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Chapitre 1 : Introduction générale

I. Contexte
Les récifs coralliens représentent la seule structure bio-construite visible depuis 1’espace. Ces
écosystéemes marins se situent globalement dans la zone intertropicale entre 30°N et 30°S
(Figure 1) caractérisée par des eaux chaudes (16 to 34°C) et oligotrophes (Stoddart, 1969).
Ces écosystémes s’étendent sur environ 600 000 km? et représentent ainsi environ 0.17% de la
superficie des océans (Smith, 1978). lls concentrent environ 830 000 espéces, soit 32% des
especes marines connues a ce jour (Fisher et al., 2015), et assurent de nombreux services
écosystémiques (Moberg and Folke, 1999). Ils sont une ressource naturelle d’une importance
économique capitale, calculée a 375 milliards de dollars par an (Costanza et al., 1997). Les
récifs coralliens se forment par accumulation successive de carbonate de calcium (CaCOs)
sous forme d’aragonite sécrétée par les organismes calcifiants tels que les coraux
scléractiniaires, et les algues corallines qui représentent les principaux bio-constructeurs des

récifs coralliens (Goreau, 1963).

La majorité des récifs coralliens (>60%) sont pourtant directement impactés par des actions
locales de I’homme, notamment proche des zones les plus peuplées, comme la surpéche, le
développement cétier, la pollution et la destruction physique. Si ’on combine les effets des
stress associés a 1’augmentation de la température moyenne globale, 75% des récifs mondiaux
apparaissent menacés, dont la menace principale est le blanchissement massif des coraux, qui
devrait toucher séveérement 95% des récifs mondiaux d’ici 2050 (Burke et al., 2011). Ainsi le
pourcentage de récifs coralliens considérés a risque a augmenté de 30% en 10 ans avec une
augmentation a la fois au niveau local et au niveau global dans toutes les régions du monde.
Les récifs coralliens du Moyen Orient et 1’ Atlantique sont ceux les plus a risques. Les rejets
incessants de dioxyde de carbone (CO2) dans I’atmosphére sont responsables du
réchauffement climatique, avec une augmentation des températures de presque 1°C depuis les
années 1880 jusqu’a nos jours, mais aussi de I’acidification des océans a cause de
I’augmentation des concentrations en CO; absorbés par les océans. L’augmentation de la
température de 1’eau de mer et D’acidification des océans sont les premicres causes
responsables, respectivement, d’épisodes de blanchissements massifs et d’altération de la
croissance du squelette corallien (diminution de la zone de saturation de 1’aragonite) des récifs
coralliens au niveau global (Anthony et al., 2008; Burke et al., 2011; IPCC, 2014). De plus,
bien que plus de 70% des récifs coralliens soient en dehors d’aires marines protégées,

seulement 6% des aires marines protégées sont considérées comme efficaces. En considérant
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I’étendue et la sévérité des impacts que subissent les récifs coralliens aujourd’hui, des actions
doivent étre menées afin de protéger les récifs coralliens notamment par la mise en place de
nouvelles méthodes de gestion au niveau local, mais aussi en travaillant sur les potentialités

d’augmenter la résilience des récifs coralliens (Burke et al., 2011).

Tropique du 2 23.5°N
cancer 2
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Figure 1. Les récifs coralliens mondiaux en nombre d'espéces modifié de Veron et al., (2015).

1.1 Biologie
Les coraux scléractiniaires modernes sont apparus pendant le trias entre 200 et 250 millions
d’années et ont connu une radiation évolutive pendant le cénozoique a 1’époque du paléocene
il y a 65 millions d’années (Veron, 2013). Les coraux scléractiniaires sont des animaux de
I’embranchement des cnidaires hexacoralliaires, comportant une symétrie radiaire d’ordre 6.
Animaux majoritairement coloniaux, tous les coraux scléractiniaires, ont une unité
fonctionnelle commune qui est le polype. Ce sont des organismes diploblastiques, ne
comportant que 2 feuillets cellulaires, I’ectoderme et ’endoderme, séparé par une mésoglée,

non cellulaire.

L’ectoderme, en contact avec le milieu extérieur, possede des cellules spécialisées communes
a tous les cnidaires, notamment les cnidocystes, pour la capture de proies (Mariscal and
McLean, 1976) mais aussi des mucocytes, qui possédent potentiellement de nombreux réles.
La production de mucus (matrices de protéines et de polysaccharides) pourrait étre
notamment favorable & la colonisation par les micro-organismes, 1’hétérotrophie ou les
défenses physico-chimiques (Fransolet et al., 2013; Piggot et al., 2009). L’ectoderme en
contact avec le substrat est constitué de cellules calicoblastiques specialisées dans la

formation du squelette calcaire. La matrice extracellulaire séparant les deux feuillets
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cellulaires, la mésoglée est notamment reliée a la production de cellules germinales (Shikina

etal., 2012). L’endoderme (gastroderme) contient notamment les symbiotes.

1.2 Symbiose

Les coraux scléractiniaires vivent en symbiose avec une algue microscopique appelée
Symbiodinium, qui leur fournissent en 48h, entre 78% et 97% du carbone que les algues ont
fixé (Muscatine et al., 1984; Tremblay et al., 2012). La symbiose entre le corail hote et les
Symbiodinium est de type mutualiste, le corail hote et les algues bénéficient tous deux de cette
symbiose. Si les Symbiodinium au travers de la photosynthése procurent au corail héte de la
matiere organique (glycérol, glucose), des acides aminés et des lipides, les Symbiodinium
localisées dans une membrane, appelée symbiosome dans 1’endoderme, bénéficient d’une
protection physique de I’hdte et de nutriments inorganiques (COz, NHs, PO.%-). Plus
spécifiquement, le role de I’azote semble jouer un réle particulierement important dans le
développement des Symbiodinium, dont la disponibilité pourrait, en partie, étre influencée par
des bactéries diazotrophes, qui sont capables de fixer le diazote (Radecker et al., 2015;
Yellowlees et al., 2008). Les Symbiodinium sont subdivisées en 9 clades (A-1), puis en sous-
clade et types (Pochon et al., 2014). Chaque clade a des propriétés éco-physiologiques qui lui
sont propres. Par exemple, certaines clades comme le clade D et C sont plus résistantes a
I’augmentation de la température (plus grande activité¢ antioxydante des superoxydes
dismutases) que les clades A et B (Lesser, 2011). Au contraire, la présence de certains clades
(A) dans les coraux augmente la sensibilité des coraux aux infections virales (Rouzé et al.,
2016).

Si pendant longtemps la symbiose du corail était centrée sur le corail hote et les
Symbiodinium, aujourd’hui d’autres organismes ont été intégrés, comme éléments inhérents
au fonctionnement de 1’organisme corail, comme les bactéries, les archées, les virus et les
champignons. On parle alors des coraux comme d’un holobionte, un organisme hote qui vit en
symbiose avec divers autres organismes microscopiques (Symbiodinium, virus, bactérie,
(Ainsworth et al., 2015; Ainsworth et Gates, 2016; Zilber-Rosenberg et Rosenberg, 2008).

La symbiose entre les Symbiodinium et les coraux est indispensable a la survie des coraux,
mais malheureusement elle est aussi fragile aux modifications environnementales et peut étre
rompue lorsque les conditions de températures sont anormalement élevées pendant plusieurs
jours, et associées a des épisodes d’intensité lumineuse importante. Ces épisodes de

températures anormalement élevées induisent la production de radicaux libres de 1’oxygéne au
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niveau intracellulaire et conduisent a 1’expulsion du symbiote algal. Le corail perd ainsi sa
couleur, et des tissus coralliens transparents sont observés sur le squelette calcaire : c’est le

blanchissement corallien (Glynn, 1983; Lesser, 2011, 1997).

1.3 Blanchissement
Le blanchissement des coraux est un des probléemes majeurs pesant sur les récifs coralliens
depuis sa découverte dans les années 1980 (Glynn, 1983), et ceci est d’autant plus vrai
aujourd’hui en raison de I’augmentation de leur fréquence (T.P. Hughes et al., 2017; Terry P.
Hughes et al., 2017). Depuis sa découverte, des travaux ont cherché a identifier les causes et
les conséquences de ce processus. Si les causes semblent étre relativement connues
aujourd’hui, avec notamment 1’augmentation en radicaux libres de I’oxygene (e.g. O2", H20»,
OH"), la diminution de I’activité des photosystémes 2 (PSII) et de la Rubisco ainsi que
I’exocytose des Symbiodinium (Lesser, 2011), les conséquences du blanchissement corallien
sont diverses en fonction de I’intensité et durée du stress de température/lumicre. Dans les cas
extrémes, le blanchissement peut conduire a la mort du corail, en revanche si les conditions
redeviennent normales assez rapidement, la ré-assimilation des symbiontes par les coraux est
possible. Les modifications des communautés de Symbiodinium sont possibles au travers de
changement (« switching ») ou de remaniement (« shuffling ») des populations de symbiontes
(Baker, 2003). Les coraux ont donc au travers de leur symbiose avec les Symbiodinium un
potentiel d’acclimatation et d’adaptation (Baker, 2001; Baker et al., 2004; Buddemeier et al.,
2004). Les modifications de température et de lumiére ne sont pas les seuls facteurs entrainant
des phénomenes de blanchissement, 1’exposition des coraux aux pesticides, a ’acidification, a
un déficit en phosphate ou encore a des molécules chimiques contenues dans les crémes
solaires génerent aussi une rupture de la symbiose corallienne (Anthony et al., 2008;
Danovaro et al., 2008; Jones et al., 2003; Rosset et al., 2017). Néanmoins le duo de forte
température et de forte irradiance apparait comme le seul a avoir entrainé des épisodes
massifs de blanchissement a travers le monde (comme celui décrit en 1998). C’est donc dans
ce contexte que le réchauffement global de la planéte apparait comme inquiétant pour le

devenir des coraux et des écosystemes coralliens mondiaux.

Le blanchissement corallien a un impact visuel important de par les vastes étendues de coraux
blanchis visibles sous I’eau mais aussi depuis la surface, et a suscité un intérét grandissant
dans la communauté scientifiqgue depuis sa découverte. De nombreuses études ont été
réalisées sur les effets de I’augmentation de la température sur les coraux, et force est de

constater que la grande majorité des études s’est focalisée sur la réponse des stades adultes a
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I’augmentation de la température, au détriment des autres stades de vie pélagiques et
benthiques. Les modifications environnementales liées au réchauffement climatique affectent
tout le cycle de vie des coraux, des gamétes aux stades adultes, et impactent leur capacité a se

reproduire de maniere asexuée et sexuee.

Il.  Lareproduction sexuée et asexuée
Le cycle de vie des coraux scléractiniaires est bentho-pélagique (Figure 2), ¢’est-a-dire qu’il
comporte deux grandes phases qui sont la phase fixée (benthique) et la phase de vie libre
(pélagique) pouvant permettre un déplacement sur de grande distances (Harrison and Wallace,
1990).

Cycle de vie
Clé

'S
3 Benthique
[ A

) \ Pélagique |

Figure 2 : Cycle de vie bentho-pélagique des coraux scléractiniaires

Les coraux se reproduisent de deux manieres différentes : (1) la reproduction sexuée, qui via
la formation de gametes males et femelles conduit a la création d’un nouvel individu
génétiquement différent des parents, et (2) la reproduction asexuée qui va notamment
permettre a la colonie de grandir par clonage. Chez les coraux, il existe une grande diversité

de stratégies de reproduction sexuée et asexuée.

1.1  Lareproduction sexuée
La reproduction sexuée chez les coraux est de deux grands types, les « broadcaster-spawner »
(ou émetteurs de gameétes) et les « brooders » (ou couveur de larves). Les premiers vont
émettre dans la colonne d’eau leurs gameétes males et femelles et la fécondation sera externe,
alors que les coraux couveurs de larves ont une fécondation interne et ils expulsent des larves

prétes a se métamorphoser en un nouveau polype.
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Bien qu’il soit admis aujourd’hui que la majorité des coraux sont des émetteurs de gametes
(75%), on a longtemps cru (jusque dans les années 1980) que la majorité des coraux étaient
des couveurs de larves (Harrison, 2011). En effet ce n’est qu’en 1984 que fut publié la
découverte des pontes massives (nombreuses especes en méme temps) des coraux eémetteurs
de gameétes sur la grande barriere de corail en Australie (Harrison et al., 1984). Des
découvertes récentes continuent d’alimenter nos connaissances sur la grande diversité des
stratégies de pontes de coraux bien plus importante que ce que 1‘on avait pensé, avec par
exemple ’existence de cycles pluriannuels (Foster et al., 2018) ou encore I’importance de
pontes asynchrones, placant le cas de la grande barriére de corail et sa synchronicité

exceptionnelle comme un cas particulier et non général comme longtemps percu.

Les coraux émetteurs de gametes peuvent étre classés en deux grandes catégories : les coraux
hermaphrodites (majoritaires, simultanés ou séquentiels) et les coraux gonochoriques (sexe
séparé). Néanmoins cette discrimination en deux catégories apparait variable en fonction des
especes, mais aussi des zones géographiques analysées. Ainsi, une méme espece de corail
peut présenter différents modes de reproduction selon la zone géographique étudiée. C’est le
cas de I’espéce Monomyces rubrum présentant un mode de reproduction hermaphrodite en
Afrique du Sud et gonochorique en Nouvelle-Zélande. De maniére plus complexe certaines
colonies peuvent présenter des polypes hermaphrodites et d’autres seulement femelles,
comme chez Porites astreoides (Harrison, 2011). Certains coraux peuvent aussi présenter un
hermaphrodisme séquentiel, ¢’est-a-dire que les coraux seront toujours d’un seul sexe, mais
celui-ci peut varier en fonction du temps comme chez Heliofungia actiniformis et Fungia
scutaria et de maniere tres dynamique, puisqu’un individu peut passer d’un sexe a 1’autre

plusieurs fois dans sa vie (Harrison, 2011).

Les especes appartenant a un genre corallien n’ont pas forcément le méme mode de
reproduction sexuée, et une méme espece en fonction de sa localisation peut présenter des
modes de reproduction différents (couveur de larves vs émetteur de gameétes). C’est
notamment le cas de 1’espéce Pocillopora damicornis généralement considérée comme
couveuse de larves dans de nombreuses régions (e.g. la grande barriere de corail en Australie,
Hawaii, Japon), mais qui a été observée émettre des gametes dans I’Est du Pacifique et

notamment dans le golf de Californie (Harrison, 2011).

Chez tous les coraux néanmoins lors de la reproduction sexuée, les gameétes se forment dans

les filaments mésentériques au sein de la mésoglée (Shikina et al., 2012). La formation des
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spermatozoides est généralement plus tardive et sur une durée plus courte (2-6 mois) que la
production des ovocytes (6-12 mois), mais les gamétes peuvent aussi se former simultanément
(Harrison, 2011; Shikina et al., 2012; Wallace, 1985). A la fin de la maturation des gameétes,
les ovocytes peuvent prendre de tres nombreuses couleurs (e.g. orange, rose, bleu, violet,
marron, blanc), potentiellement dues a la présence de pigments et ou de Symbiodinium
présents directement dans les ovocytes (Babcock et al., 1986; Padilla-Gamifio et al., 2013).
Les gametes sont ensuite expulsés sous la forme d’un «bundle» (terme anglais), un agrégat de
spermatozoides et d’ovocytes chez les individus hermaphrodites et sous forme seule
(spermatozoides ou ovocytes) chez les individus gonochoriques. Les ovocytes étant constitués
majoritairement de lipides sous forme d’ester d’acide gras, ils flottent a la surface une fois
libérés (Padilla-Gamifio et al., 2013). La fécondation et le développement embryonnaire
s’effectuent principalement a la surface de I’eau chez les coraux émetteurs de gametes. Apres
environ 72 h de développement embryonnaire (Figure 3) une larve nageante est formée, qui
va alors chercher activement un endroit ou s’installer, s’ensuivra la phase de métamorphose et

de recrutement.

Figure 3: Développement embryonnaire chez Acropora pulchra d’un ovocyte non fécondé (A), au stade 2
cellules (B), 4 cellules (C) et > 4 cellules (D), modifié de Puisay et al., (2015).

Une fois fixée sur un substrat, la larve va s’aplatir et former un premier polype qui va ensuite
se multiplier par reproduction asexuée. Chez les couveurs de larves en revanche, la
fécondation se réalise au sein du polype et est ainsi beaucoup plus complexe a observer. I
apparait ainsi que la fécondation et le développement embryonnaire peuvent avoir lieu soit au
sein des filaments mésentériques contenant les ovocytes, soit au sein du ceelentéron (Harrison
et Wallace, 1990). La formation de la larve dans les coraux couveurs est généralement plus
longue (de quelques semaines a plusieurs mois) que chez les coraux émetteurs de gametes
(72h).

La dynamique de ponte des coraux a été etudiée notamment sur la grande barriére de corail en
Australie. A cette localisation, plus de 40 especes peuvent se reproduire spécifiquement entre
le 3°™ et le 6°™ jour aprés la pleine lune entre la fin du printemps et le début de 1’été.

Néanmoins des observations de ponte de certains coraux ont été documentées avec une
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dynamique différente sur plusieurs cycles lunaires ou sur différents cycles lunaires en
fonction des especes. Ainsi dans certaines régions du monde, il n’existe pas de pontes
massives (e.g. Israél, Japon, Taiwan, Polynésie frangaise, Singapore, Thailande, Indonésie,
Fiji, Carroll et al., 2006; Harrison, 2011), mais des pontes asynchrones étendues sur plusieurs
mois ont lieu. Malgré des dynamiques de pontes différentes (asynchronie vs synchronie), de
maniére genérale chaque espéce corallienne n’émet des gamétes que quelques nuits par an, et
dans quelques cas durant deux a trois mois consécutifs (Padilla-Gamifio and Gates, 2012). La
rareté des évenements des pontes associée a la variabilité géographique des stratégies et
dynamique de ponte rend difficile 1’étude des jeunes de stades de vie des coraux et explique

notamment le peu d’études se focalisant sur ces stades de vie.

1.2 Lareproduction asexuée

* Le bourgeonnement

La reproduction asexuée englobe chez les coraux de nombreux processus
physiologiques qui permettent une multiplication au sein de I’organisme, par mitose sans
avoir recours a la production de cellules sexuelles. La reproduction asexuée permet
notamment la croissance du corail via la formation d’un nouvel individu génétiquement
identique par clonage, on parle alors de bourgeonnement. Ce bourgeonnement est de deux
types : (1) intra-tentaculaire par division d’un polype en deux et (2) extra-tentaculaire ou un
nouveau polype peut apparaitre entre deux polypes déja existants (Richmond, 1997). Au
travers du bourgeonnement intra et/ou extra-tentaculaire, le corail grandit par 1’addition de

nouveaux polypes (Figure 4).

D’autres modes de bourgeonnement permettent a la colonie corallienne de se multiplier,
comme le bourgeonnement parricide (méme si le corail ne meure pas complétement, Cairns,
1988), ol un ou deux bourgeonnement(s) peuvent se développer sur un polype meére, qui
laisse alors sa place (« parricide ») aux nouveaux bourgeons. Plusieurs dizaines de polypes
peuvent aussi se detacher de la colonie en emportant avec eux des inclusions calcifiées, on
parle de boules de polypes « polyp balls ». Ce type de bourgeonnement est rare et a ma
connaissance, observé uniquement chez une seule espéece (Goniopora stokesi, Cairns, 1988;
Rosen and Taylor, 1969). Un autre mode de reproduction asexué est la formation de
bourgeons via la formation d’un anthoblaste, qui va s’ériger sur le corail solitaire ou « quasi-

colonial » de maniére transversale et qui va ensuite bourgeonner, pour donner un clone.
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Intra-tentaculaire

Extra-tentaculaire
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Figure 4 : Les différents types de bourgeonnement d’un corail scléractiniaire, lors de la reproduction asexuée.

= La fragmentation

Un autre mode de reproduction asexuée est la fragmentation ou « fission » (Highsmith, 1982),
qui a lieu lorsqu’une partie d’une colonie est détachée ou fragmentée et peut via le
bourgeonnement redonner naissance a une nouvelle colonie, si ses nouvelles conditions de vie
le lui permettent. Une colonie corallienne peut ainsi étre fragmentée de maniere accidentelle
suite a I’action physique des vagues ou d’autres mécanismes produisant un impact physique
(poissons, piétinement, mortalité partielle). Mais une fragmentation non-accidentelle existe
aussi notamment chez certains coraux solitaires, qui sont génétiquement programmeés afin de
se diviser longitudinalement sur des points aléatoires ou prédéterminés, divisant le corail en

six (Cairns, 1988).
= Le polype « bail-out »

Les coraux étant pendant une grande partie de leur cycle de vie des animaux benthiques, ils
ont su développer diverses capacités afin d’échapper au stress. Un des modes de reproduction
asexuée, qui suit la mortalité partielle d’une colonie et qui a été plus récemment découvert est
le sauvetage de polypes ou « polyp bail-out » en anglais (Sammarco, 1982). Lors du polype
« bail-out », un polype est éjecté de la colonie mere apres lyse du tissu connectif le reliant aux
autres polypes suite a un stress. Ceci a notamment éte observé chez Pocillopora damicornis

en présence de pesticides (Wecker et al., 2018).
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= Les larves asexuées

Enfin, la reproduction asexué peut dans certains cas se rapprocher de la reproduction sexuée,
comme lors de la formation de larves asexuées via la parthénogénese (Stoddart, 1983). En
effet des coraux comme Pocillopora damicornis peuvent produire jusqu’a 94% de larves
asexuées (Combosch and Vollmer, 2013). Il est donc trés intéressant de noter ici que la
formation d’une larve n’est pas exclusive a la méiose chez les coraux, et qu’un
développement complet et viable peut mener un ovocyte a terme sans intervention de
spermatozoides (Diah Permata et al., 2000). Ces observations confirment la grande variabilité
des stratégies de reproduction du corail Pocillopora damicornis, capable de produire des
larves de maniére sexuée mais aussi asexuée. Ce mode de reproduction est connu chez de
rares espéces (Pocillopora damicornis, Tubastrea sp) et la parthénogénese est trés peu étudiée
chez les coraux. Néanmoins les larves parthénogénétiques pourraient provenir d’ovocytes
diploides, ou haploides, ou les spermatozoides interviendraient seulement dans la stimulation
de I’embryogénése, sans incorporer leur génome. Néanmoins aprés stimulation des noyaux,
certains spermatozoides pourraient ne pas se dégrader complétement et leurs génomes
s’intégrer a I’ovocyte conduisant a une majorité de larves parthénogénétiques et peu de larves
avec des génotypes peu ou modérément diversifiés, comme observé a Moorea chez P.

damicornis (Combosch and Vollmer, 2013).

Les modes de reproduction asexuées peuvent donc a la fois étre issus d’un processus
génétiquement controlé, mais aussi environnemental et trés certainement issue d’un couplage
génétique-environnement. Bien que la reproduction sexuée permette un brassage génétique
lors de la fécondation, la reproduction asexuée joue un réle important dans le maintien des
populations de coraux scléractiniaires. Dans un contexte des changements globaux (IPCC,
2014) et d’extinction de masses des populations naturelles (Barnosky et al., 2011), il apparait
ainsi important de considérer le role de la reproduction sexuée et asexuée dans la conservation

et la restauration des écosystemes (Harris et al., 2006; Rice and Emery, 2003).

1.3 Lareproduction sexuée et asexuée face au rechauffement climatique
Le changement climatique (IPCC, 2014) impacte les écosystemes et les espéces, notamment
les récifs coralliens en altérant I’abondance et la distribution de milliers d’especes (Parmesan
et Yohe, 2003). En tant qu’organismes benthiques, les coraux ont des moyens de dispersions
limités. Ainsi, la dispersion sur de grandes distances est essentiellement assurée pendant la

phase de reproduction sexuée, ou de I’émission de larves asexuées. Néanmoins, les
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changements globaux (I’augmentation de la température et 1’acidification des océans) et
locaux (pollution chimique, eutrophisation, sédimentation) alterent de maniere néfaste la
reproduction sexuée, en diminuant le succés de fécondation des gameétes (Albright, 2011;
Puisay et al., 2015; Randall et Szmant, 2009; Reichelt-Brushett et Michalek-Wagner, 2005;
Schutter et al., 2015), la survie des larves (Polato et al., 2010; Schnitzler et al., 2012), leur
recrutement (Bassim et Sammarco, 2003; Nozawa and Harrison, 2007; Randall et Szmant,
2009), mais aussi la survie des jeunes recrues (Nozawa and Harrison, 2007). Au travers des
diverses études realisées et en considérant les scénarios environnementaux auxquels les jeunes
stades de vie des coraux sont et seront exposés, I’augmentation de la température apparait

comme le facteur le plus limitant pour la survie des coraux.

Les changements de la planéte affectent la reproduction sexuée des coraux et de ce fait le
renouvellement et la persistance des communautés coralliennes, mais ils ont aussi des effets
néfastes sur la reproduction asexuée. En effet si de légéres augmentations de la température
ont pour effet d’augmenter le métabolisme des organismes, et notamment d’accélérer la
croissance des coraux, dans des conditions thermiques plus contraignantes, la croissance est
inhibée (Jokiel and Coles, 1990, 1977; Manzello et al., 2015; Rodolfo-Metalpa et al., 2008).
L’influence des conditions environnementales sur la croissance des coraux est variable en
fonction des espéces considérées et de leurs fonctions associées (Darling et al., 2012). Bien
que I’acidification des océans semble moins influencer la mortalité des coraux, elle conduit
chez certaines especes a une diminution nette de la calcification pour les organismes calcifiant
a I’échelle d’un récif entier (Albright et al., 2018). Dans des cas extrémes comme chez
Oculina patagonica, une dissolution compléte du squelette a été observée, sans conduire a la
mort de I’organisme, qui peut recommencer a calcifier une fois les conditions

environnementales redevenues normales (Fine and Tchernov, 2007).

La reproduction sexuee et asexuée des coraux est donc sensible aux perturbations
environnementales de notre planete, mais elle peut aussi étre une source de solution face a la

dégradation des récifs coralliens a travers le monde.

1. Meéthodes de restaurations des récifs coralliens
Face aux perturbations incessantes qui pesent sur les récifs coralliens et la dégradation
inquiétante de ces écosystemes vitaux, la restauration a recu un intérét grandissant ces

derniéres années. La restauration écologique peut se définir comme le processus de réparer les
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dommages causés par les humains au niveau de la diversité et de la dynamique des

écosystémes indigenes (Jackson et al., 1995).

La restauration des récifs coralliens existe depuis le milieu des années 1970, avec un des
premiers rapports €mis sur l’utilisation de ce mécanisme par Maragos en 1974, puis par
Birkeland en 1979 (Harriott and Fisk, 1988). Initialement basée sur un des modes de
reproduction asexuée appelé plus communément « bouturage », un effort important a été
dédie ces dix derniéres années a I’incorporation de la reproduction sexuée dans la restauration
récifale, notamment en raison des milliers de larves disponibles suite a une nuit de ponte
(Epstein et al., 2003, 2001; Rinkevich, 1995). Le développement des méthodes de restauration
s’est donc fait en paralléle de 1’augmentation de nos connaissances sur la biologic de la

reproduction des coraux scléractiniaires.

.1 Restauration et reproduction asexuée
La possibilité de fragmenter une branche de corail de quelques centimétres d’une colonie
mere et de le faire grandir dans une pépiniere a donné lieu a d’importants efforts pour
développer différents systemes de stabilisation des fragments de coraux ainsi générés (Figure
5): Récifs en boules « Reef balls », clous et vis, blocs de parpaings, collier de serrage, colle
marine et ciments, cadres en plastique ou en métal, portoir flottant, lignes et cordes, squelettes

coralliens, fixation direct dans le substrat « coincé dans le substrat » (Young et al., 2012).

Ces techniques variées, comme la culture sur lignes ou cadres flottants ou fixés au sol ont
donné des résultats intéressants avec dans certains cas plus de 90% de survie sur une période
de 6 mois (Edwards and Gomez, 2007). Ces techniques ont ainsi permis de faire grandir
différentes especes de coraux rapidement afin de pouvoir les réimplanter dans des zones
dégradées (Harriott and Fisk, 1988) ou dans des zones refuges afin de préserver certaines
especes (Plucer-Rosario et Randall, 1987). Ces opérations de transplantations de coraux ont
été utilisées dans de nombreux récifs coralliens autour de la planéte, notamment : Bora Bora,
Tanzanie, La Réunion, Mayotte, Fiji, Nouvelle Calédonie, Thailande, Japon, Bonaire,
Curacao (Antilles hollandaises), fles vierges (Royaume-Uni), iles Marieta (Mexique),
Singapour (Bongiorni et al., 2011; Edwards and Gomez, 2007; Forrester et al., 2013; Mbije et
al., 2013; Meesters et al., 2015; Nagelkerken et al., 2000; Omori, 2011; Ramalho-Santos et
al., 2009; Tortolero-Langarica et al., 2014; Yeemin et al., 2006).

Trés peu d’études en revanche se sont intéressées aux approches & mener pour sélectionner les

meilleurs génotypes, alors que ce genre d’approche est plus commune sur d’autres modeles
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biologiques comme les plantes, notamment grace a la mise en place de jardin commun
(« common garden ») ou de transplantations réciproques (Bruno and Edmunds, 1997; Potts,
1984; Smith et al., 2007). Néanmoins les quelques travaux utilisant ces approches révelent des
résultats tres intéressants. Tout d’abord en 1984, Potts montre chez le corail Acropora palifera
que I’environnement peut induire une sélection plus forte sur les phénotypes que 1’identité
génétique de I’individu. II émet alors I’hypothése que toutes les espéces de coraux doivent
posséder des variations importantes dans la réponse des différents génotypes qui les
composent (Potts, 1984). Bruno et Edmunds (1997), via une transplantation réciproque, ont
aussi montré la forte plasticité de la morphologie de Madracis mirabilis. Néanmoins aucune
différence de survie et croissance n’a été observée, probablement en raison de la courte durée
de I’expérience (3 mois) pour appréhender de tels traits d’histoire de vie. En revanche, une
étude menée sur du plus long terme (6 mois) a mis en avant I’importante plasticité
phénotypique de la croissance, mais aussi de la calcification et de la densité du squelette du
corail Porites lobata (Smith et al, 2007). Cette plasticité s’expliquerait notamment par la
possibilité pour les coraux au stade de nouvelles recrues de grandir dans la forme et a la
vitesse la plus propice a I’environnement (Smith et al., 2007). Néanmoins cette plasticité peut
varier en fonction des especes. Les travaux de Smith et al. (2008) réalisés sur une période de
18 mois et cherchant a déterminer 1’importance de I’environnement et de la génétique sur la
capacité de croissance des coraux Pocillopora eydouxi et Porites lobata ont révélé que

I’environnement conditionnait le taux de croissance de P. eydouxi mais pas celui de P. lobata.

La plasticité des coraux s’explique aussi en raison de la plasticité des Symbiodinium aux
modifications environnementales. Un changement de clades de symbiontes d’un type peu
thermo-tolérant (clade C2) vers un type plus thermo-tolérant (clade D) a été mise en évidence
chez le corail Acropora millepora, suite a la transplantation des coraux dans un

environnement plus chaud (Berkelmans and van Oppen, 2006).

Les travaux menés jusqu’a présent ont permis de documenter 1I’importante plasticité au niveau
de différents traits d’histoires de vie des coraux (croissance, survie, symbiose). Cependant,
nos connaissances au niveau de la variabilité et de la plasticité des individus et non plus des
espéces restent largement inexplorées. Des études ont pourtant révélées ces dernieres années
I’importance de la prise en compte de la variabilité¢ individuelle dans la réponse des coraux
face aux variations environnementales (Parkinson et al., 2015; Parkinson and Baums, 2014),
mais peu de travaux ont cherché a mettre en évidence des variations fonctionnelles au niveau

des individus. Comme certains traits fonctionnels (e.g. croissance, symbiose) sont plastiques
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chez les coraux, il apparait important de pouvoir tester la variabilité de ces traits a la fois au
niveau interspécifique mais aussi intraspéecifique chez des espéces comportant des stratégies
d’histoires de vie différente (Acropora, Pocillopora, Porites). L’identification de fonctions
permettant une meilleure survie dans des environnements variables pourrait ainsi permettre de
sélectionner les individus les plus aptes a vivre dans des conditions changeantes, afin de

restaurer des zones dégradées, tout prenant en compte le changement climatique.

Figure 5 : Différentes méthodes de cultures des coraux. Arbre a corail (A), ligne et corde de suspension (B), récif
boule (C), cadre métallique (D).
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1.2 Restauration et reproduction sexuée
Si la reproduction sexuée apparait comme une des solutions sur laquelle de nombreuses
équipes scientifiques travaillent pour proposer des solutions aux problémes de dégradations
des coraux a travers le monde, 1’¢levage a grandes échelles de larves coralliennes demeure
encore aujourd’hui un défi technique et seuls quelques experts ont montré un succes dans les

approches entreprises.

En effet, en principe deux méthodes sont principalement expérimentées : (1) la transplantation
de colonies prétent a se reproduire (notamment des colonies couveuses de larves) sur le site a
restaurer et (2) la récupération de pontes massives dans la nature ou dans des bassins
expérimentaux (Rinkevich, 1995). Néanmoins 1’étude de Ferse et al. (2013) a montré que la
transplantation de coraux matures, préts a émettre leurs larves, n’avait pas d’effet significatif
sur le nombre de recrues observées par la suite (Ferse et al., 2013). De plus la transplantation
de colonies matures présente le désavantage de dépeupler une zone pour repeupler une autre,

dans laquelle la survie future des larves puis des colonies n’est pas forcément assurée.

Ainsi la méthode la plus courante utilisée dans un contexte de restauration sur la reproduction
sexuée a I’heure actuelle est la récupération des gametes expulsés dans la colonne d’eau, leur
¢levage jusqu’au stade larvaire dans des systémes spécifiques avec une faible agitation afin
d’optimiser le taux de développement embryonnaire et larvaire, et le réensemencement de
zones a restaurer. Cette méthode permet in fine et dans les conditions optimales d’obtenir des
milliers de larves, mais la phase d’¢élevage n’est pas sans risque et des conditions spécifiques
d’élevages existent pour chaque espéce corallienne. Une fois les embryons élevés au stade de
larves nageantes, deux options se présentent : soit les larves sont injectées dans un filet
attaché sur le site a restaurer (Dela Cruz et Harrison, 2017), soit les larves sont mises en
contact de supports spécifiques pour faciliter leur recrutement qui sont par la suite fixés sur le
site & restaurer. De nombreux travaux se sont intéressés aux types de supports de fixation
optimaux pour le recrutement et le post-recrutement des larves (terre cuite, calcite, corail
mort), et les travaux de Chamberland et al. (2015) ont dévoilé des résultats tres positifs via un
support en forme de croix. Bien que pour I’instant ces supports aient seulement été testés a
Curacao pour le corail Acropora palmata, ils présentent 1’avantage indéniable de pouvoir étre
remis directement in situ sans nécessiter d’attache spécifique, leur forme en croix permettant
une insertion et un blocage naturel dans la complexité de la structure récifale. Le type de
support n’est pas le seul facteur pouvant favoriser le recrutement des coraux et de nombreux

travaux aujourd’hui démontrent I’importance de certaines espéces d’algues encroltantes dans
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la métamorphose des coraux. En effet, I’espéce Titanoderma prototypum apparait comme
I’algue coralline la plus attractive pour les larves de coraux, induisant un recrutement 15 fois
supérieur par rapport a d’autres algues corallines (Neogoniolithon fosliei). Un nombre
grandissant d’études s’intéressent ainsi a cette attraction spécifique de certains algues
corallines vis-a-vis des larves coralliennes pour essayer de comprendre les mécanismes
biologiques a I’initiative de cette hausse du recrutement, pour in fine pouvoir, par exemple
synthétiser la molécule active ou reproduire le biofilm bactérien attirant les larves. Les jeunes
recrues agees de plusieurs semaines sont ensuite généralement réintroduites dans

I’environnement (Figure 6).

L’élevage ex situ des larves, leurs métamorphoses et leurs phases de post-recrutement dans
des aquariums sont des phases codteuses en temps (financier et humain), ainsi pour limiter ces
phases d’élevage ex-situ, le Dr P. Harrison a récemment mis au point un systéme permettant
d’emprisonner les larves pendant 3 jours sur le site a restaurer, ce qui limite la phase
d’¢élevage et de production de larves (Dela Cruz and Harrison, 2017) . Ces travaux ont montré
des résultats extrémement encourageants et sont aujourd’hui trés prometteurs pour

I’utilisation de la reproduction sexuée a des fins de restauration a grandes échelles.

La reproduction sexuée des coraux suscite un attrait grandissant ces derniéres anneées,
notamment en raison de son implication et son réle positif dans les actions de restauration
récifale. Néanmoins la reproduction sexuée, tout comme la reproduction asexuée sont aussi
mis en péril par les perturbations environnementales et les jeunes stades de vie des coraux
apparaissent particulierement sensibles aux changements environnementaux. Il semble ainsi
intéressant pour que la reproduction sexuée ait une contribution positive aux actions de
restauration futures, que les jeunes stades de vie élevés et transplantés soient capables de
résister aux modifications environnementales futures. Des travaux menés sur les coraux
adultes ont démontré la capacité des coraux a s’acclimater a des épisodes de stress thermiques
soit lors d’un préconditionnement (Bellantuono et al., 2012) soit lors d’expositions
successives a des épisodes de blanchissement (Maynard et al., 2008; Penin et al., 2013). En
comparaison peu d’études se sont intéressées a la réponse des stades de vie pélagique des
coraux (gameétes, embryons, larves, (Puisay et al., 2018), (Bassim et al., 2002; Randall and
Szmant, 2009), (Edmunds et al., 2001; Woolsey et al., 2015) et notre compréhension de la
capacité d’acclimatation des jeunes stades de vie des coraux est encore largement disparate
(Moya et al., 2015; Puisay et al., 2018; Putnam and Gates, 2015). Les travaux de Moya et al.

(2015) ont dévoilé la possibilité d’acclimatation des coraux dés les plus jeunes stades de vie a
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de faibles variations d’acidification de I’océan. Ainsi s’il est possible d’augmenter la capacité
de stades de vie pélagiques des coraux a s’acclimater & des environnements plus stressants,
une phase d’acclimatation des jeunes de stades de vie en amont de la phase de restauration
permettrait d’augmenter le nombre d’individus génétiquement diversifi¢ et potentiellement

plus résistant aux changements environnementaux.

1 mm

Figure 6 : Les différentes étapes de cultures de coraux par reproduction sexuée, modifié de Chamberland et al.,
(2015). Colonie d’Acropora palmata (A), agrégats de gamétes préts a étre expulsés (B), systéme d’élevage de
larves (C), tripode pour le recrutement larvaire (D), recrue (E), jeunes colonies coralliennes (F).

La restauration récifale est basée sur I’implantation de coraux sur des zones dégradées via la
reproduction sexuée et/ou asexuée. Or aujourd’hui les activités humaines sont un sérieux
probléme pour le devenir des coraux, et il n’est plus possible de dissocier la restauration
récifale des changements globaux de la planete et principalement du réchauffement
climatique, qui est aujourd’hui la principale menace a la survie des coraux mais aussi a la
réussite des différentes techniques de restaurations. Or, le lien entre les connaissances
acquises sur la réponse des individus au réchauffement climatique et I’amélioration des
techniques de restauration est resté longtemps dans des spheres séparées. Ce n’est que devant
I’urgence de la recherche de solutions, qu’est apparu un intérét a évaluer dans quelles mesures

I’étude des mécanismes fondamentaux de la biologie des coraux au réchauffement climatique
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pourrait améliorer les techniques de restauration utilisées jusqu’a présent. En effet un épisode
de réchauffement climatique de quelques semaines peut anéantir le travail mené depuis
plusieurs mois sur 1’élevage de coraux issus de la reproduction sexuée et/ou asexuée dans des
pépiniéres in-situ. Aujourd’hui il est indispensable d’intégrer les problématiques de
changement climatique directement dans les approches de restaurations, et les nombreuses
observations scientifiques menées sur le blanchissement corallien ont servi de base a cette
réflexion. Tous les coraux ne sont pas égaux face a I’augmentation de la température, certains

meurent d’autres survivent en fonction de leur capacité d’acclimatation et d’adaptation.

IV. Acclimatation et adaptation

Lorsqu’une perturbation met en péril une population naturelle, les premieres conséquences
visibles sont une diminution des phénotypes mal-adaptés dans la population. La probabilité
pour un organisme de se maintenir dans un écosystéeme changeant est alors fonction de la
variabilité génétique de la population, de sa plasticité, du taux de croissance des individus et
de la valeur de la pression de sélection (Rice and Emery, 2003). Néanmoins 1’étude de
Parmesan (2006) stipule que les changements environnementaux actuels ne permettront pas
aux populations naturelles de s’adapter en raison de la rapidité du changement. Faute de
temps pour la sélection de mutation a caractére positif, la trés grande majorité des especes
ayant des temps de générations de ’ordre de quelques années est alors vouée a disparaitre

(Chown et al., 2010).

Néanmoins des processus existent sur des échelles d’adaptation plus courte. Les processus
micro-évolutifs permettent aux organismes de maintenir de hautes performances
physiologiques dans des environnements sub-optimaux par acclimatation, et ainsi d’échapper
a Dl’extinction (Rice and Emery, 2003). C’est le cas de la phaléne du bouleau (Biston
betularia) ou la pression de sélection via I’industrialisation a permis une augmentation de la
fréquence des phénotypes noirs en comparaison aux phénotypes blancs (van’t Hof et al.,
2016).

L’ajustement des parametres physiologiques chez les coraux a intéressé les scientifiques deés
les années 1920 par la mesure de la variation mensuelle de la densité en Symbiodinium le long
de la grande barriére de corail en Australie, mais ce n’est que plus tard que ce genre d’étude a
¢été élargie a d’autres genres coralliens, comme P. damicornis (Brown and Cossins, 2011,
Stimson, 1997). L’étude de la capacité des coraux a s’acclimater aux modifications

environnementales s’est faite a la fois au travers d’expériences en laboratoire mais aussi dans
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le milieu naturel (Brown and Cossins, 2011; Jones et al., 2008; Maynard et al., 2008; Penin et
al., 2013; Yakovleva and Hidaka, 2004). Les périodes d’acclimatation pour étre effectives
peuvent néanmoins variées de 9 mois a 3 ans. De plus certaines populations de coraux sont
plus propices a 1’acclimatation que d’autres, (Berkelmans and van Oppen, 2006), la sélection
des populations de coraux ayant le plus grand potentiel d’acclimatation pourrait alors devenir
une voie de recherche intéressante pour répondre aux besoins actuels de restaurations des
écosystemes. Les travaux de recherche sur les capacités d’acclimatation et d’adaptation des
coraux se sont accélérés ces dernieres années et un consortium de chercheurs a publier en
2017 un travail synthétisant les questions relatives a 1’adaptation rapide chez les coraux et au
mécanisme de plasticité transgénérationnelle (Torda et al., 2017). De nombreuses pistes pour
une adaptation rapide des coraux aux changements globaux apparaissent intéressantes, faisant
intervenir différents niveaux de complexité, de ’hdte jusqu’a ces symbiontes (algue, bactérie,
virus), ou encore jusqu’a la méthylation directionnelle de certaines parties du génome ou de la
modification des histones, associés a I’hétérochromatine. Des études récentes confirment
I’existence de tels mécanismes chez les coraux, comme la méthylation différentielle en
fonction de I’environnement (Putnam et al., 2016), la découverte de bactéries symbiotiques
pro-biotiques (Peixoto et al., 2017) ou I’acclimatation de trés jeunes stades de vie a
I’acidification des océans (Moya et al., 2015). L’acclimatation des coraux pourrait donc se
faire sur différents stades de vie (des gametes aux adultes) et sur différentes parties de
I’holobionte séparément ou en parallele (hotes, algues, bactéries). L’acclimatation étant
réversible et pouvant étre négative ou nulle (Bonduriansky and Day, 2009), des études doivent
étre entreprises pour déterminer le laps de temps durant lequel cette acclimatation est
maintenue (Torda et al., 2017) et s’il existe des stades de vie plus propices que d’autres a
I’acclimatation, comme déja observés chez d’autres organismes, notamment au stade

embryonnaire (Yalcin et al., 2008).

Le questionnement des scientifiques sur la capacité d’évolution des coraux a faire face aux
menaces du XXI°™ siécle, la compréhension acquise jusqu’a aujourd’hui des mécanismes
biologiques résultant de la résistance différentielle des différents individus coralliens face au
réchauffement climatique, et la recherche de solutions novatrices pour assister les coraux dans

le monde moderne a donné naissance a la « Théorie de ’évolution assistée » des coraux.

La théorie de I’évolution assistée (van Oppen et al., 2017, 2015) s’appuie sur différentes
approches, nécessitant des niveaux d’interventions différents, de 1’acclimatation induite (sur

une ou plusieurs générations), en passant par la modification des communautés symbiotiques
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a la fois microbiennes et végetales, la reproduction sélective de certains génotypes (portant
des marqueurs génétiques de résistances thermiques) et 1’évolution contrdlée des

Symbiodinium par mutagénése ou par sélection expérimentale (van Oppen et al., 2015).

Cette théorie se base sur les connaissances des mécanismes biologiques liés au
blanchissement corallien et a pour objectif d’améliorer les performances des coraux via une
intervention humaine. Par exemple il est connu que le stress oxydatif est le principal facteur
déclenchant 1I’expulsion des Symbiodinium, mais que certains coraux avec des Symbioidinium
plus thermorésistants augmentent leur limite létale de temperature de 1 a 1.5°C (Berkelmans
and van Oppen, 2006). Pour augmenter la tolérance des coraux au stress thermique, il a été
proposé de sélectionner les Symbiodinium les plus résistants. Ceci a été réalisé pendant 80
générations clonales, et a entrainé une diminution par 17 de la production de ROS par les
Symbiodinium sélectionnés pour une température de 31°C (Chakravarti et al., 2017).
L’inoculation de ces « super » Symbiodinium aux coraux permettant alors aux nouvelles
recrues de grandir de la méme maniére dans des conditions stressantes ou non contrairement
aux coraux possédant les souches sauvages de Symbiodinium (Chakravarti et al., 2017).
Néanmoins, ce genre d’approche est risqué car la symbiose avec les Symbiodinium est
extrémement plastique, le clade D étant généralement observé lors des épisodes de
températures élevées, mais sa proportion diminue lorsque les conditions de températures
redeviennent normales. Le maintien de la symbiose entre le corail hote et les « super »
Symbiodinium reste donc a tester sur du long terme pour déterminer si une telle évolution
assistée est une solution pour le futur. En raison de la flexibilité de la symbiose corallienne,
des travaux se sont focalisés sur le corail hdte et une contribution non négligeable de 1’hote
dans la résistance au stress thermique a été observée. Certains génotypes ont des tolérances
plus importantes a I’augmentation de température, suggérant un intérét non négligeable
d’utiliser ces coraux de maniere préférentielle dans la restauration d’environnements
dégradés, mais aussi de tester ’hypothese que les coraux issus de leur reproduction seraient

aussi potentiellement plus thermorésistants (Jin et al., 2016).

Ainsi si certains individus spécifiques pourraient jouer un rble déterminant dans notre
capacité a restaurer et a conserver de maniere efficace et durable les récifs coralliens dans le
futur, des expériences doivent encore étre menées pour étudier non seulement la réponse des
especes et des individus au sein de zones géographiques variables et identifier les plus
performants, mais aussi pour comprendre quels sont les impacts du réchauffement climatique

sur les jeunes stades de vie coralliens et si une acclimatation est possible. Une meilleure
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compréhension de la réponse individuelle des coraux a différents stades du cycle de vie
permettrait de proposer in fine des méthodes de restaurations plus efficaces car adaptées aux
futures modifications climatiques de la planéte.

V.  Objectifs de la these
La mise en évidence des différences phénotypiques a caractére adaptatif entre individus et/ou
populations au niveau de traits d’histoires de vie comme la croissance, la survie et la fécondité
permet de sélectionner les individus les plus performants. La compréhension de la
performance de certains individus face aux perturbations environnementales du monde
moderne est aujourd’hui critique, pour préserver et conserver un des écosystémes les plus
diversifiés de la planéte. Dans ce contexte ma recherche doctorale s’articule autour de quatre

questions:

(1) La variabilité des traits fonctionnels des coraux pendant leur croissance permet-elle de

sélectionner les individus les plus aptes a faire face au changement climatique ?

(2) Quelle est la tolérance des jeunes stades de vies coralliens a I’augmentation de la

température ?

(3) Un préconditionnement a un stress thermique améliore-t-il les performances des

jeunes stades de vie ?

(4) L>état de santé des parents affecte-t-il la progéniture et des effets parentaux existent-

ils ?

Le premier axe de ma recherche doctorale s’articule autour de la reproduction asexuée et vise
a appréhender les différences de traits d’histoires de vie (croissance, état de santé, survie) de
trois espéces de coraux scléractiniaires (Acropora hyacinthus, Pocillopora damicornis,
Porites, rus) au sein d’environnements contrastés (Tahiti, Moorea, Bora Bora) afin
d’identifier la variabilité des performances physiologiques chez les espéces et génotypes
étudiés pour definir des criteres de sélection des individus a utiliser pour restaurer les zones
dégradées. Le deuxieme axe de ma recherche est focalisé sur la reproduction sexuée et sur la
compréhension des effets de la hausse de la température sur les jeunes stades de vie et la
possible acclimatation de ces stades, mais aussi sur les colonies adultes et les répercussions

sur leur progeéniture.
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L’ensemble de ma recherche doctorale se situe dans un contexte environnemental ou les
pressions humaines sont une vraie menace pour la survie future des coraux. Ainsi la recherche
de solutions pour la préservation d’un écosysteme, vitale pour des millions de personnes est
aujourd’hui une question centrale. Une restauration adaptée au réchauffement climatique est
nécessaire si 1’objectif est de recréer des oasis de vie sur certaines zones dégradées, mais la
restauration seule ne permettra pas de sauver les récifs coralliens et des actions
multidisciplinaires et concertées au niveau local et global sont nécessaires. Au lieu de
constater uniquement le déclin des récifs coralliens, ma recherche a eu pour objectif de
déterminer dans quelles mesures une action humaine pourrait étre bénéfique pour la
restauration récifale. Un schéma des différentes approches appréhendées dans ma recherche
doctorale est représenté sur la figure 7. Les travaux détaillés dans la thése s’attacheront donc a
I’é¢tude de I'impact des changements environnementaux sur la réponse des coraux

scléractiniaires au travers de leurs systemes de reproduction sexuée et asexuée.

Restauration et conservation des récifs coralliens

e N

Action locale Action globale
Réduction Restauration Protection Réduction des gaz  Acclimatation
des impacts des habitats des habitats 2 effet de serre des coraux
Reproduction
Réhabilitation Multiplication ~ Suivide la S€xuée|Conditionnement| Conditionnement
physico-chimique des coraux restauration des jeunes des symbiontes
du milieu stades de vie Transgénése
-Gamétes
Reproduction -Embryons
asexuée| Sglection Sélection -Larves
des espéces |[des individus \ /
-Croissance
-Etat de santé Selection des geniteurs
-Survie (phénotypes résistants vs sensible)

Figure 7 : Schéma du contexte scientifique de la thése. Différentes couleurs représentent les différents axes de
recherches traités durant la thése
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VI. Stratégie expérimentale

VI.1 Reproduction sexuee des coraux face au changement climatique

La trés grande majorité des coraux se reproduisent de maniere sexuée en émettant des
gamétes (spermatozoides et ovocytes) dans la colonne d’eau ou la fécondation et le
développement embryonnaire s’effectuent (e.g. Acropora). Néanmoins, d’autres especes de
coraux présentent une fécondation interne (e.g. Pocillopora damicornis en Polynésie
francaise), qui se déroule au sein du polype (Harrison, 2011; Harrison and Wallace, 1990).
Bien que des effets délétéres de la hausse de la température aient déja été montré sur la
fécondation, le développement embryonnaire, la survie larvaire et le recrutement des coraux
(Bassim et al., 2002; K. M. Bassim and Sammarco, 2003; Negri et al., 2007; Randall and
Szmant, 2009), aucune étude n’avait pour le moment évalué I’effet d’une augmentation de
température sur la phase gaméte, c’est-a-dire juste apres leurs émissions et avant la

fécondation.

Si a I’heure actuelle, il est extrémement important de pouvoir comprendre et documenter
comment les récifs coralliens font face a ’augmentation de la température, il est primordial de
développer des méthodes permettant d’atténuer les effets des changements globaux sur les
coraux, notamment au travers de methodes de restaurations. Ainsi mon travail de thése
s’inscrit dans une démarche qui vise a comprendre pour mieux ajuster les efforts de
conservation et de restauration des coraux tout en prenant en compte les changements globaux

que subie la planéte.
VI.1.1 Choix des espéces

Une partie importante de ma these s’est focalisée sur le développement de méthodes
permettant d’augmenter la fécondation, la survie larvaire, le recrutement et la survie post-
recrutement des coraux face a I’augmentation de la température. Pour cela, j’ai travaillé sur
deux genres coralliens, Acropora et Pocillopora, qui présentent des modes de reproductions
distincts, le premier eétant un émetteur de gametes (émission des deux types de gameétes et
fécondation externe) et le deuxiéme, un couveur de larves (émission d’un seul type de gamete
et fécondation interne). De plus Acropora est le genre corallien répertorié comme le plus
sensible a I’augmentation de la température (Terry P. Hughes et al., 2018), représentant un
cas idéal pour mon questionnement scientifique. Mon travail sur ces deux genres m’a permis
de pouvoir développer des questions originales et complémentaires sur les jeunes stades de

vie.
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Pour I’évaluation de I’impact de la température sur le genre Acropora, deux especes ont éte
choisies A. pulchra (Brook, 1891) et A. cytherea (Dana, 1846), notamment en raison de leur
abondance dans le lagon. En effet, en 2010, la pente externe a été complétement dévastée par
un épisode de pullulation d’un prédateur du corail, 1’Acanthaster planci et par le cyclone Oli,
réduisant considérablement le recouvrement corallien a moins de 5% (Adjeroud et al., 2018).
La ponte de ces especes a été observée par Carroll et al. (2006) et se déroule de septembre a
novembre, entre 9 et 13 jours aprés la pleine lune. Le choix de travailler sur deux especes
permet d’augmenter notre capacité a tester des conditions de traitements différentes, sachant
que la reproduction sexuée des coraux en Polynésie francaise, ou dans le monde, reste un
évenement rare pour les espéces émettrices de gameétes, comme A. pulchra et A. cytherea, ou
la ponte a lieu quelques nuits (1-3jours) par an sur 1 a 2 mois.

En raison de la limitation du nombre d’échantillons biologiques des espéces d’Acropora liees
a la rareté des événements de ponte, des expériences spécifiques ont été réalisées sur I’espece
Pocillopora damicornis (Linnaeus, 1758), qui est relativement abondante dans le lagon, qui
émet des larves mensuellement dans la colonne d’eau, quelques jours aprés la nouvelle lune

(Hédouin, données non publiées).

Figure 8 : Espéces de coraux utilisées dans la partie reproduction sexuée et changement climatique. (A)
Acropora pulchra, (B) Acropora cytherea, (C) Pocillopora damicornis

VI.1.2 Méthodes d’analyses
VI1.1.2.1. Taux de fécondation réussie

La réponse de la fécondation a I’augmentation de la température chez les coraux est connue
pour étre plus faible a forte température, notamment par la diminution du nombre d’ovocytes
fécondés et par I’augmentation du nombre d’embryons déformés (Randall and Szmant, 2009).
Néanmoins des variations existent en fonction des especes testées avec certaines especes de
coraux plus résistantes que d’autres (Negri et al., 2007). Ainsi la premiére étape a consisté a

tester la fécondation des deux espéces de coraux face a I’augmentation de la température.
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Les coraux ont donc été récupeéré deux jours avant la date presumée de ponte selon les travaux
effectués précédemment (Carroll et al., 2006). Les coraux ont ensuite été observés toutes les
nuits jusqu’a la ponte. Les jours de pontes, les polypes se gonflent et il est alors possible
d’observer les ovocytes a I’intérieur du polype. Toutes les colonies présentant ces signes sont
alors isolées afin de pouvoir récupérer et isoler les gamétes par colonie. Les gameétes s’ont
émises sous forme de « bundles : terme anglais » qui représentent un agrégat d’ovocytes et de
spermatozoides compact. Les « bundles » ayant une flottabilité positive, ils flottent & la
surface de 1’eau et peuvent étre récupérés par pipetage et stockés dans des tubes de 50 mL.
Cette opération est ensuite répétée pour chaque colonie s’étant reproduite. Une fois que toutes
les gameétes ont été récupérées, les spermatozoides sont isolés des ovocytes, grace a un tamis
de 100 um. En effet ce maillage permet de faire passer les spermatozoides a travers le tamis
alors que les ovocytes sont retenus. Les ovocytes sont ensuite rinceés dans 5 bains d’eau filtrée
a 0.7 um, afin de nettoyer les ovocytes de tous les spermatozoides présents au sein des
« bundles ». Les spermatozoides de chaque colonie sont ensuite concentrés dans un seul tube
et la concentration en spermatozoide est estimée grace a un hemacytometre. Les ovocytes sont
quant a eux concentrés juste avant de démarré I’expérience afin d’éviter une fécondation non

voulue.

Le taux de fécondation réussie est estimé en placant dans des piluliers de 20 mL (n = 15 par
température), 10 mL d’eau filtrée & 0.7 um et environ 200 ovocytes avec une concentration de
sperme ajustée a 10° spermatozoides. mL™, permettant un fort taux de fécondation (Oliver and
Babcock, 1992). Afin de déterminer la température réduisant le taux de fécondation réussie, 5
températures (26, 28, 30, 32 et 34°C), ont été choisies. Les piluliers sont ensuite placés au
bain marie dans ces 5 températures et le taux de fécondation est calculé apres 4 h 30. Afin de
stopper I’expérience pour déterminer les taux de fécondations réussies le contenu de chaque
pilulier est placé dans des tubes de 1.5 mL contenant une solution d’eau de mer, contenant du
formaldéhyde a une concentration ajustée a 7%. Apres 48 h dans cette solution les embryons
sont placés dans une solution d’éthanol (70%) et photographié grace a une loupe binoculaire.
Pour chaque pilulier le taux de fécondation réussie est estimé en comptant la proportion
d’ovocytes non fécondées et d’embryons fécondés au stade 2 cellules, 4 cellules et strictement
supérieur a 4 cellules ainsi que les embryons déformes (Puisay et al., 2015), grace au logiciel

de traitement d’image Image J (Collins, 2007).
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VI1.1.2.2. Survie larvaire

Afin d’estimer la survie larvaire, une proportion d’ovocytes et de spermatozoides est
conservés. La fécondation des ovocytes est réalisée selon le protocole décrit précedemment
(VI. 1.2.1). Néanmoins apres 4 h 30 les embryons sont transférés dans des bassines d’cau (3L)
filtrée a 0.7 um. L’eau est renouvelée tous les jours et un bullage est ajoutée seulement 48 h
apres la fécondation afin d’éviter la rupture des embryons par 1’action physique des bulles
(Heyward and Negri, 2012). Les larves commencent a nager environ 72 h aprés la
fécondation. La survie des larves est ensuite déterminée aux 5 températures utilisées pour
calculer le taux de fécondation réussie, soit 26, 28, 30, 32 et 34°C. Afin de déterminer la
survie larvaire dans les différentes températures, 15 larves sont disposées dans des piluliers
de 40 mL (n = 7 par température), contenant 20 mL d’eau de mer filtrée a 0.7 pm et chauffés
aux temperatures voulues dans des bains-marie. La moitié¢ de I’eau de mer est ensuite changée
tous les 2 jours et le nombre de larves enregistrés tous les deux jours pendant 14 jours. Les
larves de coraux considérés vivantes présentent un comportement actif de nage et/ou une

intégrité physique.

Dans un premier temps il s’agissait donc d’identifier les températures réduisant le succes de
fécondation et la survie larvaire des espéces choisies, afin de pouvoir dans un deuxieme temps
augmenter leur résistance a cette température, par préconditionnement. Pour cela les gameétes
et les larves ont été exposées a une gamme de températures de 26 a 34°C pendant 4 h 30 et 14
jours, respectivement, et le succés de fécondation et la survie larvaire caractérisés. La
température de 26°C correspond a la température moyenne généralement mesurée en
septembre. Afin de déterminer des valeurs thermiques limites, mon travail a utiliser une
approche toxicologique basée sur un modele logistique dose-réponse qui permet de
déterminer une concentration efficace (« Effective Concentration » : terme anglais), réeduisant
de 50% la réponse sub-létale (non mortelle) des organismes par rapport au contrdle et la
concentration létale (« Lethal Concentration » : terme anglais), réduisant de 50% la survie des
organismes (Rand, 1995). Ceci m’a permis de calculer une température efficace (TEsp) et

température létale (T Lso).
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VI1.1.2.3. Préconditionnement

Afin d’évaluer comment « aider » les coraux a faire face au rythme accéléré du changement
climatique, ma recherche doctorale s’est focalisée sur deux approches: (a) I’influence du
préconditionnement des jeunes stades de vie (testée sur les espéces d’Acropora) et (b)
I’influence de 1’état de santé du géniteur (testée sur P. damicornis). En effet ces deux
approches s’inscrivent dans une théorie plus large considérant qu’il est possible « d’assister

I’évolution » des coraux (van Oppen et al., 2015).

Le préconditionnement a été testé sur différents stades de vie : gamete, embryon et larve. Ces
stades de vie ayant des durées de vie plus ou moins longue, variant de quelques heures
(gameétes) a plusieurs semaines (larves, Harrison and Wallace, 1990), des temps de
préconditionnement adaptés ont été choisis en fonction de chaque stade de vie. Ainsi les
temps de préconditionnement testés sont pour les gameétes de 30 min a 2 h, pour les

embryons de 30 min a 4 h 30 et enfin pour les larves de 1 a 24 h.

Le préconditionnement des gametes a été evalué au niveau du succes de fécondation, celui des
embryons au niveau de la survie des larves et le préconditionnement des jeunes larves a lui
aussi été évalué sur leur survie ultérieure, puisque cette période de vie larvaire peut s’étendre

sur une période de plus d’une centaine de jours (Harrison and Wallace, 1990).
VI.1.2.4. Choix des géniteurs

Afin d’évaluer si I’état de santé de la colonie adulte influence la qualité des jeunes stades de
vie émis, mon travail a utilisé I’espéce P. damicornis comme modeéle biologique. Le fort El
Nifio enregistré pendant la période 2014-2017 (Eakin et al., 2016) a créé des conditions in situ
permettant d’identifier des colonies sensibles (blanchies) et résistantes (non-blanchies). Les
colonies ont été ramenées dans des aquariums au CRIOBE quelques jours avant la ponte et les
larves de chaque colonie récoltées et analysées. La qualité de la ponte de chaque colonie a été
évaluée en fonction du jour de ponte, du nombre de larve émise et de leur fluorescence. En
effet deux travaux précédents ont montré I’existence de larves coralliennes, avec des types de
fluorescence différents, liés a des comportements et des activités physiologiques différentes,
mais non reliés a la fluorescence des parents (Kenkel et al., 2011; Strader et al., 2016). L’idée
était donc de pouvoir observer si cette fluorescence différentielle, pouvait étre liée au taux de
blanchissements des colonies adultes et si cela conférait aux larves présentant le phénotype

fluorescent résistant (rouge), une résistance a la température différente que les larves
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présentant le phenotype sensible (vert), afin de restaurer les récifs coralliens grace aux

individus répondant de maniere adéquate aux défis environnementaux actuels.

Afin de caractériser le blanchissement de chaque colonie, la densité en zooxanthelle a été
déterminée sur des échantillons de colonies adultes de 3 a 4 cm. Les tissus sont extraits grace
a une technique utilisant un jet d’eau de mer (filtrée a 0.7 pm) sous pression qui décolle les
tissus coralliens du squelette. Le volume total obtenu est ensuite pesé et homogénéisé. Une
sous-partie de I’homogénat (90 mL) est ensuite centrifugée a 10 000 rpm pendant 15 minutes.
L’eau restante est ensuite retirée et centrifugé de nouveau dans 2.5 mL d’eau de mer filtrée.

Le nombre de zooxanthelle est ensuite déterminer grace a un hemacytometre.

Tous les matins de pontes (0 a 15 jours aprées la nouvelle lune) les larves provenant de 5
colonies blanchies et 5 colonies non-blanchies ont été comptés et leurs fluorescences
caractérisés grace a une lampe UV. Les larves sont ensuite regroupées en fonction de leur
fluorescence et leur survie testée dans des piluliers de 20 mL (n = 10 larves par pilulier) a
28°C (n = 5 par température et par phénotype) et 31°C (n = 5 par température et par
phénotype). La survie des larves a ensuite été observée comme décrit précédemment. Afin de
tester le recrutement, des larves de chaque phénotype fluorescent (n = 200-600) sont placés
dans des aquariums (2 L) contenant 1 L d’eau de mer filtrée et des blocs de recrutements (n =
4, 5x5x5 cm) conditionnés 6 mois dans le lagon (temps de I’installation des algues
encroltantes, facilitant le recrutement). Le nombre de recrue est ensuite déterminer 24 h apres
le lancement de 1’expérience et le taux de recrutement déterminer en fonction du nombre de
larves nageantes utilisés dans chaque aquarium. Le taux de survie post-recrutement est ensuite
déterminé aux mémes températures que celles utilisées pour la survie larvaire (soit 28 et

31°C), en comptant le nombre de recrue vivante tous les 48 h pendant 25 jours.
VI.2 Reproduction asexuée des coraux face au changement climatique

Bien que la reproduction sexuée soit aujourd’hui utilisée afin de restaurer les environnements
dégradés tout en conservant une diversité génétique en partie inféodé a la reproduction
sexuée, la reproduction asexuée et le bouturage du corail représente une méthode moins
couteuse afin de restaurer les récifs coralliens. Néanmoins les coraux ne présentant pas tous
les mémes résistances thermiques il est apparu intéressant de pouvoir travailler sur la
plasticité des coraux face aux variations de leurs parameétres environnementaux afin de

pouvoir trouver des espéces mais surtout des individus potentiellement plus aptes a étre
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transplanté sur des sites dégradés. Ainsi en parallele de I’étude de I’effet de I’augmentation de

la température sur les jeunes stades de vie une expérience en jardin commun a éte réalisée.
VI.2.1 Choix des espéces

L’expérience de transplantation de fragments coralliens a ¢été réalisée entre 3 sites d’études
(Bora Bora, Moorea et Tahiti). Toutes les colonies ont été collectées a partir d’un site localisé
a Bora Bora (16° 33’ S, 151° 43’ W) puis mis en croissance dans trois Tles différentes (Bora
Bora: 16° 29’ S, 151° 42" W, Moorea : 17° 29’ S, 149° 53’ W et Tahiti : 17° 34> S, 149° 37
W), au sein de jardins communs afin d’observer s’il existait des différences dans la réponse

des individus confrontés a une variation de leur parametres environnementaux naturels.

Trois genres de coraux scléractiniaires représentant les grands taxons de la Polynésie
frangaise et de I’Indopacifique, Acroporidae, Pocilloporidae et Poritidae (Adjeroud, 1997)
ont été choisi, Acropora hyacinthus (Dana, 1846), Pocillopora damicornis (Linnaeus 1758) et
Porites rus (Forskal, 1775). Pour chaque espéce, 8 individus et 10 clones par individus ont été
généreés et transplantés (total de 240 boutures par site) dans ces 3 fles et suivi pendant 3 ans de
juin 2014 a juin 2017, soit pendant le plus long et le plus important blanchissement global

jamais enregistré (www.coralreefwatch.noaa.gov). De plus ces espéces ont montré des

résistances variables a 1’augmentation de température (Terry P. Hughes et al., 2018) et il était
donc intéressant de pouvoir observer la réponse interspécifique mais aussi intraspécifique, des
différentes colonies coralliennes afin d’observer si une sélection des especes et des individus
étaient possible afin de trouver les coraux les plus aptes a étre utilisés afin de restaurer les

environnements dégradés tout en prenant en compte le changement climatique.

Figure 9 : Espéces de coraux utilisées dans la partie reproduction asexuée et changement climatique. (A)
Acropora hyacinthus, (B) Pocillopora damicornis, (C) Porites rus
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V1.2.2 Méthodes d’analyses

Les caracteres mesurés ont été choisi pour représenter des traits fonctionnels plastiques,
croissance, état de santé et survie, par analogie a ceux observés chez les plantes (Nicotra et
al., 2010). Afin de déterminer le taux de croissance de chaque fragment corallien, des mesures
de leur poids immergés (technique du « buoyant weight » : terme anglais) ont été menées
(Jokiel et al., 1978; Spencer Davies, 1989), tous les 3 mois dans les 3 sites d’études. L’état de
santé de chaque fragment a été suivi tous les 15 jours, en utilisant une carte couleur
développée par Siebeck et collaborateur en 2006 (Siebeck et al., 2006). La carte couleur
permet d’obtenir un proxy de la densité de zooxanthelles. La survie de chaque bouture a été
notée en méme temps que leurs codes couleurs et a été¢ définie par 1’absence de tissu sur les

boutures observées.

Bien que la valeur moyenne de chaque trait mesuré permette d’évaluer la réponse moyenne de
chaque individu a la variation des paramétres environnementaux, les mesures de
plasticité phénotypique pour ces traits peuvent donner une idée de la variation de la réponse
de ces traits a la suite d’un changement de paramétres environnementaux. Pour cela, j’ai
utilisé une méthode permettant le calcul quantitatif de la plasticité phénotypique
préalablement développé chez les plantes (Valladares et al., 2006). La valeur de RDPI
« Relative Distance Plasticity Index », permet de calculer la distance d’un trait phénotypique
d’une population en fonction du nombre d’environnement rencontré (Valladares et al., 2006).
Cette technique a donc été appliqué sur les différents coraux utilisés dans cette expérience
afin d’observer si des patrons de plasticités spécifiques pouvaient étre associés a de fortes

valeurs de survie.

La stratégie expérimentale développée ici s’inclus donc dans une démarche de compréhension
de la réponse des coraux a différents stades de développement (gametes, embryons, larves,
recrues, adultes) face aux défis du 21°™ siécle. Cette démarche cherche ainsi & pouvoir
donner des informations nouvelles sur notre capacite a restaurer les récifs coralliens tout en
prenant en compte les changements environnementaux actuels, afin de conserver un des

écosystemes les plus diversifié de la planéte.
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Summary

Rising seawater temperatures are damaging coral reef ecosystems. There is growing evidence
that the survival of adult corals confronted to thermal anomalies depends on their
physiological response. The hypothesis that their reproductive success, and in particular
fertilization, is also affected by rising temperatures remains however poorly tested. Here we
tested for this hypothesis in experimental populations of A. cytherea corals in French
Polynesia. We present evidence that coral fertilization success was reduced at a 30°C
temperature, but that a pre-exposure period at a 30°C temperature on gametes during their
free-life stage, partly counteracted this effect. Our results showed that the effect of pre-
exposure varied with the sex of gametes. Coral fertilization success at 30°C was highest after
0.5 to 1.0 h of pre-exposure of both gametes to 30°C. Our findings on the thermal biology of
gametes have implications for the fundamental understanding of coral population dynamics
and potential resilience to climate change and extend assisted evolution applications to
pelagic life stages.
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I. Introduction
Earth temperatures rose by 0.85°C over the period 1880-2012 (IPCC, 2014). Global warming
has already negatively impacted terrestrial and marine ecosystems worldwide, notably altering
the abundance and distribution of more than a thousand wild species (Parmesan and Yohe,
2003).

The same can be said of coral reef ecosystems that provide habitat to 32% of known marine
life (Fisher et al., 2015). Increasing temperature, associated to high solar radiation cause coral
to lose their obligate photo-symbiont (Symbiodinium sp), term known as bleaching, which
caused their death after a threshold (mainly Acropora species) of 3 to 4 degree heating weeks
(Terry P. Hughes et al., 2018; Lesser, 2011). Rising seawater temperatures have left coral
populations damaged to an extent of 40% on the period 1998-2007, with the expectation that
more than 95% of coral reefs worldwide will experience severe bleaching around the year
2050 (Burke et al., 2011).

A majority of research efforts (~86% of publications) have been directed towards
understanding the impact of temperature on growth and symbiosis in coral adults. In terms of
reproduction, there is evidence from studies conducted mostly on Acropora species that
higher seawater temperatures increase reproductive failure, development rates of embryos,
and abnormal development in corals (Bassim et al., 2002; Bassim and Sammarco, 2003; Negri
et al., 2007; Randall and Szmant, 2009). Knowledge on how temperature alters other stages of
the life cycle of corals is surprisingly incomplete, with only 0.7% of publications addressing

the response of gametes to warmer seawater temperatures.

Gametes thermal limits for marine invertebrates have been hypothesized to be a function of
the bio-geographical repartition of the species, reflecting thermal limits of the organism as a
whole (Andronikov, 1975). Temperature effects on gametes are expected to be long-lasting
because they have the potential to extend to future life-cycle stages (Podolsky and Moran,
2006). Moreover, coral thermal limits have been observed to increase after consecutive
bleaching events (Maynard et al., 2008; Penin et al., 2013). Understanding the mechanisms
underlying rapid adaptation processes in corals has obvious implications for their
conservation (Torda et al., 2017). The acquisition of a higher tolerance to rising temperatures
during embryonic development that shapes the response of adult life stage was found in fish

(Scott and Johnston, 2012). However in corals, the pelagic life history of male and female
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gametes following their release in seawater and before fertilization remains relatively

unexplored (Puisay et al., 2018).

In this context, assessing the effect of the thermal history of coral gametes (intensity and time)
on the fertilization success rate is critical to get a complete picture of the effects of climatic
variation on fitness-relevant functions (Adriaenssens et al., 2012). Such knowledge has
implications for applying assisted evolution theories to corals because it will provide us with
experimental treatments that might enhance coral reproduction in a context of rising seawater
temperatures (van Oppen et al., 2017, 2015). It also has implications for examining the
occurrence of carry-over effects from one life history stage to another that might be beneficial

for the acclimation of corals to rising seawater temperatures.

Here we first present estimates of the thermal tipping point of the fertilization success based
on gametes exposed to a gradient of seawater temperature (4h30 exposure to 26, 28, 30, 32
and 34°C) during fertilization trials in Acropora cytherea corals. We then tested for the
hypothesis that thermal pre-exposure of male and female coral gametes enhance the
fertilization success rate. This was conducted by pre-exposing separately oocytes and sperm
to either 27 or 30°C during four periods of time (0.5, 1, 1.5, 2h) before fertilization was
achieved at either 27 or 30°C.

Il.  Results and Discussion
Our results confirmed that increasing the seawater temperature of experimental tanks to 30°C
and above caused a significant reduction of fertilization success in A. cytherea corals. We
estimated the thermal tipping point at which fertilization success had decreased by 50% in A.
cytherea corals by using a logistic dose-response model (Rand, 1995) and found that this
thermal tipping point was 30.8 £ 0.06°C. Our results also showed that the fertilization success
rate decreased by 20% (relative to control) after a 4h30 exposure at 30°C, and by 91 and 99%
at 32 and 34°C respectively (Ptukey<0.05; Figure 1A). As illustrated by Figure 1B, our results
from the analysis of variance (ANOVA) followed by a Tukey HSD approach showed the
exposure to a temperature above 30°C also increased significantly (Ptukey<0.05) the rate of
deformed embryos from 10 up to 21%. This rate significantly (Ptukey<0.05) rose up to 40% at
32°C. Both the reduction of the number of oocytes fertilized and the increase of the number of
deformed embryos associated with the exposure of coral gametes to temperatures from 30 to
34°C drove the decrease in successful fertilization of A. cytherea (Figure 1). Other coral

species also exhibit a similar negative alteration of successful fertilization in response to
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seawater warming (Bassim et al., 2002; Bassim et Sammarco, 2003; Negri et al., 2007; Puisay
et al., 2018; Randall and Szmant, 2009). We computed dose-model responses at different
temperatures to evaluate the relationship between the fertilization success rate and thermal
exposure. We estimated the expected reduction of the fertilization success by 1, 5 and 10% at
the respective temperatures of 28.7 + 0.12°C, 29.3 + 0.09°C and 29.6 = 0.08°C. Interestingly,
these temperatures are very close to the bleaching thresholds reported for adult corals, which
ranges from 29.2°C (Hoegh-Guldberg, 1999) to 29.8°C (more recent estimates, Hédouin,
unpublished data). This raises the question in corals of a suite of deleterious effects triggered
at different life stages, including adults, embryos, and possibly gametes by the same
temperature tipping point. Testing for thus hypothesis has fundamental implications because it
would clarify whether a temperature rise has a simultaneous impact on the entire coral life
cycle, from gametes to adults. It also has applied implications because accurate estimates of
the thermal tolerance of gametes are scarce and difficult to obtain. Obtaining a proxy of
gamete thermal tolerance derived from adult tolerance would therefore allow us an easier

access to information on gametes.
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Figure 1 : Reduced fertilization success rate (A) and increased abnormal embryonic development (B) of A.
cytherea corals due to increased temperatures. The temperature of exposure is represented on the x-axis on a
scale from 26 to 34°C (n = 3000 oocytes per temperature) in both graphs. Error bars represent standard errors on
both graphs. (A) The dotted line represents values extrapolated by the Dose Response Model (see methods). (B)
Different letters represent significant differences among temperature treatments. Significant differences between
treatments were evaluated by using a Tukey HSD test, with o set to 0.05.

The deleterious temperatures for fertilization that we observed are rarely occurring during the

spawning season of Acropora species (Carroll et al., 2006), when temperature is usually
closer to 27°C. Nonetheless, specific events of abnormally high temperatures have been
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recorded in the past, with temperature peaks up to 32.4°C. Thus, our findings imply that
Acropora adult corals produce embryos with a temperature tolerance adapted to the average
temperature generally experienced by adults. They also shed light on the fact that a 3°C
departure from the usual temperature has the potential to halve the stock of propagules in just
a few hours. In the actual context of global change in seawater temperature, coral sexual
reproduction is more frequently exposed to warmer temperatures. In order to cope with this
current environmental constraint, corals might have to adapt rapidly, over a few years, by
evolving in response to natural selection. However, several biological mechanisms generally
limit the micro-evolutionary response to selection of wild populations over contemporary
short-time scales, e.g., less than a hundred generations (Pujol et al., 2018). In most cases of
contemporary adaptation in wild populations, adaptive phenotypic plasticity — advantageous
non genetic modifications of fitness related traits that organisms undergo in response to
environmental constraints — was involved instead (Merild, 2012). Assisted evolution
techniques might represent an opportunity to either extend the time required for corals to
respond to selection or to allow them to acclimatize by means of phenotypic plasticity, which
would improve their ability to adapt. Yet to date, no study has investigated whether gamete

thermal pre-exposure might increase their thermal tolerance.

Our second set of experiments was designed to evaluate the effect of the thermal environment
of gametes on the subsequent fertilization success by using a Generalized Linear Models
(GLM) approach. Results from this second experiment confirmed that fertilization
temperature explained a large part (pseudo-R2=37%) of the direct changes in fertilization
success rate, from 0.91 £ 0.05 at 27°C to 0.75 = 0.12 at 30°C (Figure 2A). These results also
revealed a remote effect of the temperature on fertilization. They showed that the duration
(pseudo-R? =14%) of the thermal pre-exposure of gametes, and to a lesser extent the
temperature of pre-exposure itself (pseudo-R2=4%) shaped the variation of the fertilization
success (Figure 2B, C). Our results imply that the combined action of three conditions (i.e.,
pre-exposure time and temperature, and fertilization temperature), rather than their isolated
cumulative effects, critically influenced fertilization success. Our results indeed showed that
more than half the variation in fertilization success (pseudo-R?=56%) was significantly shaped
by the triple interaction between these three factors. Pre-exposure parameters could therefore
interact differentially, depending on the fertilization temperature of 27 or 30°C. As illustrated

by Figure 2D, pre-exposure to a temperature of 30°C of sperm and oocytes in isolation for a
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specific amount of time increased the fertilization success likelihood by 93% (P<0.05). Most
interestingly, we identified a specific combination of gamete pre-exposure duration and
temperature that maximized the probability of fertilization success at 30°C. Pre-exposure
conditions of temperature and duration also affected the high variability characterizing the
fertilization success that had previously been observed. We found that pre-exposure of both
gametes during 0.5h and 1h at 30°C led to the highest and most stable fertilization success
rates at 30°C with 87.5 £ 1.7% and 86.2 + 2.9% of fertilization success. We therefore
recommend these gametes thermal pre-exposure treatments (0.5h and 1.0 h at 30°C) to

maximize A. cytherea chances of successful fertilization.
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Figure 2 : Fertilization success rate among different temperatures (A, n = 96), pre-exposure time (B, n= 48),
pre-exposure temperature (C, n = 48), and estimated effects of each variable and their interactions (D) in the
coral A. cytherea. Each points represent the response of an average of 160 embryos (A, B, C). Different colors
represent different treatment (A, B, C). For the estimates, purple value represent negative effects, blue value null
effects, and green value positive effects (D).

In order to decompose this complex physiological mechanism, we estimated the effects of
pre-exposure parameters separately. We evaluated the interaction effects among pre-exposure
treatments in two separated GLM analyses, one for each fertilization temperature (27 Figure
3C and 30°C Figure 3F). We also measured the different responses of male and female
gametes in these analyses. The results of these models illustrate how gamete pre-exposure
treatments influenced fertilization success rates at 27°C and at 30°C. They allowed us to
decompose how the effect of pre-exposure treatments depends on the gamete of interest
(oocytes vs sperm) at each of these two temperatures. Pre-exposure duration explained 13% of
the variation in the fertilization success at 27°C, and 19% at 30°C (Figure 3A, D).
Additionally, pre-exposure temperature explained 12% of the variation at 27°C, and 10% at
30°C (Figure 3B, E). Their interaction explained 27% of the variation at 27°C, and 32% at
30°C. At a fertilisation temperature of 27°C, the fertilization success was reduced by half after
the pre-exposure of oocytes at a temperature of 30°C combined to an increase/decrease of
their pre-exposure duration from 0.5 h to 2 h. As illustrated by Figure 3C, this reduction was
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surprisingly similar whether the sperm was pre-exposed to a 30°C (50%, P-value < 0.05) or a
27°C temperature treatment (52%, P-value < 0.05). When oocytes were pre-exposed at 27°C,
which was also here the fertilisation temperature, and sperm was pre-exposed at 30°C,
changing the pre-exposure duration had no significant effect (P-value = 0.80). At a
fertilization temperature of 30°C, an increase/decrease of the pre-exposure duration combined
to the pre-exposure of sperm at 30°C, with oocytes maintained at 27°C, increased the
fertilization success by 55% (P-value < 0.05). However, when this pre-exposure treatment
was inverted between oocytes exposed to 30°C and sperm maintained at 27°C, it reduced by
22% (P-value = 0.014) the fertilization success. No significant effect (P-value = 0.69) was
found for the interaction of pre-exposure duration with the pre-exposure of both gametes to
30°C (Figure 3D). As illustrated by Figures 2 and 3, sperm and oocytes were differentially
affected by thermal pre-exposure. Different conditions are required for oocytes in order to
maximize fertilization success than those required by sperm. This is likely because their
metabolism responded differentially to specific combinations of pre-exposure durations and
temperatures. Potential biological mechanisms underlying this finding might be increased
metabolism and oxygen consumption, as previously observed for gametes in warming
environments (Hawkins, 1995). For example, increased metabolism influenced the swimming
speed of sperm in marine invertebrates (Kupriyanova and Havenhand, 2005) and the thermal
tolerance of oocytes in corals (Puisay et al., 2018). In order to obtain an optimal fertilisation
success in A. cytherea corals by increasing the thermal tolerance of gametes as a result of their
thermal pre-exposure, it appears crucial to choose the optimal duration and temperature of

pre-exposure. This optimal combination appeared to be different for each type of gamete.
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Figure 3 : Fertilization success rate among different pre-exposure time (A, D, n = 24), and pre-exposure
temperature (B, E n = 24), at 27 (A, B), and 30°C (D, E) and estimated effects of each variables and their
interactions (C, F) in the coral A. cytherea. Each points represent the response of an average of 160 embryos.
Different color represent different treatment (A, B, D, E). For the estimates, purple value represent negative
effects, blue value null effects, and green value positive effects (D).

Our results imply that gamete thermal pre-exposure has the potential to maximize fertilization
success as a result of an increase of their thermal tolerance in A. cytherea corals. This is
probably resulting from the reduction of the proportion of abnormal embryos, and the
increased tolerance of gametes and/or the selection of the best gametes in response to
warming conditions. These findings have implications for assisted evolution as we
demonstrate that pelagic life stages can be used for acclimatization or adaptation approaches
to improve the ability of corals to adapt to the global warming of the world oceans. Our
findings also imply that the thermal tolerance and acclimatization of gametes, which is an
often neglected section of the life cycle, critically influences fitness-related functions and their
adjustment to climate variations. Coral gametes biology and their thermal histories represent
less than 1% of the publications linking corals and temperature effects. In A. cytherea corals,
they nevertheless conditioned up to 56% of the total variation observed for its reproductive
output in a warmer (+3°C) environment. This implies that coral gametes deserve more

attention.
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I1l. Material and methods

.1 Corals and gametes collection
Gravid coral colonies of the broadcaster-spawner Acropora cytherea (Dana, 1846) were
identified and 10 fragments (25x25 cm) were brought from the fringing-reef (1-1.5 m depth)
of Moorea, French Polynesia (17°30" S, 149°50' W) to the Center of Insular Research and
Observatory of Environment (CRIOBE). This was done two days before the full moon of the
expecting spawning month (Carroll et al., 2006). Coral fragments were maintained in an open
circuit aquarium (3000 L; T°C: 26.3 £ 0.5 °C, salinity: 35; pH: 8.1 £ 0.1), with a natural 12
h/12 h light/dark cycle corresponding to photosynthetic active radiations recorded between 50
to 75 PAR. Service d'Observation CORAIL from CRIOBE kindly provided the ecological
monitoring data. They were monitored every-night until the spawning occurred in October
2011, nine days after the full moon (eight dafm) (21-10-2011, 22h10), October 2014, seven
dafm (16-10-2014, 22h08). Spawning activity was monitored by assessing polyp gravidity,
which were inflated and pink due to oocytes aggregation at the mouth of the polyp. At this
stage gravid colonies were isolated in individual plastic aquarium. Coral gametes were
collected by pipetting the released bundles during spawning, and stored individually for each
spawning colony in a 50 mL tube (one per colony). Bundles were broken by gentle agitation
of the tube. Oocytes and sperm from one tube were then passed through a plankton mesh (100
pum), that retained oocytes but not sperm. Oocytes, isolated on the mesh were rinsed five times
with filtered (0.7 um) sperm-free seawater and stored individually. Sperm from each
spawning colonies was pooled in a tube, with an equal amount of sperm from each colony.
Oocytes were pooled few minutes before the start of the experiment to avoid unwanted
fertilization due to potentially remaining sperm attached to oocytes. Sperm concentration was
estimated by counting the sperm solution on a hemacytometer. A similar method was used

across the different years (2011, 2014) of experimentation.

1.2 Fertilization success and abnormal development experiments
Fertilization success and abnormal development experiments were carried out using around
200 oocytes placed in 20 mL glass vials filled with 10 mL of 0.7 um filtered seawater (n = 15
replicates per temperature treatment), with a sperm concentration adjusted at 108 sperm mL*
and kept in water baths at 5 nominal temperatures (26, 28, 30, 32, 34 °C) regulated by a
Hobby® Biotherm Pro. Glass vials were left undisturbed for 4 h 30, to obtain important
(>80%) fertilization success and embryonic development until morula stage (Oliver and

Babcock, 1992). Fertilization and embryonic development processes were stopped, after the
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elapsed time period by transferring embryos newly formed in 1.5 mL tubes containing
seawater-formaldehyde solution (7%). After fixation (24 h) embryos were translocate and
conserved in ethanol (70%) for 48 h and then pictured using a binocular microscope (Leica®
M80, Leica Microsystems Inc, Buffalo grove, IL, USA). The proportion of successfully
fertilized (2 cells, 4 cells, > 4 cells) and abnormally developed embryos (erratic dividing
plans), were determined using the picture software Image J (Collins, 2007), for each vials (see
Puisay et al., 2015).

I11.3  Effect of gametes thermal history on the fertilization success
In order to test the role of thermal history of coral gametes on their subsequent fertilization,
both gametes male and female were treated as independent life stages. Collection of the
gametes was carried out using the same protocol as explained for fertilization success.
Gamete thermal history was assessed using spermatozoids (S) and oocytes (O) pre-exposed
for 0.5, 1.0, 1.5, and 2.0 h at 30°C separately, with control kept at 27°C for the same period of
time. A total of 4 different types of crosses (n = 6 per cross) were performed: SO?’, S3°0%,
S270%, SO, and assessed for their fertilization success rate at 27 and 30°C as described in

fertilization success and abnormal development experiments.

1.4 Data analysis
Graphical and statistical analyses were carried out using the statistical software R (R Core
Team, 2015). Data were first tested for their normality distribution using the Shapiro test, and
then negative transformed by the arcsine of the square root. Significant differences through
the fertilization success and abnormal development experiments were done using the analysis
of the variance (ANOVA) pursued by a Tukey HSD post-hoc test (Zar, 1996). Data were
represented as the means + standard errors. The significance level was set at a = 0.05. The
dose responses were analysed by computing a median Effective Concentration measure
(ECs0) for sublethal response (fertilization success), which represents a decrease of the
response analysed compared to control by 50 % (Rand, 1995). Thus, the thermal threshold of
the fertilization success was calculated using the ETso for the median Effective Temperature
after 4 h 30 (Puisay et al., 2018). Dose response and ETso were calculated by using a logistic
model from the package drc (dose-response models) for estimating effective doses (Ritz et al.,
2015). To evaluate the effect of the thermal history of gametes on the fertilization success, we
constructed three different Generalized Linear Models (GLM). The first model included
fertilization success at 27 and 30°C. The second and third GLMs were constructed similarly
but restricted respectively to each fertilization temperature (27 or 30°C). The best model was
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selected based on model weights from Akaike information criterion using the package
MuMIn (Multi Model Inference). Odds-ratio were estimated by using the package GGally
(extension from ggplot2 to plot model coefficients).
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Supplementary information

Table 1 : Generalized linear model on the fertilization success of the coral Acropora cytherea
at 27 and 30°C. Results of restricted model at 27 and 30°C are also shown.

Estimate Std.error zvalue Pr (> |z| model
Fertilization temperature 30°C -0.54910 0.19302 -2.845 0.004444%*%  27-30
Time -0.01191 0.12225 -0.097 0.922419 27-30
027x530 0.07016 0.21079 0.333 0.739238 27-30
030x527 0.44008 0.21956 2.004 0.045033% 27-30
030x530 0.48908 0.22010 2.222 0.026278% 27-30
Fertilization temperature 30°Cx Time -0.59972 0.14501 -4.136 3.54e-05%%*  27-30
Fertilization temperature 30°Cx 027x530 -1.00276 0.26809 -3.740 0.000184%**  27-30
Fertilization temperature 30°Cx 030xS527 -0.44829  0.26317 -1.703 0.088496 27-30
Fertilization temperature 30°Cx 030xS30 -0.18080 0.27235 -0.664 0.506778 27-30
Time x 027x530 -0.04372  0.17023 -0.257 0.797315 27-30
Time x 030x527 -0.74019 0.15682 -4.720 2.36e-06%+* 27-30
Time x O30x530 -0.70096 0.16095 -4.355 1.33e-05%*#* 27-30
Fertilization temperature 30°CxTimex 027x530 0.48433 0.20358 2.379 0.017358* 27-30
Fertilization temperature 30°CxTimex 030xS27 0.49569 0.18574 2.669 0.007616%* 27-30
Fertilization temperature 30°CxTimex O30x530 0.65865 0.19366 3.401 0.000671%%*  27-30
Time -0.01191  0.12225 -0.097 0.9224 27
027x530 0.07016 0.21079 0.333 0.7392 27
030x527 0.44008 0.21956 2.004 0.0450% 27
030x530 0.48908 0.22010 2.222 0.0263% 27
Time x 027x530 -0.04372  0.17023 -0.257 0.7973 27
Time x 030x527 -0.74019 0.15682 -4.720 2.36e-06¥+* 27
Time x 030x530 -0.70096 0.16095 -4.355 1.33e-05 ¥+#* 27
Time -0.611623 0.0779%4 -7.842 4.44e-15 ¥+* 30
027x530 -0.932595 0.165650 -5.630 1.80e-08 ¥+# 30
030x527 -0.008207 0.145096 -0.057 0.9549 30
030x530 0.308280 0.160402 1.922 0.0546 . 30
Time x 027x530 0.440606 0.111654 3.946 7.94e-05 ¥¥¥ 30
Time x 030x527 -0.244499 0.099539 -2.456 0.0140%* 30
Time x O30x530 -0.042309 0.107706 -0.393 0.6944 30

Table 2 : Results of the generalized linear model comparisons and Pseudo R2 of both general model (27 30°C)
and restricted to 27 or 30°C

Df loglik LogLik modnull AlCe delta weight PseudoR? model
Pre-exposure temperature 4 -1734,399 -1809,766 3477,012 1854,482098 0,00E+00 0,04164461 27-30
4 -320,8056 -363,8839 650,0508 101,78046 7,92E-23 0,118384738 27
4 -703,3118 -780,2976 1415,063 340,60188 1,09E-74 0,0986621 30
Pre-exposure time 2 -1555,8329 1809,766 3115,729 1493,199518  0,00E+00 0,14031267 2730
2 -317,2566 -363,8839 638,6422 90,3719 2,38E-20 0,128137848 27
2 -631,675 -780,2976 1267,479 193,0179 1,22E-42 0,190469124 30
Fertilization temperature 2 -1144,1816 -1809,766 2292,427 669,896903 3,18E-146 0,367773734 27-30

Pre-exposure temperature x
Pre-exposure time x 16 -793,7106 -1809,766 1622,53 0 9,31E-01 0,561429157 27-30

Fertilization temperature
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Abstract

Rising temperature can adversely affect specific functions of corals. Coral gametes and
planulae of Acropora pulchra were evaluated to determine their temperature resistances, and
the potential of developmental thermal acclimation was examined on gametes. Results
highlight that fertilization success displays a relatively high thermal resistance at ETso
(median effective temperature) 31.5 + 0.5°C after 4 hours and 30 minutes. Additionally,
probability of larval survival is halved at LTso (median lethal temperature) 28.4 + 0.42°C after
14 days. The pre-exposure of oocytes to 30°C and 32°C for 1 hour increases the cell
development pace during fertilization at ambient temperature. Pre-exposure of gametes,
separately at 32°C for 1 hour, increases fertilization success rate by 63% at 32°C, conversely,
pre-exposure to 30°C induces more variable results. These results evidenced the occurrence of

developmental thermal acclimation as a result of thermal pre-exposure of oocytes.

Key-words: Carry-over effects; embryos; gametes; planulae; developmental acclimation;

thermal stress.
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I. Introduction

Coral reefs are built by the accretion of organisms that secrete calcium carbonate, notably
scleractinian corals (Goreau, 1963). Scleractinian corals are stenotherms, which characterize
animals that live in a narrow temperature range (e.g. 18-35 °C). Today, temperature rise
associated with climate change is considered the principal limiting factor for the future of
coral reefs (Terry P. Hughes et al., 2017). However, thermal tolerance of an organism can be
influenced by its acclimatization and adaptation potential (Somero, 2010), which may have
some consequences on how management of an area and restoration measures are deployed.
Consequently, a need has emerged to assess the thermal resistance of species that host
ecological functions and provide valuable goods and services, such as the scleractinian corals
in coral reef ecosystems (Jones, Lawton, & Shachak, 1994; Moberg & Folke, 1999).

Corals live close to their upper thermal limits and an increase of 1 to 2 °C for one or two
weeks or 3 to 4 °C for one or two days during the hottest season can lead to severe bleaching,
followed by important mortality (Hoegh-Guldberg, 1999; Jokiel and Coles, 1990, 1977).
Coral bleaching describes a process where the obligate algal photo-symbiont (i.e.
Symbiodinium sp) is expelled following a synergistic effect of elevated temperatures and
ultraviolet radiation that increase oxidative stress by production and accumulation of reactive
oxygen species (ROS) (Lesser, 2011, 1997). Coral bleaching since its discovery in 1983
(Glynn, 1983) has been extensively studied and the concept of “winners” and “losers” was
first introduced by Loya et al. in 2001 to describe coral traits, species and families tolerant or
sensitive to increasing seawater temperature. This discrimination was first applied to compare
different families, but it could also be used to describe inter-individual variations, as
“dynamic” versus ‘“static” genotypes have been found to drive functional variations in coral
thermal resistance (Parkinson et al., 2015). Today, despite a broader understanding of the
thermal resistance in adult coral populations (Howells et al., 2012; Jones et al., 2008;
Maynard et al., 2008; Palumbi et al., 2014; Torda et al., 2017), our knowledge does not
provide a complete picture on how early pelagic life stages cope with global warming and
which mechanisms are implied. Among the works dedicated to the response of early coral life
stages to thermal stress, data are currently available on gametes and embryos (Bassim et al.,
2002; Edmunds et al., 2001; Negri et al., 2007), planulae (coral larva) (Edmunds et al., 2001;
Heyward and Negri, 2010; Nozawa and Harrison, 2007), and recruits (Edmunds, 2005, 2004;
Mumby, 1999). Research on pelagic coral life stages has not only sought to assess how

thermal environment modifies the resistance of early stages, but also compared differences in

57



thermal resistances between populations from thermally variable environments (Howells et
al., 2014; Polato et al., 2010; Woolsey et al., 2015). These works highlighted that under high
temperature regime, coral embryos developed faster but an higher number of embryonic
abnormalities were reported (Negri et al., 2007; Randall and Szmant, 2009). At the same time,
the future of abnormal embryos remained uncertain (Strathmann et al., 2002). However, a real
knowledge gap existed on individual coral gamete (oocytes or spermatozoids separately)
responses before fertilization, notably how rising temperature during the first minutes of
gamete release may have some carry-over effects for ulterior stages (embryo and planulae). In
addition, we also lacked a pattern of thermal resistance in one species at different life stages,
which made it difficult to predict the general response of coral species in the future. This
shortage of data and understanding on early life stages might be concealing some important
ecological issues, especially when thermal tolerances vary significantly across life cycles, as
observed in terrestrial invertebrates (Bowler & Terblanche, 2008; Klockmann, Ginter, &
Fischer, 2016; Lockwood, 2017).

However, while documenting the decline of corals or assessing their sensitivity to
environmental changes are key components, there is also a critical need to investigate new
strategies that aim at helping corals to resist such changes. In this context, stress mitigation in
corals has recently attracted the attention of scientists, and has become an issue of major
interest with respect to the issue of climate changes (Grottoli et al., 2014; Palumbi et al.,
2014). Hence, a new research area has grown from the theory that, using assisted evolution
(van Oppen et al., 2015), we could better elicit an understanding of coral resistance patterns
and provide new perspectives to coral restoration managers facing changes in the 21st century.
Thus, interesting findings in recent years have shown that acclimatization processes could
increase stress tolerance among corals. Yet, studies on corals acclimatization have largely
been concentrated on varying seasonal or annual bleaching thresholds (Maynard et al., 2008)
and parental effects following preconditioning (Brown and Cossins, 2011, Putnam, Davidson,
& Gates, 2016; Putnam & Gates, 2015). Nevertheless, potential carry-over effects from
gamete conditioning and developmental thermal acclimation in early life stages of corals
remain unexplored. Nonetheless, an assessment of gene expression profiles in coral recruits
during moderate acidification trials have underpinned that acclimation in early life stages can
be led by the regulation of heat shock proteins (Hsp70) and anti-apoptotic (Bcl-2) genes
(Moya et al., 2015). As acute or prolonged exposition to stress have demonstrated different

up- and down-regulation of genes associated with stress, we assumed that a combination of a
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certain time and intensity of thermal pre-exposure can improved thermal tolerance. Moreover,
work on coral oocytes have demonstrated that oocytes possess antioxidant proteins
(superoxide dismutase) in greater proportion than adults (Padilla-Gamifio et al., 2013), which
implies that coral gametes can likely better deal with oxidation stress before fertilization, and
that they can represent good time point for acclimation by virtue of potential maternal carry
over-effects. Moreover, work by Scott & Johnston (2012) and Schnurr Yin & Scott (2014)
revealed thermal acclimation in the early life stages of the fish Danio rerio (zebra fish) with
positive and persistent effects in adults. Considering these studies as rational, we assumed that
pre-exposure of coral gametes to moderate and high temperature (30 and 32 °C) should

enhance their tolerance during fertilization and embryonic development.

The goals of this study were as follows 1) To assess the thermal sensitivity in pelagic life
stages (oocytes, sperm, embryos, and planulae) of the coral Acropora pulchra and then 2)
determine whether pre-exposure to thermal stress of gametes enhances their resistance during
fertilization and early embryonic development at moderate (30 °C) and high (32 °C)

temperatures.

I1. Materials and methods

1.1 Corals and gametes sampling

Fragments (25 x 25 cm) of mature colonies (with pink coloured oocytes) of the broadcaster
coral Acropora pulchra (Brook, 1891) were collected (1-1.5 m depths) a few days before the
full moon in October (2011, 2013, 2014) from the lagoon of Moorea (17° 30° S, 149° 50° W,
French Polynesia). The corals were placed in running seawater aquaria (open circuit, 3000-I
aquarium, with water renewal: 30 % h; T°: 26.3 + 0.5 °C, salinity: 35; pH: 8.1 + 0.1, and
natural 12 h/12 h light/dark cycle, PAR: 75 (Service d'Observation CORAIL from CRIOBE
kindly provided the ecological monitoring data) at the Center of Insular Research and
Environment Observatory (CRIOBE). Spawning occurred on October 20, 2011 (at 20.55 hrs)
8 days after the full moon (8 dafm), October 27, 2013 (21.45 hrs) 9 dafm, and October 18,
2014 (21.00 hrs) 10 dafm. We collected the oocytes/sperm bundles released by each colony
with 50 mL tubes (n = 1 per colony). A minimum number of 3 as well as a maximum of 10
colonies were used in order to carry out the experiments. Tubes were gently stirred to break-
up oocytes/sperm bundles, which were then passed through a 50 um mesh to separate oocytes
and sperm. The oocytes remaining on the mesh were rinsed at least 5 times with 0.7 um
filtered sperm-free seawater.

Sperm from at least 3 spawning colonies were pooled together in the same 50 mL tube. A
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hemacytometer was used to determine the sperm concentration. This final solution of sperm
was used to carry out all the fertilization trials at a concentration of 10° sperm mL* (Nozawa
et al., 2015) that allowed a high (>80 %) fertilization rate. The oocytes were also pooled

together (at least 3 colonies) a few minutes before commencing the experiments.

1.2 Effects of rising temperature on coral pelagic life stages
I-Thermal threshold experiments
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Figure 1 : Experimental scheme of the different experiences carried out in the present study: Numbers in bold
represents the different experiments. Numbers in blue indicates control temperatures, and in red temperatures
tested

2.2.1. Experiment 1: Successful fertilization and abnormal development
trials

Successful fertilization and abnormal development (see Puisay et al., 2015) trials were carried
out using approximately 200 oocytes placed in a 20 mL glass vials filled with 10 mL of 0.7
um filtered seawater (n = 15 replicates per temperature treatment), with a concentration of
sperm at 10° sperm mL™ and held in water baths at 5 nominal temperatures (26, 28, 30, 32, 34
°C) regulated by a Hobby® Biotherm Pro (Figure 1 1.1). The temperature was recorded every
15 minutes using data loggers (UA-002-64 HOBO®, Onset Computer Corporation, Bourne,
MA, USA). The vials were left undisturbed for 4 h 30 to maximize fertilization and
embryonic development until the morula stage (Oliver and Babcock, 1992). Embryo

formation was stopped by placing them in seawater-formaldehyde solution (7 %). After 48 h,
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the embryos were transferred into 70 % ethanol and photographed using a binocular
microscope (Leica® M80, Leica Microsystems Inc, Buffalo grove, IL, USA). For each vial,
the proportion of normal (2 cells, 4 cells, > 4 cells) and abnormal cleavage (see Puisay et al.
2015) were calculated using Image J software (Collins, 2007).

2.2.2.  Experiment 2: Larval thermal resistance

Batches of oocytes and sperm from several colonies were kept during the spawning event to
raise planulae. Fertilization was performed as described above (see 2.2.1) at ambient
temperature (26 °C). However, after 4 h 30, the fertilized oocytes were transferred to a 3 L
plastic container filled with freshly filtered seawater. The seawater was changed every day
and gentle bubbling was added after 48 h to avoid breaking the embryos (Heyward and Negri,
2012). The first swimming planulae were observed 72 h after fertilization. Larval survival
(Figure 1 1.2) was calculated for 5 temperatures (26, 28, 30, 32, 34 °C), which were the same

as those used for the fertilization success rate experiment (Figure 1 1.1).

At the beginning of the experiment, swimming planulae (n = 15) were placed in 40 mL
vials (n = 7 per condition) containing 20 mL of filtered seawater and held in water baths
controlled by a Hobby® Biotherm Pro at each desired temperature and under a natural
dark/light regime (12 h/12 h). Half of the seawater was changed every two days. The number
of planulae was recorded every 2 days for 14 days. Planulae were recorded as alive when

their movement and/or integrity was observed.

2.2.3. Experiment 3. Gamete thermal sensitivity

To assess the sensitivity of oocytes and sperm to thermal stress before fertilization, batches
of oocytes and sperm were separately exposed for 1 h to two temperature treatments: 30 and
32 °C, and control was kept at 26 °C (Figure 1 1.3). A total of 7 different crosses (n = 6 per
crosses) were performed (SO, S0, 526032, 5300, 5%2026 SO*, SO%). Once oocytes and
sperm were mixed together, vials were left undisturbed for 4 h 30 at 26 °C, in accordance
with the protocol described by Oliver and Babcock (1992). The same protocol, as described
above (2.2.1), was used for assessing the percentage of normal and abnormal embryos. This
experiment was referred as exposure because fertilization was carried out solely at 26 °C, and

not at 30 and 32°C as in the pre-exposure experiments.
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I1.3 Pre-exposure of gametes to thermal stress

2.3.1 Experiment 4: Influence of the thermal intensity
The objective of this experiment was to test whether a 1 h pre-exposure of oocytes and sperm
to the same thermal stress (30-32 °C) improved their capacity to fertilize and develop at
medium (30 °C) and high (32 °C) temperatures.

The same protocol, as described in 2.2.3, was used to perform the crosses (n = 6 per crosses),
and successful fertilization was assessed at 30 and 32 °C (Figure 1 I1.4). Only the crosses
where both sperm and oocytes were kept for 1 h at the same temperature were analysed: SO,
SO%*, so*.

These combinations of oocytes and sperm were left undisturbed for 4 h 30 at the control
temperature treatment (26 °C) and at their respective pre-exposure temperatures (30 or 32 °C).
The control for this experiment was the mix of gametes maintained at 26 °C (no pre-exposure,
SONP) which was allowed to fertilize at 26, 30 and 32 °C. The same protocol, as described

above (see 2.2.1), was used for assessing the percentage of normal and abnormal embryos.

2.3.2 Experiment 5: Influence of the pre-exposure time on the gametes
The objective of this experiment was to test whether the pre-exposure time influenced the
capacity of oocytes and sperm to fertilize and develop with rising temperature (30 °C). The
same protocol, as described in 2.2.3, was used to perform the crosses (n = 5 per crosses),
while the time of pre-exposure was tested at 1 h, 1 h 30 and 2 h, and the successful
fertilization was assessed at 27 and 30 °C (Figure 1 I1.5). Sperm pre-exposed for 1 h were
mixed with oocytes pre-exposed for 1 h. The other crosses (1 h 30 and 2 h) were obtained in a

similar manner.

These combinations of oocytes and sperm were left undisturbed for 4 h 30 at the control
temperature treatment (27 °C) and at 30 °C. The same protocol, as described above (see

2.2.1), was used to assess the percentage of normal and abnormal embryos.

I1.4 Data analysis
All the graphical and statistical analyses were performed using the statistical software R (R
Core Team, 2015). Data were first tested for normality using the Shapiro test and when
negative, transformed by the arcsine of the square root. In order to test significant differences
among the treatments, analysis of variance (ANOVA) followed by a Tukey HSD post-hoc test

(Zar, 1996) were conducted for the total fertilization success rate and abnormal development
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rate. Tests for significant differences among the several cell stages were obtained with the
help of Tukey HSD post-hoc test for each specific cell stage. The differences among survival
experiments were analysed using the log-rank test on the Kaplan-Meier curves (Kaplan and
Meier, 1958), and the package survival (Therneau and Grambsch, 2000). Data were expressed

as the means =+ standard errors. The level of significance was set at a = 0.05.

In order to compute thermal thresholds for coral pelagic life stages, two major biological
responses were targeted: the fertilization success rate and the larval survival. With regard to
the response analysed (lethal or sublethal), the dose-response model commonly used in
toxicological experiments allow the calculation of either a median Effective Concentration
measure (ECso) for sublethal response (fertilization success) or a median Lethal Concentration
(LCso) for lethal effect, which both decrease the response analysed compared to control by 50
% (Rand, 1995). Therefore, to assess the effects of increasing temperature on coral
fertilization success and larval survival, we derived an ECso, which is the median Effective
Temperature that halves the fertilization success rate compared to the control. For gametes,
ETso was calculated on the total fertilization success rate (2 cells + 4 cells + > 4 cells / 2 cells
+ 4 cells + > 4 cells + unfertilized oocytes + abnormal embryos) after 4 h 30. For the larval
survival rate, LTso at 6, 8, 10, 12, and 14 days of exposure was computed, representing the
median Lethal Temperature that kills half of the larva compared to control treatment. Thus,
ETso and LTso were calculated using the package drc (dose-response models) for estimating
effective doses (Ritz et al., 2015).

1.  Results
.1 Effects of temperature on the pelagic life stages
3.1.1 Experiment 1: Fertilization success rate

At the ambient temperature (26 °C), fertilization success rate was recorded at 72.2 % for
A. pulchra (Figure 2A). At 28 °C, no significant decrease was observed (63.9 %) in the
fertilization success rate. The fertilization success rate significantly decreased from 72.2
% to 62 % at 30 °C (Prukey=0.03), t0 22.1 % (PTukey<0.001) at 32 °C, and to 8.2 % at 34
°C (Ptukey<0.001) (Figure 2A). Deformed embryos represented less than 4 % at 26 °C
(Figure 2B). At 30 °C, the deformed embryo rate increased to 7.6 % and reached a
maximum of 39 % at 32 °C (Figure 2B). At 34 °C, the proportion of deformed embryos
was 16.5 %. The ETso for A. pulchra fertilization success rate was 31.5 + 0.1 °C after 4 h
30.
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Figure 2 : Fertilization success rate (A) and abnormal development rate (B) associated with increasing
temperatures from 26 to 34 °C (n = 3000 oocytes per treatment) in the coral A. pulchra. Error bars represent
standard error. The dashed line represents the effective dose model. The presence of the same letter on different
plots represents no differences based on Tukey’s honest difference, with a set at 0.05.

3.1.2 Experiment 2: Larval survival rate

A high larval survival rate was recorded in the control treatment (26 °C, 90.5 %) for the entire
duration of the experiment (14 days). The larval survival decreased to 72.4 %, after 14 days at
28 °C (P<0.001, Figure 3A). The percentage of living planulae dropped from 91.4 % after 8
days to 2.9 % after 10 days at 30 °C (Figure. 3A). At 32 °C, the number of alive planulae
decreased by 89.4 % between day 2 and day 4 (Figure 3A). Finally, at the highest temperature
(34 °C), larval survival diminished to 4.8 % after 2 days of exposure (P<0.001), and all
planulae were dead after 6 days. LTso for A. pulchra larval survival was calculated from the
6" day to the 14th day, and varied between 31.3 + 1.9 °C after 6 days to 28.4 + 0.4 °C after 14

days. A fall in the thermal threshold (LTso) was observed between day 8 and day 10, which
represents a reduction by 69 %.
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Figure 3 : Larval survival probability associated with rising temperatures from 26 to 34 °C (A), and larval
survival rate (B) associated with days of experiment from 6 to 14 days (n = 15 larva per vial) in A. pulchra (n=7
per temperature treatment). Curves represents larval survival probability at each temperature from the Kaplan
and Meier method (A). The presence of the same letter on different curves represents no differences (A). The
lines represent the lethal dose model at 6, 8, 10, 12 and 14 days (B). Error bars represent standard errors.

3.1.3 Experiment 3: Oocytes and sperm thermal sensitivity

The different exposure treatments of sperm and oocytes did not significantly alter the
fertilization success rate, ranging from 59.7 to 73.4 % (Figure 4A, B, C), except when oocytes
and sperm were separately exposed for 1 h at 30 °C (condition SO, Figure 4C). In the latter,
the exposure of oocytes and sperm significantly increased the fertilization success rate to 80.4
% (PTukey<0.001).
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Figure 4 : Effects of exposure of sperm and oocytes separately for 1h at 26, 30 and 32 °C (n = 1200 oocytes per
treatment) on fertilization success (A, B, C) and abnormal embryonic development (D, E, F) at 26 °C in the coral
A. pulchra. S = Sperms, O = Oocytes. The number associated with S and O represent their exposition
temperature. The presence of just one temperature means that both the gametes were exposed to the same
thermal scope. Error bars represent standard errors. The presence of the same letter on different plots represents
no differences Based on Tukey’s honest difference, with o set at 0.05.

Interestingly, the cross of exposed oocytes to 30 and 32 °C with sperm maintained at 26 °C
significantly increased the embryonic development speed (Prukey<0.001, Figure 4B, C). In
these conditions, embryos at > 4-cells stage increased 7.3-7.5 fold compared to the control
treatment. However, no change was observed in the proportion of embryos at the > 4-cells
stage, when sperm were exposed to 32 °C and crossed with oocytes maintained at 26 °C
(Figure 4A). Abnormal development rate ranged from 3.2 (S*0*) to 4.7 % (SO?) (Figure
4D, E, F) and showed no significant difference among the different treatments, with the
exception of (a) sperm exposure for 1 h at 32 °C, which decreased the abnormal fertilization
rate to 2 % (Figure 4A, D) and (b) exposure of both oocytes and sperm at 32 °C (SO%*, Figure
4F), which significantly increased the abnormal fertilization rate to 10.3 %.
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1.2 Influence of intensity and duration of thermal pre-exposure on gametes

3.2.1 Experiment 4: Intensity of thermal stressor
Gamete pre-exposure to 30 °C did not significantly increase the fertilization success rate at 30
°C compared to gametes not pre-exposed (NP), with fertilization success rates of 84.2 % and
73.5 % respectively (Figure 5A), but a significant reduction from 9.8 to 3.8 % was reported in
the abnormal development rate (Ptukey<0.001). The 1 h pre-exposure of gametes at 32 °C
significantly increased the successful fertilization rate at 32 °C from 13.6 (for gametes not
pre-exposed) to 22.1 % (for gametes pre-exposed to 32°C) (Ptukey<0.01, Figure 5A). High and
similar abnormal development rates were recorded at 32 °C for both pre-exposed and not-pre-

exposed gametes (ranging from 46-49 %, Figure 5B).
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Figure 5 : Effects of 1 h pre-exposure of gametes to 30 and 32 °C (n = 1200 oocytes per treatment) on
fertilization success (A) and abnormal development rate (B) at 26, 30 and 32 °C in the coral A. pulchra. S =
Sperms, O = Oocytes. The number associated with S and O represent their pre-exposure temperature. NP = Not-
Pre-exposed, F(X) = Fertilization Temperature (°C). The presence of the same letter on different plots represents
no differences based on Tukey’s honest difference, with o set at 0.05. Error bars represent standard errors.

3.2.2 Experiment 5: Duration of pre-exposure time
The pre-exposure of gametes at 30 °C from 1 h to 1 h 30 did not alter the successful
fertilization rate at 27 °C (ranging from 88-94 %). The pre-exposure of both gametes at 30 °C
for 2 h (SO%) significantly reduced the successful fertilization rate at 27°C to 84.6 %
(PTukey=0.004, Figure 6C). When fertilization was performed at 27 °C, the different pre-
exposure durations of gametes at 30 °C did not change the abnormal development rate
(ranging from 2-3 %) (Figure 6G, H, I).

Pre-exposure of the oocytes for 1 h at 30 °C significantly increased (Ptukey<0.01) the
successful fertilization rate at 30 °C (S?’0%: 70 % and SO*: 60 %) compared to the gametes
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that were not pre-exposed (SO?’: 47 % Figure 6G). High abnormal development rate was
observed at 30 °C with gametes maintained at 27 °C (SO?": 40 %), whereas the pre-exposure
of sperm and oocytes for 1 h at 30 °C, separately, decreased abnormal development rate by 24
% (S3°0?") and 15 % (S?'0%°) respectively. When crosses were realised with both pre-exposed

gametes, the abnormal development rate significantly dropped to 14 % (SO%).

No differences were observed in fertilization success rate when pre-exposure durations lasted
for 1 h 30 and 2 h (from 52 to 56 % and from 42.7 to 46.1 % respectively), nor in the
abnormal development rate at 30 °C (from 23.7 to 26.9% and from 25.4 to 34.9%
respectively) among the different treatments (Figure 6E, F, K, L).
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Figure 6 : Effects of 1 h, 1 h 30 and 2 h pre-exposure of gametes at 27 and 30 °C on fertilization success (A, B, C, D, E, F) and abnormal development rate (G, H, I, J, K, L)
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honest difference, with o set at 0.05.
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IVV. Discussion

Temperature thresholds

Sexual reproduction is crucial for all organisms to ensure high genetic diversity, which is
fundamental to resist climate change (Hoffmann & Sgro, 2011; Reusch et al., 2005). Our
results revealed that high temperatures (e.g. 32 °C and 34 °C) altered the successful
fertilization of gametes and the survival of planulae of the scleractinian coral A. pulchra.
Although these extreme temperatures (32 to 34 °C) are rare in French Polynesia, usually
around 26.5 to 27.4 °C in October (Service d'Observation CORAIL from CRIOBE kindly
provided the ecological monitoring data), they can be recorded during specific timeframes
such as in October 2002, when temperatures reached 32.4 °C (Figure 7). Thus, high
temperatures during the A. pulchra spawning period could drive a severe reduction in the
diversity of newly formed individuals, from embryo to planula stage, thereby creating a
detrimental bottleneck for this coral population (Keshavmurthy et al., 2014). Temperatures of
31.5-32 °C are already known to decrease physiological performance in corals, from gamete
fertilization to larval survival (Albright and Mason, 2013; Bassim et al., 2002; Edmunds et al.,
2001; Heyward and Negri, 2010). Nonetheless, it remains troublesome to compare the
sensibility of coral species among these different works, since the number of temperature
treatments and/or the increment of thermal intensity, the biological responses analysed, and
the duration and period of experiments vary (Victor & Richmond, 2005). Moreover, the
response of corals to environmental disturbances can differ among individuals (Parkinson et
al., 2015), years (Penin et al., 2013), or even days of release (Hédouin and Gates, 2013).
Hence, it became relevant to propose a common way to assess temperature threshold that is
critical for the physiological system analysed. To do so, we derived a relevant toxicological
metric to quantify and compare the toxicity of various compounds in an organism (the
Effective Concentration ECsp) to quantify and compare the thermal tolerance of coral pelagic
life stages. We therefore calculated ETso (for Effective Temperature that halves the
fertilization process) and LTso (for Lethal Temperature that halves the larval survival).
Moreover, as rising temperatures can impact gametes themselves, disrupting their capacity to
fertilize or indirectly by impairing a regular embryonic development, we assumed we would
provide a means to better understanding the impact of rising temperature on gametes and
early embryonic development by distinguishing abnormal from normal embryos and
quantifying the percent of abnormal embryos. ETso was computed in this study by regularly

counting cleaved embryos (2-cells, 4-cells and > 4 cells) obtained after 4 h 30 at 5
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temperatures. Our work revealed that for A. pulchra, a temperature of 31.5 £ 0.1 °C halved
the fertilization success rate. Deformed embryos increased to 7.6 % at 30 °C and to 39.3 % at
32 °C, which is twice and 11-fold of that of the ambient temperature (3.6 %). Thus, as these
findings are consistent with previous works on the Acropora genus (Acropora palmata,
(Randall and Szmant, 2009); A. millepora, Negri, Marshall and Heyward 2007 respectively),
and fertilization experiments ranging between 4 to 5 h allowed more than 80 % of fertilization
as well as an embryonic development up to the morula stage in control conditions (Oliver and
Babcock, 1992; Puisay et al., 2015), we believe that a 4 h 30 ETso calculated on regularly
developed embryos could represent a relevant metric to assess impact of rising temperature on
coral gamete fertilization. Our ETso of 31.5 °C represents an important physiological limit for
the species studied.

The same problem of comparison arises with regard to coral larval survival. Although
previous studies showed that a temperature increase of +2.0 °C above ambient significantly
altered larval survival (Woolsey et al., 2015), we found that the time of experimentation can
also drive important variations in the determination of larval survival threshold (Baird et al.,
2006; Negri, Marshall and Heyward, 2007; this study), leading to difficulties in comparing
inter-specific resistance of coral planulae. If a short duration of 4 h 30 is coherent to assess
effects of increasing temperature on fertilization and early embryonic development, longer
exposures are required to calculate relevant larval thermal thresholds. Acropora’s coral larval
duration can extend from 2 days (Harrison and Wallace, 1990) to more than 200 days
(Graham et al., 2008), with a larval settlement competency that can reach 91 days (Harrison et
al., 1984). Computation of LTso showed that a temperature of 30.7 °C has the capacity to
halve the larval survival of A. pulchra after 8 days of exposure, whereas if length of exposure
increases to 2 d, it can lead to a drop in LTso to 28.8 °C. Since larval survival decreased
significantly only after 10 days of exposure at 30 °C, other thermal stress experiment on larva
performed on shorter duration (4, 6, 8 d) would have underestimated the deleterious effects of
temperature on larval survival. The important reduction of the temperature threshold observed
between 8 and 10 d also suggests the existence of a physiological limit for the species studied.
Acropora planulae can settled in the first 10 days after their release as gametes (Harrison and
Wallace, 1990; Hodgson, 1985), but in our experiment no appropriate settlement surface and
no crustose coralline algae were provided to the larva (only freshly seawater in a glass vial),
so the observed fall observed between 8 and 10 d of thermal exposure might be due to larval

exhaustion on account of the search for appropriate settlement and/or lack of energetic
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reserves to continue fighting thermal stress. As we highlighted the importance of thermal
duration on the response of larval survival, we strongly believe that future research should
develop more normalized thermal stress experiments, currently being conducted in
toxicology, in order to obtain more standardized metrics on the effects of thermal stress on
corals, which could be used to compare studies. Based on our results, we propose the use of
an Effective Temperature (ETso) after 4 h 30 for fertilization success experiments and a Lethal
Temperature (LTso) after at least 10 days for larval survival experiments.

Understanding how thermal stress alters the development of early coral life stages focused on
key processes of the life cycle, such as fertilization, larval development, larval survival, larval
metamorphosis, recruitment or early coral recruit survival, in previous studies (Mumby, 1999;
Negri and Heyward, 2001; Nozawa and Harrison, 2007; Randall and Szmant, 2009).
However, issues like how temperatures affect the initial stages of the pelagic phase, such as
the gametes (oocytes and sperm) immediately after spawning and before fertilization, have
not been explored to date. While oocytes and sperm in Acropora species are characterized by
a short lifespan (less than 4 hours) (Fogarty et al., 2012; Oliver and Babcock, 1992) and the
ability to condition larval survival facing thermal stress, their thermal sensitivity is still
largely ignored (Baums et al., 2013; Harrison and Wallace, 1990). In our experiment (1.3), we
first realized thermal exposure experiences on isolated sperms and oocytes, prior to performed
fertilization at ambient temperature (26 °C) to decipher which among male and female
gametes will be the more sensitive to rising temperatures. Our data revealed that a 1h
exposure at 30 and 32 °C of male and/or female gametes separately has no negative effect on
their ulterior capacity to successfully fertilize at 26 °C (ranging from 60 to 80 %). Exposure
of both gametes at 30 °C even increases the successful fertilization rate. However, since the
1h exposure of sperm at 32 °C reduced the rate of deformed embryos (Figure 4D), this
ultimately decreased the total amount of oocytes fertilized (normal + abnormal) and suggests
that thermal exposure of sperm may limit its ability to fertilize oocytes. Second, the 1h
exposure of oocytes alone at 30 and 32 °C led to a 7.4-fold increase of the proportion of
embryos at > 4-cells stage (Figure 4B), without changing the abnormal development rate
pattern or the successful fertilization rate (Figure 4B, 4E). The pattern of accelerated
development at high temperature has been already described in scleractinian corals when
performing fertilization at high temperatures (M. Bassim and Sammarco, 2003; Negri and
Heyward, 2000; Randall and Szmant, 2009). However, our work showed that such patterns of

accelerated development were similar when oocytes alone or when both gametes were
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exposed at 30 and 32 °C, revealing that this faster development might be mainly driven by the

thermal history of oocytes after expulsion and before fertilization.

While our experimental set-up was not designed to tackle the question of biological
mechanisms, but based on data from the literature, several hypotheses related to oocytes
metabolism were proposed in order to explain the acceleration of embryonic development at
30 and 32 °C. Mitochondria are at the centre of an organism's energy supply (ATP
production) and thermal response as they host a pivotal role in controlling ROS, which can in
some instances regulate proliferative responses (Das, 2006; Finkel, 2000, 1998).
Mitochondria are also associated with the production of heat-shock proteins (Hsp) (Herrmann
et al., 1994), notably involved in the initiation of cell division of fertilized oocytes (Browne et
al., 2007). Thus, a plausible explanation of the acceleration of cell division patterns associated
with exposure might be found in mitochondria functioning. Coral oocytes possess a higher
number of mitochondria (Tsai et al., 2016) compared to sperm cells (Ramalho-Santos et al.,
2009), and this may lead to an increase production of ROS and Hsp in female gametes cells.

Temperature acclimation

Since coral gametes were able to fertilize at the ambient temperature even after 1 h at 30 and
32 °C, we hypothesized that development acclimation may occur and performed experiments
to test it. Our experiment showed that pre-exposure of sperm and oocytes for 1 h separately at
32 °C enhanced the successful fertilization rate by 63 % (Figure 5B).

However, when the temperature tested was lower (30 °C), results were contrasting in nature.
Indeed, whereas no higher successful fertilization rate was recorded for the first trial, which
was performed in 2013, of gamete pre-exposure to warmer conditions (Exp#1, Figure 5A), a
positive effect of thermal acclimation was observed in 2014 (Figure 6D). However, this trend
was not maintained when pre-exposure duration was extended to 1 h 30 and 2 h (Figure 6E,
F), highlighting the importance of pre-exposure duration, and the absence of carry-over
effects from these long-term pre-exposures. The increase in successful fertilization rate was
also concordant with a significant reduction of abnormal embryos by 61 % (Exp#1, Figure
5C) and 63-65 % (Exp#2, Figure 6J), suggesting that gamete pre-exposure to warmer
conditions may have activate a physiological process that had act both on fertilization and
embryonic development. Moreover, the reduction of embryonic abnormalities observed for
certain pre-exposure of gametes to temperatures might reflect an activation of defensive

pathways in oocytes, allowing them to better cope with rising temperatures. Our work pointed
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out that the importance of the first hour of gamete life for the ulterior development of coral
embryos, and that in certain conditions of thermal duration and intensity, developmental
acclimation of the pelagic life stages of the coral A. pulchra could be achieved. The
mechanisms underlying such developmental thermal acclimation remains unclear, but rising
temperature is generally associated with oxidative stress in corals (Hoegh-Guldberg, 1999),
which is generally known as a serious stress for coral health, inducing bleaching and high
mortality rate after prolonged exposure. However, oxidative stress may also trigger activation
of defensive pathways, such as signalling molecules reviewed in Mittler (2002), in order to
diminish the intracellular stress. We can hence hypothesize that thermal pre-exposure of coral
gametes induced a precocious increase in intracellular oxygen reactive species that activate
defensive pathways, such as manganese superoxide dismutase, which were found in high
quantities in coral oocytes (Padilla-Gamifio et al., 2013). As embryos created from pre-
exposed gametes undergo mitosis, cellular components can be shared between cells, such as
potential stress-signalling and defensive molecules, which could explain the decrease in the
abnormal development rate observed in embryos from thermally pre-exposed oocytes.

Another plausible explanation of this phenomenon could be due to an early production of heat
shock protein in the oocytes, leading to an increase in the fertilization rate and a decrease in
the abnormal development rate at high temperatures, as was previously found in the marine
invertebrate Paracentrotus lividus (Sconzo et al., 1986). As mentioned earlier, mitochondria
are present in high proportion in coral oocytes (Tsai et al., 2016) and can also produce Hsp
involved in the acceleration of cell cleavage and the maintenance of physiological properties
at high temperatures. Increased Hsp production in coral oocytes experiencing thermal pre-
exposure is yet to be proven, but is considered as a valuable hypothesis for the observed
patterns, as Hsp90 was detected in coral embryos (Voolstra et al., 2009), Hsp70 in coral
fragments (Kuvitt et al., 2016), and the role of mitochondria is thought to be relevant in rapid
coral adaptation (Torda et al., 2017). More detailed investigation on the precise mechanisms
underlying these results, using molecular biology analysis, would be required to fully

understand how developmental thermal acclimation of gametes occurs.

The question of developmental thermal acclimation of early coral life stages has received little
experimental support and there is much work left to be done. Our work is the first glimpse to
support developmental thermal acclimation of pelagic coral life stages. However, this study
focused on one coral species, A. pulchra, which lacks symbionts from oocytes to early
planulae (Harrison and Wallace, 1990), and all the experiments were performed on
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azooxanthellate (without symbiont) oocytes, embryos and planulae. The presence of
symbionts inherited from parents in coral oocytes or planulae (e.g. Montipora, Pocillopora)
may become an additional source of ROS, leading to more severe oxidative stress, as reported
by Yakovleva et al. (2009). In addition, despite a 1.6-fold increase in successful fertilization
rate after a short (1 h) pre-exposure at 32 °C, only 22 % of embryos were normally developed
at the temperature. The ETso of 31.5 °C found for the fertilization success rate of this species
thus appeared as a good estimate of the thermal thresholds of the gametes, and should be seen
as a starting point to explore potential acclimation properties for the coral A. pulchra, because
not only does the resistance of gametes can reach a threshold, but also the acclimation
capacity of gametes. Future studies on coral pelagic stages should also wisely consider the
timing and the intensity of the thermal pre-exposure, as the interaction of these parameters
appear to be a central question for coral early developmental acclimation, as pointed out by
Voolstra et al (2009). Finally, although our work provides positive results for assisting coral
evolution theory (van Oppen et al., 2017, 2015) through developmental thermal acclimation,
it seems essential to test whether the acclimation observed for the normally developed
embryos is conserved at later stages, and analyse all the potential carry over-effects that may
be induced. In the context of the recent surge in interest in the future of coral reefs in a
changing world, any significant results emphasizing a slight increase in thermal tolerance of
pelagic life stages through acclimation is of paramount importance. They would aid in
designing coral restoration strategies that take into account the challenging conditions of the

21st century.
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Abstract

Increasing temperatures adversely affect coral reef ecosystems worldwide, which urge
scientists to identify solutions to help corals adapting to this changing environment. For this
reason, our work aims at understanding the sensitivity of coral planulae of Acropora cytherea
to thermal stress, but also to investigate whether thermal pre-exposure treatments on coral
embryos and larvae enhance the thermal tolerance of ulterior life stages. Results highlight that
median Lethal Temperature that Kills 50% of larvae (LTso) after 6, 10 and 14 days is 32.0,
31.0 and 30.8°C respectively. Thermal pre-exposure experiments performed on 7-d old
larvae, increasing by 56% their survival probability at 32°C, but did not lead to positive
effects on embryos. Nevertheless, thermal (30°C) pre-exposure treatments on embryos
enhanced the survival of larvae raised and maintained at 27°C. Moreover, for thermal pre-
exposure on embryos and larvae, we outline a critical role of pre-exposure time on subsequent
larva survivorship. For example, the pre-exposure of 7d-old larvae to 32°C from 1 to 6 h
decreases larval survival probability at 27 and 32°C, while longer pre-exposure (12 and 24 h)
to 32°C increases their larval survival probability by 94% at 27°C and by 56% at 32°C. Thus,
our work revealed that thermal pre-exposure time during embryo and larvae stages of the
coral A. cytherea may play a pivotal role onto the thermal tolerance of ulterior stages. The
mechanisms underlying these response remains unknown, but these results are promising if

we are to “assist” corals to face ongoing climate change.

Key-words: Corals; embryos; planulae; developmental acclimation; thermal stress.
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I. Introduction

Climate changes driven by human activities and natural cycles have already transformed
terrestrial and marine ecosystems worldwide (Parmesan, 2006). Among environmental
changes, rising temperature can be considered as one of the most threatening factors for
ecosystems and organisms functioning (IPCC, 2014). Coral reefs are among the most diverse
ecosystems on earth (Fisher et al., 2015). However they are continuously and increasingly
threatened by anthropogenic and environmental perturbations such as thermal anomalies
(Burke et al., 2011), as observed worldwide in 1998, where 16% of global coral reefs
disappeared (Wilkinson, 2000). Recently the massive coral bleaching event of 2014-2017
(Eakin et al., 2016) lead to dramatic consequences on coral reefs assemblages, with for
example the loss of 20% of corals in the Great Barrier Reef in Australia during a single event
(Terry P. Hughes et al., 2018).

Corals are defined as stenotherms, which are organisms that can only support small variation
of temperature and that live close to their upper thermal limits. An increase of 1°C for several
weeks during the hottest season in synergy with high luminosity can lead to the disruption of
the symbiosis between the host (coral) and their obligate photo-symbionts (Symbiodinium
spp., Hoegh-Guldberg, 1999). This leads to massive bleaching events and, in extreme cases,

to massive mortality as corals are deprived from their main source of energy.

Attempt to understand the effects of thermal stress on corals have focused almost entirely on
adult stages (Freeman et al., 2001; Oliver and Palumbi, 2011; Penin et al., 2013; Schoepf et
al., 2015). These studies provides valuable information to better understand underlying
biological mechanisms associated to coral bleaching (Lesser, 2011, 2006) and the capacity of
certain species and/or individual to acclimate and adapt to rising thermal stress (Loya et al.,
2001; Maynard et al., 2008; McClanahan, 2017; Penin et al., 2013). However, the number of
studies on the response to thermal stress of early life stages of corals is reduced compare to
adult stages. This oversights is likely related in part to the challenges of working with early
life stages, such as rarity of spawning events (few nights per years), lack of knowledge on the
timing of coral spawning events and/or difficulties to gather biological material (e.g short
spawning period, short gametes lifespan -few hours-, night sexual reproduction pattern).
Nonetheless, knowledge on early life stages shows an higher sensibility to thermal variation
of early life stages than adults (Putnam et al., 2010), as previously observed for other marine

organisms (His et al., 1999; Mohammed, 2013). Exposure to +2 to 3°C above ambient
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temperature during few hours or few days lead to a diverse range of adverse effects on early
life stages, from reduction of fertilization success, increase of deformed embryos, decline of
larval survival rate to drop of recruitment rate (Bassim et al., 2002; M. Bassim and
Sammarco, 2003; Edmunds, 2004, 2005; Nozawa and Harrison, 2007; Puisay et al., 2018;
Randall and Szmant, 2009). Thermal sensitivity during pelagic life phase is likely linked to
the radical morphological, organizational and physiological transformations undergone during
pelagic life stages from a single cell to a multi-cellular organism over a short period of time.
Each molecular mechanism controlling reorganization and transformation of the organism
during its early development may be altered by changes in environment conditions, and this
could in turn profoundly marked ulterior performances of pelagic life stages to stress exposure
(Christian R Voolstra et al., 2009).

If there are compelling evidences that environmental warming causes damaging effects on
coral pelagic life stages, there are reasonable grounds to expect that developmental plasticity
can optimize performances of subsequent life stages. Testing hypothesis that thermal
amplitude in which corals may perform and survive could increase is of capital importance in
the face of global warming, if we are to improve survival probabilities of corals in our
changing world. Considering the unequivocal trend of warming on Earth associated to high
inertia to globally stop this problem, scientists have reflected on new concepts and
alternatives to increase time left to coral populations in order to adapt to the pace of climate
changes (Torda et al., 2017; van Oppen et al., 2015). One of the potential solutions to the
global warming issues, if we are unable to fix it, seeks to improve coral resistances by human
assisted evolution (van Oppen et al., 2015). The different solutions proposed in this new area
of research are based on preconditioning, selective breeding, and symbiont improvement. For
example, as some corals associated with Durusdinium sp (Clade D Symbiodinium spp)
(LaJeunesse et al., 2018) are able to withstand high thermal stress (Berkelmans and van
Oppen, 2006; Stat and Gates, 2011), inoculating azooxanthellate larvae (without
Symbiodinium spp) with high thermo-tolerant Symbiodinum may be an alternative to promote
their tolerance. Furthermore, recent work provides proof of transgenerational acclimatization
in the coral Pocillopora damicornis, as preconditioning adults in warmer and/or more acidic
water increases performances of their progeny experiencing same environmental scenario
(Putnam and Gates, 2015).

Phenotypic plasticity is considered as one of the mechanisms allowing rapid adaptive

response in a changing world, in a variety of animals (e.g. vertebrate, Charmantier et al.,
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2008; corals, Torda et al., 2017). Evidence of transgenerational acclimation in coral offspring
has been demonstrated through preconditioning of genitors (Putnam and Gates, 2015), yet
developmental acclimation during pelagic phase remains underappreciated. To the best of our
knowledge, only two works revealing acclimation potential have been published recently
(Moya et al., 2015; Puisay et al., 2018). These studies give an insight into the plasticity of
coral performance during their early life stages at ecophysiological and molecular levels.
Although evidences of phenotypic plasticity in early life stages of corals remain scarce,
beneficial effects of developmental acclimation has been proven for other biological model
organisms (Beldade et al., 2011; Leroi et al., 1994; Graham R Scott and Johnston, 2012). For
example, Scott and Johnston (2012) showed that a brief thermal exposure during
embryogenesis improves thermal tolerance of adult stages of zebra fish Danio rerio.
Understanding and defining the conditions that increase thermal tolerance in corals are of

global importance considering the global crisis that faces coral reefs today.

Using these data as rationale, we used two pelagic life stages of the coral Acropora cytherea
(embryos and larvae) to assess how pre-exposure to thermal stress influence survival
probability of later life stages to rising temperature. For this, we manipulated thermal
environment that larval life stages experienced to first characterize their lethal temperature
and then to identify the optimal pre-exposure conditions that embryos or larvae should

experience to enhance performance of subsequent larval life stages in a warming world.
Il.  Material and methods
1.1 Temperature changes in Moorea reefs

In order to test ecologically relevant thermal variation, temperature was recorded every hour
on two sites of Moorea reefs along the radial of Tiahura, on the fore reef at 3 m depth
(17°28.940 S, 149°53.985 W) and on the fringing reef (17°29'21.64"S, 149°54'8.91"W) from
1998 to 2015 with U22 HOBO Water Temperature Pro v2 Data Logger (Onset). Temperature
data from different years were pooled together to reveal the variability of temperature
recorded in the fringing reef, as well as average and maximal temperature during spawning

months (September to November).

1.2 Coral and gamete collection

Ten fragments (25x25 cm) of gravid coral colonies of the broadcast spawner Acropora

cytherea (Dana, 1846) were collected from the fringing-reef (1-1.5 m depths) of Moorea,
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French Polynesia (17°30" S, 149°50" W) and bring into aquaria at the Center of Insular
Research and Observatory of Environment (CRIOBE), two days before full moon of the
expecting spawning date (Carroll et al., 2006). Coral fragments were maintained in open
circuit aquarium (3000 L; T°C: 26.3 £ 0.5°C, salinity: 35; pH: 8.1 £ 0.1), with a natural 12
h/12 h light/dark cycle corresponding to photosynthetic active radiations recorded between 50
to 75 PAR (Service d'Observation CORAIL from CRIOBE kindly provided the ecological
monitoring data) and monitored every-night until the spawning occurred in October 2011, 9
days after the full moon (9 dafm) (21-10-2011, 22 h 10). When signs of forthcoming
spawning were observed (inflated polyps), colonies were isolated into plastic cylinders with
sieve. When spawning occurred, coral gametes from each colony were collected by pipetting
released bundles (pack of oocytes and sperm) at the surface and stored individually in a 50
mL tube (n = 1 per colony). Bundles were broken by gentle agitation of the tube. Oocytes and
sperms from one tube were then passed through a plankton mesh (100 pum) to separate
oocytes from sperms. Isolated oocytes were rinsed five times with filtered (0.7 pm) sperm-
free seawater and stored individually for each colony. Sperms from spawning colonies were

pooled in a tube, with an equal amount of sperms from each colony.
1.3 Larval thermal resistance

Experiments were performed on October 2011, 9 dafm. For coral larvae, oocytes were pooled
few minutes before the start of the fertilization experiment and a concentration of sperm of
108 sperm mL* measured with a hemacytometer was added. Gametes were left undisturbed
for 4 h 30. After 4 h 30, embryos were gently transferred into 3 plastic containers filled with 3
L of filtered (0.7 um) seawater. Seawater was changed every day, and gentle bubbling was
added after embryos reached their peer-shaped stage (48 h) to avoid breakage and clonal
embryos (Heyward and Negri, 2012). 7d-old larvae (n = 15) were introduced into 40 mL
glasses vials (n = 7) containing 20 mL of filtered (0.7 um) seawater, held in 5 water-bath
heated at 5 controlled (Hobby® Biotherm Pro) temperatures 26, 28, 30, 32 and 34°C. Water
changes (a third of the volume) was performed every two days. The number of alive larvae

(movement and/or integrity observed) was recorded every 2 days for 14 days.
1.4 Improving thermal survival of coral larvae

11.4.1 Pre-exposure of embryos
Experiments were performed on October, 16" 2014 (7d after the full moon) between 22 h 08

and 22 h 38. Gamete treatment (collection, separation) was the same as describe in 11.1. The
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influence of thermal preconditioning on coral embryos on the subsequent survival of larvae
was tested. To do that, sperms and oocytes were fertilized at 27°C (control, called Not Pre-
exposed -NP-) and 30°C (Pre-exposed -P-) for 0, 30, 120, and 270 min. After the different
pre-exposure times, NP and P embryos from the 8 different treatments (n = 600 per condition)

were transferred into individual rearing systems with running seawater at 27°C for 4 days.

Survivorship of 4d-old larvae reared in each condition where then assessed at 27 and 30°C for
14 days. To do that, 10 larvae were introduced into glass vials (20 mL, n = 10 per condition),
containing 10 mL of filtered (0.7 um) seawater, and placed into water-baths at 27 and 30 °C
for each of the pre-exposure time conditions tested (0, 30, 120, 270 min). Survival of larvae

was performed as described in the larval thermal resistance trial (see 11.2).

11.4.2 Pre-exposure of larval stages
Experiments were performed on October, 6 2015 (7d after the full moon) between 22 h 15
and 22 h 45. Gamete treatment (collection, separation) was the same as described in II.1.
Larvae were reared as described previously (see 11.1-11.2). 7d-old larvae were introduced into
20 mL glass vials (n = 20 per condition, n=10 larvae per vial), maintained at 27 and 32 °C for
1, 6, 12 and 24 h. Pre-exposure was carried out as follow: Oct-13", 2015 at 19 h (for the 24 h
exposure), Oct-14" 2015 at 07 h (12 h exposure condition), Oct-14th, 2015 at 13 h (6 h
exposure condition) and on Oct-14™ 2015 at 18 h (1 h exposure condition). Larval survival
experiments were launched directly after pre-exposure on Oct-14", 2015 at 19 h. Survival
capacity of thermal pre-exposed larvae (n=10 vials per condition, n= 10 larvae per vial) from
each pre-exposure duration (1, 6, 12 and 24 h) and control larvae was performed as described

in the larval thermal resistance trial (see 11.2).
1.5 Data analysis

Graphical and statistical analyses were carried out using the statistical software R (R Core
Team, 2015). Significant differences among larval experiments were done using the log-rank
test on the Kaplan-Meier curves (Kaplan and Meier, 1958) using the package Survival
(Therneau and Grambsch, 2000). Data were represented as the means + standard errors. The
significance level was set at a = 0.05. A logistic dose-response model was computing to
determine, median Lethal Concentration (LCso), describing lethal response (larval survival),
which represents a decrease of the survival rate compared to control by 50 % (Rand, 1995).
Thus thermal threshold for larval survival was determined by deriving LCso into LTso for the

median Lethal Temperature after 6, 8, 10, 12, and 14 days, as recently carried out in Puisay et
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al., 2018. LTso was calculated using the package drc (logistic dose-response models) for
estimating lethal doses (Ritz et al., 2015).

I1l. Results

.1 Temperature range in Moorea reefs

On a yearly basis, mean average temperature in the fringing reef ranged from 26.52°C in
August (coldest month) to 29.04°C in March (hottest month) and from 26.62°C (September)
to 28.97°C (March) on the fore reefs (Figure 1). During spawning months of A. cytherea
(September to November), average temperature increases from 26.72°C to 28.0°C and from
26.62 to 27.67°C on the fringing and fore reefs, respectively. Temperature on the fringing reef
displayed a larger variability, with values ranging from 21.56 to 32.97 during the spawning

period, compared to temperatures recorded in the fore reef, ranging from 24.39 to 29.84°C.
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Figure 1 : Temporal changes of temperature over consecutive months in the (A.) fringing reef and (B.) fore
reefs of Tiahuara, Moorea island, from 1998 to 2015

1.2 Effects of increasing temperature on larval survival

High survival rates were recorded after 14 days at 26 and 28°C (59.0 and 69.5%, respectively)
and no difference was observed between treatments (Figure 2A, B). A small significant
decrease in larval survival was observed at 30°C compared to 28°C (53.3 % of larval survival
after 14 days, Figure 2B). Larval survival probability significantly decreased rapidly at 32 and
34 °C (P < 0.001). After 2 days at 32 and 34°C, 38.1 and 90.5 % of the larvae were recorded
dead, respectively. No larva was observed alive at 34 °C after 4 d. After 14 d at 32°C, 81.0%
of the larvae were recorded as dead. Lethal temperatures (LTso) of the larvae decreases as

time of exposure increases. LTso was 32.0 £ 0.34°C, 31.0 + 0.33°C and 30.8 + 0.29°C after 6,
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10, and 14 days, respectively (Figure 2A). Median lethal thermal limits of larvae decreased by
0.5°C every two days from day 6 to 10, and then by 0.1°C every two days from day 10 to day
14 (Figure 2C). The LT and LT2s was 28.6 + 0.62°C and 29.6 + 0.45°C after 14 days. The
estimated values of LTio, LT2s and LTso showed a decreased until 10 days of exposure and

then remains relatively stable (Figure 2C).
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Figure 2 : Larval survival probability of the coral Acropora cytherea exposed to five temperatures (from 26 to
34°C): (A) Survival as a function of duration (dose model response); (B) Survival as function of temperature
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1.3 Improving thermal survival of coral larvae

[11.3.1 Pre-exposure during embryo development

For not pre-exposed (NP) embryos, no effect of temperature (27 and 30°C) was recorded (52

and 46% of larval survival after 14 days, respectively, Figure 3).

Embryonic pre-exposure at 30°C for 30 min decreased larval survival probability at both 27
and 30°C after 14 d of experiment compared to NP embryos (32 and 21.3% respectively, P <
0.001, Figure 3A). Larvae raised from pre-exposed (P) embryos have a similar survivorship at
27 and 30°C for 14 days.

Embryonic pre-exposure at 30°C for 120 min decreased significantly larval survival after 14
days at 30°C (P < 0.01), with 23% of larval survival compared to 46% for not pre-exposed
embryos (Figure 3B). Embryonic pre-exposure at 30°C for 270 min increased larval survival
after 14 d at 27°C (P < 0.01, 74% of survival vs 50% NP embryos, Figure 3C). However the
270 min pre-exposure to 30°C of embryos did not significantly change the larval survival at

30°C (46%), compared to not-pre-exposed embryos (40%, Figure 3C).
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Figure 3 : Effects of thermal pre-exposure on embryos during (A) 30 min, (B) 120 min and (C) 270 min on the
larval survival probability at 27 and 30°C. NP = Not pre-exposed (dot line), P= Pre-exposed at 30°C (full line).
@ = survival at X°C. Lines represent Kaplan and Meier curves. Different letters represent significant
differences, based on log-rank test.

I11.3.2 Pre-exposure during larval stage
Pre-exposure (P) of 7d-old larvae to 32°C for 1 h significantly decreased later larval survival
probability at 27°C (53%, P = 0.032) and 32°C (23%, P = 0.023), compared to not-pre-
exposed (NP) larvae (66 and 36%, respectively, Figure 4A). Increasing larval pre-exposure
time to 6 h did not lead to any significant difference on the larval survival at 27°C between P
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and NP larvae (56 and 63%, respectively). However a lower survival probability (13%) of P
larvae was recorded compared to NP larvae at 32°C (62%, P < 0.001, Figure 4B). After a
larval pre-exposure of 12 h at 32°C, a significant increase of larval survival probability was
recorded at 27°C (70% vs 40%, for control, P < 0.001). Similar ytrend was observed when
larva survivorship was assessed at 32°C: pre-exposed larvae harbored a slightly significant
higher survival rate (38%) compared to NP larvae (23%, P = 0.025, Figure 4C). After 24 h,
larval pre-exposure at 32°C increased larval survival both at 27°C (66 vs 34%, respectively, P
<0.001) and 32°C (42 vs 12%, P < 0.001, Figure 4D).
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Figure 4 : Effects of 7d-old larvae pre-exposure at 27 and 32°C during 1, 6, 12 and 24 h on the larval survival
probability at 27 and 32°C. NP = Not pre-exposed (dot line), P= Pre-exposed at 32°C (full line). Lines represent
Kaplan and Meier curves. Different letters represent significant differences, based on log-rank test.

IVV. Discussion

Coral reefs struggle globally to thrive in a warmer ocean (IPCC, 2014) as the frequency of
mass coral bleaching events increases since 1980 (Hughes et al., 2018). Thus, an enhanced
need to understand and improve thermal hardiness of corals emerges today in order to develop
more effective and efficient restoration and conservation measures. However, this requires
fundamental knowledge on thermal tolerance of early life stages of corals as well as on their
acclimatization capacity, to identify the optimal preconditioning condition (intensity and
duration of thermal stress) required to improve thermal hardiness of early life stages. Here, we

found that larvae of the coral A. cytherea are drastically impacted by rising temperature from
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32 to 34°C, with 81.0 and 90.5% of mortality after 14 and 2 days of exposure respectively. An
exposure to 30.8°C for 14 days halves the stock of alive larvae. Moreover, we outline that
survival probability to warming condition is time-dependent and two trends emerged.
Increasing the time of thermal stress, decreases larval thermal tolerance. From 6 d to 10 d, the
sensitivity of larvae (LT values) decreased by approximately 0.25°C per day of exposure.
However for longer exposure (10 to 14 days), the LT values remain relatively similar (from
31°C to 30.8°C for LTso) over time. This showed that 10 days of exposure provide the ideal
window of time to select the most resistant larvae and vice versa to kill the weaker larvae. For
these reasons, future LTso experiments could reduce the duration of thermal exposure to 10 d,
and further studies should investigate the biological mechanisms underlying the present
effect.

The LTses (30.8°C) recorded are similar to those recently described for A. pulchra in Moorea
(Puisay et al., 2018) and also corroborated the range of temperature altering larval survival
observed for other species of Acropora sp. (Bassim and Sammarco, 2003; Negri and
Hoogenboom, 2011). Sexual reproduction of A. cytherea in French Polynesia occur mainly
through September to November (Carroll et al., 2006), during which seawater temperature
generally averages from 26.7 to 28°C in the lagoon (fringing and barrier reefs) where A.
cytherea lives. During the last 20 years, recorded temperature in fringing reefs shows that
during spawning period, corals can experience in some extreme case temperatures above the
L Tso, reaching 31.5 to 32.97°C, over a short periods of time. During such unusual warming
event, larval pools may be halved. Halving the stock of larvae available for recruitment may
have some drastic implications for renewal and persistence of coral communities. Moreover,
considering the increase of ocean temperature by 1.5°C to 6°C predicted by the climate
scenario of global warming by 2100 IPCC (2014), survival of A. cytherea larvae will be
largely compromised if no acclimation/adaptation processes occur.

Thus, enhancing thermal tolerance of coral larvae may be one of the solutions to assist corals
facing a warming world. Here we present a promising result on how human may assist coral
larvae to enhance their thermal tolerance. Diverse ranges of thermal conditions tested
(duration and intensity) on two early life stages (embryos and 7d-old larvae) revealed that pre-
exposure to 32°C of 7d-old larvae for 12 and 24 h enhances the subsequent resistance of coral
larvae at 32°C by 49 to 56% compared to 7d-old larvae not pre-exposed. We also outline the
importance of developmental stages and duration of pre-exposure on the ulterior performance

of larvae, as shorter pre-exposure or pre-exposure of embryos did not lead in any beneficial
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effects on subsequent larval survival. Mechanisms underlying the improved performances of
larvae remains unclear as the design of our experiments does not allow to decipher whether
they are due to beneficial acclimation and/or selection and further studies are clearly
warranted. If potential for improving coral performance to warming condition has been
previously observed for gametes (Puisay et al., 2018), our work fill an important gap of
knowledge on larval stage of corals. If it remains to be determined whether the improved
larval tolerance to thermal stress will persist during subsequent other life stages of corals, we
could expect that a combination of assisted manipulation of the various early life stages will

allow enhancing the performance of adult colony.

First the condition used in our experimental design rejects the Beneficial Acclimation
Hypothesis (BAH, Wilson and Franklin, 2002), as embryonic pre-exposure at 30°C did not
show beneficial effects on larval survival at that temperature (in comparison with embryos
maintained at 27°C), but also as 7d-old larvae pre-exposed at 32°C have shown a better
survival probability at 27°C than at not-pre-exposed larvae. Consistent with this observation,
rejection of BAH has been previously recorded for other model organisms (E. coli, D.
melanogaster, Gibert et al., 2001; Leroi et al., 1994). Altogether this suggests the pivotal role
played by both intensity and duration of thermal stress on ulterior performance of organisms.
The optimal thermal conditions were not identified in our work for embryo pre-exposure, but
our findings clearly highlighted the importance of duration of thermal pre-exposure. Longer
pre-exposure duration of embryos from 30 to 270 min increases by 48% larval survival
maintained at 27°C. The latter observation corroborates partly the Warmer is Better
Hypothesis (WBH) proposed by Frazier et al. (2006), which stated that organisms raised at
high temperatures have higher relative fitness across broader temperature range than do those
raised at lower temperatures. In that context, we hypothesize that longer 30°C pre-exposure of

coral embryos (> 270 min) could yield to higher survival rate of ulterior larvae at 30°C.

Effects of thermal pre-exposure on embryonic and larval stage appeared time-dependent. In
response to thermal stress, the primary molecular mechanism activated involved caspase
activities via heat shock proteins (HSP), (Coleman et al., 1995; Fang et al., 1997). The HSPs
are conserved chaperones proteins, which act during thermal stress either to stabilized the
folding of damaged proteins or refold the denaturing proteins. HSPs have been proven to be
actively involved in thermal tolerance of corals (Black et al., 1995; Sharp et al., 1997). They
are rapidly activated in response to heating, with change in HSP70 protein expression
reported within 60 min for Acropora hyacinthus (Traylor-Knowles et al., 2017). So, one
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possible explanation for the different performances observed in response to pre-exposure
duration is the requested time to activate HSP in early life stages of corals. Although further
studies are needed to test this hypothesis, here we provide evidence of assisted improvement
of coral larval survival at 32°C, when 7d-old A. cytherea larvae are pre-exposed at 32°C for
12 and 24 h.

Duration of pre-exposure matters in the performance of ulterior stages and we cannot
discard an effect of selection during preconditioning treatment, as mortality of embryos and
larvae during the rearing phase were not recorded. If this is the case, the longer the pre-
exposure is, the stronger selection process occurs, which could explain the better survival of
larvae observed after longer pre-exposure. Our experiments were not designed to test whether
selection or acclimation occurs after thermal pre-exposure, as at the time of the present
experiments, our knowledge on our capacity to improve the thermal tolerance of coral pelagic
life stages by preconditioning was undervalued and experimental evidences were primarily
needed before investigating underlying mechanisms. Nevertheless, based on our data, further
studies should definitely get deeper understanding on the biological process driving changes
in coral performance after thermal preconditioning, and more particularly test longer (>270

min) thermal preconditioning on embryos.

To conclude, we revealed that assisting corals through manipulation of pelagic life stages is
an encouraging avenue of research, but care should be taken when extrapolating these results.
Developing approach to promote thermal tolerance in early life stages of corals will provide
valuable information regarding our understanding of rapid acclimation mechanism, but also

offers new perspectives in term of conservation and restoration of degraded reefs.
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Abstract

Corals are increasingly environmentally challenged by thermal conditions of the
marine environment and this may alter their progeny, and the renewal and persistence of coral
communities. In this context we investigated the spawning dynamics of P. damicornis, a
common coral brooder during the 2016 summer period (February to April) in Moorea, French
Polynesia. During each month, we examined the number of larva released and type of
fluorescence of each larva, as well as survival to heat stress, and recruitment and post-
recruitment survival from offspring released by parents experiencing an increasing thermal
stress. Our result showed that P. damicornis produced three larva fluorescent types: green,
mixed, and red. Thermal stress not only trigger adult phenotypic difference (resistant vs
sensitive colonies) but also affect reproductive output. To better match the environment in
which larva will be released, adult corals depending of their resistance to thermal stress
modulate the release of red vs green larva. Red and green larva have different performances
that provide insights onto their respective dispersal capacity: red larva exhibit a higher
survival rate to thermal stress, but showed low capacity to settle and survive post-recruitment
compared to green larva. We conclude that for P. damicornis species, the fluorescence of
larva could be proposed as an indicator of their dispersal range and that thermal history of

adult corals have to be taken into account to evaluate the anticipatory effects on their progeny.

Keywords: Larva, fluorescence, survival, recruitment, corals

96



I. Introduction

Coral reefs are valuable ecosystems providing goods and services to human socio-
economic systems (Costanza et al., 1997). Nevertheless, these ecosystems are threatened by
local human activities and global warming. Recent estimation shows that about one-third of
the coral species are facing an elevated risk of extinction (Carpenter et al., 2008). The
existence of coral reefs in the future will depend on the capacity of corals to acclimatize
and/or to adapt to global changes (e.g. ocean warming and acidification), and on the
conservation actions and politics developed to implement and save one of the most diverse
ecosystems of the planet.

Coral bleaching is the most severe consequence of climate change on coral-reef
ecosystems. Bleaching is a stress response of corals resulting in the release of their
intracellular dinoflagellates symbiont named zooxanthellae, which belong to the
Symbiodinium genus and can provide up to 95% of the energetic requirements of coral host
(Muscatine et al., 1984). During a thermal stress event, the breakdown of the symbiotic
relationship between coral host and zooxanthellae leads to the expulsion of symbionts from
corals: corals appear white, because skeleton could be observed behind transparent coral
tissues. Coral bleaching mainly occurred when corals are exposed to abnormally high
seawater temperature (i.e. few degrees above average during several weeks) and if the stressor
persists during an extended period of time, corals may die (Ainsworth et al., 2016). Massive
die-off of corals was reported after the 1998 and 2010 events, and recent data from the 2014-
17 event suggested a dramatic mortality worldwide and was classified by NOAA as the third
ever global coral bleaching event. The actual context of global warming will ultimately lead
to an higher frequency and intensity of bleaching events in the next century (Hoegh-Guldberg,
1999). The future of coral reefs will therefore depend on how corals are able to acclimatize

and/or adapt to these unprecedented disturbances.

When abnormally high seawater temperature affects coral reefs, not all corals are equally
resistant to this disturbance. Some corals bleached, some died and some resist (Loya et al.,
2001). To survive to the next century, corals may either adapt or acclimatize by adjusting their
physiological performance to match the prevailing condition (Torda et al., 2017). Phenotypic
plasticity within generation is a key process that has the potential to enable organisms to

maintain their performance in a changing world and thus enhance their survival ability. In
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corals, several works demonstrate the phenotypic plasticity of adult corals to environmental
warming (Bellantuono et al., 2012; Maynard et al., 2008; Middlebrook et al., 2008), and
revealed that thermal pre-exposure may increase their tolerance to subsequent bleaching
events. An increasing number of works investigated how corals may cope with current and
future thermal stresses, trying to elucidate the molecular and physiological basis of
mechanisms behind coral acclimatization and/or adaptation. While these studies to date
mainly focused on phenotypic plasticity within generation, our understanding of phenotypic
plasticity across generation remains largely unexplored. The environmental warming
experienced by coral parents may lead to positive or negative carry-over effects on offspring
performances. Positive carry-over effects will lead parents to anticipate the environment in
which their offspring will live by for example provisioning them protective factors to be

better equipped to deal with prevailing environmental conditions (Lister et al., 2015).

However transgenerational effects do not necessarily translate into better offspring
performance and can also impede offspring performances and fitness (Welch et al., 2014).
Most transgenerational studies exposed parents to environmental stressors and evaluate the
performance of offspring in the environmental conditions that parents experienced (Kelly et
al., 2013; Miller et al., 2012; Pansch et al., 2013; Parker et al., 2012; Putnam and Gates, 2015;
Uthicke et al., 2013). Though parental environment has been demonstrated to positively or
negatively altered offspring phenotypes on a wide variety of organisms, the effects on the
physiology of coral offspring remained largely unexplored for corals (Putnam and Gates,
2015) and the individual parental resistance of adults are, to the best of our knowledge, never
acknowledged. Indeed, all individual are not equal while facing environmental warming, and
whether similar carry-over effects on sensitive vs resistant adult corals will occurs remain to
be established. Contrasted performances of adults (winner vs losers) may shape the phenotype
of their offspring and offspring traits will condition the capacity of ulterior stages to cope with

disturbed environment.

Coral gametes and larva are key components of the life cycle of corals and contribute to the
renewal and persistence of coral populations and communities by maintaining high genetic
diversity. In a rapid changing environment, the dispersion of pelagic life stages of corals will
become an even more critical phase as the dispersal capacity of offspring may condition how
offspring could “escape” the prevailing stressful condition in which parents leave. Two very
interesting works of Strader et al. (2016) and Kenkel et al. (2011) showed that red fluorescent
larva released by Acropora millepora are 1) more adapted to long range dispersion due to
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their metabolic diapause-like state compare to green fluorescent larva but also showed 2) a
reduced recruitment response in presence of crustose coralline algae (CCA). Coral
fluorescence involves a family of proteins composed of analogous proteins to the world
widely known green fluorescent protein (GFP): the GFP-like proteins regrouped in the
fluorescent proteins (FPs). The FPs show their greatest diversity in the reef-building coral
order (Alieva et al., 2008) and represent one of the most abundant components of the total
soluble proteins composing the coral cells (Oswald et al., 2007). Until recently, coral
fluorescence was mainly useful for detecting small and hidden coral recruits during in-situ
monitoring (Schmidt-Roach et al., 2008), but recent works support evidence that red
fluorescence may be indicative of dispersal and thermal tolerance of offspring (Kenkel et al.,
2011; Strader et al., 2016). However, it is still unknown if health state of parents and/or
environmental warming may shape the fluorescent composition of larva brood and of larva
eco-physiological traits. In that context, we hypothesized that “loser” parents stressed by local
environmental parameters (i.e. high seawater temperature) will release a higher proportion of
red fluorescent larva compared to “winner” parents, unaffected by environmental warming,

that will release mainly green fluorescent larva, more competent for short dispersal.

The coral Pocillopora damicornis, a common coral brooder, which released fully developed
larva monthly is an appealing system to study carry-over effects on corals. In Moorea, the
seawater temperature in the lagoon exceeded the thermal temperature threshold (29.2°C,
Hoegh-Guldberg 1999) from the beginning of March to mid-April (Figure 2). These
conditions lead to coral bleaching on certain colonies of P. damicornis and provide the ideal
conditions to assess the effect of warming seawater temperature on adult colonies of P.
damicornis and the consequent carry-over effects on released offspring. Here we provided the
first assessment on influence of health state and spawning period of P. damicornis on larva
released during the warming period and we examined variability of the green and red
fluorescent larva released. We also characterized various biological traits of red and green
fluorescent-phenotype larva (survivorship to temperature, recruitment success and post-
recruitment survival) through laboratory experiments. These allow us to (a) identify whether
all fluorescent phenotype larva released are equal, (b) test if anticipatory parental effects of
thermal stress exist, and (c) assess whether a fluorescent phenotype is favor when parents are
either more thermally sensitive and/or more exposed to long-term thermal stress. Finally, our

results are combined in the context improving restoration approaches to decipher whether
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fluorescence may be proposed as useful indicator allowing to select the most appropriate larva

for restoration purposes.

Il. Material and methods

.1 Larval collection
Spawning pattern of P. damicornis was investigated during 3 consecutive spawning months.
Each month, 10 colonies (5 bleached and 5 unbleached) were sampled from the north-coast of
Moorea island (French Polynesia), one-day prior the New Moon (NM). Coral colonies were
maintained in a flowing seawater aquarium under natural light conditions during the day and
were individualized in small tank (50 L) with flowing seawater during the night. The outflow
of each tank (1 colony per tank) continues in a 1L-tank, where a bucket with a plankton mesh
fixed on the bottom (100 um) was introduced to keep the larva alive until the sampling the

following morning.

1.2 Characterization of the larva
Each morning (from 0 to 14 d after NM), larva were collected from each colony, counted and
characterized according to their fluorescence type (green, red or mixed). The larva
fluorescence was observed using the Sola Night UV lamp produced by Light and Motion. The
fluorescent photographs were taken using a binocular Leica M80 supplied with a UV filter
and the Sola Night UV lamp.

1.3 Zooxanthella density
For each colony, a sample of 3 to 4 cm has been used to measure the zooxanthella density.
The coral’s tissues were removed using a water-pick of filtered sea water at 0.7 um. The total
volume of homogenate obtained was weighed and then crushed during 30 seconds. About 90
mL of the homogenate has been centrifuged at 10 000 rpm during 15 minutes. The
supernatant has been removed and the pellet was re-suspended in 2.5 mL of filtered sea water.
The number of zooxanthellae per mL was determined using a hemacytometer (6 counts per
sample were performed, with a minimum of 25 zooxanthellae per count) and an optic

microscope Leica®.

1.4 Larva survival experiment
At different days during the spawning period (3, 5 and 7 after NM), survival experiments to
thermal stress were performed by placing 10 larva of the different fluorescence types (green,
red and/or mixed, depending of the availability of larva from each color) in 20mL-vials filled

with 10 mL of filtered seawater (n=5 replicates per temperature and per larva type). The
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survival of each larva was assessed every 48 hrs during 14 d and half of seawater was
changed every 2 days. To keep the temperature condition constant, the vials were maintained
in temperature controlled water baths at 28°C (control condition) and 31°C (stress condition:
+3°C above ambient). Statically analysis of this experiment was performed using the survival

package of the R software version 3.2.3.

1.5 Recruitment experiment
Larva of the different fluorescent types (from 200 to 600, depending of the availability of
larva) were placed in 2L-aquaria filled with 1L of filtered seawater in which 5x5x5 cm blocs
(n = 4) conditioned for 6 months in the field before the experiment (i.e. covered by crustose
coralline algae, a natural cue for recruitment of corals) were placed. After 24 hours, the
number of recruits was counted. Recruitment rate was obtained by dividing the number of

larva placed in each aquarium by the number of recruits obtained after 24hrs.

I1.6  Post recruitment survival experiment
The survival rate of the recruits obtained in the previous experiment was then followed for 25
days. Every 48hrs, the number of remaining recruits was assessed to measure their survival
rates over time and depending of the initial fluorescence of the larva (green, red or mixed).
Statically analysis of this experiment was performed using the survival package of the R

software version 3.2.3.

I1l. Results

.1 Larval fluorescence patterns
Three different larva fluorescence patterns were observed: green, mixed (green and red) and
red. The green one shows an extended repartition of GFPs all over the larva (Figure 1A), only
their extremities (their mouths and their aboral pole) remain red. The mixed pattern consists in
an equal level of the red and green proteins (Figure 1B). Usually the oral pole shows a green
fluorescence whereas the aboral pole remains red, but this larva phenotype shows a high
variability of FP’s distribution. Finally, the red phenotype shows a strong red fluorescence all

over the larva body whereas only the oral pole shows a green fluorescence (Figure 1C).
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Figure 1 : Different types of fluorescent larva observed. A. green fluorescent larva in a “swimming state”. B. A
mixed fluorescent larva in a “swimming state”. C. Three red fluorescent larva in the bottom in a “swimming
state”, the larva at the right corner is in its “diapause-like-state”.

I11.2  Seawater temperature
The coldest temperatures recorded in the lagoon of Moorea were of 28°C in January to 27.9°C
in May 2016 (Figure 2A). In March, the temperature was stable around 28.5°C and drastically
rises in April where it reached a maximum of 30.25°C, largely exceeding the thermal
bleaching threshold (BT of 29.2°C) in French Polynesia (Hoegh-Guldberg, 1999). For
spawning at the new moon of February 8th, coral colonies were exposed to 4 days above the
BT, for March 9th to 9 days and for April 6th to 28 days (Figure 2A).
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Figure 2 : Seawater temperature trend and spawning dynamic of P. damicornis during February, March and
April, 2016. A. Daily average of seawater lagoon temperature at the Mahana site from January to May 2016. B.
Sum of the daily produced larva phenotypes (red, green and mixed fluorescence) of P. damicornis per colony
(n=10 colonies) from February to April 2016. Arrows represent day 1 of each spawning date.

1.3 The spawning dynamic
The study of the spawning dynamic of P. damicornis during 3 consecutive months
highlighted that most of the 10 colonies selected displayed a spawning peak at the fourth days
after the NM and a spawning duration from 9 to 12 days (Figure 2B). Five colonies harbored
higher levels of zooxanthellae (Figure 3A, Kruskal-Wallis chi-squared = 8.3101, df = 1, p-
value = 0.003943) than other (n = 5) and were qualified as unbleached vs bleached. We

noticed that the spawning peak of the bleached colonies seems to occur sooner compared to
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the unbleached. Most of the colonies are producing one or two larva types. In some rare cases,
a single colony may produce larva from the three fluorescence types. Bleached colonies
released each month 40% more red larva compared to the unbleached (Figure 3B). During
March and April, the warmest months, the spawning composition of the bleached colonies are
mostly dominated by the red fluorescent larva type: 90% and 80% respectively for those two
months against 45% and 25% for the unbleached colonies during the same period. Proportion
of each fluorescent phenotype of larva was influenced by the month of spawning for low and
high thermal tolerant parents (Chi? test p <0.0001). The spawn composition in each larva type

depend on the parental phenotype of the colony (Chi? test p <0.01)

A. Dark Pale

=

Figure 3 : Zooxanthellae density and spawn composition of bleached and unbleached colonies in function of
months. A. Zooxanthellae per cm? of coral in function of the colony phenotypes during the studied months. The
zooxanthellae per cm? is in a logarithmic scale of 10. The measures of zooxanthellae densities have been
performed with five colonies of each condition. B. Proportion of each larva phenotypes among the total number
of larva produced during the spawn period of bleached and unbleached colonies in function of months.
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1.4 The larva physiologic traits

Larval survival rate

The fluorescent phenotypes of coral larva influence their survival response to thermal stress.
Red larva released at days 3 and 5 after NM exposed to 28 and 31°C have a significantly
higher survival rates than green ones released at the same time (p<0.01). The green larva
showed a mortality of 100% after 4 days in the control (28°C), whereas more than 80% of the
red larva were still alive at the day 4 (Figure 4). When exposed to 31°C, red fluorescent larva
released at day 5 after NM showed a survival rate of 40% after 16 d of exposure whereas red
larva issued from day 3 after NM exhibited a survival rate of only 15%. No significant
difference in the resistance to thermal stress (31°C) between red and mixed larva was
observed, whereas in the control condition (28°C) mixed phenotype larva exhibit a lower
survival rate than red (p-value<0.01) but higher than the green ones (p-value<0.01). A net
difference in the survival of the three fluorescence phenotypes of the larva was observed at
day 3 after NM when exposed to 28°C at the fifth day of experiment: 70% of red larva are
alive whereas only 20% of mixed larva survived and 0% of green larva. All the mixed larva

died at day 7 of the experiment whereas 45% of the red survived.
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Figure 4 : Survival rates of the three larva types issued from days 3, 5 and 7 after the new moon in two
temperature conditions during the month of February. Each graphics is showing the survival rates of the larva in
function of time. The experiment was stopped at the sixteenth day. The small letters are indicating a significant
difference (p-value<0.01) between curves. Note that not all desired larva phenotypes were available at each day.

105



Larval recruitment rate

Recruitment experiments performed on red, green and mixed larva in March and April
showed no recruitment at all after 48 h, whereas significant difference in recruitment rate
exists in February among fluorescence phenotype of the larva (Figure 5). During the latter
month, the green larva showed a significantly higher recruitment rate (29%) compared to the
red larva (2.5%) (student-test, p-value=0.03156). No difference was found in the recruitment

rate of the mixed larval phenotype compare to the two others.

February March April

204

Fluorescence Phenotype

Green

Mean recruitment rate (%)
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Figure 5 : Recruitment rate of each larva phenotypes in function of the months. Not any experiment worked in
the months of March and April. Each point represents an experiment. A student test has been performed between
the recruitment rate of the green and the red larva (p-value = 0.03156)

Post-recruitment survival rate

Post-recruitment mortality was very high for all larva phenotypes (about 90% of mortality
over 5 days). However, post-recruits issued from mixed or green larva have a significantly
higher survival rate than those from red ones which all died 3 days after the start of
experiment. In addition, days of release significantly influence survival of green recruits.
Recruits issued from green larva released at day 1 or 2 after NM showed a survival rate of
33% after 10 days (Figure 6) whereas none post-recruits issued from green larva released at
day 5 or 4 survive (p-value<0.01). Same trend was observed for mixed larva to a lesser extent,

recruits issued from the day 4 after NM showed a survival rate of 8% the fifth day of the
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experiment whereas no survival was observed for recruit issued from larva released at day 5
or 7 after NM (p-value<0.01).
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Figure 6 : Post recruitment survival rates of recruits issued from the three larva types in February. A. Survival
rate of recruits issued from the different larva phenotypes in function of time. Note that not any survival phase
has been performed between the larva release and the recruitment event. B. Survival rate of recruits issued from
the different larva phenotypes in function of the spawning day of the larva which has given the recruit. Note that
not all days are present in each condition: for recruits issued of green larva only the days 1, 2, 4 and 5 were
tested, for recruits issued of mixed larva only the days 4, 5 and 7 were tested, for recruits issued of red larva only
the days 2 and 4 were tested
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IV. Discussion

Increasing thermal stress is the most dangerous threat that corals are currently facing
and dramatic loss of corals has been reported during the last 20 years with three massive
bleaching events. Acute thermal stress altered the survival of adult corals, but pre-exposure to
thermal stress may lead to enhance coral thermotolerance. Successive bleaching events
increase the resistance capacity of corals and there is today a high concern on how assisted
evolution may help corals to fight the thermal change of the Anthropocene era. In that
context, it urges to decipher whether anticipatory parental effects on corals facing thermal
stress exists. By exposing adult corals of P. damicornis to temperature and ocean acidification
(Putnam and Gates, 2015) showed negative effects on parent performance but positive carry
over effects on larva released (metabolism acclimation). Understanding transgenerational
plasticity is of paramount importance in the context of climate change, as it is unlikely that
corals could adapt to the unprecedented rate of changes induced by human activities and
plasticity may facilitate persistence of coral communities by providing time to genetic
adaptation to occur. However, whether plastic response in the parents can alter the offspring

biological traits remains to be established.

The prevailing seawater temperature occurring during 2014-2017 El Nifio event lead
to temperature in Moorea lagoon exceeding the thermal temperature threshold (29.2°C,
Hoegh-Guldberg, 1999) from the beginning of March to mid-April and lead to a cumulative
stress throughout the summer season (Figure 1). This warming event provides a unique and
valuable opportunity to identify resistant and sensitive colonies of P. damicornis as rising
seawater temperature alters the health of parental colonies and certain colonies displayed
significant signs of bleaching (lower zooxanthella density), whereas other individuals
harbored higher resistance to warm temperature (Figure 3). Sensitive colonies did spawn,
despite releasing a slightly lower number of larva than resistant colonies, but we showed that
the prevailing environmental condition combined with the thermal tolerance of parents
influence the fluorescent phenotype of larva released. Increasing stressful thermal condition
through summer season (from February to April, hottest month) enhance the proportion of
red-fluorescent phenotype of larva released by low and high thermal tolerant adult corals and
also the proportion green-fluorescent phenotype of larva released by high thermal tolerant
parents. Add to this, low thermal tolerant colonies released 40% more red-fluorescent
phenotype of larva than resistant parents. This suggests that provisioning red fluorescent to

larva during environmental warming is a more common strategy for sensitive parents than
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resistant parents, which released a high number of green larva during April month. This
strategy may be perceived as an “anticipatory effects” of adult corals to release larva with
better dispersal, as they could “escape” the prevailing warmed condition that parents currently

experienced. However, this strategy is directly linked to the health state of parents.

In accordance with Kenkel et al. (2011) and Strader et al. (2016), our work revealed
that not all fluorescent-phenotypes of larva are equal. First red-fluorescent phenotypes are the
most resistant to thermal stressor in the pelagic phase, followed by mixed and then green larva
(Figure 4). Shikina et al. (2016) demonstrated that a red fluorescent protein was capable of
scavenging reactive oxygen species like hydrogen peroxide (H.O2) within the oocytes of
Euphyllia Ancora. Based on this work, we hypothesized that the red fluorescent proteins
produced by P. damicornis possess a protective function against the oxidative stress and be
part of an effective antioxidant system. The findings of Strader et al. (2016) argued that red
larva are associated with a diapause like state, which is likely correlated to long-range
dispersal capacity. Consistent with this interpretation, the extremely low recruitment rate (3%)
and post-recruit survival (0%) of red- fluorescent larva (Figure 5, Figure 6) confirmed that
red-fluorescent larva phenotype will be best adapted for long-term dispersion. By contrast,
green-fluorescent larva with higher recruitment (29%) and post-recruit survival (>20% for
larva spawned at day 1) are more adapted to a short dispersion range and rapid colonization of
substrate, but more sensitive to thermal changes. In a warming environment, the best strategy
for corals will be to release red larva, which will resist to unfavorable environment and
provide an escaping solution by their capacity to dispersion over long range. Our finding
showed that this strategy is mainly operated by sensitive parents that released first an overall
higher proportion of red larva (compared to resistant parents) and secondly a proportion of red
larva that increase as thermal stress increase during the spawning season (higher proportion
from February to April). Despite slightly higher proportion of red larva are observed in March
and April for resistant corals, a more marked trend for resistant is the increase proportion of
green larva as temperature increase. Knowing the low thermal tolerance of green larva, such
strategy will be detrimental for the renewal of coral population. If impaired parents may
modify the larva released by enhancing the number of red larva released to better resist to
warm seawater temperatures but also to disperse over a long range to escape to the
unfavorable environmental conditions, we suggest that the high resistance of parents inhibit
the occurrence of anticipatory effects, as they do not perceive the prevailing environmental

condition as stressful. Understanding the biological mechanisms linking performance of
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parents and offspring to the prevailing environmental condition is far from trivial, but
deserves further attention if we do not want to miss critical information concerning question
regarding the transgenerational plasticity capacity of corals in the pace of climate change, as
resistant and sensitive parents may harbored differential capacity to anticipate stressful

conditions for their offspring.

Given that in P. damicornis species, the symbiont algae are vertically transmitted from
the adult colony to the larva, it is plausible that parental colony experiencing environmental
warming will protect its larva by providing them red fluorescent proteins with protective role
against oxidative stress. Another possibility is that during development phase of larva inside
coral host, larva experiencing the same warming environmental conditions as parents, will
themselves modify their genes expressions to produce protective FPs. These two cases may
operate solely or in conjunction and our data do not allow to decipher the mechanisms
underlying the production of red fluorescent larva during warm conditions. From our work we
hypothesize that sensitive parental colony harbored better capacity to adapt their spawning
pattern to fit environmental conditions, with red larva produced during thermal stress.
Consistent with this assumption, is the results of recruitment. Indeed, as thermal cumulative
stress in March and April, sensitive and resistant colonies continue to spawn, but prevailing
environmental warming is likely impairing offspring quality as none recruits issued from
green, red or mixed larva survived after 48 h, whereas 29% of recruits issued from green larva
survive at the beginning of summer season (February). So, this corroborates our initial though
that producing green larva during summer is not a valuable strategy and red larva with high
dispersal capacity and higher thermal tolerance will be the best shoot for the renewal of coral

populations in a warming world.

Our work showed a monthly variability of the spawning dynamic and
ecophysiological capacity of P. damicornis coral larva and confirmed that not all offspring
created are equal (Hédouin and Gates, 2013; Padilla-Gamifio et al., 2013). Here we also
revealed a daily variability in the performance of the larva. Days of spawning matter for larva
and larva released sooner during the spawning week have better performance at their recruit
stages. Indeed, higher survival rate of recruits was documented for those issued from green
larva released during the first days (days 1 and 2) of spawning compared from those released
later ones (days 4, 5 and 9). Two recent works corroborate our observation. Depending of
spawning day, the gametes of Montipora capitata appeared not to be all equal (Padilla-
Gamifio et al., 2013), and even harbor a differential stress response (Hédouin and Gates,
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2013). The link between the offspring quality and their release during the spawning is poorly
studied, but deserves further studies. These results have important consequences for
experimental designs since it appears that we cannot compare results from different larval
cohorts released on several days. As we observed that day of spawning matters, further
studies should assess how daily variability modulate other phenotypic traits to better

understand the influence of spawning day on larva quality.

To conclude, our work supports that the thermal tolerance of coral parents influence
fluorescence phenotypes of larva. Sensitive parents harboring better anticipatory effects than
resistant one by releasing larva better equipped to deal with future condition they will
experience. Pattern of fluorescent larva released is also influenced by month of spawning and
cumulative stress temperature, as increasing proportion of red larva being observed during
warming conditions. Different fluorescence patterns are associated with differential dispersion
capacity: red larva displayed higher thermal stress tolerance and higher dispersal capacity,
whereas green larva with low tolerance capacity displayed higher recruitment and post-
recruitment survival. Despite further studies have to be done to confirm our hypothesis, coral
fluorescence present potential usefulness to improve our reef management by providing a
powerful indicator of the dispersion capacity of larva, a fundamental ecological parameter of
the coral life history trait, and a precise selection tool of larval type in order to rehabilitate
environment with the best likelihood. Enhancing survival of fundamental key biological steps
of coral life cycle like dispersion and recruitment by selecting the most appropriate larva
using fluorescence indicator could avoid population collapse in the face of global warming in
restoration approaches.
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Abstract

Evidences of ecosystems alterations and notably coral reefs increases worldwide. Coral
species (Acropora hyacinthus, Pocillopora damicornis, and Porites rus) and individuals (8
per species), were evaluated in common gardens to determine their response (growth rate,
health status, and survival probability) to varying environment (Moorea, Tahiti, and Bora
Bora) as well as their respective phenotypic plasticity, during the 2014-2017 global bleaching
event. Results highlight that Bora Bora was the most stressful environment for all corals as
low survival probability (<40%), and high temperature and luminosity (>29.2°C, >7000 Ix)
were recorded, followed by Tahiti and Moorea. Moreover, probability of species and
individual survival increased (>50%) when growth rates oscillated around 0.5%.d?,
associated to low health status (< 4). No difference was found for phenotypic plasticity among
species, while phenotypic distances among individuals revealed varying patterns. Trade-offs
between growth rate and health status seems to lead to varying response for species and
individuals of the different corals studied, in stressful environment. Selection of individuals
for coral restoration strategies that include global changes might focus on individuals
presenting the best balance survival-growth rate in stressful environment, which should be
represent by corals with a reduced growth rates (0.5%.d?) and a low health status (< 4) in

stressful environment.

Key-words: Corals; phenotypic plasticity; interspecific; intraspecific; common garden.

114



I. Introduction
Evidences of climate change alterations on natural ecosystems are increasingly documented
on a variety of terrestrial and marine ecosystems, including coral reefs (Hughes, 2000;
Parmesan and Yohe, 2003; Walther et al., 2002). Restoration in coral reefs is mainly based on
coral fragmentation (asexual reproduction) where coral nubbins are grown in a common
garden, to be later out planted onto the degraded areas (Epstein et al., 2001; Highsmith, 1982;
Rinkevich, 1995). This technique has been provided to be effective with in some cases more
than 90% of coral nubbins survival over a 9 month period (Edwards and Gomez, 2007) and
coral nubbins reaching maturity after 22 months to more than 3 years (Shafir and Rinkevich,
2010; Zakai et al., 2000). Nonetheless, it also suffers from some limitations. First, Acropora
has been the main targeted genus in reason of its threatened status worldwide and our
understanding on how other genus may performed in common garden remains relatively
unexplored. Then, coral nurseries have been generally designed without considering the
impact of climate changes despite the present evidence of its dramatic impact on coral
mortality (IPCC, 2014). In that context, there is an urgent need to build restoration approach
with a view towards bringing the coral survival into line with the new warming environment

that corals will face.

Research dedicated to coral reefs has questioned whether corals will be able to withstand the
unprecedented changes of environment conditions (Hoegh-Guldberg et al., 2007; Hughes,
2003; Wilkinson, 2008). These data are valuable in order to better understand the ways by
which corals may be able to acclimatize and/or adapt to this new changing environment
(Hughes et al., 2017; Torda et al., 2017). Thus, testing coral functional traits over diverse
environmental scenario could represent an interesting way to implement our knowledge of

coral biology (Darling et al., 2012) as well as restoration methodology.

Not all corals are equal, some win, some lose facing rising seawater temperature. After the
1998 event of massive bleaching, Loya et al., (2001) shed some lights on certain coral genus
identified as winners to rising seawater temperature (e.g. Porites) and other as losers (e.g.
Acropora). However this thermal resistance trend was dynamic and changed in respect with
the environmental challenges corals experienced. Grottoli et al. (2014) after exposing corals
to cumulative thermal stressors provided evidence that “winner” corals on the short term
could turn into “loser”. Authors claimed that “winner” of the climate change should be corals
that can acclimatize to new conditions. Variation exists at an inter-specific scale, but also

within individuals of the same species. For example, different coral populations of Acropora
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millepora from the Center and South of the Great Barrier Reef have distinct acclimatization
capacities. Populations exposed to greater thermal stress had naturally acclimatized by
shuffling from thermo-sensitive Symbiodinium sp clade C2 to thermo-tolerant clades D
(Berkelmans and van Oppen, 2006). This new association with Symbiodinium confers an
increased thermal tolerance to corals by 1 to 1.5°C, and has thus the potential to “buy time” to
corals in our warming world. Intraspecific variation in corals are more common than we
thought and may even lead to functional differences (Baums et al., 2013; Parkinson et al.,
2015; Shaw et al., 2016) or distinct gene expression patterns (Granados-Cifuentes et al., 2013)

among different individuals.

With that in mind, there is an urge to understand the plastic and adaptive coral response at the
interspecies scale to the future environmental challenges, but also the gene-environment
interaction as even genetically identical organisms may express distinct phenotypes in
response to environmental changes (Potts, 1984). Indeed, phenotypic plasticity is well
acknowledged in the scientific community and coral transplantation and/or common garden
experiments have been an effective tool to point out phenotypic plasticity since the 80’s
(Potts, 1984). For example, reciprocal transplantations of Madracis mirabilis and Porites
lobata have uncovered phenotypic plasticity of morphology, and growth rate (Bruno and
Edmunds, 1997; Smith et al., 2007).

Discovering how environmental challenges are shaping the performance of species and
individuals is of paramount importance in the context of “smart-climate” restoration actions
as our capacity to potentially mitigate coral reefs degradation will become increasingly
relevant in the next future (Bowden-Kerby, 2008). In that context, understanding which
biological traits are driving the performance of organisms may help defining criteria for

selecting individuals to raise in coral nurseries.

Here, we explore how growth rates and coral pigmentation may shape the survival of corals
across varied environment. To do that, we selected three species (Acropora hyacinthus,
Pocillopora damicornis, and Porites rus) representative of the principal families of corals
found in the Indo-Pacific region (Acroporidae, Pocilloporidae, Poritidae) and with different
life-history traits (Darling et al., 2012). Our experiment occurred in three different common
gardens located in Bora Bora, Moorea and Tahiti from May 2014 to April 2017, and corals

experienced the most intense and widespread global bleaching ever record (Eakin et al., 2016;
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Heron et al., 2016). This provides a unique environmental feature to identify which species

and individual best performed in this challenging environmental.

Il. Material and methods

1.1  Corals sampling and fragments making
To understand how individual and species will perform in varied environment, three species
were selected based on their abundance in French Polynesia (Adjeroud, 1997) (Acropora
hyacinthus (Dana, 1846), Pocillopora damicornis (Linnaeus 1758), and Porites rus (Forskal,
1775) and collected from the fringing reef of Bora Bora lagoon (16° 33" S, 151° 43’ W) in
May 2014. For each species, eight colonies (radius ~15 cm) were chosen and divided in three
equal parts. Each part was transferred into each selected common garden located in Bora Bora
(16°29'S, 151° 42" W), Moorea (17° 29’ S, 149° 53' W) and Tahiti (17° 34° S, 149° 37 W),
using a cool box and wet towels (< 3h of total travel outside of the water). Then few days
after transportation, 10 fragments (initial weight of 2.3 to 4.6 g) were realized per colony and
per island (total of 80 fragments per species and islands). Each fragment were glued on a
plastic plug (1x2 cm) using a glue gun and then placed onto coral tables. Coral tables
consisted of plastic tubes (12 x 2 m, diameter ~20 mm) pierced every 14 cm ( to hold around
120 fragments) and mounted on a galva steel framework (h=0.7m, 1 =15m, L=2.0 m). In
each island, tables were all placed on a fringing reef (5 to 10 m from the coast) at a depth of

~2m.

1.2 Growth rate
Before placing corals on their respective tables, all fragments were weighted using the
buoyant weight technique (Spencer Davies, 1989) with an Ohaus® PA2201 electronic scale.
Coral weights were measured every three months for all fragments for each island. Coral
growth rate (GR) was calculated according of the equation 1 with Wt = Weight at the time t,
and nd = number of days. Thus, coral growth rates were expressed as percentage increase per
day from June 2014 to April 2017.

Equation 1 : Growth rate

GR =

(Wt +1-— WL) 100
x
Wt 1
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1.3 Health status

Facing rising seawater temperature, coral bleached and color of corals has been identified as a
useful proxy of their health status (Siebeck et al., 2006). The latter work developed a color
card with levels of coloration from 1 (totally bleached) to 7 (100% healthy). The health status
of coral fragments was then evaluated using this color card every two weeks. If different parts
of coral fragment were harboring different pigmentation intensity, the relative mean color was
noted. When corals were dead, they were noted as 0 and then NA. Data were recorded from
May 2014 to April 2017.

1.4 Survival probability
The survival probability of each individual was measured in parallel as the health status from
May 2014 to April 2017. Corals were considered dead, when tissue were not anymore

discernable.

1.5 Relative distance plasticity index
In order to evaluate the potential role of phenotypic plasticity of each coral species, we
computed a relative distance plasticity index (RDPI) based on work developed for plants
(\Valladares et al., 2006). The principle lies in the relative distance of a trait analyzed in at
least three different environments with the same individual assessed in these environments.

Thus, a relative phenotypic distance was first computed, as follow, were dij —+i'j’ = distance

between phenotype of the individual j in the environment i and his phenotype j’ in the

environment i’ according to the equation 2:

Equation 2 : Relative phenotypic distance
g |dij — 1}’
reLly = _—
J (xif +x1°7")

The calculation from equation 2 was applied on each individual, using maximum growth and
median health as functional phenotypic traits. Then, relative distance plasticity index was
calculated using the equation 3, with n = number of distances.

Equation 3 : Relative distance plasticity index (RDPI)

n

i
RDPI = E (rdij)
n
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1.6  Data analysis

All graphical analysis as well as statistical analysis were performed using the software R (R
Core Team, 2015). Data was first tested for the homogeneity of their variances, using the
Levene test (Brown and Forsythe, 1974) and the package lawstat. When negative, data were
assessed for specific transformation using Box Cox transformation (Box and Cox, 1964) with
the package caret. Growth rates and health status were tested for difference using an analysis
of the variance (ANOVA), followed by a Tukey HSD post-hoc test (Zar, 1996) for
comparison, among species individuals, sites and their interactions. Survival probability
differences were assessed using the log-rank test on the Kaplan and Meier curves (Kaplan and
Meier, 1958), with the package survival (Therneau and Grambsch, 2000). All graphical
representations were expressed as means + standard errors with a set at 0.05 for survival
probability and RDPI, while all variability in traits were graphically depicted using boxplot
for growth rates and health status.

I11.  Results

This study took place during a massive bleaching event. Bleaching threshold was reach in all
islands tested (Figure 1A). Luminosity recorded on the three islands (Figure 1B), and relative
TSso (Figure 1C), demonstrate that Bora Bora was the most stressful environment during this
study followed by Tahiti and Moorea.

Mean temperature per day {°C)

A B c
3000
30- ~ _ M Moorea
F f || i Tahii
i I | T 2 Bora Bora
SN w2C £ 6000 9
. f’/\\, A f z g5
28 / \ i | [ T 2
\ J | g 5
\ o
i \ L] g 2
f \ / 1l i 8 o 50+
/‘ il { i £ =
LI | 1 E 2
//" L = 2000/ k
g \ H [}
/ £ ¥ 55,
7
0 -~
D.
2015 2016 2017 0 5 10 15 20 Ahya Pdam Frus  Ahya Pdam Prus  Ahya Pdam Prus
Time (year) Time (hour) Species

Figure 1 : Temperature (A) luminosity (B) and relative TS50 (C) recorded on Moorea Tahiti and Bora Bora.
Temperature, and luminosity data were recorded every 15 minutes. Temperature represent data recorded from
August 2014 to December 2016. TS50 represent a mortality index. Luminosity represent data recorded during
one week. The straight line represent the bleaching threshold calculated for Tahiti (Hoegh-Guldberg, 1999).
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.1 Interspecific variability in growth rate
Mean growth rate vary slightly differently for the three species studied (Figure 2A). The
species A. hyacinthus presented a maximum mean growth rate (Ptukey < 0.001) on Tahiti (0.78
+0.02 % dt), a minimum (Prukey = 0.046) on Moorea (0.47 + 0.01 % d) and intermediate on
Bora Bora (0.58 + 0.03 % d}).

The two other species P. damicornis and P. rus presented a maximum (Prukey < 0.001) mean
growth rate on Tahiti (P. damicornis = 0.80 + 0.02, P. rus = 0.53 + 0.02 % d), but no
significant difference was found between Moorea (P. damicornis = 0.56 £ 0.02, P. rus = 0.25
+0.01% d) and Bora Bora (P. damicornis = 0.54 + 0.03, P. rus = 0.35 + 0.04 % d™).

Among the species studied, mean growth rate of P. damicornis on Moorea (0.56 + 0.02 % d!)
was higher (Prukey < 0.001) than those of A.hyacinthus (0.47 + 0.01 % d*) and P. rus (0.25 +
0.01 % d). For Bora Bora and Tahiti, A. hyacinthus and P. damicornis harbored similar

mean growth rate, higher than P. rus (Ptukey < 0.001).
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Figure 2 : Inerspecific variation of the growth rate (A), health status (B), and survival probability (C) of the 3
coral species, among the three islands tested (n = 8 per species). Data are expressed as mean + standard errors for
survival probability. A. hya = Acropora hyacinthus, P. dam = Pocillopora damicornis, P. rus = Porites rus.
Points with different letters represent significant differences among species, based on Tukey HSD, with a set at
0.05, and based on log-rank test for survival probability. Different capital letters represent significant differences
among sites, based on Tukey HSD, with a set at 0.05. The dashed line represent the survival probability of 50%.

I11.2  Interspecific variability in health status
Significant differences in mean health status were reported among islands for A. hyacinthus

and P. damicornis, except for P. rus between Moorea and Tahiti (Figure 2B). Mean health
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status on Tahiti (A. hyacinthus = 4.9 = 0.03, P. damicornis = 4.9 + 0.03, P. rus 5.2 = 0.02)
was significantly lower (Ptukey < 0.001) than on Moorea for A. hyacinthus (5.6 + 0.02) and P.
damicornis (5.6 = 0.02), but not for P. rus (5.2 + 0.03). The lowest health status was reported
for the three species on Bora Bora (PTukey < 0.001) according to the following decreasing
order (PTukey < 0.001, A. hyacinthus (4.2 £ 0.06) > P. rus (3.5 £ 0.05) > P. damicornis (2.8 +
0.04).

1.3 Interspecific variability in survival probability
The mean survival probability was the lowest for all the species on Bora Bora (Figure 2C).
The lowest survival probability was recorded for A. hyacinthus. (0.29 £+ 0.009), followed by
P. damicornis (0.36 £ 0.009) and P. rus (0.35 = 0.009), for which no significant difference in

their survival probabilities was reported.

The survival probability of corals between Moorea and Tahiti appeared species-dependent.
Despite the survival probabilities were lower for A. hyacinthus (0.55 + 0.007) and P.
damicornis (0.65 £ 0.007) on Tahiti than on Moorea (A. hyacinthus = 0.85 = 0.005, P.
damicornis = 0.86 £ 0.005; Pvalue < 0.001), a contrasted pattern was recorded for P. rus,
which had a higher survival probability on Tahiti than on Moorea (Pvalue < 0.001; 0.62 +
0.007 vs 0.42 £ 0.007, respectively).

1.4 Species relative distance plasticity index

To characterize the potential phenotypic plasticity differences for the three species studied, a
relative distance phenotypic plasticity index (RDPI) was computed, which ranged from 0 no
plasticity to 1 maximal plasticity (Valladares et al., 2006) on the maximum growth rates as
well as median health status for the three species. The relative distance plasticity index of the
maximum growth rate was 0.36 + 0.06, 0.54 + 0.06 and 0.45 + 0.14 for A. hyacinthus, P.
damicornis, and P. rus, but no significant difference was observed among species (Figure 3).
The relative distance plasticity index calculated for the median health status was not
significantly different among species (0.38 + 0.03, 0.57 + 0.04, and 0.50 + 0.03 for A.
hyacinthus, P. damicornis, and P. rus, respectively, Figure 3).
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Figure 3 : Relative distance plastic index (RDPI) for the three species studied (n = 8 per species). Data represent
the means + standard errors. The black line represent no significant difference, based on Tukey HSD, with a set
at 0.05.

Despite no interspecific difference was observed on the relative distance plasticity index
among the three species studied, we noticed than the best survival probability (P. damicornis)

among the three islands corresponded to the highest value of RDPI, despite not significant.

1.5 Intraspecific variability in growth rate
The variability of mean growth rates among coral colonies appeared species-specific (Figure
4A, B, C). The variability of mean growth rate for A. hyacinthus was lower on Moorea and
Tahiti (variation up to a factor of 1.7) than on Bora Bora (by a factor 3.9). Conversely, a low
variability for the mean growth rates was reported for P. damicornis on Moorea (variation up
to a factor of 1.4), Tahiti (up to a factor 1.7), and Bora Bora (up to a factor 1.6). In contrast, a
high variability of mean growth rate was reported for P. rus compared to both other species,
with the highest variation on Bora Bora (up to a factor 7) followed by Moorea (variation up to
a factor 3.5). The variation in mean growth rates of the three species was similar on Tahiti (A.
hyacinthus = 1.7, P. damicornis = 1.7, and P. rus 1.5). Results of variance among individuals,

sites, and their interactions are presented in Table 1 (SI).
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Figure 4 : Intraspecific variation of the growth rate (A, B, C), health status (D, E, F), and survival probability (G,
H, 1) of the 3 coral species, among the three islands tested (n = 10 per colony). Data are expressed as mean +
standard errors for survival probability. A. hya = Acropora hyacinthus, P. dam = Pocillopora damicornis, P. rus
= Porites rus. The different letters associated to H, D and R represent the different genotypes. Points with
different letters represent significant differences among individuals, based on Tukey HSD, with a set at 0.05, and
based on log-rank test for survival probability. The colors associated to letters represent the site analyzed. The
dashed line represent the survival probability of 50%.
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No significant difference in mean growth rate was reported for P. rus among the 8 colonies
fragmented in the 3 sites of transplantation (Figure 4C). For P. damicornis, despite no inter-
colony difference was observed for the growth rate among the 8 colonies on Bora Bora and
Moorea, significant lower growth rate was reported on Tahiti for colonies #2, 3 and 6. Finally,
inter-colony difference was more pronounced for A. hyacinthus especially on Bora Bora and
Tahiti. On Bora Bora, colonies #1, 2, 4 and 6 had the highest growth rate measured, despite
colonies 4 and 7 had intermediate values and colony #8 the lowest value. On Tahiti a similar
pattern emerged, with colonies #2, 4 having the highest significant growth rate, followed by
colonies #1, 5, 6, 7 and finally colonies# 3 and 8 had the lowest growth rate. On Moorea,
difference among colonies significantly separated into two classes: high growth rate (colonies
#2 and 6) and lower one (colonies #3, 4, 5, 8; Figure 4A).

1.6  Intraspecific variability in health status
Different response of the variation in mean health status was found for the three species
(Figure 4D, E, F). The mean health status of the species A. hyacinthus vary similarly in the
three islands tested from a factor 1.3, (3.8 £ 0.05 to 5.1 + 0.3) on Bora Bora to 1.4, both on
Tahiti (4.0 £0.09 to 5.7 £ 0.4) and Moorea (4.7 £ 0.05 to 6.6 £ 0.02).

The mean health status for the species P. rus vary from a factor 1.1 on Tahiti (4.9 £ 0.08 to
5.5+ 0.06) to 1.3 on Moorea (4.5 + 0.1 to 5.7 + 0.06) and up to a factor 1.5 on Bora Bora (3.0
+0.2t04.4+0.2).

The mean health status for the species P. damicornis was the most variable among individuals
and sites. On Moorea mean health status varied from a factor 1.3 (5.2 + 0.04 to 6.1 + 0.05), to
a factor 1.5 on Bora Bora (2.4 £ 0.06 3.7 £ 0.14), and differences increase on Tahiti, to a
factor 2 (2.3 £ 0.04 to 4.7 + 0.04). Results of variance among individuals, sites, and their

interactions are presented in Table 1 (SI).

1.7 Intraspecific variability in survival probability
To assess how the different colonies performed in various environments, we defined a 50%
Threshold of Survival (TS50) to investigate the performance patterns of various colonies
selected. By using that TS50, different patterns emerged from the survival probabilities
among colonies (Figure 4G, H, 1). All colonies of P. rus on Tahiti harbored survival
probabilities higher than TS50, whereas only half of colonies reached that threshold on
Moorea, and only 25% on Bora Bora. All 8 genotypes of P. damicornis had a survivorship

above the TS50 on Moorea and 75% of them on Tahiti. For A. hyacinthus, all genotypes
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harbored a survival above 50% on Moorea, whereas only 50% of genotypes reached the TS50
on Tahiti. Overall, the intraspecific variability of genotypes of each species showed that the
most stressful environment was Bora Bora (with a lower proportion of genotypes passing the
threshold of 50%), followed by Tahiti and then Moorea (Figure 4G, H, I).

For each species, certain colonies harbored significantly higher survivorship in a certain site,
such as colonies #H3, H7 and H8 for A. hyacinthus, colonies #D6 and D7 for P. damicornis or
colonies #R1, R2 and R3 for P. rus on Moorea. However, in most case, this pattern of better
survival was not conserved across site. In the most stressful environment (Bora Bora), the best
survivors are colonies #H3 and H7 for A. hyacinthus, colony #D1 for P. damicornis and
colonies R1 and R3 for P. rus. Results of variance among individuals, sites, and their

interactions are presented in Table 2 (SI).

I11.8  Relative phenotypic distance
3.8.1 Acropora hyacinthus

The relative phenotypic distance of the median health status and the maximum growth rate
among individuals identified clearly two groups. The first group was composed of colonies
with middle phenotypic distances for the median health status and low for maximum growth
rate versus low phenotypic distances for the median health status and middle to high for the
maximum growth rate (Figure 5). Surprisingly the two colonies (H3 and H7) harboring the
highest survivorship on Bora Bora (the most stressful environment) did not fit into a similar
cluster. This showed that for A. hyacinthus the relative phenotypic distance observed does not

allow to separate the “winner* colonies to raise into coral gardens.
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3.8.2 Pocillopora damicornis

The correlation among individuals did not clearly identified groups. We observed more a
distance gradient among the different individuals (Figure 5). Interestingly the only colony
(D1) that harbored a survival probability higher than 60% on the three islands had a similar
pattern of phenotypic distance as the colony H3 of A. hyacinthus, characterized by a
phenotypic distance more important in its median health status than in its maximum growth

rate (Figure 5).
3.8.3 Porites rus

Relative distances for P. rus, was computed for only 7 individuals (instead of 8), as the colony
R8 died on Bora Bora (see Figure 4C). The correlation among individuals identified clearly
two groups, the first group was composed of colonies with relatively low distances for the
maximum growth rate and middle to high phenotypic distances for the median heath. The
second group was composed of colonies with middle to high phenotypic distances for
maximum growth rates and low phenotypic distance for median health status (Figure 5). The
colony that survived the best on Bora Bora (R1 and R3) fitted into the first cluster.
Interestingly all the colonies that survived well in the three islands tested presented a
phenotypic distance more important for the median health status than for their maximum

growth rates (Figure 5).
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IV. Discussion

In a context where coral reefs are severely damaged by human actions, understanding coral
responses to environmental perturbations (Hughes et al., 2017; Hughes et al., 2018, 2017) and
developing tools for coral reef management and conservation actions (van Oppen et al., 2017
Webster et al., 2017) stand as pillars of research questions, if we are to protect one of the most
diverse ecosystems on Earth. If asexual reproduction has been used since the 80’s to grow
corals in-situ, we still do not clearly understand i) the extent of coral plasticity among species
and individuals, and ii) whether coral garden experiments are useful tools to select the best
genotypes for restoration actions. To tackle these research questions, we grew three coral
species on three different sites and confronted their responses after three years (2014-2017),
while they were subject to one of the longest and most widespread global bleaching event on
record (Eakin et al., 2016; Heron et al., 2016). Here the responses investigated are growth rate
(GR), health status (HS) and survival probability (SP) for the scleractinian corals A.

hyacinthus, P. damicornis and P. rus.

Bora Bora was the most stressful environment for coral nubbins as reported by the lowest
survivorship for all species (0.29 < SP < 0.36) after 36 months. Tahiti harbored an
intermediate state (0.55 < SP < 0.65), whereas Moorea presented the highest rate for two
species (A. hyacinthus, and P. damicornis) out of three (0.42 < SP < 0.86). Patterns of
survivorship is dependent of the combination of temperature and light that corals experienced.
Indeed, despite bleaching temperature threshold of 29.2°C (Hoegh-Guldberg, 1999) was
reached in all sites, temperature remained above bleaching threshold for longer time on Tahiti
and Bora Bora than on Moorea. However, the more pronounced lowest survivorship on Bora
Bora is likely driven by the higher luminosity recorded (> 7000 Ix) compared to Tahiti.
Temperature and light are effectively known to drive alone or in concert oxidative and photo-
oxidative damage to thylakoids in Symbiodinium sp (Downs et al., 2013; Rehman et al.,
2016). Synergy of these two stressors generally lead to exacerbated signs of bleaching and is
likely explaining the lowest survivorship occurring in Bora Bora. As such, a gradient of
environmental conditions was effective among the three sites, with the highest stressful
environment being Bora Bora (high light and high temperature), followed by Tahiti (high

temperature) and then Moorea (moderate temperature, Figure 1).

The contrasted environmental condition of the three sites directly altered how corals
performed in an environment. For example, coral growth was found maximal on Tahiti (0.53

to 0.78 %.d™), despite lower growth was recorded on Moorea, the less stressful environment.
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As high temperature is known to accelerate organism metabolism, certain works demonstrated
the positive effects of increasing temperature on coral growth rate (Anderson et al., 2017;
Lesser, 2011; Lough and Barnes, 2000; Rodolfo-Metalpa et al., 2008). In that context, the
high coral growth observed on Tahiti is likely due to the higher temperature experienced by
corals on Tahiti compared to Moorea. However the combination of high temperature and high
irradiance present in Bora Bora lead to reduced coral growth rate in corals. Here we showed
the paramount importance of studies dealing with multiple stressors to increase ecological

relevancy as conclusion from single stressor may be biased when other acts in concert.

Capacity to survive in one environment may modulate coral growth but also lead to health
adjustment. Here we showed in Tahiti and Moorea that increased survivorship was associated
to increased health status and high growth rate, except for P. rus. However, a distinct pattern
emerged for Bora Bora, where the low survival is reflecting a poor health status, but a
moderate growth rate. This primarily translated that in the most stressful environment, corals
that survived are able to maintain positive growth rate, despite an impaired health status,
which could be due to increase heterotrophy (Hughes and Grottoli, 2013). The reduced health
status observed in Bora Bora for corals is likely originated from the symbiosis breakdown due
to rough environmental condition. Some clades of Symbiodinium are more thermotolerant
than others and corals may switch Symbiodinium composition as a mechanism to adapt to
variable environmental conditions (Berkelmans and van Oppen, 2006; Baker, 2001). A
possibility for corals experiencing Bora Bora environmental condition is an advantageous
change in Symbiodinium composition, for clades best fitted to this warming and lighting
environment. Despite not investigated in the present, changes in Symbiodinium compositions
deserves further study to better understand the role of symbiosis plasticity into coral
acclimatization. Nonetheless, here we suggest that reducing Symbiodinium density, could be
linked to increase heterotrophy, which could enable positive growth rate in stressful
environment, and could thus appeared as an efficient biological mechanism to thrive while

facing increasing thermal anomaly

Acropora are generally described as fast-growing species and our data reinforces this trend
but also reveal that Pocillopora harbored similar growth rate as Acropora, which could be
attributed to their close phylogenetic distance. The fast-growing rate of both Acropora and
Pocillopora suggests the importance of these both genera into renewal of coral communities
in French Polynesia. In line with the important growth capacities of Pocillopora, recent works

confirmed that recovery process on Moorea was driven by fast recovery of Pocillopora genus
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(Berumen and Pratchett, 2006). Thus, our experiment confirmed the central role of
Pocillopora genus into the current Polynesian reef landscape based on its growth performance

and high survivorship in disturbed environment.

Our work showed that in the most stressful environment (Bora Bora), individuals that
survived (>50% on average) had a reduced health status (<4) for the three species
investigated. So capacity to acclimatize to high irradiance leading to reducing photo-oxidative
damage (Downs et al., 2013; Rehman et al., 2016) is likely driving how corals survive in that
stressful environment. Interestingly, A. hyacinthus with higher health status ranging from 4 to
6 had a higher mortality than the two other genus (Pocillopora and Porites), which harbored
lower health status (variation from 2 and 3 to 6). Further analysis should be done to confirm
this assumption but our results corroborates the classification of Darling et al. (2012), with
Acropora being a competitive coral more sensitive to environmental perturbation than weedy

species (P. rus and P. damicornis).

To characterize phenotypic plasticity among species, we used an RDPI and revealed that all
species harbored similar plasticity. Weedy species are generally described as more variable
than competitive which allow them to colonize a variety of environment and substrate.
Despite no significant difference, was observed between species, it might be interesting to
increase replicate numbers as well as number of sites tested to potentially highlight significant
differences. While these patterns were found at the species level, question remains on coral
responses at intraspecific level, as functional approach gave also interesting results leading to
an increased role of genotypic variability in defining coral performance (Parkinson et al.,
2015; Parkinson and Baums, 2014).

Bora Bora was the most stressful environment for all species, and we observed that
individuals harboring a lower health status had also a better survivorship in that environment
as previously observed at the species level. For example, 88 % of P. damicornis individuals
harbored a health status lower than 3, but 75% of P. damicornis individuals had a
survivorship above 25 % (for solely 38 % of P. rus colonies reached this threshold value and
only 25 % of A. hyacinthus colonies). A decrease of health status is generally correlated to a
reduction of Symbiodinium sp density (Siebeck et al., 2006), and thus of oxidative stress in

coral host, which could explain why these individuals were able to survive.
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Interestingly growth rate variation among individual colonies showed different patterns
depending of the species. These suggest that for higher survivorship in a stressful
environment, coral colonies decreased their growth rate and their health status.

Among the three species investigated, individuals with highest survivorship higher than 50%
on Bora Bora (H3 & H7; D1; R1 & R3) harbored also a low health status lower than 4 and a
growth rate close to 0.5%.d*. For these individuals it is likely that a tradeoff exists between
growth and survivorship (Sibly and Calow, 1989), and that reduced growth is due to the
potential cost of acclimatization (Jones and Berkelmans, 2010) and is representative of
intraspecific winners of climate change. Edmunds (2017) showed that intraspecific variation
in growth is a poor predictor of coral fitness because weak correlation between growth rate
and survivorship. Our results corroborated this assumption and we emphasize that a slow
growth rate of ~0.5%.d is likely the most effective tradeoff between growth and survivorship
of corals for stressful environment (Sibly and Calow, 1989), which could be potentially due to
different nutritional sources (Hughes and Grottoli, 2013), for corals harboring low health

status.

By investigating how different species and colonies performed in three different
environments, one of our main target questions was to understand the plasticity of each
species to contrasted environment. Our first hypothesis was that corals with higher phenotypic
distances (in term of coral maximal growth rate and health status) will be the best individuals
to survive changing environment condition. Here, based on phenotypic distances for each
individual we showed that such assumption does not hold and different patterns emerged
depending of species. First, the phenotypic distances allowed to discriminate two individuals
of P. rus with highest survivorship on Bora Bora (R1, R3) from the same cluster (Figure 5),
but with low phenotypic distances of growth rate and middle phenotypic distances of health
status. This suggests that high phenotypic distances is not always a sign of better survival to
stressful condition for P. rus, as phenotypic plasticity can also be maladaptive (Reed et al.,
2011), leading to mismatch between phenotype and environment. In contrast, individuals of
A. hyacinthus (H3 and H7) with the highest survivorship in the most stressful environment
(Bora Bora) were grouped into distinct clusters, revealing that the phenotypic distance is not a
good predictor for selecting the best Acropora coral performers. For P. damicornis,
phenotypic distances calculation did not lead to any clear cluster structure and revealed
occurrence of highly diverse individual response of P. damicornis in varied environment.

Common patterns of phenotypic distances does not exist among the three species.
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Nonetheless, for the three best colony survivors of each species (with a survival probability
over 60%; e.g. H3, D1, R1), we revealed that individuals of A. hyacinthus, P. damicornis and
P. rus that performed the best present a higher phenotypic distance for health status rather
than for their growth rate. As previously suggested before a tradeoff among growth, health
and survivorship is likely existing: coral individuals with moderate plasticity of Symbiodinium
density and low plasticity of growth will survive better in stressful environment (Jones and
Berkelmans, 2010).

To conclude, our coral common garden approach on functional traits proposed that winner
individuals are not those that did not bleach, but rather those with enhanced capacity to
compensate reduction of their Symbiodinium sp concentration by switching Symbiodinium sp
and/or food source, when temperature and light conditions increase (specifically to reduce
oxidative stress), which in turn reduced their growth rate. Nonetheless a threshold in their
capacity to support low level of symbionts is likely occurring, and a minimal value of health

status around 3 in stressful environment is required to avoid massive mortality.

Selection of coral individuals raised intense debate into the scientific community. A recent
study advocated that we should let the nature pick the winner (Webster et al., 2017).
However, in a context of rapid changes, innovative solutions to enhance coral restoration in
response of the unprecedented changes of the planet is of high concern (Darling et al., 2012;
Zinke et al., 2018). Here we showed that selection on coral individuals need to integrate
tradeoff existing between performance and survivorship. The capacity to adjust health status
(and potentially increased heterotrophy) represent in this study the best indicator of future
coral performance in stressful environment, rather than selecting individual with the highest
performance (high health status, high growth rate). Moderate value of growth rate around
0.5%.d! is also a signs of good performance on the long-term and represent a potential proxy
of coral selection for restoration. Our work revealed an important intraspecific variability of
corals with some individuals better fitted for restoration than other. Further research should
try to elucidate the molecular mechanisms behind such difference among individuals, but also
assessed the clonal functional response. Despite a coral colony is composed of thousands of
genetically identical clones, the large variability observed for certain colonies in our work
suggests that not all clones from one colony perform the same way in a particular
environment. These raises intriguing questions regarding local adaptation/acclimatization at
the colony level that potentially could provide new clues to integrate climate change into

restoration measures.
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Supplementary information

Table 1: Results of the two way ANOVA, for the different traits (health status, and growth rate) analyzed.
Significant differences are represent as : *** < 0.001, o set at 0.05.

Species Traits Factors Df Sum Sq Pr (>F)
A. hyacinthus Health status Individuals 7 27.47 <2e-16%+*
Sites 2 39.33 <2p-16 *¥*
Individuals x Sites 14 27.98 <2p-16 *+*
P. damicornis  Health status Individuals 7 19.81 <2p-16 *¥*
Sites 2 226.71 <2e-16 #¥*
Individuals x Sites 14 42.81 <2e-16 ***
P.rus Health status Individuals 7 3.86 <2p-16 *¥*
Sites 2 45.36 <2e-16%+*
Individuals x Sites 14 12.55 <2e-16%+*
A. hyacinthus Growthrate Individuals 7 8.29 5.21e-14%+*
Sites 2 28.44 <2p-16 *¥*
Individuals x Sites 14 10.8 4.93-15%++
P. damicornis  Growth rate Individuals 7 6.31 4.78e-05 ¥+
Sites 2 21.25 <2e-16 #¥*
Individuals x Sites 14 7.87 0.000318%**
P. rus Growth rate Individuals 7 2.32 0.00302++*
Sites 2 17.89 <2e-16%+*
Individuals x Sites 14 3.98 0.00043%+*
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Table 2: Results of the log-rank test, for survival differences among individual, site, and their interactions.
Significant differences are represent as : *** < 0.001, a set at 0.05.

Species Traits Factors Df X2 p-value

A. hyacinthus Survival Individuals 7 243 0
Sites 2 393 0
Individuals x Sites 23 1169 0

P. dumicornis  Survival Individuals 7 91,9 0
Sites Z 190 0
Individuals x Sites 23 538 0

P. rus Survival Individuals 7 291 0
Sites 2 223 0
Individuals % Sites 23 1052 0

133



134



Chapitre 7 : Discussion genérale

Pendant ce travail de thése j’ai cherché a répondre aux problématiques liées aux réponses des
coraux scléractiniaires face a I’augmentation des perturbations environnementales affectant
notre planete, en étudiant spécifiquement la réponse de la reproduction sexuée et asexuée.
Toutes connaissances supplémentaires sur la réponse des coraux face au changement
climatique et spécifiquement a 1’augmentation de température, peuvent néanmoins étre
associées a I’amélioration des méthodes de conservations et de restaurations des écosystémes
naturels. Ce travail de thése a ainsi permis de contribuer a I’acquisition de connaissances
fondamentales et appliquées de la biologie des coraux. Au niveau fondamental, ma recherche
a permis de 1) répondre a des questions liées a I’impact de 1’augmentation de la température
sur des stades de vie peu étudiés du cycle de vie des coraux scléractiniaires, des gametes aux
larves et 2) de mettre en évidence une plasticité différentielle du taux de croissance et de 1’état
de santé a la fois au niveau interspécifique mais aussi intraspécifique. Au niveau applique, j’ai
cherché a intégrer, dans les expérimentations que j’ai développées, les problématiques liées a
la restauration des récifs coralliens dans une période de changement climatique et d’extinction
de masse, ceci afin de proposer de nouvelles solutions plus adaptées aux changements

globaux actuels.
Réponse des jeunes stades de vie a ’augmentation de la température (article 1, 2, 3)

Le changement climatique (IPCC, 2014) en impactant les écosystémes et les populations
naturelles (Parmesan and Yohe, 2003) pousse les scientifiques a travailler sur la réponse des
organismes face aux changements majeurs, qui apparaissent engendrer la 6°™ grande

extinction de masse que la planéte est connue (Barnosky et al., 2011).

Les coraux scléractiniaires qui vivent proche de leur limite thermique apparaissent donc
comme des organismes sentinelles de ces perturbations environnementales. Comme évoqué
en introduction, les connaissances sur la réponse des coraux a I’augmentation de la
température sont principalement étudiées chez les stades adultes. Il s’agissait, notamment
durant cette thése, d’augmenter nos connaissances sur les stades pélagiques des coraux. J’ai
donc d’abord choisi, durant ce travail de thése, d’évaluer les températures altérant les jeunes
stades de vie pélagique en caractérisant leur succes de fécondation (sans embryon déformé) et
leur survie pour les stades larvaires. Afin de quantifier de maniére précise la température de
rupture chez les jeunes stades de vie pélagique des coraux, des modéles dose-réponse, comme

ceux décrits pour la toxicologie (ETso et LTso), ont été mis en place pour la température, basés
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sur les études toxicologiques évaluant les effets d’une molécule chimique sur la fécondation
des coraux et la survie des larves (Puisay et al., 2015; Reichelt-Brushett et Michalek-Wagner,
2005; Victor et Richmond, 2005). En effet, les tests associés a la caractérisation des effets de
la température sur les coraux, n’utilisent que trés rarement ces modeles et confrontent
géneralement la réponse des coraux directement a deux ou trois températures, ce qui inhibe
I’utilisation de tels modéles. Afin de déterminer une température létale ou sub-létale (ETso et
LTs0), mon protocole d’expérience a donc considéré, initialement, un gradient de cinq
températures (26, 28, 30, 32, 34°C) pour determiner lesquelles impactent le succés de la

fécondation et la survie larvaire.

Mon travail révele 1’existence d’une réponse variable en fonction des stades de vies des
especes et de la durée d’exposition aux températures élevées considérés. Les limites
thermiques calculées pour le taux de fécondation apparaissent pour les deux especes étudiées,
A. pulchra et A. cytherea se situer trés proche d’une température de 31°C (ETso = 31.5 et
30.8°C, respectivement). Ces températures correspondent aussi a une augmentation du
nombre d’embryons déformés chez les deux espéces ainsi qu’a une réduction du nombre

d’ovocytes fécondés.

La résistance thermique des larves montrent néanmoins qu’une augmentation de la durée
d’exposition a une température donnée diminue la survie des larves, avec des différences
observées de plus de 2°C. Par exemple, alors qu’une température de 30.7°C diminue de
moitié la survie des larves au bout de 8 jours, une température de seulement 28.4°C a le méme
effet au bout de 14 jours. Une tendance similaire a été observée pour A. cytherea (LTso a 8
jours de 31.5°C vs 30.8°C a 14 jours).

Mes résultats corroborent ainsi des études précédentes évaluant la sensibilité des jeunes stades
de vie coralliens avec notamment une réduction du taux de fécondation associée a une
augmentation du nombre d’embryons déformés avec des températures superieures a 30°C
(Negri et al., 2007; Randall et Szmant, 2009), mais aussi une diminution de la survie des
larves aux fortes temperatures (Edmunds et al., 2001; Putnam et al., 2010; Woolsey et al.,
2015). Chez les gameétes et les embryons, le processus de développement embryonnaire est
relativement rapide, et une seule durée d’exposition a été testée (4 h 30) dans mes
expériences. Néanmoins, comme montré par Victor et Richmond en 2005, il est possible
qu’une exposition des embryons plus longue (12 h) au lieu de 4 h 30 aurait augmenté leur

sensibilite et des limites thermiques plus faibles auraient été observées. Les travaux de
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Randall et Szmant, 2009) soulignent que la mortalité maximale d’embryons soumis a trois
températures (27.5, 29.0 et 31.5°C) est observée au bout de 50 h. Le mécanisme se mettant en
place lors du développement embryonnaire, 50 h aprés la fécondation, est la gastrulation qui
semble donc représenter le stade embryonnaire corallien le plus sensible a 1’augmentation de
température (Byrum et Martindale, 2008; Randall et Szmant, 2009). Chez les larves de coraux
et notamment dans le genre Acropora, il a pu étre montré que le recrutement se déroulait
pendant les dix premiers jours aprés la fécondation (Harrison et Wallace, 1990; Hodgson,
1985). Dans mon étude, la transition la plus forte observée dans la réduction de la limite
thermique a été entre huit et dix jours d’expérimentations. Il est alors intéressant de noter ici,
que les larves de coraux une fois formées, ne peuvent pas tout de suite recruter, puisqu’elles
ont besoin de mettre en place les structures biologiques afin de pouvoir sélectionner un
substrat sur lequel s’installer. Cette période de mise en place de structures telles que la bouche
(24 h), le ceelentéron (36 h), les filaments mésentériques (7 jours) est connue sous le nom de
phase de pré-compétence (Gleason et Hofmann, 2011; Harrison et Wallace, 1990; Kojis et
Quinn, 1981). Cette phase de pré-compétence peut néanmoins étre raccourcie en augmentant
la température de 2 a 4°C au-dessus des températures de saison (Heyward et Negri, 2010).
Les larves s’étant développées a forte température (28 et 30°C), apparaissent néanmoins avoir
une fenétre temporelle plus étroite afin de pouvoir recruter. Dans mon expérience, aucune
structure permettant le recrutement n’a été ajoutée et il est alors possible qu’une fois la fenétre
temporelle de recrutement dépassée, la qualité des larves diminue, ce qui dans mon
expérience a pu se traduire par une diminution des limites de résistances thermiques apres 8 a
10 jours d’expérience. Les larves de coraux peuvent avoir des réserves sous forme de lipides
(Padilla-Gamifio et al., 2013) et sous forme d’éléments carbonés si les larves possedent dans
les ovocytes des Symbiodinium, mais les larves d’Acropora étant azooxanthellés, il est
possible que leurs réserves énergétiques aient été épuisées au bout de huit jours, ce qui a pu

aboutir & une mortalité importante, faute d’énergie disponible.

Tous les stades de développement embryonnaire et larvaire n’ont donc pas la méme sensibilité
a l’augmentation de température. Il est donc crucial de prendre en considération la
susceptibilité des différents stades de vie successifs des coraux a 1’augmentation de la
température dans les modéles prédictifs. Néanmoins mes travaux montrent que des
températures supérieures ou égales a 32°C réduisent a la fois la fécondation et la survie
larvaire de maniére drastique. Bien que ces températures ne soient en moyenne pas atteintes

en Polynésie frangaise pendant cette période (~27°C), dans des cas extrémes de courtes
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durées, des pics de température de quelques jours jusqu’a 32.4°C ont déja été enregistrés
(octobre 2002). La survie des gamétes et embryons pendant 24 h a de telles tempeératures
serait donc néanmoins fortement altérée, et de ce fait le potentiel de renouvellement de la
population compromis. La diminution dans les populations de nouveaux individus peut alors
conduire a une disparition du genre corallien Acropora par la diminution de sa diversité
génétique (Reusch et al., 2005) si les périodes de pontes correspondent a ces anomalies
thermiques.

Cependant de nombreux facteurs biotiques ou abiotiques peuvent altérer les limites
physiologiques des coraux. Chez ces organismes, des études ont révélé I’influence de la date
de ponte sur la résistance des gametes (Hédouin and Gates, 2013), de la zone géographique
étudiée (Woolsey et al., 2015), et des géniteurs utilisés sur la qualité des gametes produites
par différents génotypes (Baums et al., 2013). La mise en place des gametes est relativement
longue chez les coraux Acropora notamment pour les ovocytes, dont la durée de la
gamétogénese est de 6 a 12 mois (Wallace, 1985). Il serait donc pertinent d’intégrer la
température a laquelle les parents ont été exposés durant la période de la gamétogénése dans
I’analyse de la résistance thermique des jeunes stades de vie de coraux. Récemment, des
marqueurs génétiques de type antioxydants ont été mis en évidence chez A. millepora dans
différentes populations de cette espéce vivant le long d’un gradient thermique naturel de 3°C
entre le Nord et le Sud de la grande barriere de corail en Australie (Jin et al., 2016). Les
auteurs ont pu mettre en évidence deux loci pouvant permettre aux individus, en étant dotés,
de présenter des résistances au blanchissement plus élevées que les individus en étant

dépourvus.

Ainsi le couplage de marqueurs de type antioxydant chez les parents associés aux
températures effectives pendant le développement embryonnaire, pourraient permettre
d’observer I’influence des différentes sources de variations a la fois génétique et
environnementale dans la réponse des jeunes stades de vie de coraux. En effet, comprendre la
part environnementale et génétique ainsi que leur interaction dans la modulation de la réponse

des organismes face aux changements environnementaux apparait aujourd’hui cruciale.

Bien que le fait de documenter I'influence de la température sur la fécondation, le
développement embryonnaire et la survie larvaire puisse permettre de mieux comprendre la
réponse des coraux face au changement climatique (IPCC, 2014), cela ne donne que peu de

solutions afin de pallier a ces effets négatifs. Dans ce travail de recherche doctorale, j’ai alors
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souhaité appréhender les solutions potentielles pour « assister » les coraux dans le contexte
environnemental actuel. Ainsi mon travail sur les limites thermiques des jeunes stades de vie
m’a permis d’identifier les points de ruptures biologiques des différents stades pélagiques,
pour ensuite évaluer s'il est possible d’améliorer leur résistance au stress au travers de phases

de pré-exposition a ce stress thermique.

Effet de la pré-exposition a la température sur la performance des gametes, embryons et

larves

L’acclimatation est la capacité d’un organisme a moduler sur une période de temps courte
pendant sa période de vie et de maniére réversible ces processus physiologiques en fonction
de I’environnement rencontré (Lagerspetz, 2006). Ainsi face a une exposition a de fortes
températures (Berkelmans and van Oppen, 2006; Middlebrook et al., 2008) mais aussi a de
plus faibles intensités lumineuses (Baker, 2001), les coraux ont montré des capacités
d’acclimatation par différents processus de remaniement et de changement de Symbiodinium.
Cette capacit¢ d’acclimatation a été observée de manieére expérimentale dans des
mésocosmes, mais aussi in-situ suite a des épisodes successifs de blanchissement d’intensité
équivalente (Maynard et al., 2008; McClanahan, 2017; Penin et al., 2013). De plus I’étude de
Moya et al. (2015) a révélé que les embryons pouvaient s’acclimater a 1’acidification de son
environnement, notamment grace a I’expression de genes de défenses comme les protéines de
chocs thermiques (Hsp70) et anti-apoptotique Bcl-2. Ces résultats supportent ainsi
I’hypothése d’évolution assistée proposée par van Oppen et al. en (2015), qui stipule qu’il est
possible d’améliorer ’efficacité¢ des techniques de restauration des récifs coralliens en
« assistant » les coraux par différents procédes (préconditionnement, reproduction sélective,
transgénese) conduisant a 1’augmentation des performances des coraux dans des

environnements stressants.

En se basant sur ces études, j’ai émis I’hypotheése que le préconditionnement, a des
températures plus elevées que la normale des stades précoces des coraux, pouvait augmenter
la limite thermique des stades ultérieurs. Pour cela, j’ai choisi de tester trois stades de vie clé
de la phase pélagique : les gamétes (0 -2 h aprés émission dans la colonne d’eau), les
embryons (2 - 4 h 30 aprés émission dans la colonne d’eau) et les larves (7 jours aprés la
fécondation). Comme démontré dans mes travaux sur la survie larvaire, la durée d’exposition
est un facteur déterminant dans la réponse biologique observée chez les coraux. Ainsi

differentes durées de pré-exposition ont été testées, sachant qu’aucune information n’était
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disponible sur le préconditionnement des coraux au moment de la réalisation de ma these.
Pour mieux appréhender 1’influence seule et/ou en interaction du temps d’exposition et de la
température sur la réponse biologique étudiée, un modéle linéaire généralisé (GLM) a été
utilisé.

Mes travaux révelent un effet important de la température et du temps d’exposition dans la
détermination des limites thermiques des gametes et du succés de la fécondation. La
température de fécondation joue un réle fondamental (pseudoR? = 37%), alors que le temps de
pré-exposition compte pour 14 % et que la température de pré-exposition ne contribue qu’a la
hauteur de 4% chez le corail A. cytherea. De plus I’interaction entre la durée et la température
de pré-exposition et la température de fécondation explique 56 % de la variation du succes de
fécondation entre 27 et 30°C chez A. cytherea. Ce résultat montre donc le réle critique de la
phase de vie gameéte libre et de son environnement thermique dans la détermination du succes
de la fécondation des coraux. De plus ce modele montre qu’en fonction du temps de pré-
exposition et de la température de pré-exposition, des effets positifs peuvent se mettre en
place au sein des gamétes pendant leur phase de vie libre, ce qui n’avait jamais été observé

auparavant.

Mes travaux ont révélé qu’une courte période de pré-exposition des embryons (< 2 h) a 30°C
générait une diminution de la survie larvaire a cette méme température (30°C), suggérant un
effet négatif de la phase de pré-exposition. En revanche lors d’une pré-exposition plus longue
(4 h 30), la survie des larves pré-exposées a 30 °C apparait similaire a celle des larves
maintenues a 27°C lors de leur exposition respective a 30°C pendant quatorze jours. Ces
résultats laissent penser qu’une pré-exposition plus longue permettrait d’activer certains
mécanismes de défense. De plus, cette méme pré-exposition a 30°C augmente de 48% la
probabilité de survie des larves lorsque celle-ci sont exposees a la température controle de
27°C. Ainsi bien qu’une augmentation de la résistance a 30°C des larves pré-exposées a 30°C
n’a pas été observée, un temps de pré-exposition embryonnaire supérieur a 4 h 30 aurait pu

permettre d’augmenter la survie larvaire.

Bien que les coraux scléractiniaires ne soient pas des especes modeles, les études d’évolutions
et développements «evo-devo» des coraux sont généralement étudiés chez 1’anémone
Nematostella vectensis (Helm et al., 2013). Une étude en profondeur a montré notamment que
trés tot dans le développement de I’embryon (< 12 h post-fécondation) un mécanisme

essentiel ce met en place, qui représente le passage d’un fonctionnement biologique provenant

140



des génes maternels, vers un fonctionnement grace aux genes du nouvel individu formé
(zygote). Cette transition qui a lieu chez de trés nombreuses espéces (mammifeéres,
amphibiens, poissons, arthropodes, échinodermes), ce nomme MZT pour « Maternal to
Zygotic Transition » en anglais (Tadros and Lipshitz, 2009). Cette étape qui se déroule
généralement (drosophile et oursin) en deux phases, commence notamment par 1’élimination
des ARNs maternels suivi par la transcription des genes du nouveau zygote. Chez
Nematostella vectensis 260 transcrits montrent une augmentation de leur activité entre 2 et 7 h
post-fécondation. Les premiers transcrits semblent notamment étre associée a la dégradation
des transcrits maternels (Helm et al., 2013). Néanmoins le pic de transcription des génes du
zygote commence 12 h post-fecondation chez N. vectensis, correspondant au stade
embryonnaire blastula. Certains génes spécifiques a ce stade de développement seraient
notamment associés a la mise en place du plan de symétrie du corps, mais aussi des systemes
neuronaux. Une étude sur le développement embryonnaire d’A. millepora a trois températures
(28, 30 et 31,5°C), a néanmoins montré I’expression de geénes associé¢s aux protéines de choc
thermiques, 24,5 h post-fécondation a la fois a 30 et 31,5°C (Portune et al., 2010). Ainsi la
mise en place du fonctionnement du zygote entre 2 et 7 h post-fécondation, avec un pic
enregistré a 12 h (Helm et al., 2013) associé a une expression différentielle de genes pouvant
étre induits par la température comme cut8 chez A. millepora (Portune et al., 2010),
pourraient expliquer les différences de survie larvaire entre des embryons pré-exposés 30 min

ou 4 h 30, chez I’espéce étudiée A. cytherea.

Il sera donc extrémement intéressant et prometteur de réaliser des expériences avec des temps
d’expositions plus longs, comprenant la période de mise en place du fonctionnement du
zygote jusqu’a 12 h apres la fécondation, en y associant une étude de génétique fonctionnelle.
Si certaines périodes embryonnaires apparaissent plus ou moins sensibles a la température,
cela pourrait nous permettre de mettre en évidence les mécanismes potentiellement impliqués,
mais, permettrait aussi de cibler une phase de pré-exposition a la température potentiellement

préférentielle afin d’obtenir des résultats positifs.

Des résultats encourageants sur la pré-exposition des jeunes stades de vie d’A. pulchra et d’A.
cytherea ont néanmoins été observés pour le stade gamete. En effet, la pré-exposition des
ovocytes et des spermatozoides d’A. pulchra, séparément, a 32°C pendant 1 h a permis
d’augmenter le succés de la fécondation a cette température de 63 % (Puisay et al., 2018). De
méme, une pré-exposition a 30°C de 30 min a 2 h des ovocytes et spermatozoides d’A.

cytherea augmente de 93 % le succés de fécondation entre 27 et 30°C. Enfin aucune baisse du
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taux de fécondation n’a ¢été observée a une température de fécondation de 27°C apres pré-
exposition des gametes d’A. pulchra a 30 et 32°C pendant 1 h, ce qui montre une réesistance
du stade de vie gaméte relativement importante jusqu’a 1 h aprés libération dans la colonne

d’eau.

Apres 1 h de pré-exposition a 30°C, la fécondation généralement augmente en raison d’une
diminution des embryons déformés jusqu’a 65% chez A. pulchra. De plus la variabilité entre
les répliquas semble se réduire a cette tempeérature notamment chez A. cytherea aprés 1 h de
pré-exposition a 30°C. Elle peut étre le signe d’un message canalisant la réponse des
embryons, notamment selon les travaux de Stearns et collaborateurs de 1995 et Wagner et
collaborateurs en 1997 (Debat and David, 2001). Une étude récente a aussi montré que les
gametes pouvaient avoir un réle important dans la transmission des caracteres non génétiques
chez les coraux par acclimatation transgénérationnelle (Torda et al., 2017). Ainsi, s’il est
possible que les coraux puissent passer des messages environnementaux des adultes aux
descendants par les gameétes, les gameétes elles-mémes et leurs histoires de vie semblent aussi
pouvoir déterminer une part importante de la réponse au stress des stades ultérieurs,

notamment des embryons et des larves.

La durée d’exposition a un stress joue aussi un role important a la fois dans la détermination
des limites thermiques de vie des larves de coraux (Puisay et al., 2018), mais aussi lors de la
phase de pré-exposition. En effet, une pré-exposition a 32°C inférieure ou égale a 6 h chez les
larves de coraux de I’espéce A. cytherea agées de 7 jours réduit leur probabilité de survie a
32°C, alors qu’une pré-exposition plus longue (> 12 h) augmente de 50 a 56 % leur
probabilité de survie a cette méme température. La durée de pré-exposition des larves a 32°C
influence aussi de la méme maniére leur survie a 27°C, avec une probabilité de survie qui
augmente de 94% a 27°C si les larves sont pré-exposées au moins 12 h a 32°C. Ainsi mes
résultats de pré-exposition des gametes et des embryons corroborent donc ceux obtenus sur
les larves et convergent vers la théorie du « warmer is better » (terme anglais) développée par
Bennett en 1987 (Frazier et al., 2006). Cette hypothese stipule que les organismes se
développant a une température élevée ont de meilleures survies sur une plus large gamme de
températures que ceux se developpant a des températures plus froides. Or pendant ce travail
de thése j’ai pu observer, que la pré-exposition des stades pélagiques des coraux entraine des
effets bénéfiques sur leur résistance et/ou survie ultérieure si des durées de pré-expositions
suffisamment longues sont appliquées. Les mécanismes biologiques a 1’issue de cette

modification de réponse biologique sont encore aujourd’hui inconnus et je n’ai pas pu au
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travers de ma recherche les identifier, mais ils sont une piste trés intéressante a poursuivre
pour révéler par quels mécanismes la susceptibilité des jeunes stades de vie peut étre

améliorée.

L’ensemble de mes résultats menés sur la pré-exposition a la température de différents stades
pélagiques révelent que plus la durée de vie des différents stades est courte, plus la durée de
pré-exposition nécessaire peut-étre courte pour d’observer des effets positifs : 1 h pour les
gametes > 4 h 30 pour les embryons et > 12 h pour les larves. Chez les coraux adultes, des
périodes d’acclimatation de 9 mois a 3 ans sont nécessaires pour voir un effet positif (Brown
and Cossins, 2011), ce qui corrobore I’hypothese proposée. Une possible explication a ce
phénomene, qui a été observé chez les insectes, réside dans le fait que I’induction de
I’expression des protéines pouvant permettre de lutter contre le stress oxydatif, comme les
protéines de choque thermiques (Hsp) et notamment les Hsp 70, est plus longue a mettre en
place chez les adultes que chez un stade plus jeune (Niedzwiecki et al., 1991). Il est donc
probable que chez les coraux, I’induction de la synthése des protéines de chocs thermiques
mettent plus de temps a se mettre en place chez les larves agés de 7 jours que chez les

embryons et les gametes.

Bien que l’effet de la pré-exposition chez les gametes n’ait pas montré d’effet négatif sur le
taux de fécondation réussie (taux de fécondation élevé, faible taux d’embryons déformés), il
se peut néanmoins que les ovocytes fécondés sans pré-exposition ou avec pré-exposition ne
soit pas les méme. Bien que 1’augmentation des taux de fécondation et de survie larvaire
puisse effectivement étre due a ’acclimatation de ces stades de vie, il n’est pas possible de
savoir s’il y a eu une sélection des ovocytes et des larves les plus thermorésistants. En effet la
qualité de la féecondation peut aussi étre dépendante du génotype (Baums et al., 2013). Il se
peut, ainsi, que la phase de pré-exposition permette une sélection des ovocytes, plus qu’une
acclimatation de leur métabolisme. 1l se peut aussi que les deux mécanismes (sélection et
acclimatation) aient conduit a 1’observation des résultats présentés. Une méthode pouvant
permettre de statuer sur I’un des deux mécanismes serait de suivre la mortalité des gametes et
des embryons pendant la phase de pré-exposition afin d’observer si oui ou non la pré-
exposition meéne a I’acclimatation des ovocytes ou a la sélection des plus résistants. Il est alors
intéressant de noter qu’une étude ayant analysé la mortalité des embryons a 30°C, a observé
des différences significatives aprés 50 h a 30°C. Or les temps de pré-expositions utilisées
pendant cette thése, vont de 1 h a 24 h. Bien qu’il ne soit pas possible d’étre sir qu’il s’agisse

d’acclimatation, puisque cela aurait nécessité un suivi individuel des gametes, des embryons
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et des larves pré-exposés, les travaux précedents permettent de penser que 1’acclimatation
apparait comme un mecanisme biologiquement probable ayant pu conduire aux résultats

observés.

Néanmoins, méme si une amélioration de la résistance est observée a un certain stade de vie,
il est fondamental d’évaluer si les individus pré-exposés maintiennent leur résistance
supérieure a la température au cours des autres étapes critiques de leur vie, et ceci jusqu’a
I’age adulte. En effet I’un des paramétres fondamentaux relié a 1’acclimatation est sa nature
réversible, mais aussi son codt énergétique. Des individus ayant été acclimatés a de fortes
températures pendant leur développement peuvent avoir une espérance de vie plus courte
(Huey and Berrigan, 1996; Martinez et al., 2016). II est donc possible que 1’acclimatation des
gametes, embryons et larves résultent en une diminution de leur longévité, et plusieurs de mes
résultats corroborent cette hypothése. En effet, j’ai pu observer que la pré-exposition a 30°C
sur des durées inférieures a 2 h des gamétes d’A. pulchra ne modifie pas leur fécondation a
27°C, alors qu’une pré-exposition de 2 h diminue leur fécondation. L’augmentation de
température est connue pour augmenter la vitesse de nage des spermatozoides chez un
invertébré marin (Kupriyanova et Havenhand, 2005) et le développement embryonnaire chez
les coraux (Puisay et al., 2018; Randall et Szmant, 2009), mais il est possible que des temps
(>2 h) de pre-expositions des gametes (stade de vie dont la durée est généralement inférieur a
4 h (Fogarty et al., 2012; Oliver and Babcock, 1992) géneérent un effet négatif sur les gametes
et réduisent leur durée de vie, ce qui expliquerait les fécondations plus faibles a 27°C lors de
pré-exposition de 2 h a 30°C. De méme, 1’augmentation de la vitesse de développement
embryonnaire aprés une pré-exposition a la température observée dans mon expérience sur A.
pulchra, implique potentiellement un passage au stade larvaire plus précoce, et donc une
réduction de la durée du stade larvaire. Or Nozawa and Harrison (2007) ont montré qu’une
exposition des larves a une augmentation de la température augmente leur taux de
recrutement, et réduis donc le temps de la vie larvaire. Ces différentes observations suggerent
que la pré-exposition a de fortes températures des jeunes stades de vie de coraux résulte en un
raccourcissement du temps passé dans chaque phase de vie. Il reste dés lors a déterminer si
cette accéleration du développement est bénéfique in fine sur les stades ultérieurs, et si une
corrélation existe entre 1’age des coraux et leur capacité d’acclimatation. Si la réduction des
différentes phases de vie se confirme chez les coraux acclimatés, cela pourrait avoir aussi de
fortes conséquences sur les modeles de dynamique des populations et notamment sur les

capacités de connexions entre les différents récifs coralliens. Néanmoins dans le contexte de
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I’évolution assistée ces résultats restent positifs et montrent la potentialité¢ d’augmenter la
résistance des coraux a l’augmentation de température et pourraient donc influencer
I’efficacité des mesures de restaurations dans un contexte de changement des parameétres

environnementaux au niveau mondial.

Un cott énergétique associé a 1’acclimatation a néanmoins, déja été observé chez les adultes,
avec une diminution du taux de croissance, associé au remaniement des Symbiodinium d’un
clade moins thermorésistant vers un clade plus thermoreésistant (Jones and Berkelmans, 2010;
Little et al., 2004). Ceci montre alors que des compromis énergétiques peuvent exister entre
une résistance forte a la température et un fort taux de croissance chez les coraux (Sibly and
Calow, 1989). Une des méthodes pouvant permettre de sélectionner les individus en tenant
compte de la variation des paramétres environnementaux, pourrait alors se trouver dans

I’analyse des cofits associés a I’acclimatation dans différents environnements.
Sélection des coraux basée sur la plasticité des traits fonctionnels (article 4 et 5)

La reproduction sexuée des coraux est aujourd’hui considérée comme une méthode
intéressante pour restaurer les récifs coralliens (Epstein et al., 2001; Rinkevich, 2015, 1995),
notamment parce qu’elle permet de conserver une diversité génétique fondamentale afin de
répondre aux problématiques de conservation. Néanmoins le temps associé a la culture des
coraux avec la reproduction sexuée (environ 3 ans) peut apparaitre comme un facteur
fortement limitant si ’on veut répondre rapidement aux processus de dégradation des récifs
coralliens (Chamberland et al., 2015). L’utilisation de la reproduction asexuée, afin de
restaurer des récifs coralliens, apparait donc toujours comme une solution envisageable.
Néanmoins, nous ne possédons aujourd’hui que des informations sur la survie et/ou la
croissance des boutures de maniére genérale et des questions fondamentales comme la
plasticité phénotypique des individus de coraux élevés dans différents sites restent
cruellement inexplorées (Parkinson et al., 2015; Parkinson and Baums, 2014). Pour mieux
comprendre la plasticité phénotypique des coraux, j’ai réalis€ une expérience en jardin
commun sur trois espéces de coraux scléractiniaires, Acropora hyacinthus, Pocillopora
damicornis et Porites rus représentant les principales familles retrouvées en Polynésie
francaise (Adjeroud, 1997). Au cours de cette expérience, la croissance, 1’état de santé et la
survie des boutures ont été suivis dans trois Tles différentes (Moorea, Tahiti et Bora Bora)

pendant trois ans (2014-2017). Au cours de cette période, les boutures coralliennes ont été
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soumises a un événement de blanchissement massif au niveau mondial (Eakin et al., 2016;
Heron et al., 2016).

Le site de Bora Bora s’est avéré le plus stressant pour les coraux, avec des péeriodes de forte
température supérieure au seuil de blanchissement (> 29,2°C, Hoegh-Guldberg, 1999) et une
importante luminosité (>7000 Ix). 1l en résulte des probabilités de survie inférieures a 40%
alors que dans les autres iles, la survie est supérieure a 50%. Mes resultats montrent que sur le
site le plus stressant (Bora Bora) une variation de résistance entre especes est observée, avec
une plus faible probabilité de survie pour A. hyacinthus que pour P. damicornis et P. rus, ce
qui correspond aux résultats observes sur la grande barriere de corail en Australie (Hughes et
al., 2018). Ce résultat corrobore aussi une approche fonctionnelle de la réponse de certains
traits d’histoire de vie des coraux (Darling et al., 2012), qui classe A. hyacinthus comme une
espéce compétitrice « competitive », potentiellement plus sensible a I’augmentation de
température, et P. damicornis et P. rus, comme des espéces plus généralistes « weedy » et

potentiellement plus résistantes a I’augmentation de la température.

Néanmoins cette différenciation entre espéces n’a été observée qu’a Bora Bora et Tabhiti,
probablement en raison des probabilités de survie élevées observées a Moorea, qui ne permet
pas d’observer ces patrons de résistances. Ceci renforce néanmoins 1’intérét de 1’approche en
jardin commun dans différents environnements. Le calcul d’un index de plasticité
phénotypique (Valladares et al., 2006) n’a pas révélé de différence significative dans les traits
observés (croissance, état de santé) entre especes, bien que les valeurs calculées pour P.
damicornis et P. rus apparaissent plus élevées (croissance ~0.45, santé ~0.56) en comparaison
a A. hyacinthus (croissance ~0.36, santé ~0.38). Initialement j’avais émis I’hypothése qu’une
forte survie serait associée a une croissance importante, a un bon état de santé et a une forte
plasticité. Ce patron de réponse des traits fonctionnels n’a pourtant pas été observé. En effet
bien que les coraux présentent des probabilités de survie plus faibles a Bora Bora, et plus
importantes a Moorea, les taux de croissances dans ces deux iles pour 1’espéce P. damicornis
et P. rus ne sont pas différents. De plus, mes résultats montrent qu’une importante survie n’est
pas forcément associée a une croissance ¢€levée, et quun compromis doit exister entre
I’énergie allouée a la croissance et a la survie en fonction des conditions environnementales
(Sibly and Calow, 1989), puisqu’une forte réduction de 1’état de santé (IC < 4) est associée a
un taux de survie plus élevé a Bora Bora (>30%). Ainsi dans les conditions
environnementales les plus drastiques en terme d’intensité¢ thermique et lumineuse, les

especes avec la plus forte probabilité de survie (P. damicornis et P. rus) ont un état de sante
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plus faible et un taux de croissance réduit (0.35 a 0.58 %.d™). L hypothése selon laquelle une
forte survie est associée a une forte croissance, un bon état de santé et une forte plasticité n’a

donc pas été démontrée dans le cadre de mon étude.

Des différences ont aussi pu étre observées au niveau intraspecifique. De la méme maniére
que certaines especes apparaissent plus aptes pour survivre dans des environnements
stressants, certains individus de chaque espece présentent des probabilités de survie
supérieure a 50 % a Bora Bora. Ces individus apparaissent donc comme de bons candidats
pour étre sélectionnés dans le contexte d’une restauration corallienne qui tient compte de
I’augmentation de température. 1l est ainsi tres intéressant de noter que tous ces individus
présentent un taux de croissance réduit (0.4 a 0.52%.d), correspondant & un faible état de
santé¢ (IC< 4), ce qui pourrait étre di @ un colit énergétique associé¢ a ’acclimatation (Jones

and Berkelmans, 2010).

La mesure de I’indice de plasticité phénotypique RDPI calculée grace aux distances
phénotypiques des huit individus par espece dans les trois environnements étudiés a revélé des
tendances différentes en fonction des especes. Les individus présentant la meilleure
probabilité de survie sont classés au sein du méme groupe en termes de distances
phénotypiques pour I’espece P. rus, ce qui suggere 1’intérét de cet indice pour la sélection des
meilleurs individus. Néanmoins pour les autres especes, la distance phénotypique ne permet
pas de sélectionner de facto les meilleurs individus pour I’espéce A. hyacinthus et P.
damicornis. Ces résultats pourraient notamment s’expliquer par le fait que la plasticité peut
aussi étre non adaptative (Reed et al., 2011). En effet si certains individus peuvent présenter
des phénotypes variables en fonction des environnements rencontrés, certains phénotypes
peuvent ne pas permettre une meilleure performance dans I’environnement dans lequel il est
exprimé, diminuant ainsi la fitness. Par exemple si un individu passe d’un état de santé
hypothétique de IC = 4 vers 2 entre Tahiti et Bora Bora, il possédera la méme distance
phénotypique qu’un individu étant passé¢ de IC = 6 a 4. Néanmoins, il est possible que la
variation de I’état de santé de IC = 6 a 4 ne soit pas suffisante pour survivre a Bora Bora
entrainant ainsi la mort d’un seul individu bien les deux possédent la méme distance
phenotypique. Ainsi des individus possédant les mémes distances phénotypiques, ont pu étre
classés dans le méme groupe, bien que ces phénotypes puissent étre adaptatifs (bonne fitness)

ou non (mauvaise fitness).
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Néanmoins en observant cette fois-ci les individus avec une probabilité moyenne de survie
supérieure a 60% (un seul individu par espece) dans I’environnement le plus extréme (Bora
Bora), ils présentent des distances phénotypiques semblables, avec une faible distance dans le
taux de croissance maximale et une forte distance dans 1’état de santé médian. La forte
plasticité associée a 1’état de santé semble donc permettre une meilleure survie qu’une forte
plasticité du taux de croissance. Ceci suggére malgré un état de blanchissement reflétant un
état de stress du corail, que certains individus sont capables de conserver un taux de

croissance positif.

Les coraux disposent d’énergie principalement via 1’autotrophie (95%°, Muscatine et al.,
1984), néanmoins en condition de stress il a ét¢ démontré qu’ils peuvent favoriser la voie
hétérotrophique (Grottoli et al., 2006; Hughes and Grottoli, 2013). Ainsi la capacité de
moduler leur source d’énergie pourrait permettre aux coraux de s’acclimater a leur
environnement et de maintenir leur performance. Néanmoins Hughes et Grottoli, (2013) ont
observé que le passage de la voie autotrophique a hétérotrophique n’était pas sans
conséquence pour 1’organisme, puisque le retour a 1’autotrophie peut s’étaler sur une période
jusqu’a 11 mois apres la fin de la période de stress. Les auteurs montrent ainsi, que la
modification des performances des coraux due a une modification de leur source de nourriture
pourrait aussi €tre un marqueur de stress, et qu’il faudrait environ 1 an avant un retour a la
normale, ce qui peut s’avérer trés problématique si ’augmentation des perturbations des récifs
coralliens augmentent en intensité et en fréquence (Hughes et al., 2018). De plus, méme si de
nombreux coraux ont été documentés avec cette capacité d’hétérotrophie (Houlbréque and
Ferrier-Pageés, 2009), certaines especes comme Pocillopora damicornis semblent plus adaptés
que d’autre Porites lutea a 1’hétérotrophie (Moberg et al., 1997). Or comme j’ai pu observer
des indices d’état de santé extrémement faibles pour P. damicornis a Bora Bora, (88% des
individus présentant un état de santé inférieur a 3), il est fort probable que leur survie soit liée
a un changement de sources énergétiques. Ainsi de futures études devraient évaluer les
changements de proportion d’énergie allou¢ a 1’hétérotrophie et I’autotrophie chez des coraux
vivants dans des environnements distincts, éventuellement par 1’analyse des différents
isotopes du carbone et de 1’azote, permettant de différencier entre hétérotrophie et autotrophie
(Houlbréque and Ferrier-Pages, 2009; Treignier et al., 2009).

De plus, j’ai pu mettre en avant que les individus de P. damicornis présentant un phénotype
pale (un faible état de santé) émettaient plus de larves avec un phénotype fluorescent rouge.

Ces larves au phénotype rouge possedent de meilleures résistances thermiques, ce qui pourrait
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étre lié a un état de diapause (Kenkel et al., 2011; Strader et al., 2016). Néanmoins, pour le
corail A. millepora, Kenkel et al. (2011) ont montré que les parents contribuaient uniqguement
a hauteur de 18% dans la structuration des phénotypes larvaires, mais aucune corrélation n’a
été observée entre les phénotypes fluorescents parentaux et larvaires (Kenkel et al., 2011).
Bien que le phénotype fluorescent des parents n’ait pas été ¢tudié¢ dans le cadre de mon étude,
mes travaux montrent que 1’état de santé des parents (sensible ou non) influence le phénotype
fluorescent des larves en étant issues. Ainsi des coraux P. damicornis sensibles aux variations
de températures environnementales in-situ produisent 40% plus de larves avec un phénotype
rouge, leur conférant des limites thermiques plus importantes que les larves avec un
phénotype vert. Bien qu’il ne soit pas possible de dissocier la part due a I’effet direct de
I’environnement sur la larve en formation (au sein du polype chez P. damicornis) d’un
possible effet parental dans la modulation de la qualité des larves, mes résultats révelent
cependant une association forte entre phénotypes parentaux (sensibles versus résistants) et les
phénotypes fluorescents des larves (rouges ou vertes). Ainsi il pourrait étre tres intéressant
d’observer si les coraux sélectionnés lors de mon expérience en jardin commun pour leur plus
importante survie a Bora Bora, avec un faible état de santé, produisent aussi une plus grande
quantité de larves rouges que les individus présentant un état de santé plus éelevé. De plus si
les signatures isotopiques montrent une différence de nutrition entre les coraux sensibles a
I’augmentation de température ou résistants, il pourrait étre aussi intéressant d’observer si
cette signature se retrouve aussi chez les larves rouges et s’il existe un lien entre réserve

énergétique (hétérotrophe et autotrophe) et phénotype larvaire.

Ces résultats suggérent que la plasticité des coraux adultes peut éventuellement avoir des
effets sur les descendants, ce qui appui 1’idée d’une sélection des individus géniteurs, dans la
théorie de 1’évolution assistée développée récemment (van Oppen et al., 2017, 2015). La
valeur adaptative de la plasticité phénotypique dépend du degré de correspondance entre
phénotype et environnement (Langerhans and DeWitt, 2002). Il apparait ainsi que les
gagnants du changement climatique pourraient étre les individus capables d’enregistrer de
fortes modifications environnementales et d’y répondre en conséquence en étant capables de
moduler leurs processus physiologiques. Ainsi bien que des coraux, au niveau spécifique,
mais aussi individuel, semblent d’ores et déja plus aptes a résister aux paramétres
environnementaux stressants, il apparait aussi possible d’augmenter les performances d’autres

coraux en préconditionnant spécifiquement certains stades de vie comme les gameétes et les

larves afin de répondre aux défis environnementaux du 21°™ siécle.
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Conclusion

Ce travail de recherche doctorale augmente nos connaissances sur deux processus
physiologiques fondamentaux chez les coraux que sont la reproduction sexuée et asexuée, en
montrant que la plasticité des traits fonctionnels comme la croissance et 1’état de santé
peuvent permettre a certains individus de mieux résister a des environnements stressants et
que le role des jeunes stades pélagiques est fondamental pour comprendre la performance des

stades ultérieurs.

L’augmentation de température, bien qu’étant I’élément le plus limitant pour les coraux,
semble pouvoir étre contourner grace a ’acclimatation et/ou la sélection des stades de vie
gametes et larves. En effet la pré-exposition des stades pélagiques pendant un temps
suffisamment long permet d’améliorer les performances des stades ultérieurs. Des étapes de
pré-exposition a de fortes températures pourraient étre alors incorporées dans les étapes de la
restauration corallienne basée sur la reproduction sexuée, pour améliorer les chances de
succes de survie des recrues issues de recombinaison génétique. Bien qu’ils faillent confronter
ces résultats a d’autres échelles géographiques et temporelles, afin d’observer si ces résultats
sont généralisables a d’autres espéces et a d’autres zones coralliennes, ils renforcent 1’ intérét

de la théorie de I’évolution assistée (van Oppen et al., 2017, 2015).

L’¢étude en jardin commun a aussi pu révéler, que toutes les especes et les individus, ne
réagissaient pas de la méme maniere a la variation des parametres environnementaux. Bien
qu’il soit connu depuis longtemps que les coraux sont des organismes plastiques, capables de
modifier leur forme en fonction de leur habitat, ce travail de thése attire 1’attention sur le fait
que la plasticité de certains traits comme la croissance et 1’état de santé semble corrélé a un
meilleur taux de survie dans un environnement stressant. Récemment une étude a montré que
la variation intraspécifique du taux de croissance était un pauvre prédicteur de la fitness des
coraux (Edmunds, 2017). Cette étude montre que la croissance pendant un an ne détermine
pas la survie de cet individu ni de son taux de croissance 1’année suivante. Une des limites a
I’expérience en jardin commun menée pendant ce travail se trouve effectivement dans
I’absence de variable temporelle associée aux traits fonctionnels mesurés. Néanmoins il
apparait qu’un taux de croissance mesuré sur trois ans, associé¢ a 1’état de santé et au taux de
survie permet néanmoins de dégager des individus avec une fitness plus élevée que d’autres.
Comme cette étude se place dans un contexte de blanchissement mondial, il est possible que

les réponses enregistrees ici aient été différentes dans un autre contexte climatique. Cependant
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ce contexte a permis d’observer de maniére naturelle, comment différents individus se
comportaient face a la variation de leur environnement et il apparait clair que tous les
individus ne sont pas tous aussi armes afin de se maintenir face aux changements
environnementaux. L’identification des coraux les plus performants dans un environnement
stressant apparait donc étre un bon moyen de tester les individus avant de les utiliser dans des
programmes de restauration des récifs coralliens. Néanmoins des compromis semblent aussi
étre la cause de certains phénotypes observés, et il pourrait étre intéressant de comprendre ces
compromis énergeétiques, permettant seulement certains individus de bien se développer dans
des environnements ou les probabilités de mortalités pendant la période analysée sont de plus
de 60%, comme a Bora Bora. La mise en évidence de ces différents patrons de résistances, n’a
cependant été possible que par ’utilisation de trois jardins communs différents. Il apparait
donc intéressant de sélectionner les coraux en confrontant leurs réponses dans des
environnements variables, afin de pouvoir observer comment les individus sélectionnés
réagiraient a une variation de leurs parameétres environnementaux. Si la dynamique
environnementale des zones a restaurer est connue, cela pourrait ainsi étre utilisé comme

gradient expérimental afin de tester les individus avant de les réimplanter.

Au vu du contexte actuel de modifications environnementales grandissantes sans précédent,
mes résultats sur la pré-exposition des stades pélagiques encouragent le développement
d’études plus approfondies sur les protocoles a utiliser pour améliorer les performances des
coraux a l’augmentation de la température, ce qui pourrait devenir une voie d’intense
recherche. De plus les fortes variabilités observées au niveau spécifique et intraspécifique
chez les trois espéces de coraux étudiées en jardin commun, montre aussi la possibilité
d’augmenter ’efficacité de la restauration en sélectionnant des especes et des individus en

fonction de leur réponse au stress et des compromis énergétiques observés.

S’il apparait aujourd’hui concret que les coraux souffrent face a I’augmentation de
température, il est aussi certain que ces organismes possédent aussi de nombreux moyens
biologiques et physiologiques pour y répondre. Les résultats de mes travaux de recherche
doctorale représentent un intérét fondamental et appliqué dans un contexte de changements
globaux et d’extinctions de masses des especes et répond ainsi, en partie, aux problématiques

de conservation et de restauration des écosystémes coralliens au 21°™ siécle.
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La conservation de la diversité génétique des coraux est fondamentale pour augmenter
I’efficacité de la restauration en prenant en compte le changement climatique (Reusch et al.,
2005; Shearer et al., 2009; Webster et al., 2017). Ma recherche doctorale a montré non
seulement qu’il était possible de sélectionner certains individus coralliens plus performants
face aux conditions environnement, mais aussi d’améliorer la performance des jeunes stades
de vie via des expériences de pré-exposition au stress. Le couplage de ces deux approches
permettrait in fine de conserver une plus grande diversité genétique des populations naturelles

dans les mesures de restaurations.
Perspectives

Les résultats obtenus sur la sélection des individus et sur la pré-exposition des jeunes stades
de vie ont donné des résultats intéressants a la fois sur la reproduction sexuée et asexuee,
cependant des limites émergent, donnant des perspectives de recherche sur ces deux modes de
reproduction. En effet les travaux effectués pendant la phase de reproduction sexuée
concernent la réponse de deux espéces du genre Acropora, dont les gamétes ne posseédent pas
initialement de Symbiodinium associés. Ainsi les résultats prometteurs de pré-exposition
obtenues pourraient diverger pour des especes dont la transmission des Symbiodinium est
verticale comme chez les Montipora (Padilla-Gamifio et al., 2013). En effet, la présence de
Symbiodinium dans les stades pélagiques peut augmenter le stress oxydatif associé a
I’augmentation de température (Yakovleva et al., 2009). Ainsi il est important de tester si les
conditions optimales de pré-exposition définie pour Acropora sont extrapolables a d’autres
genres coralliens. De plus, il est dorénavant admis que la réponse des coraux (comme chez
d’autres organismes) peut étre influencée par la présence d’autres organismes symbiotiques
(différents des Symbiodinium) comme les bactéries, les virus et les champignons (Rédecker et
al., 2015; Sweet et Bulling, 2017; Zilber-Rosenberg et Rosenberg, 2008). Bien que 1’étude de
ces associations n’ait pas encore €té effectuée sur les jeunes stades de vie des coraux, il est
aussi possible que les périodes de pré-exposition puissent faciliter le développement rapide de
certaines bactéries et/ou virus permettant une plus grande résistance a la température. Ainsi la
détermination des composantes de 1’holobionte dans les jeunes stades de vie mais aussi la
réponse intégrée de tout 1’holobionte a la pré-exposition permettraient de mieux comprendre

les résultats obtenus dans cette thése.

De plus bien que des effets bénéfiques aient été observés suite a des pré-expositions des

stades pélagiques, il est difficile de discerner si ces résultats sont liés a un processus de
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sélection des individus les plus résistants durant la phase de pré-exposition et/ou a une réelle
acclimatation des stades pélagique. Ainsi, il semble aujourd’hui important de pouvoir mieux
appréhender les mécanismes des résultats obtenus et des études reprenant ces
expérimentations avec un suivi de la mortalité des différents stades de vie a chaque phase de

pré-exposition permettrait d’augmenter notre compréhension des résultats observeés.

Lors de ma recherche doctorale, j’ai pu identifier les conditions de température en termes
d’intensité et de durée qui altéraient de maniere négative les jeunes stades de vie, mais aussi
les conditions de pré-exposition au stress thermique optimale pour améliorer les performances
des stades peélagique. Enfin, les conditions environnementales auxquelles les colonies
parentales sont exposées ont aussi un réle majeur sur la capacité des descendants a faire face
aux modifications de température, et ceci est en lien avec la susceptibilité des parents. S’il
apparait que tous ces facteurs peuvent jouer un role critique dans la détermination des
performances des descendants, mes recherches n’ont pas pu appréhender 1’importance de
I’individu lors de croisements génétiques spécifiques. En effet le croisement de gametes issus
d’un phénotype « résistants » pourrait donner naissance a des gametes aux capacités de
résistances plus importantes que des croisements entre colonies « sensibles ». De plus, la mise
en place récente de marqueurs génétiques de résistance au stress (Jin et al., 2016) pourrait
alors permettre en amont un criblage des potentialités de résistances thermiques des géniteurs,

pour identifier les croisements génétiques a tester lors des nuits de ponte.

Les coraux sont des organismes plastiques, et les traits observés ici peuvent aussi changer en
fonction des conditions environnementales futures que peuvent subir les coraux. Bien que
I’acclimatation au stade embryonnaire chez d’autres organismes a montré des effets positifs
chez les adultes, notamment chez le poisson Danio rerio (Schnurr et al., 2014; Graham R
Scott and Johnston, 2012), ce maintien des effets bénéfiques d’une pré-exposition au stade
adulte n’a pas été observée pendant cette étude. Il apparait donc nécessaire dans le futur de
tester cette hypothése chez les coraux pour valider I’utilisation de telles phases de pre-
exposition et s’assurer ainsi de la réussite de la restauration corallienne. Ainsi une des
perspectives intéressantes serait d’observer si I’acclimatation observée sur les jeunes stades de

vie (e.g. gametes et larves) est conservée jusqu’a I’age adulte.

La réponse des coraux a la variabilité des parameétres environnementaux est donc plastique a
la fois au niveau de la reproduction sexuée mais aussi asexuée, ce qui montre I’intérét que

représente ces deux processus physiologiques pour la recherche sur de nouvelles méthodes de
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restaurations et conforte 1’approche de restauration basée sur la théorie de 1’évolution assistée.
Néanmoins des compromis énergétiques peuvent &tre associés a 1’acclimatation chez les
coraux, il parait donc important d’analyser toutes les conséquences qui pourraient étre liées a
I’utilisation de coraux plus performants dans des environnements naturels afin d’augmenter et
non de diminuer Defficacité des méthodes de conservations et de restaurations des

écosystemes coralliens, basé sur la reproduction sexuée et asexuée des coraux scléractiniaires.
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Summary

Climate change and increasing temperature impact abundance and distribution of thousands of
organisms, aquatic and terrestrial, and some ecosystems are particularly sensitive to these
global changes. Increasing temperature is the principal threat for coral populations, which are
ecological engineers of coral reef ecosystems. While research on coral reefs has first sought to
study adult corals, data are still lacking on early life stages of corals. As sexual and asexual
reproduction may play a key role in the conservation and restoration of coral reefs, my
doctoral research aims to better understand changes on sexual and asexual reproduction in the

face of rising temperature.

The first axis of my Ph. D. was built on the response of early life stages to increasing
temperature, in order to assess whether pre-exposure of early life may improve their ulterior
performance. Among the different experiments performed on the genus Acropora, |
highlighted 1) relatively high thermal tolerance (+2-3°C above ambient temperature) of
gametes, 2) a higher sensibility of oocytes than sperm to rising temperature exposure, and 3)
the pivotal role of gamete thermal history on fertilization output. Finally, I identified optimal

pre-exposure conditions in order to maximize fertilization success.

While an increasing interest in sexual reproduction was observed these last years, asexual
reproduction and fragmentation still remain the main tool to restore damaged reefs. Thus, in
the second axis of my doctoral project, | investigated the phenotypic plasticity of corals by
growing 3 different species of corals across 3 different environments. Their growth rates,
health status and survival probability were determined. Results from this axis showed that
differences were observed at the interspecific and intraspecific levels. This work revealed that
a selection based on phenotypic plasticity among different life-traits (growth rates and health
status) and different environments should allow to increase coral reef restoration strategies.
Hence the selection of individuals (asexual reproduction) in a species based on coral common
garden experiment allow to identify individuals of interest to use as restoration biological
materials. Additionally, thermal preconditioning of early life stages (sexual reproduction) is
another way to increase efficiency of restoration measures in the face of rising temperature.
My doctoral research provided new information regarding physiological and biological
processes of scleractinian corals facing environmental changes and proposed new solutions

for restorations based on sexual and/or asexual reproduction.
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Résumé

Le changement climatique et I’augmentation des températures globales perturbent
I’abondance et la distribution de milliers d’organismes, aquatiques et terrestres, et certains
écosystemes sont particulierement sensibles a ces changements environnementaux.
L’augmentation de température est la principale menace au maintien des populations de
coraux, veritables ingénieurs écologiques de ces ecosystemes. Bien que la recherche sur les
récifs coralliens se soit d’abord attachée a 1’étude des coraux adultes, de nombreuses
informations manquent sur la reproduction sexuée et asexuée, et leur réle dans la conservation
et restauration récifale. Le premier axe de ma thése s’est donc construit sur la réponse des
jeunes stades de vie a I’augmentation de température, pour d’abord évaluer les modifications
de leur performance et ensuite évaluer dans quelles mesures les jeunes stades seraient
capables de s’acclimater a des conditions de températures plus élevées. Au travers de
différentes expérimentations en laboratoire sur le genre Acropora, j’ai ainsi mis en évidence
1) une résistance thermique importante (+2-3°C au-dessus des températures ambiantes) des
gametes face a I’augmentation de température, 2) une résistance thermique différente entre
spermatozoides et ovocytes: ovocytes < spermatozoides, 3) et la mise en évidence du réle
majeur de la température d’exposition des gamétes sur leur succes de fécondation. Enfin, j’ai
identifié les conditions optimales thermiques de pré-exposition des gamétes pour maximiser
leur succes de fécondation. Bien qu’un intérét croissant soit porté sur la reproduction sexuée
ces dernicres années, 1’utilisation de la reproduction asexuée demeure la méthode la plus
utilisée pour restaurer les récifs coralliens, plus connue sous le nom de bouturage. Ainsi le
second axe de ma these a cherché a mettre en évidence la plasticité phénotypique des coraux
en élevant des boutures provenant de 3 espéces dans 3 environnements différents et en
analysant leur taux de croissance, leur état de santé et leur survie. J’ai pu montrer qu’il existait
des différences a plusieurs échelles, entre especes, mais aussi au sein d’une méme espece.
Mes travaux montrent qu’une sélection des individus basée sur I’étude de la plasticité
phénotypique de certains traits d’histoires de vie comme la croissance ou 1’état de santé dans
des environnements variables permettrait d’améliorer 1’efficacité de la restauration récifale.
Ainsi le choix des individus au sein d’une méme espece afin de réaliser du bouturage
(reproduction asexuée) et le conditionnement de la phase de vie des gametes (reproduction
sexuée) pourraient permettre d’augmenter ’efficacité des méthodes de restaurations tout en
nous donnant des informations nouvelles sur la biologie et la physiologie des coraux

scléractiniaires face aux changements environnementaux.
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Résumé

La reproduction sexuée et asexuée des coraux face aux changements environnementaux : Implications pour la conservation et
la restauration des récifs coralliens

Le changement climatique et I’augmentation des températures globales perturbent 1’abondance et la distribution de milliers
d’organismes, aquatiques et terrestres, et certains écosystémes sont particuliérement sensibles a ces changements
environnementaux. L’augmentation de température est la principale menace au maintien des populations de coraux, véritables
ingénieurs écologiques de ces écosystémes. Bien que la recherche sur les récifs coralliens se soit d’abord attachée a 1’étude des
coraux adultes, de nombreuses informations manquent sur la reproduction sexuée et asexuée, et leur réle dans la conservation
et restauration récifale. Le premier axe de ma thése s’est donc construit sur la réponse des jeunes stades de vie a I’augmentation
de température, pour d’abord évaluer les modifications de leur performance et ensuite évaluer dans quelles mesures les jeunes
stades seraient capables de s’acclimater a des conditions de températures plus élevées. Au travers de différentes
expérimentations en laboratoire sur le genre Acropora, j’ai ainsi mis en évidence 1) une résistance thermique importante (+2-
3°C au-dessus des températures ambiantes) des gameétes face a 1’augmentation de température, 2) une résistance thermique
différente entre spermatozoides et ovocytes: ovocytes < spermatozoides, 3) et la mise en évidence du réle majeur de la
température d’exposition des gametes sur leur succes de fécondation. Enfin, j’ai identifi¢ les conditions optimales thermiques
de pré-exposition des gametes pour maximiser leur succés de fécondation. Bien qu’un intérét croissant soit porté sur la
reproduction sexuée ces dernieres années, 1’utilisation de la reproduction asexuée demeure la méthode la plus utilisée pour
restaurer les récifs coralliens, plus connue sous le nom de bouturage. Ainsi le second axe de ma thése a cherché a mettre en
évidence la plasticité phénotypique des coraux en élevant des boutures provenant de 3 espéces dans 3 environnements différents
et en analysant leur taux de croissance, leur état de santé et leur survie. J’ai pu montrer qu’il existait des différences a plusieurs
échelles, entre espéces, mais aussi au sein d’une méme espéce. Mes travaux montrent qu’une sélection des individus basée sur
I’étude de la plasticité phénotypique de certains traits d’histoires de vie comme la croissance ou 1’état de santé dans des
environnements variables permettrait d’améliorer 1’efficacité de la restauration récifale. Ainsi le choix des individus au sein
d’une méme espéce afin de réaliser du bouturage (reproduction asexuée) et le conditionnement de la phase de vie des gametes
(reproduction sexuée) pourraient permettre d’augmenter 1’efficacité des méthodes de restaurations tout en nous donnant des
informations nouvelles sur la biologie et la physiologie des coraux scléractiniaires face aux changements environnementaux.

Mots-clés : Coraux, Reproduction sexuée, Reproduction asexuée, Conservation, Restauration

Summary

Sexual and asexual coral reproduction facing environmental changes: Implications for conservation and restoration of coral
reefs

Climate change and increasing temperature impact abundance and distribution of thousands of organisms, aquatic and
terrestrial, and some ecosystems are particularly sensitive to these global changes. Increasing temperature is the principal threat
for coral populations, which are ecological engineers of coral reef ecosystems. While research on coral reefs has first sought to
study adult corals, data are still lacking on early life stages of corals. As sexual and asexual reproduction may play a key role
in the conservation and restoration of coral reefs, my doctoral research aims to better understand changes on sexual and asexual
reproduction in the face of rising temperature. The first axis of my Ph. D. was built on the response of early life stages to
increasing temperature, in order to assess whether pre-exposure of early life may improve their ulterior performance. Among
the different experiments performed on the genus Acropora, | highlighted 1) relatively high thermal tolerance (+2-3°C above
ambient temperature) of gametes, 2) a higher sensibility of oocytes than sperm to rising temperature exposure, and 3) the pivotal
role of gamete thermal history on fertilization output. Finally, | identified optimal pre-exposure conditions in order to maximize
fertilization success. While an increasing interest in sexual reproduction was observed these last years, asexual reproduction
and fragmentation still remain the main tool to restore damaged reefs. Thus, in the second axis of my doctoral project, |
investigated the phenotypic plasticity of corals by growing 3 different species of corals across 3 different environments. Their
growth rates, health status and survival probability were determined. Results from this axis showed that differences were
observed at the interspecific and intraspecific levels. This work revealed that a selection based on phenotypic plasticity among
different life-traits (growth rates and health status) and different environments should allow to increase coral reef restoration
strategies. Hence the selection of individuals (asexual reproduction) in a species based on coral common garden experiment
allow to identify individuals of interest to use as restoration biological materials. Additionally, thermal preconditioning of early
life stages (sexual reproduction) is another way to increase efficiency of restoration measures in the face of rising temperature.
My doctoral research provided new information regarding physiological and biological processes of scleractinian corals facing
environmental changes and proposed new solutions for restorations based on sexual and/or asexual reproduction.
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