosynthetic symbionts (Buck,Rosenthal et Ulrich, 2002 ; Leggat, 2004 ; Dubousquet 2014 

; Dubousquet et al., 2016) and cause clam bleaching and, subsequently, death. Indeed, mass 

bleaching and mortality of giant clams related to thermal stress and high solar irradiance, often 

associated with extreme low tides, has been recorded in the past (Adessi, 2001 ; Andréfouët et al., 

2013). Bleaching has been widely studied in Scleractinian, and it is understood that the composition 

of the Symbiodiniaceae community in corals shifts in response to environmental change 

(Berkelmans & van Oppen, 2006 ; Cooper et al., 2011 ; Cunning, Yost, et al., 2015b ; Silverstein, 

Cunning & Baker, 2015). This plasticity of the eukaryotic microbial community, combined with 

specific physiological traits of each Symbiodiniaceae genus (Baker 2003 ; Pochon et al., 2010 ; 

Rowan, 1998) gave rise to the Adaptive Bleaching Hypothesis (originally developped for corals; 

Buddemeier and Fautin, 1993) that posits that the coral holobiont can adapt to rising ocean 

temperatures through the flexibility of the symbiotic algal community. Contrary to corals, however, 

only few studies have scrutinized the nature of the symbiosis between Symbionidaceae and 

tridacnids. DeBoer and collaborators (2012) showed that giant clams that harbour Symbiodinium 

(formerly known as ‘clade A’), a typically temperature and light resistant algal genus in corals, are 

more sensitive to thermal and light stress than those that harbour Cladocopium. This result is, 

however, inconsistent with a recent report on tridacnids of the Red Sea, where Symbiodinium was 

found as the unique algal genus in clams that lived in high temperature and salinity conditions 

(Pappas et al., 2017). The role and flexibility of the Symbiodiniaceae assemblage of giant clams 
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needs clarification in order to better understand the threats and adaptive capacity of these 

important reef organisms.   

It is increasingly recognized that symbiotic microorganisms other than Symbiodiniaceae also 

greatly contribute to the physiological performance of complex marine metaorganisms, such as the 

coral holobiont (Rosenberg et al., 2007), or, plausibly, giant clams. The prokaryotic microbial 

community, for example, plays a significant role in the coral’s nutrient cycling and immune defense 

(reviewed in Bourne et al. 2017) (Welsh et al., 2017). Similarly to the Symbiodiniaceae community, 

the composition of the prokaryotic microbial community changes with the coral’s environment (Al-

Dahash 2013 ; Ziegler et al., 2016 ; 2017 ; Bourne et al., 2008 ; Thurber et al., 2009), and as a 

counterpart of the Adaptive Bleaching Hypothesis (Buddemeier & Fautin, 1993), the Coral Probiotic 

Hypothesis has been proposed (CPH, Reshef et al., 2006). Bacterial community changes are not 

always beneficial, however: opportunistic pathogenic taxa, such as Vibrionaceae, can colonize corals 

and lead to coral disease and the death of the colony (Rosenberg & Ben-haim, 2002 ; Rouzé et al., 

2016 ; Ziegler et al., 2016). While the abundance of metagenomic studies on corals describes the 

diversity of microbes in the coral holobiont, their exact roles and functions remain unclear (Sharp 

et al., 2017b ; Wegley et al., 2007). Even less is known about the prokaryotic community of bivalves, 

where most microbial studies have focused on pathogenic bacteria that cause disease or mortality 

(Gosling, 2015a ; Travers et al., 2014 ; Zannella et al., 2017) or pose a human health risk via direct 

consumption (Gosling, 2015a ; Le Guyader et al., 2006 ; Kaas et al., Submitted). Bivalves filter 

through large volumes of water for feeding and hence accumulate a diverse suite of microorganisms 

that are not directly associated with their normal physiology, making it particularly challenging to 

understand the composition and role of the clam core microbiome. Assuming a similarly important 

role of microbes in the healthy functioning and adaptive capacity of the bivalve holobiont as 

recognized in corals, it is critical to better understand what influences the composition of the clam 

microbiome. 

While it is well known that the initial establishment of the giant clams-Symbiodiniaceae symbiosis 

occurs horizontally in the first stage of giant clam’s life, (Fitt & Trench, 1981 ; Jameson, 1976) nothing 

is known about its bacterial community. Much more is known in corals where it is well assumed that 

a bacterial part of its microbiome is vertically transmitted (transmitted to the offspring, i.e. 

(Ainsworth et al., 2015 ; Leite, Leão, et al., 2017) and another part is acquired horizontally and 

therefore highly depends on the environment (i.e., (Al-Dahash & Mahmoud, 2013 ; Leite et al., 

2018). The Symbiodiniaceae composition of the reef benthos has been found to influence the 
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Symbiodiniaceae composition of some symbiotic metazoans, e.g. nudibranchs (Wecker et al., 2015), 

suggesting that the environmental microbiome (dinoflagellate algae as well as prokaryotes) that is 

available for uptake might also greatly depend on existing benthic communities. To test the 

importance of the benthic composition on giant clam microbial composition, and hence their 

microbial community and physiological performance, we created artificial coral reef assemblages 

comprising of the clam T. maxima and two common Indo-Pacific scleractinian coral species, 

Pocillopora damicornis and Acropora cytherea. The fitness of T. maxima was monitored in different 

assemblages under control and increase water temperature condition and its associated bacterial 

and algal communities was followed using metagenomics  

 

2. Materials and methods 

2.1 Sample collection 

Four colonies of each of two coral species, Acropora cytherea and P. damicornis were 

collected in the Moorea lagoon, French Polynesia (Linareva site, 17°30’S, 149°50’W; Rouzé et al., 

2015) and fragmented in 45 nubbins each. Two cohorts of giant clams T. maxima (cohort 1: 4 cm-

long individuals, n = 150; and cohort 2: 8 cm-long individuals, n = 70), were bought from a clam 

nursery (N° Tahiti: 139 519) on Reao Island (18°28'S, 136°25'W). The coral nubbins and giant clams 

were kept on underwater racks for eight months in the Moorea lagoon, at the coral nursery ground 

of the InterContinental Moorea Resort & Spa. Each species was kept on a separate rack at 3 m depth 

below chart datum, the racks separated by 3 m to minimize interspecific interactions during this 

acclimation period. 

We constructed artificial benthic assemblages for increase water temperature experiments 

composed of either one, two or three species: P. damicornis + A. cytherea + T. maxima (PAT); A. 

cytherea + T. maxima (AT) and T. maxima alone (T) (Supplementary S1). To set up the experiments, 

12 specimens of each species of a given assemblage were used: three nubbins from each of four 

distinct colonies per coral species and 12 giant clam individuals. Two open-circuit 40 L aquaria were 

set up per assemblage, with seawater pumped directly from Moorea’s Opunohu bay at a flow rate 

of 20 L/h and filtered through two successive filters of 60 microns to remove sediments. After 12 

days of acclimation (T0) at lagoon temperature (nearly 27°C, L), one aquarium per assemblage was 
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maintained at lagoon temperature while a thermal stress (S) was applied to the second one. The 

temperature was increased by 1°C per day until reaching 32 °C at day 17 (T1). The water 

temperature was controlled in each aquarium with the Biotherm pro system (Hobby, Stukenbrock, 

Germany). Temperature data were recorded every 10 minutes with Temperature/Light Data 

Loggers (P/N U22-001, Onset, Bourne, Massachusetts; or Ruskin, Ottawa, Canada). All aquaria 

received the same light using LED lamps (PlanetPro ELOS, Verona, Italy), following a diurnal cycle.  

 Giant clams were sampled at days 12 (T0) and 17 (T1) by dissecting a small piece of the mantle and 

storing these in 70 % ethanol at - 20 °C until molecular analysis. The remaining part of the clams’ 

mantle were stored at - 80 °C for further studies. The experiments were performed twice for each 

benthic species assemblage, spaced two weeks apart, except for the AT assemblage which was also 

studied in duplicate but during the same experiment. For each of the experiments, the aquaria were 

randomly chosen to avoid a potential aquarium effect. The health of giant clams was monitored 

daily by visual observations (closure reactivity, color, mantle aspect) and mortalities were recorded 

 

2.2 DNA extraction, PCR amplification and sequencing 

Genomic DNA of giant clams from the main study were isolated following the bench protocol 

for animal tissues (DNEasy Blood and Tissue Kit, Qiagen) after rinsing the sample with sterile 

freshwater. Three different genetic markers were selected for metabarcoding. The bacterial 16S 

ribosomal RNA gene’s V3/V4 region was amplified with the “Bakt_341” forward (5’ -

CCTACGGGNGGCWGCAG- 3’) and “Bakt_805” reverse (5’-GACTACHVGGGTATCTAATCC- 3’) primers 

(Marcelino & Verbruggen, 2016). Symbiodiniaceae diversity was analyzed with two genetic markers. 

The ITS2 region of the nuclear ribosomal array was amplified with the “itsD” forward (5’ -

GTGAATTGCAGAACTCCGTG- 3') and “ITS2-Rev2” reverse (5’ -GCCTCCGCTTACTTATATGCT- 3') 

primers (Pochon et al., 2010). The chloroplast cp23S-rDNA domain V region was amplified with the 

forward primer “23SHYPERUP” (5’ -TCAGTACAAATAATATGCTG- 3') and the reverse primer 

“23SHYPERDN” (5’ -GTTATCGCCCCAATTAAACAGT- 3') (Manning & Gates, 2008). The primers were 

modified to include IlluminaTM overhang adaptors as described by Kozich et al. (2013).  

 Polymerase chain reactions were performed using 10 to 50 ng of template DNA in 50 µL 

volumes with the reaction mixture containing 5 µL GC enhancer, 1 µL of each primer (10 pmol/µL) 

and 30 µl AmpliTaq Gold® 360 PCR Master Mix (Life Technologies, Carlsbad, California). After a 
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denaturing step of 3 min at 95 °C, 40 or 45 cycles consisting of 30 s at 94 °C, 30 s at 52 °C and 90 s 

at 72 °C, were performed followed by a final elongation at 72 °C for 7 min. Amplicons were visualised 

on a 2% agarose gel. Samples were purified using magnetic beads (Agencourt Bioscience 

Corporation, Grand Rapids, Michigan), quantified (Qubit® 2.0 Fluorometer, Invitrogen, Carlsbard, 

California) and diluted to 3 ng/µL concentration. Internal quality controls were used with two 

amplicons from DNA samples of Ciona savignyi and Asterias amurensis (Pochon et al., 2013). 

Nuclease-free UltraPure™ water (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachussetts) was used as 

negative control. The final HTS library preparation and paired-end run sequencing (MiSeq Illumina™ 

platform, 2 x 250 pb) was performed by New Zealand Genomics Ltd. at the University of Auckland. 

Raw data are available on Bioproject, n° PRJNA494911 (NCBI). 

 

2.3 Microbial community analysis 

 Prokaryotic microbial community analyses were performed using the MiSeq standard 

operating procedure (SOP) in MOTHUR (v1.39.5; http://www.mothur.org/) to produce Operational 

Taxonomic Units (OTUs) (Kozich et al., 2013). Briefly, sequence reads were assembled into contigs 

and amplicon adaptors removed, then trimmed to improve quality (Quality Control ≥ 35) and 

splitted into two groups based on genetic markers (bacterial 16S and 23S). Unique sequences were 

selected and counted for bacterial Operational Taxonomic Units (OTUs). Sequences were aligned to 

the Silva full-length sequences and taxonomy references (Silva-vr128) using the K-mer search 

method (Pruesse et al., 2007). The “screen.seqs” command was used to remove insertions or 

deletions and the sequences were filtered to remove the overhangs at both ends. Unique sequences 

were selected again to eliminate the potential redundancy created during sequence trimming. A 

pre-cluster step (2 bp difference) was performed, and the VSEARCH algorithm was employed to 

remove chimeras (Rognes et al., 2016). The Silva database was used to assign sequences with a 

cutoff level of 80, and mitochondria and chloroplast assignments were removed. Operational 

Taxonomic Units were then clustered under a 0.03 cutoff level and phylotypes were determined by 

taxonomic classification. 

To analyze the alpha diversity, samples were subsampled to 8,911 sequences and then 

clustered into OTUs with a cutoff of ≤ 0.03. Chao1 and Inverse Simpson indices were performed in 

MOTHUR (Chao, 1984 ; Schloss et al., 2009 ; Simpson, 1949). To assess the putative functional 

http://www.mothur.org/
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profiles of the bacterial community of giant clams, METAGENassist (Arndt et al., 2012) was used for 

automated taxon-to-phenotype mapping. During METAGENassist’s own data processing, data 

filtering was based on interquartile range (Hackstadt & Hess, 2009) and variables with over 50 

percent zeroes were removed. The 288 remaining variables (OTUs) were normalized over sample 

by sum and range scaling. Data were analyzed for “metabolism by phenotype” using a Pearson 

distance measure and an average clustering method to visualize the top 28 features in a heatmap.  

 Analysis of the Symbiodiniaceae community were adapted from Arif et al. (Arif et al., 2014). 

Sequences were annotated via BLASTN using an ITS2 database (Arif et al., 2014) and a custom 23S 

database (Supplementary S2) (Takabayashi et al., 2012). 

2.4 Statistical analysis 

All statistical analyses were performed using R v3.4.2 (Oliveros, 2015 ; R core team, 2014). 

For the bacterial correlation analysis, the raw counts per sample were homogenized to counts per 

million and centered. Pairwise correlation was performed with the Pearson method and clustered 

with the Ward method. The relative abundances of bacterial families were performed following 

Röthig et al. (Röthig et al., 2017) and using Venny for determining the presence/absence of bacterial 

families (2.1.0, http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny//index.html). The Symbiodiniaceae 

composition was analyzed following the same workflow as for bacterial relative abundances. Data 

manipulation and visualization was done using the R packages (reshape2 and ggplot2). A logistic 

regression was performed on the giant clams health data.   

 

3. Results 

3.1 Mortality of giant clams 

Mortalities of T. maxima were observed during the experiments (Figure 4.1; Supplementary 

S3). During the 12 days of the acclimation period no mortality was observed in T assemblages (four 

aquaria), some mortalities of clams were observed in three of four aquaria with AT assemblages and 

one of four aquaria with PAT assemblages. Logit analysis did not reveal that the death frequencies 

are significant between assemblages (p = 0.9263) with a range of response (death probability) from 

8.3 10-2 to 6.3 10-2 and 5.4 10-10 for AT, PAT and T respectively. During the five days following 

http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html
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acclimation, all assemblages suffered from clam mortality with frequencies varying according to 

thermal conditions (L or S) and assemblage composition (p = 0.003). Mortality was highest for AT (L 

and S) and PAT (S) assemblages with a range of response of 0.33, 0.39 and 0.71 respectively. 

 

Figure 4.1 : Mortality frequencies of giant clams per aquarium during the acclimation period and during the 
stress period, according to the assemblages. PAT: P. damicornis, A. cytherea and T. maxima; AT: A. cytherea 
and T. maxima; PT: T. maxima; T: P. damicornis and T. maxima; L: lagoon temperature; S: thermal stress. 
Each circle represents one aquarium.  

 

3.2 The prokaryotic microbiome of giant clams 

 The microbiome of 37 giant clams was characterized. Due to unexpected mortality, the 

sample numbers differ among experimental conditions (n = 8 in T and 1 in PAT at the end of 

acclimation, T0; and n = 3 in AT.L ; n = 3 in AT.S; n = 6 in PAT.L; n = 4 in PAT.S; n = 6 in T.L and n = 6 

in T.S at day 17, T1). Eight individuals showed obvious signs of declining health and therefore were 

further notified as “dying”. 

The 16S DNA gene libraries yielded 716,100 sequences from which 693,609 sequences 

(8,911-33,115 per sample) were selected with an average length of 448 bp. The selected sequences 

were assigned to 43 phyla subdivided in 415 bacterium families (Supplementary S4). The pairwise 

correlation of microbiomes among samples yielded four distinct microbial community clusters, 
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hereafter referred to as microbiotypes (Figure 4.2). The microbiotypes did not correlate with neither 

the composition of the experimental assemblages (chi-squared test, Monte Carlo p = 0.14), nor the 

thermal conditions (p = 0.12). However, one microbiotype (Md) was exclusively characteristic to 

dying clams (six of eight dying clams shared this microbiotype). Two further dying clams that did not 

cluster under Md, but instead fell into the microbiotype M1 (T2.S.1) and M3 (PAT1.L.1), while also 

sharing similarities with Md, as well as two other healthy clams from the S treatment (T2.S.2; T2.S.3).  

 

Figure 4.2 : Heatmap from the pairwise correlation between microbiomes of clams in experimental benthic 
communities, and at control and elevated temperatures. PAT: P. damicornis, A. cytherea and T. maxima; AT: 
A. cytherea and T. maxima; T: T. maxima; (1-3): experiment number; L: lagoon temperature; S: thermal stress; 
(1-4): sample number. M: microbial community clusters (microbiotypes) Md: dying clam microbiotype ; 1-3: 

number of clam microbiotype. 
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Bacterial species richness measured by chao1 (Supplementary S5) ranged from 1,205 to 

5,934 per sample, with the lowest average bacterial species richness found in M1 (1,682). The 

average index of bacterial species richness was slightly higher in Md (2,386) and increased greatly 

in M3 and M2 (3,057 and 3,294 respectively). Thus, significant differences were determined 

between M1 and M2 – M3 (pM1:M2 = 0.0072; pM1:M3 = 0.0056). Species diversity, measured by 

the Inverse Simpson Index (Supplementary S5), ranged from six to nine in microbiotypes M1, M3 

and Md and was significantly different from M2 (56.5 ; pM1:Md = 0.0018; pM1:M2 = 0.0013; 

pM1:M3 = 0.0005). 

The most abundant bacterial family in the Md microbiotype was Vibrionaceae, and within 

that, Catenococcus spp., present in five samples (T1.L1; PAT1.S.1; PAT1.S.3; PAT1.S.4 and 

PAT2.T0.L.4; Figure 4.3). The M1 microbiotype was characterized by a higher proportion of 

Rhodobacteraceae and a lower proportion of Gammaproteobacteria. The M2 microbiotype was 

dominated by Moraxellaceae and an unclassified Gammaproteobacteria. The M3 microbiotype 

harbored a higher level of Gammaproteobacteria combined with a higher abundance of 

Hahellaceae. 
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Figure 4.3 : Relative abundance of the 18 most abundant bacterial families in giant clams T. maxima grouped 
by microbiotype. 396 less abundant taxa are grouped under ‘others’. Abbreviations of experimental 
assemblages: PAT: P. damicornis, A. cytherea and T. maxima; AT: A. cytherea and T. maxima; T: T. maxima; 
0: control; (1-3): experiment number; L: lagoon temperature; S: thermal stress; (1-4): sample number; D: 
dying clam; H: healthy clam. M: microbiotypes, Md: dying clam microbiotype; 1-3: number of clam 
microbiotype.  

 

3.3 Bacterial functional roles 

 To scrutinize putative functional differences of bacterial communities of T. maxima in 

experimental treatments, we applied a taxonomy-based profiling using METAGENassist (Figure 4.4). 

This functional clustering clearly distinguished Md, M2 and M1-M3 microbiotype functions. Md was 

mainly characterized by activities responsible for the degradation of organic material, particularly 

an increase in sulfate and selenate reducers and chitin degradation. Sulfur oxidizer was a shared 

function with M2. The microbiotype M2 was characterized by enhanced sulfur and methane 

metabolism, dehalogenation, as well as functions related to the degradation of various aromatic 
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molecules (e.g. naphthalene and chlorophenol).  The M1 and M3 microbiotypes both had an 

increase in processes involved in sulfur and nitrogen metabolism, and lignin and xylan degradation. 

The diversity of enhanced functions involved in nitrogen metabolism was higher in M3, while those 

involved in saccharide and polyphenol metabolism were higher in M1.  

 

Figure 4.4 : Taxonomy-based functional profiling of bacterial communities in giant clams (Tridacna maxima) 
by microbiotype. Enrichment (red) and decrease (blue) of functions are presented on a relative scale using a 
Pearson distance measure and the average clustering method. M: microbiotypes, Md: dying clam 
microbiotype; 1-3: number of clam microbiotype.  
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3.4 The Symbiodiniaceae composition of giant clams 

The composition of the Symbiodiniacea was determined for 36 giant clam samples by 

Illumina sequencing of the ITS2 DNA region (1,364,551 sequence reads in total) and the 23S rRNA 

gene (3,115,502 sequences in total). After filtering, 1,209,269 ITS2 sequences were kept with a 

median length of 289 bp, representing 45,951 unique sequences; while 2,740,830 23S gene 

sequences were kept with a median length of 196 bp representing 29,420 unique sequences. The 

average number of ITS2 and 23S sequences per sample were 33,591 and 76,134, respectively.  

 The ITS2 marker identified Symbiodinium, Cladocopium and Durusdinium, while the 23S 

marker detected Symbiodinium, Cladocopium and Gerakladium in our giant clam samples 

(Supplementary S6). With both markers Symbiodinium was present in all 36 samples and was the 

dominant clade in all except 2 samples, where Cladocopium was the dominant algal genus. At a 

higher taxonomic resolution, we found two species of Symbiodinium with ITS2, A6 and A1, with A1 

only found as background species. Only one species of Cladocopium (C66) and Durusdinium (D17) 

were assigned in our samples. The 23S marker discriminated only one species in each of the algal 

genera present: A3, C3 and G9.  Symbiodinium A6 (ITS2) and A3 (23S) were found in all samples. 

Cladocopium C3 (23S) co-occurred with Cladocopium C66 (ITS2) except for seven of 23 samples 

where only C66 was detected at a low levels. Durusdinium D17 and Gerakladium G9 were detected 

in only 3 samples, AT1.L.1, AT1.S.1 and AT1.S.3 and T03.L.2, AT1.L.1 and AT1.S.3, respectively. 

Overall, Symbiodiniaceae composition did not correlate to any of the four microbiotypes, or any 

experimental condition.  

4. Discussion 

 Microbiomes, including viruses, bacteria and fungi, are an integral part of multicellular 

organisms, contributing to their health and physiological performance. Despite a surge of interest 

in this research focus, very few invertebrate microbiomes have been studied, with the notable 

exception of insects. The current study has characterized for the first time the bacterial microbiome 

of giant clams. The microbiome of giant clams is particularly interesting because clams are exposed 

to an extreme abundance and diversity of microbes through filter-feeding, and because they live in 

symbiosis with dinoflagellate algae. In this context, we tested an adaptation of both the Adaptive 
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Bleaching Hypothesis (ABH) and the Coral Probiotic Hypothesis (CPH) by the concomitant analysis 

of the clams’ prokaryotic and algal microbiome under different environmental contexts (benthic 

species assemblage and temperature). We showed that the presence of the coral Acropora cytherea 

in an assemblage negatively affects the health of the giant clam Tridacna maxima, and that this 

effect is amplified under temperature stress. Our results showed that nearly all clams with 

compromised health were characterized by a distinct microbiome in which the Vibrionaceae family 

was enriched. Interestingly, the prokaryotic microbiome of healthy clams fell in three clusters 

irrespective of the composition of the benthic assemblage, the clams’ symbiotic algal composition, 

or water temperature. 

 

4.1 The composition of the benthic species assemblage influences the health of giant clams 

The first remarkable result of this work is that frequency of clam mortality is influenced by 

the benthic species that surround them. When A. Cytherea was present in the assemblage (PAT and 

AT), clam mortality increased. This pattern was particularly striking for PAT under increased 

temperature. Benthic species, particularly corals are highly competitive (Figuerola et al., 2011) and 

have been classified based on their aggressiveness (Abelson & Loya, 1999 ; Álvarez-Noriega et al., 

2018 ; Horwitz, Hoogenboom & Fine, 2017 ; Lang & Chornesky, 1990). Corals compete either by 

direct physical contact or via the production and secretion of secondary metabolites that can 

weaken or kill neighbouring organisms (Ben-Ari, Paz & Sher, 2018 ; Gao et al., 2013 ; Garcia-

Arredondo et al., 2016 ; Pochon et al., 2007 ; Puglisi et al., 2014 ; Wang et al., 2008). These 

metabolites are produced by the coral host itself or by their associated microorganisms, some of 

which are known to synthetize toxic compounds (Leal et al., 2013 ; Puglisi et al., 2014). Added to a 

potential direct effect of a toxic metabolite produced by A. cytherea or by its associated organisms, 

the decline and subsequent death of giant clams could also be the consequence of anti-infammatory 

molecules produced by corals (Cooper et al., 2014 ; Khalesi, 2012), reducing the immune response 

of clams against microbial pathogens. An immune depression associated with the reproductive 

period and/or increase of water temperature has also been linked to vibriosis in poikilotherm 

organisms, including molluscs (Hooper et al., 2014 ; Matozzo & Marin, 2011 ; Travers et al., 2008, 

2009).  As nearly all dying clams harbored a typical microbiome mainly composed of Vibrionaceae 

(Catenococcus spp. or an unclassified genus) we hypothesize that the combined effect of secondary 



Chapitre 4 ǀ Metagenomics reveals distinct microbiotypes in the giant clams Tridacna maxima 

120 
 

metabolites from Acropora corals and increased water temperature might suppressed the clams 

defenses against Vibrio infection. Interestingly, the microbiome of two healthy clams showed 

similarities to that of dying clams. The relative proportion of Vibrionaceae in these two clams is 

higher than in other members of their microbiotype (11-15% of total bacterial families, compared 

with < 3% in other healthy clams and 25-50% in the majority of dying clams), suggesting that these 

clams had a compromised health. Our results suggest that the relative proportion of Vibrionaceae 

could be used as an early indicator of clam health in natural populations. 

 

4.2 Microbiotypes in giant clams 

We used multiple genetic markers for profiling the Symbiodiniaceae diversity in giant clams, 

the advantages of which have recently been highlighted by Pochon et al. (Submitted). As expected, 

using both ITS2 and 23S markers, we found a higher level of taxonomic diversity, including the 

detection of free living Symbiodiniaceae species in clam samples. Indeed, beyond the identification 

of Symbiodinium and Cladocopium species, ITS2 and 23S allowed the detection of Durusdinium and 

Gerakladium species in some of our samples. In accordance with (Pochon et al., Submitted), 

Symbiodinium tridacnidorum (Lee et al., 2015; former subclade A6/A3,) was the dominant species 

in all but in two of 36 samples. In these remaining 2 samples, subclade C66/C3 of Cladocopium 

species was dominant. Interestingly, Durusdinium was detected only in young giant clams in our 

study, supporting the hypothesis that this algal genus is restricted to juvenile clams (Ikeda et al., 

2017 ; Weber, 2009). Importantly, the composition of the clam Symbiodiniaceae community did not 

reveal any correlation with the composition of the experimental benthic species assemblages, nor 

to thermal condition, or to a particular microbiotype. Similarly, microbiome analysis did not 

highlight any link with species assemblages or thermal status. The major prokaryotic phyla found in 

the microbiome of T. maxima are those commonly found in marine invertebrates. Among them are 

Proteobacteria that assist in food digestion in bivalves and contribute to the host’s nitrogen uptake 

(Harris, 1993); and Bacteriodetes that play an important role in bivalve immunity by limitating of 

the establishment of potentially pathogenic bacterial species (Leite, Jude-Lemeilleur, et al., 2017). 

The most abundant families were Gammaproteobacteria, Moraxellaceae and Rhodobacteraceae. 

These are common marine bacterial families and some of them are described as symbionts of 

aquatic organisms such as Rhodobacteraceae (Milan et al., 2018). Interestingly, similarly to human 
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enterotypes (Arumugam et al., 2013), T. maxima individuals harboured distinct microbiotypes (M1-

M3). All three microbiotypes found in this study were clearly defined by their bacterial community 

composition. These differences in microbial community composition, together with the systematic 

co-occurrence of certain bacterial taxa create distinct functional biomarkers to the clam host. Thus, 

microbiotypes can use different pathways to achieve similar overall functions. For example, sulfur 

metabolism mostly involved sulfur reduction and sulfide oxidizing in M3, sulfide oxidizing in M1, and 

sulfur oxidizing, as well as an undetailed sulfur metabolic pathway in M2. Some of the most enriched 

functions were also specific to a microbiotype, thus providing to its host specific metabolic 

capacities. For example, M1 and M3 were mostly characterized by lignin and xylan degradation with 

an emphasis on cellulose degradation in M1. The most characteristic functions in M2 are related to 

pollutant degradation (aromatic compounds such as naphthalene or chrlorophenol). We found all 

three microbiotypes in every experimental benthic species assemblages, under both control and 

increased temperature, and in samples issued from two different cohorts (both size of clams), 

suggesting that similarly to humans, microbiotypes are not driven by the environment or genetic 

factors. In fact, we found at drives this clustering at least 3 three microbiotypes could exist in clams 

collected from two cohorts of the same lagoon. This suggests that different microbiotypes can most 

likely confer similar functions to host organisms that allows them to thrive in the same environment. 

The existence of metabolic microbiotype-linked singularities necessarily confers some specific 

functional properties to their hosting clam, and therefore, by bringing different metabolic functions 

in a population, will influence the clam population acclimatation to an environmental change. 

Moreover, despite the stable microbiotype pattern, as observed for dying clams, shift in their 

microbiome can occur under specific conditions. Therefore, even if no change in prokaryotic 

microbiome has been observed during our thermal stress, in favour, as observed in sponges, of a 

microbiome stability upon increased temperature  (Erwin et al., 2013 ; Simister et al., 2012), our 

results do not exclude that a more intense thermal stress will influence the composition of Tridacna 

maxima microbiome as for Crassostrea gigas (Lokmer & Mathias Wegner, 2015). 

 

Our work suggests that the coral reef benthic diversity combined to increased temperature 

might impact their immune defence and therefore might influence benthic community behaviour 

under environmental changes. Hence, our findings strongly suggest that, as it is the case for 

terrestrial restoration, marine species assemblages should be integrally part of coral reef 

conservation strategies. 
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Figure S1 : Design of the experiment 1,2 and 3.  
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Table S3 : Numbering of remaining giant clams in the aquariums during the acclimation period and 
experimental period according to health status. d0: seeding in the aquarium, Alive: number of healthy giant 
clams, Death= number of dying giant clams, Pred: death by predation. PAT: P. damicornis, A. cytherea and T. 
maxima; AT: A. cytherea and T. maxima; T: T. maxima; L: lagoon temperature; S: thermal stress. 

Assembage Experiment Condition Health status d0 Acclimation period Experimental period 

T 1 L 

Death   0 3 

        

Alive 12 12 9 

T 2 L 

Death   0 0 

        

Alive 12 12 12 

T 1 S 

Death   0 0 

        

Alive 12 12 12 

T 2 S 

Death   0 1 

    0 4 

Alive 12 12 7 

AT 1 L 

Pred   0 1 

Death   1 6 

        

Alive 12 11 4 

AT 2 L 

Death   2 1 

        

Alive 12 10 9 

AT 1 S 

Pred   0 1 

Death   1 0 

        

Alive 12 11 10 

AT 2 S 

Death   0 9 

        

Alive 12 12 3 

PAT 1 L 

Death   0 2 

        

Alive 12 12 10 

PAT 2 L 

Death   0 0 

        

Alive 12 12 12 

PAT 1 S 

Death   3 6 

        

Alive 12 9 3 

PAT 2 S 

Death   0 9 

        

Alive 12 12 3 
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Table S5 : Summary statistics of 16s DNA-based bacterial community composition of giant clams according 
to their groups using inverse simpson and chao1 index. * Based on subsampled sequences (n=8,411). G: 
groups; AVG: average; SD: standard deviation. 

Microbiotype Legend No. of raw Sequences No. of sequences No. of OTUs invsimpson chao 

Md AT1.S.1 17759 16961 295 2,4 1530 

Md PAT1.S.1 11585 10968 277 3,9 1847 

Md PAT1.S.3 9303 8911 218 6,3 1490 

Md PAT1.S.4 18651 18290 296 12,7 1260 

Md T1.L.1 27661 26959 196 8,3 5803 

Md AVM  16992 16418 256 6,7 2386 

Md SD  7168 7088 46 4,0 1922 

M1 PAT1.L.2 16451 15520 1036 47,7 1775 

M1 PAT1.S.2 26894 26397 412 26,0 1432 

M1 PAT2.L.1 21643 21024 592 63,6 1205 

M1 PAT2.L.3 9597 9327 311 3,0 1342 

M1 T01.L.2 31499 30266 572 64,2 1494 

M1 T01.L.3 25355 22857 405 19,4 1635 

M1 T02.L.2 13583 13308 528 85,3 2370 

M1 T03.L.3 21356 20189 843 42,1 1514 

M1 T1.L.2 33733 33115 426 44,5 2180 

M1 T1.L.3 30631 29616 732 71,9 1644 

M1 T1.S.3 25349 24722 916 167,5 2241 

M1 T2.S.1 12698 12296 622 81,1 1373 

M1 T2.S.3 21521 21243 334 17,8 1666 

M1 AVM  22332 21529 595 56,5 1682 

M1 SD  7584 7369 229 42,0 366 

M2 AT1.L.2 11047 10906 247 4,3 3533 

M2 AT1.S.2 10101 9952 260 3,0 4084 

M2 PAT2.L.2 16790 16571 198 3,9 1942 

M2 T03.L.1 19493 19019 456 6,8 2204 

M2 T03.L.2 23692 23192 367 16,7 2486 

M2 T2.L.2 26430 25853 290 13,2 5515 

M2 AVM  17926 17582 303 8,0 3294 

M2 SD  6601 6415 93 5,6 1363 

M3 AT1.L.1 18831 18418 621 5,3 4789 

M3 AT1.L.3 12918 12487 431 7,9 3548 

M3 AT1.S.3 26714 25973 439 4,4 2235 

M3 PAT1.L.1 25933 25032 333 3,6 1363 

M3 PAT1.L.3 12566 12300 403 16,7 2188 

M3 T01.L.1 24284 23919 329 26,4 2213 

M3 T02.L.1 21937 21179 540 3,7 3315 

M3 T1.S.1 16984 16638 481 8,4 1899 

M3 T1.S.2 9191 9034 368 6,0 4034 

M3 T2.L.1 25858 23866 298 8,3 2075 

M3 T2.L.3 28681 28218 373 4,8 5934 

M3 T2.S.2 9381 9079 349 9,6 3095 

M3 AVM  19440 18845 414 8,8 3057 

M3 SD  7095 6831 95 6,6 1344 
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Chapitre 5 : Analyse in situ des effets des assemblages de 

coraux-bénitiers sur leur croissance et le recrutement corallien 

 

Contexte de  l’étude et objectifs 

 

 Les interactions entre espèces impactent la dynamique des assemblages récifaux agissant 

sur tous les stades de vie des organismes. Dans ce chapitre, nous avons voulu comprendre l’effet 

des assemblages en milieu lagonaire sur les holobiontes et leurs recrues. Pour ce faire, des mini-

récifs artificiels de différents assemblages ont été créés afin d’étudier la croissance des coraux et 

des bénitiers composant ces assemblages. De plus, après 6 mois d’expérience, la famille 

taxonomique, l’état, le nombre et la taille des recrues coralliennes ont été analysés. Ce chapitre a 

été rédigé sous la forme d’un article intitulé « Influence des assemblages sur la croissance des 

holobiontes et le recrutement corallien ». 

 

Principaux résultats  

 Le nombre de bénitiers morts est plus important avec un assemblage monospécifique T. 

 Le nombre de recrues coralliennes varie en fonction des sites et des assemblages. 

 Les assemblages de P. damicornis influencent les familles de coraux recrutés en favorisant 

les coraux de la même famille.  
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1. Introduction 

Les organismes sessiles, tels que les coraux et les bénitiers, sont des espèces clés participant 

à la construction des récifs coralliens (Alvarez-Filip et al., 2013 ; Neo et al., 2015). L’abondance et la 

diversité de ces espèces varient et engendrent des hétérogénéités spatiales (Adjeroud et al., 2005). 

Les différents assemblages d’organismes sessiles se reflètent au travers de différents facteurs 

agissant sur tous les stades de vie des organismes notamment au niveau du recrutement, de la 

croissance, de la longévité ou encore des taux de remplacement d’une espèce par une autre (Penin 

et al., 2010 ; Tanner, Hughes & Connell, 1994). Les interactions entre espèces jouent un rôle 

important dans la structure et la dynamique des assemblages récifaux. Ces interactions, positives 

ou négatives, tels que la fusion ou la compétition impactent la croissance des organismes (Connell 

et al., 2004 ; Forsman et al., 2015 ; Lang & Chornesky, 1990). En effet, les espèces sessiles, 

notamment les coraux, ont développé des mécanismes spécialisés pour survivre face aux 

organismes benthiques environnants, incluant la production de métabolites actifs dont certains sont 

des composés allélopathiques (Sammarco & Coll, 1992 ; Sammarco, Coll & La Barre, 1985 ; Zimmer 

& Butman, 2000). L’action de ces composés varient en intensité allant des répulsifs aux toxines et 

pouvant agir à des distances plus ou moins grandes (Slattery et al., 1997 ; Slattery, Starmer & Paul, 
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2001). Ainsi, les métabolites vont agir sur la santé des organismes, leur croissance ainsi que sur leur 

comportement (Bornancin et al., 2017 ; Whittaker & Feeny, 1971). 

 Les phases d’installation larvaire, de métamorphose puis de recrutement des coraux font 

partie des étapes vulnérables du développement des coraux (Birrell, McCook, et al., 2008). Le 

recrutement des coraux dépend notamment de la réponse des larves et des recrues à différents 

stimuli environnementaux (Birrell, Mccook, et al., 2008 ; McCook, Jompa & Diaz-Pulido, 2001) dont 

ceux de métabolites à effet attractif ou répulsif sur les larves (Da-Anoy et al., 2017 ; Penin et al., 

2010). Les larves de coraux vont ainsi répondre positivement ou négativement en fonction de ces 

signaux d’installation perçus de leur environnement (Ritson-Williams et al., 2009), ayant alors des 

conséquences sur le recrutement corallien et donc sur la structure des assemblages. Ces signaux 

sont envoyés par différents organismes allant des bactéries aux invertébrés (Da-Anoy et al., 2017 ; 

Hadfield, 2011 ; Harrington et al., 2004 ; Webster et al., 2004). De nombreuses études ont démontré 

que les algues coralines encroûtantes (CCA) influencent l’installation et la métamorphose des larves 

de coraux (Diaz-Pulido et al., 2010 ; Golbuu & Richmond, 2007 ; Harrington et al., 2004 ; Heyward & 

Negri, 1999). Les larves de coraux ont des préférences envers les algues encroûtantes qui peuvent 

entrainer ou inhiber l’installation larvaire (Harrington et al., 2004). Les différents effets positifs ou 

négatifs des algues sur le recrutement larvaire s’expliquent, en partie, par les différences 

morphologiques et chimiques selon la taxonomie des algues (Birrell, Mccook, et al., 2008 ; Diaz-

Pulido et al., 2010). Par transmission des métabolites dans l’eau, les algues peuvent ainsi influencer 

l’installation larvaire à distance avant l’arrivée sur la surface d’installation (Birrell, McCook, et al., 

2008). Les signaux chimiques peuvent être eux-mêmes influencés par différents facteurs, tel que le 

courant, qui vont jouer sur leur diffusion (Maida, Sammarco & Coll, 1995b). Les algues peuvent aussi 

modifier l’environnement chimique, par exemple via la modification du pH de l’eau, et ainsi inhiber 

l’installation larvaire (McConnaughey, 2000). En plus des algues encroûtantes, les coraux eux-

mêmes peuvent influencer l’installation et le recrutement larvaire. Une étude récente a mis en 

évidence que les larves de Pocillopora damicornis présentaient de fort taux de mortalité et 

d’inhibition de l’installation larvaire lorsqu’elles étaient exposées à des extraits de coraux 

hétérospécifiques (Porites cylindrica et Sarcophyton glaucum) tandis que les extraits de coraux 

conspécifiques (P. damicornis) entrainaient l’installation larvaire (Da-Anoy et al., 2017). Une fois 

l’installation larvaire réussie, les jeunes recrues vont devoir entrer en compétition pour l’espace afin 

d’éviter l’abrasion ou la surcroissance des espèces avoisinantes (Box & Mumby, 2007 ; Vermeij et 

al., 2009). Le taux de mortalité des jeunes recrues est très élevé chez les coraux (Wilson & Harrison, 
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2005). La mortalité varie en fonction du temps, de l’espace et de la taxonomie des recrues, jouant 

un rôle important dans la structure des populations (Babcock & Mundy, 1996 ; Penin et al., 2010). 

 Afin de mieux comprendre le rôle des interactions entre espèce dans la structuration des 

communautés récifales, cette étude explore les effets assemblages sur la croissance des holobiontes 

ainsi que sur le recrutement corallien. Trois espèces clés des récifs coralliens ont donc été 

sélectionnées pour réaliser des assemblages : deux espèces de corail, Pocillopora damicornis et 

Acropora cytherea appartenant aux genres qui recrutent le plus dans le Pacifique (Harriott, 1999), 

et une espèce de bénitier, Tridacna maxima. Les résultats suggèrent un effet site sur le recrutement 

corallien, la taille des recrues ainsi que la croissance des boutures coraux utilisés pour les 

assemblages. S’ajoute à cet effet site, un effet assemblage sur le recrutement corallien (nombre et 

famille des recrues) et la mortalité des bénitiers.  

 

2. Matériel et méthode 

2.1 Organisme d’études, récoltes et conception expérimentale 

 Des colonies de Pocillopora damicornis (n=5) et d’Acropora cytherea (n=5) ont été récoltées 

dans le lagon de Moorea en Polynésie Française (17°30’S, 149°50’W récif frangeant de Linareva ; 

Rouzé et al., 2015). Chaque colonie a ensuite été fragmentée afin de produire environ 45 boutures 

par colonies. Chaque bouture a été collée sur un socle en plastique fixé sur une patte à vis. Les 

bénitiers de l’espèce Tridacna maxima ont été achetés à une ferme aquacole de l’île de Reao en 

Polynésie Française (18°28'S, 136°25'W; N°Tahiti: 139 519). Afin d’éviter leur prédation, les bénitiers 

ont été placés dans des moitiés de coquilles de bénitiers, elles-mêmes collées à un socle identique 

à ceux des boutures. Les boutures et les bénitiers ont été placés par espèce dans une pépinière, à 4 

m de profondeur, sur des tables espacées de 3 m dans le but d’éviter des interactions inter-espèces.  

 Après 6 mois (Novembre - Avril), les boutures et les bénitiers ont été placés sur des mini-

récifs artificiels dans le lagon de Moorea dans la concession maritime du Pearl Resort Hotel et suivis 

pendant 6 mois (Décembre à Mai). Différents mini-récifs ont été réalisés avec des assemblages des 

trois espèces (PAT : P. damicornis, A. cytherea et T. maxima), de deux espèces (PA : P. damicornis et 

A. cytherea ; AT : A cytherea et T. maxima ; PT : P. damicornis et T. maxima) ou avec une seule 
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espèce (P : P. damicornis ; A : A. cytherea ; T : T. maxima). Pour chacun des assemblages, 5 bénitiers 

ou 5 boutures de corail (une par colonie) ont été utilisés. Les individus ont été espacés de 12 cm 

pour chacun des assemblages. La taille et la forme des mini-récifs étant proportionnelle au nombre 

d’espèces, trois structures de mini-récifs ont été utilisées (Figure 5.1). Ainsi, trois structures pour 

chaque taille et formes, sans espèces, ont été utilisées comme témoin : ST1, structure utilisée pour 

les assemblages à une espèce ; ST2, structure utilisée pour les assemblages à 2 espèces ; et ST3, 

structure utilisée pour les assemblages à 3 espèces. Chaque mini-récif a été doté de 4 plaques de 

recrutement disposées à l’horizontal sous les assemblages. Une distance de 15 cm entre la structure 

des assemblages et les plaques de recrutement a été respectée pour tous les mini-récifs. Pour un 

site donné, les mini-récifs (1 par assemblages) ont été espacés de 1 mètre et disposés en quinconce 

(Annexe 1). Les mini-récifs et leur disposition ont été reproduits dans trois sites différents, espacés 

de plus de 3 mètres. Pour chaque mini-récif, les individus ont été disposés à 50 cm du sol. Au total, 

60 individus par espèces ont été suivis. Pour chacun des sites, la température et la luminosité ont 

été enregistrées à l’aide de data logger (P/N U22-001, Onset, Bourne, Massachusetts).  

 

Figure 5.1 : Photographies in situ des structures témoins et des assemblages à 1, 2 ou 3 espèces. 
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2.2 Analyse des recrues 

 Parmi les 4 plaques de recrutement par structure, une a été gardée pour l’analyse des 

communautés algales (dessus les plaques, n = 30) et trois ont été analysées pour le recrutement 

(côté et dessous des plaques, n = 90). Après 6 mois, suivant le protocole de Penin et ses 

collaborateurs (2010), les plaques ont été récoltées, photographiées, puis laissées dans de l’eau de 

javel (3,33 %) pendant 2 jours et ensuite séchées au soleil avant observation à la loupe binoculaire. 

A ce stade de développement, les recrues ne peuvent pas être identifiées au niveau du genre, ainsi 

les recrues ont été catégorisées selon leur famille taxonomique (Annexe 2 ; Babcock et al., 2003 ; 

Penin et al., 2010). Pour évaluer la taille des recrues, le nombre de polypes par recrues a été 

déterminé en comptant le nombre de calices. Les recrues mortes se dénotent des vivantes, 

notamment par leur couleur grisâtre, et ont été comptabilisées comme telles.  

 

2.3 Suivie de croissance 

 La croissance des organismes a été suivie tout au long de l’expérience par des mesures 

mensuelles de la hauteur et de la largeur pour les coraux, et seulement de la largeur pour les 

bénitiers. Afin de ne pas déplacer les organismes, pour éviter d’éventuels stress, les mesures ont 

été faites in situ grâce à un pied à coulisse. Les relevés ont été effectués selon les conditions 

météorologiques aux jours 0, 15, 38, 93 et 146 pour les bénitiers et 0, 27, 38, 93 et 146 pour les 

coraux. La mortalité des coraux et des bénitiers a été suivie tout au long de l’expérience.  

 

2.4 Analyses statistiques 

 Les analyses statistiques ont été réalisés sous R avec l’utilisation des packages randomForest, 

ade4, rpart et lattice (R core team, 2014). Les différences de taille et volume ont été testées avec 

des ANOVA paramétriques et le nombre et taille des recrues avec une régression linéaire 

généralisée selon une loi de Poisson et des tests de conformité ou d’homogénéité. Un test ad hoc 

de Tuckey a été utilisé pour les comparaisons individuelles des ANOVA et celui de l’écart standardisé 

pour les écarts du khi². Les données de croissances ont été analysées par espèce. Le volume corallien 
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a été estimé sur la base d’un cylindre (V=π*(largeur/2)2*hauteur). La différence de volume a été 

déterminée comme l’écart de volume entre le jour 146 et 0 (delta volume).  

 

3. Résultats 

3.1 Nombre de recrues 

 Le nombre de recrues, toutes familles taxonomiques confondues, a été analysé par site et 

assemblage (Tableau 5.1). L’analyse anova globale ainsi que l’approche par forêts d’arbres 

décisionnels de l’ensemble des données démontrent un effet site très fort (p = 5.27.10-7 – 

importance de la variable 89) puis un effet assemblage de plus faible ampleur (p = 0.0283 ; ANOVA 

- importance de la variable 11). 

La comparaison des sites entre eux met en évidence un recrutement plus important sur le 

site 1 par rapport aux deux autres sites (p = 1.288.10-12, test de conformité, stdS1 = 7.27, stdS2 = -

2.46, stdS3 = -4.82). De manière intéressante, aucune disproportion significative n’a été décelée par 

structure et assemblage selon les sites (test d’homogénéité). L’effet site a donc un impact sur la 

quantité globale de recrues mais pas sur les différences de quantité de recrues selon les 

assemblages. Dans la suite des analyses, le nombre de recrues a donc été additionné pour tous les 

sites par assemblage afin d’analyser l’effet assemblage. 

Le nombre de recrues est significativement différent selon les assemblages (p = 0.01789, test 

de conformité, Tableau 5.1). Les assemblages P recrutent plus que les autres (std = 2.12) tandis que 

les assemblages A et ST1 recrutent moins que les autres assemblages (std = -2.25). La comparaison 

des structures témoin entre elles, met en évidence un recrutement significativement moins 

important sur les structures contrôle ST1. 
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Tableau 5.1 : Nombre de recrues par site et par assemblage. Les étoiles désignent les p-value significatives. 
S (1-3) : Site ; A : A. cyhterea ; AT : A. cyhterea et T. maxima ; ST (1-3): structures témoin ; P : P. damicornis ; 
PA : P. damicornis et A. cyhterea ; PAT : P. damicornis, A. cyhterea et T. maxima ; PT : P. damicornis et T. 
maxima ; T : T. maxima. 

Site A AT ST1 ST2 ST3 P PA PAT PT T 

S1 7 12 8 10 15 16 15 17 15 15 

S2 1 2 3 7 8 9 5 10 11 4 

S3 5 3 2 4 4 8 8 3 3 3 

Total 13* 17 13* 21 27 33* 28 30 29 22 

 

3.2 Taille des recrues 

 Afin d’estimer la taille des recrues, le nombre de polypes par recrue a été comptabilisé 

(Tableau 5.2). Le nombre moyen de polypes d’une recrue par assemblage varie de 5,09 à 24,34. 

L’analyse de l’ensemble des données révèle un fort effet site (p = 2.73.10-5, ANOVA). La comparaison 

entre les sites met en évidence une taille des recrues plus grande sur le site 1 (Site 2-1 : p = 

0.018004 ; site 3-1, p = 0.0002341 ; ANOVA). Les assemblages et le type de structure n’influencent 

pas de manière significative la taille des recrues.  

 

Tableau 5.2 : Taille des recrues évaluée par le nombre de polypes en fonction des sites et des assemblages. 
Les étoiles désignent les p-value significatives (p < 0.001). S (1-3) : Site ; A : A. cyhterea ; AT : A. cyhterea et T. 
maxima ; ST: structures témoin ; P : P. damicornis ; PA : P. damicornis et A. cyhterea ; PAT : P. damicornis, A. 
cyhterea et T. maxima ; PT : P. damicornis et T. maxima ; T : T. maxima. 

 A AT ST P PA PAT PT T 

Site 1*** 24.34 15.21 17.37 14.73 10.81 17.24 18.64 15.54 

n = 7.00 12.00 33.00 16.00 13.00 17.00 15.00 15.00 

Site 2 6.30 15.40 9.47 9.53 7.98 9.34 8.92 10.81 

n = 1.00 2.00 18.00 9.00 5.00 10.00 11.00 4.00 

Site 3 8.03 5.09 5.62 9.96 6.46 5.44 11.02 7.56 

n = 5.00 3.00 10.00 8.00 8.00 3.00 3.00 3.00 
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3.3 Etat de santé et appartenance taxonomique des recrues 

 Chaque recrue a été caractérisée en fonction de son état de santé, vivante (V) ou morte (M), 

et de sa famille, Pocilloporidae (PD) ou non (AUTRE). Au total 206 recrues sont des Pocilloporidae 

et 25 recrues appartiennent à d’autres familles. En moyenne, 2 à 3 recrues AUTRE et 20 à 21 recrues 

PD ont été comptabilisées par assemblage. Une analyse des correspondances multiples (ACM) a 

permis d’associer l’état de santé, l’appartenance taxonomique des recrues à certains assemblages 

(Figure 5.2). Les deux premiers axes, représentant respectivement 13,55 et 10,32 % de la variance 

totale, permettent de distinguer les différentes variables : Autre, M, PD et V. Ils révèlent que les 

assemblages P et PAT sont ceux qui recrutent proportionnellement le plus de PD (nP = 30 et nPAT = 

28). Bien que faiblement représentées, les recrues AUTRE sont au nombre de 10/25 pour les 

assemblages PA. Ainsi l’appartenance taxonomique des recrues est significativement différente en 

fonction des assemblages (p = 0.0009, test d’homogénéité).  

 Le nombre moyen par assemblage de recrues retrouvées mortes est de 9 tandis qu’il est de 

15 pour celles retrouvées vivantes. L’état de santé des recrues est significativement différent en 

fonction des assemblages (p = 0.004, test de conformité). Aucune recrue morte n’a été observée sur 

les assemblages ST1 (stdresM = -2.73 < -1.96) tandis que le plus grand nombre de recrues mortes (n 

= 17, stdresM = 3.44 > 1.96) a été observé sur PA.  
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Figure 5.2 : Analyse des Correspondances Multiples selon l’état de santé et la famille des recrues. La couleur 
verte indique l’état (V : vivant ; M : mort) ; Le bleu indique la famille des recrues (PD : Pocilloporidae, AUTRE : 
Non Pocilloporidae) ; et le rouge indique les assemblages (A : A. cyhterea ; AT : A. cyhterea et T. maxima ; ST 
: structures témoin ; P : P. damicornis ; PA : P. damicornis et A. cyhterea ; PAT : P. damicornis, A. cyhterea et 
T. maxima ; PT : P. damicornis et T. maxima ; T : T. maxima). 

 

3.4 Croissance et mortalité 

 La mortalité des organismes des assemblages a été évaluée au cours du suivi sur chacun des 

sites (Tableau 5.3). Pour les bénitiers, la mortalité et la survie sont significativement différents selon 

l’assemblage (p = 0.006, test d’homogénéité). On observe une mortalité plus importante pour les 

bénitiers des assemblages T (n = 9) tandis que le nombre de mort pour les assemblages AT est le 

plus faible (n = 1). Aucune différence significative n’a été trouvée en fonction des sites, il s’agit d’un 

effet assemblage strict. Concernant les coraux, le nombre de recrues mortes par assemblage pour 

chacune des espèces était de 0 ou 1, ne permettant pas d’évaluer un effet assemblage ou site. 
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Tableau 5.3 : Nombre d’organismes vivants ou morts par espèce selon les assemblages après 6 mois 
d’expérience. Les étoiles désignent une p-value significative (p < 0.01). PAT : P. damicornis, A. cyhterea et T. 
maxima ; AT : A. cyhterea et T. maxima ; PT : P. damicornis et T. maxima ; PA : P. damicornis et A. cyhterea ; 
T : T. maxima; P : P. damicornis ; A : A. cyhterea. 

 Tridacna maxima Pocillopora damicornis Acropora cytherea 

Assemblages PAT AT PT T PAT PA PT P PAT PA AT A 

Nb vivants 12 14 12 6 14 14 15 14 14 15 15 15 

Nb morts 3 1 3 9** 1 1 0 1 1 0 0 0 

 

Un suivi de croissance a été réalisé tout au long de l’expérience via des mesures de largeurs 

(pour les trois organismes) et de hauteurs (pour les coraux). Pour les bénitiers, aucune différence 

significative (ANOVA) n’a été observée en fonction des assemblages et des sites. Pour les coraux, un 

phénomène de fusion intraspécifique a été observé entre certaines colonies (Annexe 3) lorsqu’elles 

étaient en assemblage monospécifique. Néanmoins, la séparation entre les deux colonies étant bien 

visible à l’œil nu, le volume et le delta du volume ont été calculés pour chaque bouture. Les 

observations mensuelles des boutures ont révélé des traces de morsure chez les coraux, en 

particulier chez les A. cytherea des assemblages A du site 3, induisant des deltas de croissance 

négatifs. Concernant les volumes des A. cytherea, une interaction a été mise en évidence entre les 

facteurs Assemblages et Site (VPAT et VAT > VPA > VAT au site 1 et 2, et VAT > VPA > VA > VPAT au site 3). 

Il est à noter que l’analyse du delta volume supérieur, c’est-à-dire du delta volume des A. cytherea 

ne prenant en compte que les croissances positives, ne révèle aucune différence significative. A 

l’inverse, le volume et le delta volume des P. damicornis ne présentent aucune différence 

significative tandis que le delta volume supérieur met en évidence une interaction entre les 

assemblages et les sites (pAssemblage:Site = 0.033 ; ANOVA). Concernant cette interaction, le site 

2 est différent des autres sites pour le volume delta supérieur PAT de P. damicornis (site 2 VPAT > VPA 

> VP et VPT, sites 1 et 3 : VP et VPA > VPT > VPAT). Pour P. damicornis, le delta volume supérieur des 

assemblages PAT (p = 0.0009) et PT (p = 0.018) du site 3 est significativement plus faible que celui 

de l’assemblage PAT du site 2. 
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4. Discussion 

4.1 Réponse des holobiontes aux assemblages 

 De nombreuses études de restauration récifale via la transplantation de boutures 

coralliennes ont été réalisées. Ammar et ses collaborateurs (2000) ont mis en évidence des 

mortalités élevées des boutures de coraux branchus (Pocilloporidae, Acroporidae) fixées sur un 

socle après 1 ans in situ. Dans notre étude, la mortalité corallienne a été très faible (A. cytherea : 

1,67 % et P. damicornis : 5 %), indépendamment de l’assemblage et du site. De nombreux 

paramètres peuvent influer sur la mortalité des coraux, comme la technique d’attachement de la 

bouture, la sédimentation ou encore la force des vagues (Ammar et al., 2000 ; Clark & Edwards, 

1994). Dans cette étude, les mini-récifs ont été surélevés à 50 cm du sol, réduisant le recouvrement 

des coraux par les sédiments, et disposés dans une zone à faible courant. De plus, la technique 

d’attachement des boutures utilisée via une fixation à l’aide de colle sur un socle en plastique 

pourrait être liée à la faible mortalité corallienne observée. En effet, le taux de mortalité des 

boutures coralliennes semble diminuer lorsqu’elles ne sont pas directement en contact avec le socle 

en plastique mais fixés à l’aide d’époxy (Ammar et al., 2000). Enfin, le temps de suivi de cette étude 

(6 mois) est inférieur à celui de l’étude de Ammar et ses collaborateurs (2000), pouvant expliquer 

les différences de mortalités observées. Le taux de mortalité sur un même site semble augmenter 

fortement entre 6 mois et 1 ans (Ammar et al., 2000), ainsi bien que les boutures utilisées pour les 

mini-récifs avaient été placés au préalable en pépinière pendant 6 mois, le temps de suivi a pu 

influencer les résultats obtenus. Il est à noter que certaines boutures de même espèce mais colonies 

différentes ont fusionné malgré l’espacement de 12 cm entre chaque bouture. Cette fusion résulte 

probablement d’une diminution de l’espacement entre les coraux, lié à leur croissance et 

orientation. La fusion augmente la taille de la colonie corallienne pouvant alors entrainer des 

conséquences bénéfiques tel que l’augmentation de la croissance, de la compétitivité ou encore la 

baisse de mortalité (Hughes & Jackson, 1980 ; Lang & Chornesky, 1990 ; Raymundo & Maypa, 2004). 

Au contraire des coraux, une mortalité importante a été observée chez les bénitiers, principalement 

dans les assemblages mono-espèce (T). Le suivi réalisé ne permet pas de mettre en évidence si la 

mortalité provient d’une prédation préférentielle (poisson, mollusques) ou d’un état de santé 

affaibli en lien avec l’assemblage. Un relargage de métabolites spécifiques aux assemblages pourrait 

par exemple influencer la prédation ou l’état de santé des bénitiers. Les bénitiers sont une source 



Chapitre 5 ǀ Analyse in situ des effets des assemblages de coraux-bénitiers 

140 
 

important de nourriture au sein des récifs coralliens et ils possèdent donc de nombreux mécanismes 

de défense contre la prédation. Parmi ces mécanismes, les bénitiers utilisent le camouflage en 

faisant correspondre la couleur de leur manteau avec celle du substrat (Todd, Lee & Chou, 2009). 

Les bénitiers des assemblages monoespèce (T) ont pu être plus exposés que les autres bénitiers de 

par leur couleur et l’absence de coraux pouvant réduire l’accessibilité des proies par les prédateurs. 

Un autre mécanisme de défense utilisé par les bénitiers consiste à s’agréger entre conspécifique 

(Huang, Todd & Guest, 2007). Bien que les assemblages monospécifiques permettaient l’agrégation 

de 5 bénitiers, le nombre et la distance entre les bénitiers (12 cm) étaient probablement inadéquats 

pour se défendre. 

 Malgré les nombreuses études de restauration récifale réalisées, aucune, à ma connaissance, 

n’a testé l’effet des assemblages de coraux et bénitiers sur leur croissance. Pourtant, la taille et les 

capacités de croissance de ces invertébrés constructeurs de récifs va influer sur la structure des 

populations et donc sur la résilience et la persistance de ces espèces au sein des récifs (Done, 1988). 

Les coraux, notamment les Pocilloporidae et les Acroporidae, sont connus pour entrer en 

compétition (Galtier d’Auriac et al., 2018). La compétition nécessite aux coraux d’utiliser une partie 

de leur énergie (Connell et al., 2004) ; ainsi cette énergie ne pourra pas être allouée à d’autres 

fonctions tel que la croissance par exemple. On peut donc supposer qu’en fonction des assemblages, 

notamment PA, la croissance sera impactée. De manière intéressante, après 6 mois d’expérience in 

situ, la croissance des bénitiers et des coraux n’a pas variée en fonction des assemblages. Plusieurs 

hypothèses peuvent expliquer ce résultat. Tout d’abord, il est possible que peu d’énergie soit 

nécessaire à la compétition de ces organismes (Connell et al., 2004). De plus, les coraux et les 

bénitiers étant des organismes à croissance lente, notre expérience de 6 mois est peux être trop 

courte pour démontrer un impact des assemblages sur la croissance (Ammar et al., 2000 ; 

Calumpong et al., 2003). Bien que la compétition passe par l’émission de métabolites chez les 

invertébrés (Sammarco, Coll & La Barre, 1985), elle est beaucoup plus intense lorsque les coraux 

sont proches. Ces derniers peuvent entrainer la nécrose des tissus d’autres coraux via l’utilisation 

de tentacules « sweeper » ou de filaments mésentériques (Chornesky, 1983 ; Den Hartog, 1977 ; 

Richardson, Dustan & Lang, 1979 ; Wellington, 1980). Ainsi, il est aussi possible que l’espacement 

entre les individus, dans cette étude, ait été trop grand pour entrainer de fortes compétitions. 

Malgré l’absence de différence en fonction des assemblages, des différences entre les sites ont été 

mises en évidence. De manière générale, le site 3 se dénote des autres sites. La position 
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géographique du site 3 (Annexe 1), plus ombragé lié à la présence de poteaux en béton et éloigné 

de la rivière pourrait expliquer ces différences. Néanmoins, aucun effet clair de réduction de la 

croissance pour tous les assemblages n’a été mis en évidence pour ce site. De plus, une partie des 

boutures de coraux, notamment les A. cytherea des assemblages A du site 3, a été prédatée 

impactant négativement la croissance de ces boutures. Des espèces corallivores, tel que 

Rhinecanthus sp., ont été observées tout au long de l’expérience. Certaines espèces ayant des 

préférences alimentaires ciblant certains genres de coraux, tel que le genre Acropora pour les 

chaetodon, pourraient expliquer que les Acropora aient été préférentiellement prédatés (Cole, 

Pratchett & Jones, 2008). Les poissons corallivores ont aussi des préférences territoriales pouvant 

expliquer une prédation plus importante au site 3, mais les territoires varient en fonction de la 

couverture corallienne et des espèces de poissons présentes (Tricas, 1989). Ainsi, la prédation des 

A. cytherea du site 3 pourrait s’expliquer par la présence d’un prédateur corallivore présent que sur 

ce site. La préférence pour les boutures de l’assemblage pourrait s’expliquer par une plus grande 

accessibilité. En effet, les boutures de P. damicornis ou la présence de bénitiers se refermant à 

l’approche de prédateurs ont pu diminuer l’accessibilité des A. cytherea pour les prédateurs. 

 

4.2 Effet des assemblages sur le recrutement corallien 

 Les familles Pocilloporidae et Acroporidae recrutent de manière préférentielle de décembre 

à Mars sur les récifs de l’île de Moorea, avec toutefois, certaines années, un pic de recrutement 

entre septembre et décembre pour les Acroporidae (Adjeroud, Penin & Carroll, 2007). Ainsi, la 

grande proportion de recrues appartenant à la famille des Pocilloporidae observée dans cette étude 

correspond à ces précédentes études qui ont noté un grand nombre de recrues de la famille des 

Pocilloporidae (> 60 %) à Moorea mais aussi au sein d’autres récifs subtropicaux (Harriott, 1992, 

1999 ; Harriott & Banks, 1995). Le nombre de recrues par site a été significativement différent avec 

un recrutement plus important sur le site 1. Le recrutement est influencé par de nombreux facteurs 

biotiques (prédation, compétition) et abiotiques (variabilité environnementale : courants, 

luminosité, sédimentation) (Boch & Morse, 2012 ; Richmond & Hunter, 1990). Ainsi, le site 1 moins 

encastré que les autres sites (Annexe 1) pourrait bénéficier d’une courantologie plus favorable au 

recrutement. 

 



Chapitre 5 ǀ Analyse in situ des effets des assemblages de coraux-bénitiers 

142 
 

Bien que cette étude soit la première à utiliser des plaques de recrutement sous des mini-

récifs artificiels au sein du lagon de Moorea, les résultats obtenus peuvent être comparés à ceux 

provenant des études sur la pente externe du lagon de Moorea. Ces études ayant utilisé des plaques 

de recrutement et obtenus des résultats similaires au recrutement naturel, l’effet plaque sur le 

nombre et la taxonomie des recrues est à exclure (Adjeroud, Penin & Carroll, 2007 ; Penin et al., 

2010). Un maximum de 35 recrues par plaques de recrutement, entre 2000 et 2003, a été mis en 

évidence par Adjeroud et ses collaborateurs (2007). Le nombre de recrues est donc légèrement 

supérieur à celui de notre étude, ce qui pourrait être expliqué par la courte durée de notre 

expérience. Cependant, la densité de recrues selon la surface des plaques (au-dessus, sur les côtés 

ou en dessous) est similaire à celle observée dans cette étude avec une majorité de recrues sous les 

plaques. Une des hypothèses pour expliquer cette tendance est la présence de poissons brouteurs 

capables de racler les plaques de recrutement (Adjeroud, Penin & Carroll, 2007 ; Penin et al., 2010). 

Cette hypothèse semble peu probable dans notre étude puisqu’aucune trace de morsure n’était 

clairement visible sur les plaques de recrutement qui étaient couvertes par des algues (Annexe 4). 

Les algues sont capables d’inhiber ou d’entrainer le recrutement corallien via l’émission de 

métabolites (allélopathie ; Bulleri et al., 2018 ; Harrington et al., 2004 ; Price, 2010). Ainsi, la 

présence d’algues sur le dessus de la plaque a pu influencer le nombre et les espèces de recrues 

observées.  

En plus des algues, un grand nombre invertébrés marins sont capable d’émettre des 

métabolites bioactifs (Figuerola et al., 2011 ; Harrington et al., 2004 ; Heyward & Negri, 1999). De 

manière intéressante, des extraits de coraux testés sur des recrues coralliennes ont permis d’induire 

ou d’inhiber le recrutement en fonction des espèces (Fearon & Cameron, 1997 ; Heyward & Negri, 

1999). De plus, l’effet allélopathique semble agir plus ou moins fortement en fonction de la distance 

du corail émetteur et de la larve (Da-Anoy et al., 2017). Ainsi, les mortalités de recrues observées 

sur les plaques des assemblages PA pourraient être liées à la forte proximité des espèces présentes. 

En effet, la compétition entre Pocillopora sp. et Acropora sp. est connue et l’hypothèse d’un effet 

synergique n’est pas à exclure (Galtier d’Auriac et al., 2018 ; Gunthorpe & Cameron, 1990). De plus, 

le nombre de recrues appartenant à la famille des Pocilloporidae était plus important au niveau des 

assemblages P. Ce résultat corrobore l’étude de Da-anoy et ses collaborateurs (2017), qui ont mis 

en évidence que les extraits de coraux conspécifiques influençait de manière positive la survie et 

l’installation des larves jouant un rôle important dans le recrutement corallien et donc la distribution 

des espèces au sein des récifs.  
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 Les assemblages et les variations de biodiversité ont donc un effet sur la distribution des 

espèces coralliennes. Cette étude met en évidence l’importance des interactions entre espèces et 

leurs conséquences sur la distribution spatiale des espèces. Des études à plus long terme sont 

nécessaire afin de comprendre au mieux les variations de recrutement corallien et de déterminer la 

résilience des récifs coralliens en fonction des espèces présentes. 
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Annexe 1 

 
Figure 1a : Emplacement des sites de l’étude in situ sur la concession du Pearl Resort Hôtel. 
 

 
 
Figure 1b : Représentation schématique de l’organisation des mini-récifs au sein d’un site. Pour chaque 
espèce, 5 colonies ont été utilisées par assemblages. Les mini-récifs témoins sont ST1, ST2 et St3 en fonction 
de la taille des mini-récifs. Les assemblages étudiés sont PAT : P. damicornis, A. cyhterea et T. maxima ; PA : 
P. damicornis et A. cyhterea ; AT : A. cyhterea et T. maxima ; PT : P. damicornis et T. maxima ; P : P. damicornis ; 
A : A. cyhterea ; et T : T. maxima. 
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Annexe 2 
 

 

 
Figure 2 : Photographie de recrues coralliennes. a : recrue corallienne de 48 polypes appartenant à la famille 
des Pocilloporidae ; b : recrue corallienne de 7 polypes appartenant à la famille des Pocilloporidae étant 
morte pendant l’expérience (couleur grisée) ; c : recrue corallienne de 2 polypes classée dans la famille 
AUTRE.  
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Annexe 3 

 
 

 
 
Figure 3a : Exemple de fusion entre deux colonies différentes d’Acropora cytherea. Les flèches indiquent 
l’endroit de la fusion. 

 
 

 
 
Figure 3b : Exemple de fusion entre deux colonies différentes de Pocillopora damicornis. La flèche indique 
l’endroit de la fusion. 
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Annexe 4 

 

 

Figure 4 : Photographie de plaque de recrutement recouverte d’algues sur la face supérieur.  
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Chapitre 6 : Discussion générale et perspectives 

1. Bilan des connaissances et perspectives 

Au cours des dernières années, les recherches sur la biologie des espèces composant les 

récifs coralliens se sont majoritairement focalisées sur les réponses des individus face à des 

variations environnementales dont le réchauffement climatique et l’acidification des océans. De 

plus, l’arrivée des nouvelles technologies dont le développement des analyses « omiques », a permis 

une investigation plus exhaustive des molécules présentes dans les organismes. Cependant, les 

études menées dans les années 70-90 ont démontré clairement que les récifs coralliens sont le siège 

de constantes interactions, particulièrement entre les invertébrés constructeurs de récifs (Connell 

et al., 2004 ; Forsman et al., 2015 ; Lang & Chornesky, 1990). Ainsi, l’objectif de cette thèse a été 

d’étudier l’impact de différents assemblages de macro-organismes benthiques sur leur 

environnement, leur biologie et ce dans différentes conditions environnementales. En résumé, les 

principaux résultats ont révélé un effet des assemblages sur le développement du biofouling, le 

recrutement corallien, la concentration en DMSP et l’état de santé des bénitiers (Figure 6.1). 
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S’agissant d’interactions indirectes, tous ces effets observés résultent d’une communication 

d’ordre chimique. On sait par ailleurs que les organismes sessiles sont connus pour sécréter des 

métabolites afin, par exemple, d’inhiber la colonisation de macro ou micro-organismes (Dobretsov, 

Abed & Teplitski, 2013 ; McCook, 2001 ; Ritchie, 2006). Chez les coraux, Quinn et ses collaborateurs 

(2016) ont démontré que leur métabolome était modifié en cas d’interaction avec des organismes 

de genre différent. Dans cette thèse, l’analyse de l’effet des assemblages multi-espèces a révélé un 

effet sur le biofouling, avec une inhibition du biofouling pour l’assemblage à trois espèces. Bien que 

ces résultats aient été obtenus en aquarium, l’utilisation d’un circuit ouvert et d’un réplicat 

d’expérience réalisé à plusieurs semaines d’intervalle laissent à penser que des effets similaires 

devraient être trouvés en condition in situ. Concernant cet effet antifouling, il serait intéressant 

Figure 6.1 : Récapitulatif des effets des assemblages sur l’environnement, les holobiontes et les organismes 
associés aux holobiontes. Les flèches représentent des différences significatives pour les recrues et le 
dimethylsulfoniopropionate (DMSP) ; ou pour la mortalité des bénitiers une augmentation plus (↑↑) ou moins (↑) 
forte du nombre de morts. Les flêches rouge foncés indiquent un changement significatif déterminé au cours de 
l’étude in situ et les flêches orange au cours de l’étude ex situ. Le symbole Ø symbolise une absence de 
changement significatif. Les tirets indiquent que l’analyse n’était pas possible. La croix rouge foncée indique la 
mortalité des recrues. Les NA indiquent que les analyses n’ont pas été effectuées. Les différents assemblages 
étudiés sont PAT : P. damicornis, A. cyhterea et T. maxima ; PA : P. damicornis et A. cyhterea ; AT : A. cyhterea et 
T. maxima ; PT : P. damicornis et T. maxima ; P : P. damicornis ; A : A. cyhterea ; et T : T. maxima. Les ronds bleus 
P, A ou T indiquent les espèces étudiées. 
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d’analyser les activités bactéricides et bactériostatistiques des extraits bruts de coraux et de 

bénitiers, seuls ou mélangés, sur des bactéries marines pionnières du biofouling afin de déterminer 

si les métabolites d’intérêt proviennent d’un seul ou des trois organismes et s’il s’agit d’un effet 

synergique ou simplement additif. Les bactéries testées pourraient être aussi isolées directement 

de l’eau du lagon. En effet, d’après Figuerola et ses collaborateurs (2011), le choix des bactéries est 

important et l’étude des activités antifouling sur des bactéries isolées de l’eau environnante des 

invertébrés étudiés donnerait des résultats plus proches des conditions naturelles. Néanmoins, il 

est possible que l’action des métabolites ne soit possible que dans un espace confiné (e.g. aquarium) 

ou seulement sur des surfaces proches. Dans l’expérience in situ, une plaque de recrutement par 

mini-récif a été récoltée et grattée dans le but d’étudier les communautés algales présentes en 

fonction des assemblages. L’analyse de ces extraits par métabarcode pourrait permettre de 

démontrer que les assemblages ont un effet sur le biofouling même lorsque l’espace n’est pas 

confiné et à une certaine distance (15 cm). Enfin, étant donné que les macro- et micro-organismes 

environnants (chapitre 2) ainsi que le nombre et la taxonomie des recrues (chapitre 5) diffèrent 

selon les assemblages, les interactions coraux-bénitiers pourraient engendrer la production de 

métabolites pro ou anti-recrutement. Ainsi, les extraits bruts de coraux et de bénitiers issus de 

différents assemblages pourraient également être testés sur des larves de coraux. Il est aussi 

nécessaire de tester l’effet des assemblages sur le recrutement corallien à plus long terme afin de 

supprimer un éventuel biais lié aux saisons et périodes de recrutement.  

Ces effets sur l’environnement, assemblage dépendant, peuvent être la conséquence de 

changements métaboliques des organismes benthiques présents. Les résultats de l’analyse des 

concentrations de dimethylsulfoniopropionate (DMSP) ont révélé notamment une variation de 

concentration de ce métabolite chez A. cytherea et T. maxima en fonction des assemblages. Afin 

d’évaluer si les assemblages ont un effet majeur sur le métabolome global des individus, les données 

de métabolomique des coraux et des bénitiers des expériences en aquarium pourraient être 

analysées. Ces données seraient comparées à celles de l’expérience in situ, puisque des 

prélèvements en vue d’analyses métabolomiques ont été effectués pour tous les individus à la fin 

de l’expérience. Le DMSP possède de nombreux rôles et est notamment considéré comme un 

biomarqueur du stress (Deschaseaux et al., 2014 ; Jones et al., 2007 ; Raina et al., 2013) ; ainsi ces 

premiers résultats suggèrent qu’en fonction des assemblages, les espèces pourraient être plus ou 

moins stressées. L’analyse des métabolites fournit un aperçu des régulations moléculaires en 
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quantifiant les métabolites à un temps donné chez les organismes (Sogin et al., 2016). Les 

changements du métabolome sont le reflet de l’expression des gènes et des protéines (Bundy, 

Davey & Viant, 2009 ; Sogin et al., 2014). Ainsi, il serait intéressant lors d’un futur projet, d’analyser 

les échantillons d’ARN prélevés pour les trois espèces lors des expériences in et ex situ. Ainsi, 

l’analyse des ARN permettrait de déterminer les éventuels effets du stress et des assemblages sur 

les holobiontes via l’étude de gènes codant pour des protéines chaperonnes par exemple, 

bioindicatrices d’un stress (Downs et al., 2000). De nombreuses études ont notamment démontré 

une augmentation de gènes codant pour ces protéines chez les coraux exposés à un stress 

thermique (Császár, Seneca & Van Oppen, 2009 ; Rosic et al., 2011). De plus, lors de l’étude 

préliminaire, les bénitiers associés à P. damicornis en condition de stress thermique ont présenté 

un retard de l’augmentation de l’expression de nombreux gènes, dont ceux codant pour des 

protéines chaperonnes en comparaison avec les bénitiers seuls (Dubousquet 2014). Ces résultats 

suggèrent que la présence de P. damicornis affecte les voies de réponse du bénitier et qu’il en serait 

de même dans les assemblages PAT. 

L’analyse des microbiomes a révélé la prolifération des vibrionacés lors de l’agonie des 

bénitiers. Comme suggéré, il pourrait provenir d’une déficience des défenses immunitaires auquel 

s’ajouterait une diminution de la réactivité transcriptionnelle lorsque les bénitiers sont associées 

aux coraux (Figure 6.2 ; Dubousquet, 2014 ; Travers et al., 2008). En effet, de la même manière que 

P. damicornis, A. cytherea pourrait retarder l’expression de nombreux gènes chez les bénitiers. Les 

extraits d’Acroporidae possèdent des activités biologiques plus diverses que les Pocilloporidae, et 

sont notamment cytotoxiques ou néfastes pour le système immunitaire (Khalesi, 2012). Ainsi, via le 

relargage de métabolites, la présence d’A. cytherea à proximité d’un bénitier, accentuerait 

probablement son déficit immunitaire des bénitiers, contrairement à P. damicornis qui n’entraine 

pas la mort des bénitiers dans les assemblages PT (Dubousquet, 2014). Afin de déterminer si de 

telles différences existent, une analyse de l’immunité des bénitiers en fonction des assemblages 

pourrait être réalisée via l’étude de paramètres tels le dénombrement des hémocytes ou l’indice de 

phagocytose (Travers et al., 2008). De plus, on sait que l’augmentation de la température rend les 

holobiontes plus sensibles au pathogènes et influence aussi la physiologie des Vibrionacés souvent 

décrits comme température-dépendants (Lee et al., 2001 ; Travers et al., 2009). Les espèces 

bactériennes majoritaires du genre Vibrio, identifiées chez les bénitiers agonisants lors de 

l’expérience ex situ, n’ont à notre connaissance pas été décrites comme pathogènes. Ainsi pour 
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savoir si les Vibrio identifiés sont la cause des mortalités observées, des expériences d’infection 

pourraient être réalisées. Etant donné que la température, le temps et le degré d’exposition jouent 

sur cette mortalité (Travers et al., 2009), les expériences d’infection pourraient être testées avec 

plusieurs températures sur plusieurs jours. Afin de réaliser le même genre d’expériences sur les 

différents assemblages, une infection par injection pourrait permettre d’infecter seulement les 

bénitiers (De Decker et al., 2011) afin d’éviter une potentielle contamination des coraux. Au 

préalable, il serait donc judicieux d’analyser les données de métabarcode des coraux pour 

caractériser les espèces  de Vibrio sp. présentes dans leur microbiome, et ainsi déterminer si A. 

cytherea ne pourrait pas être la source de l’infection des bénitiers.  

 

Pour mieux comprendre les mécanismes cellulaires mis en jeu lors de la mort des bénitiers, 

les ARN des bénitiers à l’agonie provenant principalement des assemblages PAT et AT pourraient 

Figure 6.2 : Effet des assemblages coraux-bénitiers sur la santé des bénitiers.  
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être analysés (chapitre 4). Etant donné que les bénitiers à l’agonie avaient un décollement du 

manteau, il serait intéressant d’étudier les gènes impliqués dans les mécanismes de mort cellulaire, 

tel que les gènes codant pour le facteur de nécrose tumorale (TNF, Tumor Necrosis Factor) ou les 

caspases impliquées dans l’apoptose (Nikoletopoulou, Kyriakakis & Tavernarakis, 2014 ; Romero, 

Novoa & Figueras, 2015). La comparaison des transcriptomes pourrait permettre de déterminer si 

les mécanismes entrainant l’agonie des bénitiers sont les mêmes quel que soit l’assemblage. De 

manière intéressante, les bénitiers morts lors de l’expérience in situ (chapitre 5) étaient en 

monoassemblage T, alors que ceux des expériences ex situ étaient dans des assemblages PAT et AT 

(chapitre 4). À la différence de l’expérience ex situ, lors des observations bimensuelles in situ aucun 

« signe » d’agonie tel que le décollement du manteau n’a été observé ; les coquilles des bénitiers 

ont à chaque fois été retrouvées vides sur ou près de mini-récifs. Il est donc vraisemblable que les 

modalités de la mortalité soient différentes, prédation par exemple, dans le contexte in situ. L’étude 

du microbiome et du transcriptome des bénitiers de l’expérience in situ pourrait déterminer si les 

bénitiers des assemblages T étaient à l’agonie comme ceux des assemblages ex situ PAT et AT. De 

plus, l’analyse du microbiome des bénitiers in situ, mettrait en évidence si les microbiotypes 

déterminés chez les bénitiers ex situ sont similaires ou non. Des études réalisées sur des invertébrés 

de la même espèce ex ou in situ ont démontré des différences au niveau des microbiomes. 

Néanmoins les aquariums n’étaient pas en circuit ouvert (Kooperman et al., 2007 ; Webster et al., 

2011). De plus, il est peu probable que les bactéries présentes dans l’eau influencent la composition 

bactérienne des holobiontes, étant donné que les microbiotypes des bénitiers n’étaient pas 

différents en fonction des expériences 1 et 2 (chapitre 4) alors qu’elles ont été réalisées à un mois 

d’intervalle avec notamment des différences de pluviométrie (chapitre 2). Bien qu’à notre 

connaissance, aucune étude n’ait analysé les bactéries des bénitiers et celles présentes dans l’eau 

avoisinante, il a été démontré que la composition bactérienne de l’eau et des coraux était très 

différente (Röthig et al., 2016, 2017). On peut donc supposer que les bactéries présentes dans l’eau 

n’influencent pas de manière significative la composition du microbiome des holobiontes. 

Cependant, les bénitiers, de par leur biologie, ont une plus grande activité de filtration que les 

coraux et pourraient donc avoir plus de bactéries communes avec l’eau. Au cours de l’expérience in 

situ, 3 réplicats de 800 mL à 1 L d’eau par site ont été récoltés en février et filtrés sur des filtres 

permettant la rétention des bactéries. L’analyse des bactéries présentes sur ces filtres pourrait nous 

donner une bonne indication des éventuelles différences de composition bactérienne. Néanmoins, 

les prélèvements de bénitiers ont été réalisés en mai et seule une partie du manteau a été récoltée. 
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Il serait donc intéressant de réaliser une expérience in situ avec des bénitiers et de prélever l’eau et 

les différentes parties des tissus le même jour afin de pouvoir comparer les compositions 

microbiennes. Par ailleurs, pour un temps donné, le nombre d’échantillon par assemblage de 

l’expérience in situ (n = 5) a été plus important que celui de l’expérience ex situ (n = 4). De plus, le 

nombre de bénitiers morts a été moins important pendant l’expérience in situ par rapport à 

l’expérience ex situ. L’analyse des bénitiers in situ devrait augmenter la puissance des tests 

statistiques et ainsi dévoiler l’influence des assemblages sur la composition des microbiotypes.  

Tout comme les bénitiers, la composition bactérienne des coraux a été étudiée. L’analyse 

statistique de ces données est facilement réalisable afin de déterminer si les coraux possèdent des 

microbiotypes, et si la composition bactérienne varie en fonction des assemblages chez les coraux. 

Des variations de composition bactériennes entre différentes espèces de coraux ont d’ores et déjà 

été mise en évidence (Morrow et al., 2012 ; Rohwer et al., 2002), il serait donc intéressant de 

regarder si des résultats similaires existent entre les deux espèces (P. damicornis et A. cytherea). 

Comme pour les bénitiers, il est possible qu’un effet assemblage passe inaperçu dans l’expérience 

en aquariums, ainsi l’ADN des coraux in situ pourrait être analysé en complément.  

Des analyses supplémentaires en métabarcode permettraient de compléter l’étude des 

organismes associés aux holobiontes, tel que la détermination des champignons qui n’a pas pu être 

réalisée par métabarcode du fait d’amplifications non réussies probablement dû aux amorces 

sélectionnées ou aux conditions d’amplification. Bien que moins étudiés, les champignons et les 

endolithes jouent eux aussi des rôles important pour les holobiontes tel que le transfert de 

photosynthétats ou encore d’activité antimicrobienne (Figure 1.3, Introduction ; Amend, Barshis & 

Oliver, 2011). Ainsi la compréhension des réponses de l’holobionte passe aussi par l’étude de ces 

organismes. De plus, les holobiontes, tel que les macro-algues via des composés allélochimiques, 

peuvent agir sur la composition en microorganismes d’autres holobiontes (e.g. coraux) qui 

contrôlent une partie leur réponse et leur adaptation aux changement environnementaux (Morrow 

et al., 2011). La corrélation des analyses des algues récoltées sur les plaques de recrutement et des 

microorganismes des holobiontes des mini-récifs permettrait d’élucider un éventuel effet 

allélochimique.  
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2. Conclusion 

En étudiant différentes espèces, ce travail de thèse a permis d’apporter de nouvelles 

connaissances sur l’effet des assemblages sur leur environnement proche, ainsi que sur les 

holobiontes et leurs organismes associées (Figure 6.1). Bien que les résultats obtenus aient soulevé 

de nombreuses questions qui offrent des perspectives d’études pour les années à venir, ce travail a 

clairement mis en évidence l’importance des assemblages et la nécessité d’utiliser une combinaison 

d’approches multidisciplinaires pour mieux comprendre les processus biologiques qui régissent les 

organismes constructeurs de récifs coralliens.  

Au cours de nos analyses nous avons démontrés que les holobiontes répondent 

différemment en fonction des assemblages et semblent pouvoir utiliser différentes stratégies de 

défense, protection et/ou compétition selon les situations comme le démontre l’inhibition du 

biofouling lorsque les trois organismes sont associés, ou encore l’effet positif de l’assemblage P et 

négatif de l’assemblage PA sur le recrutement corallien. Bien que les interactions entre coraux et 

bénitiers semblent complexes et requièrent des analyses plus poussées, les nouvelles technologies 

permettent une avancée majeure dans la compréhension des réponses des organismes. Il est 

nécessaire de continuer à utiliser ces technologies pour améliorer les bases de données. Par 

exemple, l’augmentation des recherches en écologie chimique sur des organismes marins au cours 

des dernières années permet d’ores et déjà l’identification de nombreux métabolites. Malgré cela, 

le métabolome des coraux et des bénitiers restent complexes et de nombreux métabolites sont 

encore inconnus. La compréhension de la structure des populations récifales passe aussi par l’étude 

à l’échelle locale d’un plus grand nombre d’espèce. Ce projet s’est focalisé sur trois espèces 

dominantes des récifs de Polynésie française, néanmoins la conception d’études à plus grande 

échelle avec plus d’espèces apporterait des informations cruciales sur les récifs coralliens. 

Enfin, ces résultats offrent des perspectives futures concernant les projets de restauration 

récifale. La restauration récifale est un des moyens de gestions des récifs coralliens qui est perçu 

comme un outil essentiel à la persistance des récifs coralliens face à leur détérioration rapide due 

aux nombreuses perturbations qu’ils subissent (van Oppen et al., 2017). Cependant, à notre 

connaissance, aucune étude n’a étudié l’effet des assemblages pour augmenter la résilience des 

organismes lors de transplantation sur des récifs endommagés. Pourtant, certains assemblages 

semblent plus bénéfiques que d’autres sur les holobiontes. Ainsi, au même titre que la permaculture 
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utilisée en milieu terrestre pour favoriser des cultures agricoles durables et résilientes, il serait 

possible de transplanter différentes espèces en assemblages afin d’augmenter leur résilience et la 

biodiversité. Ce type de projet nécessiterait des études à l’échelle locale, en prenant en compte la 

diversité existante ou ayant existé. 
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Résumé : Qu’il s’agisse de la compétition pour la nourriture, pour l’espace, ou autre relation, les interactions entre 
les organismes, directes ou indirectes, sont essentielles à l’élaboration d’une réponse adaptée. Pour les organismes 
marins sessiles ces interactions sont majoritairement d’ordre chimique. S’ajoutent à ces interactions les pressions 
environnementales qui impactent également la physiologie des organismes et donc leur capacité de réponse, 
particulièrement les organismes récifaux peu profonds, qui sont exposés par exemple à de plus fortes variations 
des températures de l’eau. Cependant les études menées jusqu’à présent sur les organismes marins sessiles se sont 
essentiellement focalisées sur les réponses individuelles des organismes dans un contexte mono-espèce. Dans le 
cadre de cette thèse, je me suis intéressée à l’impact des espèces environnantes dans cette réponse. Ainsi, 
différents assemblages de coraux (Pocillopora damicornis and Acropora cytherea) et de bénitiers (Tridacna maxima) 
ont été étudiés ex situ lors d’expériences de stress thermique ou in situ dans le lagon de Moorea (Polynésie 
française). A l’aide d’une approche intégrative, combinant cytologie, métabolomique et metabarcoding, j’ai exploré 
les effets des assemblages sur les holobiontes et leur environnement proche. Ce travail a mis en évidence que le 
type d’assemblage influence non seulement le développement et la composition du biofouling, mais également, 
aussi bien quantitativement que qualitativement, le recrutement corallien. L’effet le plus marquant est l’inhibition 
du biofouling dans le cas de l’assemblage des trois espèces. Concernant les retombées sur la physiologie des 
organismes, des différences de concentration du diméthylsulfoniopropionate, métabolite impliqué dans le cycle du 
soufre, ont été observées chez A. cytherea et T. maxima en fonction des assemblages. La santé des holobiontes est 
également affectée selon les assemblages. En présence de corail, plus particulièrement A. cytherea, la mortalité 
des bénitiers est accrue, et accentuée lors d’un stress thermique. Il faut souligner que la composition des 
holobiontes (Symbiodiniaceae pour les 3 espèces plus les bactéries pour le bénitier) ne semble pas être influencée 
par les assemblages, ni par l’augmentation de la température de l’eau mais est dépendante de l’hôte et de son 
statut. En conclusion, l’ensemble des résultats obtenus démontre que les organismes marins sessiles ont une 
physiologie différente et réagissent différemment aux pressions environnementales en fonction des espèces 
environnantes. Ce travail souligne la nécessité de prendre en compte la diversité environnante dans la modélisation 
du devenir des récifs coralliens. 
 

Mots clés : Coraux, Bénitiers, assemblage, holobionte, Symbiodiniaceae, Bactéries, Stress thermique, métabolomique, 

metabarcoding. 

 The importance of interspecific assemblages facing to environmental changes.  

Abstract: Interaction between organisms, direct or indirect, involved in the competition for food and space, or other 
mechanisms, are crucial to develop appropriate responses. For marine sessile organisms, interactions are mainly 
chemical. In addition to interactions, environmental pressures linked to global changes highly impact the physiology 
of organisms and their responses abilities, particularly in coral reef organisms that live in shallow waters strongly 
exposed to thermal stress. However, studies on marine sessile organisms have mainly focused on individual 
responses of organisms, using mono-specific experiment. During this thesis, the influence of neighboring species 
on the individual response of organisms was examined. Thus, various assemblages of corals (Pocillopora damicornis 
and Acropora cytherea) and giant clams (Tridacna maxima) were studied ex situ through a thermal stress 
experiment or in situ in Moorea lagoon (French Polynesia). Using an integrative approach, combining cytology, 
metabolomics and metabarcoding; the effect of assemblages on holobionts and their near environment was 
explored. This study showed that assemblages influence the biofouling development and composition but also coral 
recruitment, both qualitatively and quantitatively. The most significant impact was the antifouling effect observed 
when the three species were placed together. Holobionts analyses highlighted the impact of interaction on the 
organisms’ physiology, showing an increase of the dimethylsulfoniopropionate concentration, a key compound in 
the global sulfur cycle, for A. cytherea and T. maxima species according to multiple-species assemblages. Holobionts 
health status was also impacted according to the assemblages. Assemblages with corals, especially A. cytherea, 
leads to high giant clam mortality, particularly during thermal stress. Interestingly, it should be noted that holobiont 
composition (Symbiodiniaceae for the three species and bacteria for the giant clams) appears to depend on the 
nature and health status of the host, rather than the assemblages or the increase of seawater temperature. In 
conclusion, the overall results have clearly shown that marine sessile organisms differs in physiology and react 
differently to environmental pressures and neighboring species. This work highlights the importance of taking into 
account the surrounding diversity for predicting the future fate of coral reefs.  
 

Keywords: Corals, giant clams, assemblage, holobiont, Symbiodiniaceae, bacteria, thermal stress, metabolomics, 
metabarcoding. 


