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1. Du récif corallien au corail récifal 
 

1.1. Les récifs coralliens, des écosystèmes primordiaux 
 

Présents dans de nombreuses régions tropicales de la planète, les récifs coralliens sont l’une des 

plus impressionnantes constructions biologiques, visible depuis l’espace. L’exemple le plus 

remarquable est la grande barrière de corail australienne qui s’étend sur plus de 2000 km. Les 

récifs coralliens sont reconnus et admirés pour l’exceptionnelle beauté des paysages sous-

marins qu’ils offrent. Toutefois, bien au-delà de l’aspect esthétique, ils sont l’élément clé 

d’écosystèmes extrêmement riches et complexes. Bien qu’ils ne recouvrent que 0,1% des 

océans, les récifs coralliens abritent plus de 30% de la biodiversité marine mondiale (Reaka-

Kudla, 1997). Ils sont également convoités par l’Homme pour qui ils représentent une ressource 

alimentaire et économique importante. Cependant, l’empreinte de l’Homme menace 

aujourd’hui la santé des récifs coralliens et l’équilibre des écosystèmes qui en dépendent. 

 

1.1.1. Importance écologique des récifs 

 

Les coraux occupent une place centrale au sein des écosystèmes récifaux dont ils constituent 

avant tout l’architecture. Leur structure tridimensionnelle complexe permet en effet d’offrir une 

multitude d’abris pour les diverses espèces de poissons, crustacés et autres animaux à la 

recherche d’un refuge pour se cacher ou vivre. De plus, les barrières récifales permettent la 

formation de lagons fermés inaccessibles aux grands prédateurs et ainsi utilisés comme 

nurseries par de nombreuses espèces. Les coraux constituent également un maillon à part entière 

du réseau trophique et représentent une source de nourriture pour de nombreuses espèces de 

poissons corallivores comme les poissons perroquets (Scaridae) qui se nourrissent des polypes 

du corail. 

 

L’importance écologique des récifs coralliens est souvent comparée à celle des forêts tropicales 

tant la biodiversité que ces deux types d’écosystèmes abritent est remarquable. Aujourd’hui, 

près de 100 000 espèces ont été décrites au sein des récifs coralliens. Cependant, la difficulté 

d’étudier ces écosystèmes aquatiques, dont de nombreuses espèces sont extrêmement petites et 

cryptiques, laisse supposer une grande sous-estimation du nombre réel d’espèces liées aux 

récifs coralliens. Si la densité de biodiversité par km² est la même dans les récifs coralliens que 

dans les forêts, le nombre d’espèces dans les récifs pourraient se situer en réalité autour de 

950 000 (Reaka-Kudla, 1997). 
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1.1.2. Les récifs coralliens et l’Homme 
 

Dans toutes les régions tropicales où ils sont présents, les récifs coralliens occupent une place 

centrale dans la vie de l’Homme. La richesse de poissons et crustacés au sein des récifs offre 

une ressource alimentaire abondante pour les communautés humaines locales. La pêche nourrit 

ainsi plus de 30 millions de personnes (Wilkinson, 2008) et génère 5,7 milliards US$ chaque 

année (Cesar et al., 2003). D’autre part, plus de 70 millions de personnes voyagent chaque 

année dans le but de plonger sur les récifs coralliens et admirer ces extraordinaires paysages 

sous-marins (Spalding et al., 2017). Cet attrait touristique génère de nombreux emplois et 

contribue ainsi au développement économique de régions tropicales, souvent pauvres à 

l’origine. Le bénéfice net produit par le tourisme lié aux récifs coralliens est estimé à 9,6 

milliards US$ chaque année à l’échelle planétaire (Cesar et al., 2003). Par ailleurs, les récifs 

coralliens constituent une véritable barrière physique contre le déferlement des vagues. Les 

littoraux abrités derrière les récifs sont alors épargnés lors de tempêtes et ralentissent 

significativement l’érosion des côtes. 

En fin de compte, les récifs coralliens font vivre 500 millions de personnes (Wilkinson, 2008), 

et génèrent chaque année un bénéfice net à l’économie mondiale de 30 milliards US$ (Cesar et 

al., 2003). 

 

Les récifs coralliens sont aussi convoités pour la découverte de nouvelles molécules qui 

pourraient être utilisées dans la cosmétique ou la pharmacologie. L’étude des coraux récifaux 

peut également permettre une meilleure compréhension de certains processus biologiques et 

physiologiques et être appliquée à la santé humaine. A titre d’exemple, l’association Coral 

Guardian a soulevé il y a quelques années une piste intéressante sur une possible implication 

d’une molécule TGFβ (Transforming Growth Factor β) dans le phénomène de blanchissement 

des coraux. Selon cette étude, la compréhension du rôle du TGFβ dans la rupture de la symbiose 

chez le corail en conditions de stress pourrait apporter des perspectives intéressantes quant à 

l’étude de maladies humaines telles que les cancers où elle est également impliquée. D’autres 

molécules de la famille TGFβ, les BMPs (Bone morphogenetic proteins), pourraient aussi 

ouvrir de nouvelles voies dans la médecine et la chirurgie réparatrice. En effet, une BMP, la 

bmp2/4 a été identifiée dans les cellules calcifiantes des coraux et pourrait jouer un rôle dans la 

formation de leur squelette (Zoccola et al., 2009). Etant donné que les BMPs sont connues chez 

les vertébrés pour induire la formation de nouveau cartilage et d’os lors d’une greffe, cette 

découverte chez les coraux pourrait avoir d’importantes implications pour l’utilisation 

d’implants à partir de squelette de corail. 

 

1.1.3. Des écosystèmes menacés 

 

Depuis plusieurs décennies, les récifs coralliens sont victimes de leur succès. Pendant 

longtemps, ils ont été principalement menacés par les diverses pressions locales liées aux 

activités de l’Homme (Ateweberhan et al., 2013). La surpêche et certaines techniques de pêche 

destructrices telles que la pêche à la dynamite ravagent les récifs dans certaines régions depuis 

des décennies. Le tourisme représente également un problème lorsque les plongées sont trop 
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nombreuses. Cette sur-fréquentation provoque des dommages physiques aux colonies et 

entraine une augmentation de la sédimentation qui asphyxie les coraux et gêne la photosynthèse 

de leurs symbiotes. De plus, la démographie croissante sur les littoraux induit une hausse des 

rejets d’eaux usées et des pollutions telluriques, notamment agricole et industrielle. Enfin, des 

blooms d’espèces invasives telles que les étoiles de mer Acanthaster planci dans certaines zones 

de l’Océan Pacifique détruisent des zones entières du récif. 

 

Bien que ces pressions locales soient toujours d’actualité, les changements climatiques et 

l’acidification des océans engendrés par les activités anthropiques constituent à présent les 

menaces majeures pour les récifs coralliens à l’échelle mondiale. A la suite des Révolutions 

Industrielles il y a environ 200 ans, les activités anthropiques ont conduit à l’émission de 

quantités croissantes de gaz à effet de serre (GES) dans l’atmosphère. Depuis les années 1950, 

ce phénomène s’est encore amplifié avec l’émergence des pays en voie de développement. Ces 

émissions ajoutent chaque année 8000 millions de tonnes de carbone dans l’atmosphère 

(Houghton, 2009). Parmi les différents GES, le dioxyde de carbone (CO2) est le principal 

produit par les activités humaines qui s’accumule dans l’atmosphère (72%) (Houghton, 2009). 

La concentration de CO2 dans l’atmosphère qui était à l’équilibre à 280 ppm au début du 18ème 

siècle, a grimpé aujourd’hui à 400 ppm et continue d’augmenter d’année en année 

(Intergovernmental Panel on Climate Change, 2014). Plusieurs GES sont déjà naturellement 

présents dans l’atmosphère tels que le CO2, ainsi que la vapeur d’eau, le méthane (CH4), le 

protoxyde d’azote (N2O) et l’ozone (O3). Ceux-ci permettent de maintenir la chaleur issue du 

rayonnement solaire qui traverse l’atmosphère à la surface de la Terre. Cependant, 

l’augmentation de la concentration des GES accroît cet effet de serre naturel et engendre un 

réchauffement global de la surface de la Terre et des océans (Figure 1). Entre 1950 et 2009, la 

température moyenne des eaux de surface des Océans Indien, Atlantique et Pacifique a déjà 

augmenté respectivement de 0,65°C, 0,41°C et 0,31°C (Hoegh-Guldberg et al., 2014). De plus, 

l’Océan a déjà absorbé 30% des émissions de CO2 d’origine anthropique entre 1750 et 2011, 

dont la moitié lors des 40 dernières années (Intergovernmental Panel on Climate Change, 2014). 

Le CO2 dans l’océan réagit alors avec les molécules d’eau (H2O) et entraîne la formation de 

protons (H+) dont la conséquence est une diminution du pH de l’eau de mer et une diminution 

des carbonates (Figure 2). 
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Figure 1. Représentation schématique de l’effet de serre naturel et suite à une augmentation de 

l’émission des gaz à effet de serre. pCO2 désigne la pression partielle du CO2. D’après Will Elder 

(National Park Services). 

 

Ces bouleversements environnementaux rapides génèrent aujourd’hui une véritable inquiétude 

quant au devenir des récifs coralliens et des écosystèmes qu’ils supportent. Les premiers travaux 

ayant soulevé le problème datent des années 1980-90 (Roberts, 1987; Cook et al., 1990; Glynn, 

1993). Les scientifiques avaient alors observé le blanchissement de colonies de corail à la suite 

d’épisodes de réchauffement de l’eau de mer. Dans les années suivantes, plusieurs épisodes de 

réchauffement ont été à l’origine de blanchissements majeurs dans différentes régions du 

monde. Parmi eux, les épisodes liés aux événements El Niño de 1982–1983, 1997–1998, 2009–

2010, et 2015–2016 ont été les plus marquants et ont engendré des mortalités conséquentes sur 

les récifs (Hughes et al., 2018). Par ailleurs, le réchauffement et l’acidification des océans ont 

également un impact négatif sur la reproduction sexuée des coraux, ainsi que sur la survie et le 

recrutement des larves (Paxton et al., 2015; Fabricius et al., 2017). Plusieurs études ont aussi 

relevé un nombre croissant de maladies sur les colonies coralliennes dont la multiplication serait 

probablement liée, au moins partiellement, à la hausse des températures (e.g. Bruno et al., 2007; 

Maynard et al., 2015; Randall et van Woesik, 2015). 
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Figure 2. Représentation schématique du phénomène d’acidification des océans. D’après Hoegh-

Guldberg et al. (2007). 

 

Divers travaux ont également permis de corréler les hausses de température à une diminution 

du taux de calcification des coraux au sein des récifs (De’ath et al., 2009; Cantin et al., 2010; 

Carricart-Ganivet et al., 2012). La calcification est un processus majeur pour la bonne santé du 

récif dans sa globalité puisqu’il est à l’origine de la structure complexe de l’écosystème dont il 

constitue les fondations. La mécanistique du processus de calcification et l’impact des 

paramètres environnementaux seront détaillés dans le sous-chapitre suivant (cf 2.). 

 

1.2. Le corail constructeur de récif 
 

Le terme « corail » englobe différents groupes taxonomiques possédant chacun leurs propres 

caractéristiques. Certains vivent dans des eaux tropicales, d’autres dans des eaux tempérées et 

d’autres encore dans des eaux froides. Tandis que les espèces tropicales vivent généralement 

près des eaux de surface, les espèces qui s’établissent dans les milieux profonds (jusqu’à plus 

de 6000 m de profondeur) vivent dans une obscurité totale. Bien que le terme « corail » peut 

désigner le corail mou tel que les octocoralliaires des familles Alcyoniidae et les Nephtheidae 

dont les colonies présentent un squelette peu voire non minéralisé, dans le langage courant il 

désigne plutôt les coraux qualifiés de « durs » qui érigent un exosquelette calcaire. Une 

multitude de morphologies est associée à ces coraux : branchus, digités, massifs, en plateaux, 
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foliacés, encroûtants, etc. La majorité des espèces de coraux durs est à l’origine de la 

construction de récifs, ils sont alors qualifiés de coraux hermatypiques, tels que les genres 

Lophelia et Desmophyllum dans les récifs d’eaux profondes, et les genres Acropora, 

Pocillopora et Porites dans les récifs tropicaux. 

 

Dans le cadre de ma thèse, je me suis intéressée à un corail tropical constructeur de récif, 

Stylophora pistillata. Ainsi au cours des paragraphes suivants traitant de la taxonomie, 

l’anatomie et la symbiose chez les coraux, je donnerai des informations plus spécifiques 

concernant mon modèle d’étude. 

 

1.2.1. Taxonomie 

 

Les coraux, cousins des méduses et des anémones de mer, font partie de l’embranchement des 

Cnidaires dont le nom provient du grec ancien et signifie « ortie ». Ce nom vient de la 

particularité des membres de ce groupe qui possèdent des cellules urticantes, les cnidocytes. 

Les Cnidaires sont des organismes diploblastiques et présentent une symétrie radiale. Deux 

morphotypes sont retrouvés dans cet embranchement : une forme polype sessile et une forme 

méduse pélagique. 

 

Au sein des Cnidaires, sont regroupées la super-classe des Médusozoaires, qui inclue plusieurs 

classes dont chacune comprend une phase méduse au cours du développement des individus, et 

la classe des Anthozoaires. Les Anthozoaires, dont le nom signifie « animaux-fleurs », ne 

possèdent qu’une phase polype au cours du développement et regroupent tous les différents 

types de coraux, ainsi que les anémones de mer. 

 

La classe des Anthozoaires comprend deux sous-classes : les Octocoralliaires et les 

Hexacoralliaires. Les Octocoralliaires possèdent une symétrie d’ordre 8 et comprend 

notamment le corail rouge de Méditerranée Corallium rubrum. Les Hexacoralliaires quant à 

eux présentent une symétrie d’ordre 6 et comprennent sept ordres dont les Scléractiniaires. 

 

Les Scléractiniaires, dont le nom vient du grec « sklêros » qui signifie « dur », rassemblent 

toutes les espèces de « coraux durs ». C’est à ce groupe de coraux qu’appartiennent les coraux 

constructeurs de récif dont mon modèle d’étude le corail Stylophora pistillata. La position 

taxonomique de cette espèce, placée au sein de la famille des Pocilloporidae, est présentée en 

Figure 3. 
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Figure 3. Position taxonomique de Stylophora pistillata au sein de l’embranchement des Cnidaires (phylogénie simplifiée). D’après le National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy/).
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1.2.2. Cycle de vie et anatomie des coraux Scléractiniaires, exemple de 

Stylophora pistillata 

 

Divers modes de reproduction sexués et asexués existent chez les coraux. Chez les coraux 

scléractiniaires tels que S. pistillata la reproduction sexuée consiste en l’émission de gamètes 

mâles et femelles en pleine eau. Ces pontes en masse ont lieu une à deux fois par an toujours à 

la même période, généralement quelques jours après la première pleine lune de l’été, et sont 

parfaitement synchronisées entre toutes les colonies d’une même espèce. Les gamètes fécondés 

en pleine eau donnent naissance à une larve pélagique appelée planula. Celle-ci se laisse porter 

par les courants pendant plusieurs jours jusqu’à atteindre un endroit favorable pour se fixer et 

se métamorphoser en un polype. 

La reproduction asexuée, quant à elle, consiste en la formation d’une nouvelle colonie, dont les 

individus sont des clones de ceux de la colonie mère. En milieu naturel, elle se produit à la suite 

de la fragmentation d’une branche qui se sépare de la colonie initiale due à l’action mécanique 

de prédateurs, d’événements climatiques, tels que des cyclones, ou de l’Homme. Au laboratoire 

elle peut être réalisée par bouturage en coupant des fragments de branches. Une colonie peut 

aussi provoquer ce type de reproduction via le bourgeonnement d’une excroissance qui finit par 

se détacher sous l’effet de son poids. Si les conditions sont propices, le fragment ou le bourgeon 

ainsi dissocié de la colonie mère peut alors se fixer sur un substrat et poursuivre sa croissance 

pour former une nouvelle colonie. 

 

D’un point de vue anatomique, l’organisation du corps du polype se fait autour d’une cavité 

gastrique comprenant un pore unique faisant office de bouche et d’anus, autour duquel s’articule 

une couronne de tentacules. La majorité des coraux sont des espèces coloniales, à l’exception 

des Fungiidae. Tous les polypes de la colonie sont reliés les uns aux autres par une couche de 

tissu appelée cœnosarque (Figure 4). Ils partagent également un même squelette externe, fruit 

d’un travail collectif de l’ensemble des polypes menant à la précipitation de cristaux de 

carbonate de calcium (selon un processus de calcification qui sera détaillé dans le sous chapitre 

suivant (2.). S. pistillata est un corail branchu et appartient au clade des coraux dits « robustes ». 

En comparaison avec le clade des coraux dits « complexes » tels que les Acroporidae, les 

coraux robustes présentent un squelette plus solide. 

 

 

Figure 4. Représentation schématique de polypes liés par le cœnosarque. D’après Tambutté et al. 

(2011). 



CHAPITRE 1 

 

41 

 

D’un point de vue histologique, le corail est constitué d’un épithélium oral et d’un épithélium 

aboral séparés par la cavité gastrique, le cœlentéron. L’épithélium oral est composé d’un 

ectoderme exposé au milieu extérieur et d’un endoderme faisant face au cœlentéron. 

L’épithélium aboral est également constitué d’un endoderme faisant face au cœlentéron et d’un 

ectoderme nommé « calicoblastique », face au squelette. L’ectoderme calicoblastique est aussi 

qualifié de « calcifiant » car il est responsable de la formation du squelette. A l’interface entre 

l’épithélium calicoblastique et le squelette se trouve le milieu extracellulaire calcifiant (MEC) 

où sont formés les premiers cristaux du squelette. Bien que la composition exacte du MEC soit 

toujours soumise à incertitudes, il semblerait qu’il se présente sous la forme d’un hydrogel 

(Allemand et al., 2011). Nous privilégierons donc l’appellation de « milieu » au détriment de 

« fluide » extracellulaire calcifiant dans ce manuscrit. Une représentation schématique de 

l’anatomie de S. pistillata est présentée en Figure 5. 

 

 

Figure 5. Modèle de l’anatomie de Stylophora pistillata. 
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1.2.3. Une symbiose mutualiste avec des microalgues 
 

Les coraux tropicaux constructeurs de récifs tels que S. pistillata sont tous des coraux 

symbiotiques. Le terme symbiose provient du grec « sun », ensemble, et « bios », la vie. De 

Bary l’a défini pour la première fois comme « la vie ensemble d’organismes taxonomiquement 

différents, qui persiste pour une longue période ». Depuis lors, dans le langage courant, le terme 

symbiose est souvent utilisé pour désigner le mutualisme. Ce type de symbiose, très répandu 

dans les règnes biologiques, est équitable puisqu’il bénéficie aux deux partenaires, l’hôte et le 

symbionte. Dans le cas du corail, les symbiontes sont des microalgues unicellulaires 

Dinoflagellées de la famille Symbiodiniaceae, communément appelées zooxanthelles, abritées 

au sein des tissus endodermiques du corail (Figure 6). L’hôte bénéficie des produits issus de la 

photosynthèse des zooxanthelles. Cette source de nutrition autotrophe est cruciale puisque la 

photosynthèse représente une source importante de leur apports nutritifs journaliers. Divers 

auteurs ont évalué que la proportion de produits issus de la photosynthèse transmise par les 

symbiontes pour répondre aux besoins métaboliques de leur hôte s’élève jusqu’à 90 voire 100% 

(Muscatine, 1990; Papina et al., 2003; Hoegh-Guldberg et al., 2007; Davies et al., 2016). Chez 

Stylophora pistillata, Ezzat et al. (2015) ont estimé que 75% du carbone fixé par les symbiontes 

est ensuite transféré à l’hôte. Par ailleurs, les déchets cataboliques produits par l’hôte corallien 

sont recyclés et utilisés par les symbiontes pour leur propre croissance (Muller-Parker et al., 

2015). Il est toutefois important de noter que la photosynthèse seule ne suffit pas à maintenir la 

colonie corallienne dans un état optimal. La capture de proies planctoniques et bactériennes est 

aussi une source importante d’apports en éléments nutritifs qui favorisent la croissance des 

tissus et du squelette (Ferrier-Pagès et al., 2003). 

 

 

Figure 6. Photographie de trois zooxanthelles dans une cellule endodermique isolée de S. pistillata. 

Les zones rouges correspondent à la fluorescence de la chlorophylle dans les chloroplastes des 

zooxanthelles. La cellule, tamponnée à un pH de 7,5, apparaît jaune du fait de la présence de SNARF-1 

AM (seminaphthorhodafluor-1 acetoxymetyl ester, voir p121). © Coralie Bernardet (CSM) 
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Lors d’événements de stress environnementaux tels qu’un réchauffement de l’eau de mer, la 

symbiose peut être rompue notamment en raison d’un excès d’espèces réactives de l’oxygène 

(ROS) produites par les symbiontes. Cette rupture de la symbiose conduit à un blanchissement 

du corail qui peut être dû à une perte des zooxanthelles ou de leurs pigments et conduit, la 

plupart du temps, à une diminution de l’activité photosynthétique (Figure 7) (Voir Oakley et 

Davy, 2018). Sans ses microalgues, l’hôte corallien perd une source nutritive majeure et devient 

vulnérable. L’hétérotrophie lui permet de survivre à court terme mais la ré-acquisition de 

zooxanthelles dans les semaines qui suivent le blanchissement est capitale pour que la colonie 

se remette et perdure dans le temps. Les divers épisodes de réchauffement de l’eau aux 20ème et 

21ème siècles ont entrainé un nombre croissant d’évènements de blanchissements sur les récifs 

du monde entier et suscite aujourd’hui l’inquiétude de la communauté scientifique. 

 

 

Figure 7. Photographies de S. pistillata en bonne santé et blanchi : A. Colonie, et C. polypes en 

bonne santé ; B. Colonie, et D. polypes blanchis. © Coralie Bernardet (CSM) 
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1.3. Stylophora pistillata, une espèce d’intérêt 
 

L’étude de l’espèce Stylophora pistillata (Figure 8) a débuté dans les laboratoires du CSM il y 

a une trentaine d’années. Cette espèce est bien caractérisée d’un point de vue anatomique, 

histologique et surtout de nombreux aspects de sa physiologie sont largement documentés. Il 

existe près de 8000 publications traitant de S. pistillata et son génome a été publié en 2017 

(Voolstra et al., 2017). De plus, les techniques de bouturage et de culture de cette espèce sont 

bien maîtrisées et facilitent son étude. 

 

 

Figure 8. Photographie d’une colonie de Stylophora pistillata. © Eric Tambutté (CSM) 

 

1.3.1. Origine de Stylophora pistillata 
 

La répartition géographique de l’espèce S. pistillata est très vaste autour du globe puisqu’elle 

est distribuée dans de nombreuses régions tropicales, notamment dans l’Indo-Pacifique (Figure 

9). 

 

Les colonies de S. pistillata utilisées dans le cadre de ma thèse proviennent toutes des aquariums 

du Centre Scientifique de Monaco (CSM). Celles-ci sont originaires de Mer Rouge et ont été 

placées dans les aquariums du laboratoire il y a environ 30 ans. Douze des colonies de S. 

pistillata ont été génotypées (identifiées de S1 à S12) et dix d’entre elles sont des clones les 

unes des autres. Dans le cadre de ma thèse, nous avons choisi d’utiliser trois colonies mères 

parmi les huit possédant le même génotype : les colonies S2, S5 et S6. 
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Figure 9. Répartition géographique de S. pistillata. D’après Veron et al. (2016). 

 

1.3.2. Stylophora pistillata, une espèce résistante 

 

La réponse des coraux récifaux à des stress variés diffère énormément en fonction de l’espèce, 

de leur morphologie, de leur patrimoine génétique et de leur région géographique. Il est évident 

par exemple que les coraux massifs ou encroûtants sont bien plus résistants aux cyclones que 

les coraux branchus, tels S. pistillata, dont les branches peuvent aisément se casser sous l’action 

des vagues. Par ailleurs, les coraux branchus sont généralement plus sensibles aussi au 

réchauffement de l’eau. L’espèce S. pistillata est ainsi parfois utilisée comme espèce sensible 

à la température dans le cadre d’études comparatives avec des espèces massives, généralement 

plus résistantes, telles que les genres Porites ou Platygyra (e.g. Loya et al., 2001; Bhagooli et 

Hidaka, 2004). Néanmoins, au sein même des coraux branchus, S. pistillata est au contraire 

perçue comme une espèce résistante à la température et au blanchissement (e.g. Loya, 1976; 

Krueger et al., 2017). En effet, S. pistillata présente une tolérance à un réchauffement de l’eau 

bien supérieure à d’autres espèces tel que le genre Acropora, connu à l’inverse pour sa 

sensibilité à la température (e.g. Loya et al., 2001; Desalvo et al., 2010). 
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S. pistillata est une espèce opportuniste et suit une stratégie de type « r ». En écologie, les 

stratèges r mobilisent toute leur énergie dans la reproduction pour garantir une progéniture, 

tandis que les stratèges k économisent leur énergie pour promouvoir une durée de vie plus 

longue et une reproduction rare mais avec une plus grande survie de la descendance. En tant 

que stratège r, S. pistillata est ainsi une espèce pionnière qui colonise de nouveaux habitats 

grâce sa reproduction précoce et massive (Loya, 1976). De cette façon, elle est parvenue à 

remonter de l’Océan Indien pour coloniser la Mer Rouge malgré une barrière d’eau très chaude 

dans le Golfe d’Aden, à l’entrée de la Mer Rouge (Fine et al., 2013). Les colonies de S. pistillata 

retrouvées à présent en Mer Rouge sont donc issues de larves sélectionnées grâce à leur 

résistance et sont donc capables de survivre à des températures élevées, bien supérieures à 30°C 

(Krueger et al., 2017). 

 

1.3.3. Différentes méthodes de culture et de croissance 

 

L’étude expérimentale de S. pistillata requiert l’utilisation de microcolonies, c’est-à-dire de 

petits échantillons issus de colonies mères par bouturage. Les microcolonies offrent divers 

avantages puisqu’elles sont des clones des colonies mères dont elles sont issues et leur taille 

permet plus aisément la réalisation de mesures physiologiques et la répétabilité des 

expérimentations (Tambutté, É. et al., 1995). Deux types de microcolonies ont été utilisés dans 

le cadre de ma thèse : des microcolonies sur fil et des microcolonies à plat. 

 

Le bouturage sur fils consiste à sectionner un fragment de quelques centimètres à l’apex d’une 

branche de la colonie et à le suspendre à un fil en nylon, tel que décrit par Tambutté et al. 

(1995). Cette technique s’inspire d’une méthode naturelle de reproduction asexuée existante 

chez les coraux. La capacité de régénération de ces animaux leur permet ainsi de cicatriser et 

poursuivre leur croissance lorsqu’une branche est arrachée, lors d’un cyclone par exemple. 

Après trois semaines, l’apex coupé est totalement cicatrisé (Figure 10) et présente un taux de 

calcification stable. 

 

   

Figure 10. Bouturage de microcolonies sur fil. A. Jeunes boutures sur fil placées dans un bac de 

cicatrisation. B. Une microcolonie sur fil après cicatrisation. © Coralie Bernardet (CSM) 
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Une autre technique de bouturage a été utilisée au cours de ma thèse : la croissance de 

microcolonies à plat. Cette technique a été développée initialement pour analyser la 

morphologie des desmocytes1 en microscopie électronique à transmission et à balayage 

(Muscatine et al., 1997). Les microcolonies à plat sont issues d’un apex préalablement collé sur 

une lame en verre qui croît latéralement de manière naturelle afin de coloniser la lame (Figure 

11A). En poussant latéralement sur la lame en verre, la microcolonie forme ce que l’on appelle 

un « front de croissance ». Le front de croissance désigne les tissus nouvellement formés qui 

déposent sur la lame de verre les cristaux nouvellement précipités. Cette zone est reconnaissable 

car elle est pauvre en zooxanthelles et apparaît donc blanche (Figure 11). Pour les observations 

en microscopie confocale, des fragments de quelques millimètres carrés sont découpées et 

collées sur des lamelles en verre (Figure 11B). Les tissus de la microcolonie à plat se présentent 

de manière fine, lisse et relativement homogène, ce qui permet l’observation des différents 

épithéliums et du milieu extracellulaire calcifiant. Après trois semaines de cicatrisation, les 

microcolonies sont totalement cicatrisées et présentent un front de croissance avec de nombreux 

cristaux isolés de carbonate de calcium, signe de bonne santé. La croissance à plat est également 

une méthode de croissance naturelle chez les coraux lors des premiers stades de développement 

de la larve. En effet, lorsque la larve s’est fixée sur un substrat, et se métamorphose en un 

premier polype puis de nouveaux polypes apparaissent simultanément à la croissance du 

nouveau squelette ; c’est ainsi que la jeune colonie colonise le substrat. C’est après plusieurs 

mois que la jeune colonie commence à pousser en hauteur et à former des branches. 

 

 

Figure 11. Microcolonies poussant à plat : A. sur lame, et B. sur lamelle de verre. Le front de 

croissance est la zone de l’échantillon situé entre les deux flèches rouges © Coralie Bernardet (CSM) 

 

L’observation du front de croissance des microcolonies à plat en microscopie confocale 

inversée permet de visualiser les différentes couches de tissus de l’échantillon. Au contact de 

la lamelle en verre, il est possible d’observer le MEC qui se présente sous la forme de poches 

d’environ 8 µm de hauteur au maximum (Figure 12). Les cristaux sont déposés et croissent au 

niveau de ces poches, tout en maintenant un contact avec les cellules calicoblastiques qui les 

 
1 Cellules permettant l’ancrage de l’épithélium calicoblastique au squelette 
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entourent. En remontant dans l’épaisseur de l’échantillon, se trouve au-dessus de l’ectoderme 

calicoblastique, la mésoglée puis l’endoderme aboral contenant les zooxanthelles, le cœlentéron 

et enfin le tissu oral (Venn et al., 2011). 

 

 

Figure 12. Morphologie d’une microcolonie de Stylophora pistillata ayant poussé à plat. A. 

Photographie d’une microcolonie observée sous une loupe binoculaire, B. Front de croissance de la 

microcolonie observée au microscope confocal (Leica SP8). EDM désigne l’eau de mer, MEC une poche 

de milieu extracellulaire calcifiant, C un cristal de CaCO3 et Z les zooxanthelles de l’endoderme aboral. 

© Coralie Bernardet (CSM) 

 

 

2. La calcification, un enjeu de taille pour les coraux récifaux 
 

2.1. Formation d’un exosquelette, structure de la colonie 
 

La croissance des coraux se traduit par la construction d’un exosquelette, structure de la colonie 

telles les fondations d’un immeuble. Le processus de formation de ce squelette, appelé 

calcification ou biominéralisation, est crucial pour les coraux puisqu’il va déterminer la 

robustesse de la colonie au sein du récif face à des événements climatiques tels que les cyclones 

et le déferlement des vagues. Un taux de calcification rapide permet aussi au corail d’être plus 

compétitif face aux autres espèces coralliennes et algales et ainsi coloniser plus efficacement 

l’espace. 

 

L’exosquelette des coraux, tels que Stylophora pistillata, est le résultat de la précipitation du 

carbonate de calcium sous forme d’aragonite. L’observation au microscope de microcolonies 

poussant à plat révèle que les premiers cristaux sont formés au niveau du MEC, puis grossissent 

et fusionnent les uns avec les autres pour finalement former l’ensemble du squelette (Venn et 

al., 2013). Comme décrit dans les paragraphes suivants (2.1.1. et 2.1.2.), la formation de ces 

cristaux au niveau du MEC implique des ions et une matrice organique constituée de protéines, 

lipides et sucres. 
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2.1.1. Des ions/molécules essentiels à la calcification 

 

La formation du squelette des coraux implique principalement des ions Ca2+, du carbone 

inorganique dissous (CID) et des protons (H+). Le CID se présente sous différente formes : 

dioxyde de carbone (CO2), carbonate (CO3
2-) ou bicarbonate (HCO3

-) dont l’équilibre entre les 

différentes formes dépend du pH. La réaction de précipitation du carbonate de calcium suit 

l’équation suivante (1) : 

(Equation 1)   𝐶𝑎2+ +  𝐶𝑂3
2−  ⇔  𝐶𝑎𝐶𝑂3 

 

Tandis que les ions Ca2+ proviennent du milieu extérieur et sont transportés à travers les quatre 

couches épithéliales du corail, le CID provient majoritairement de l’ectoderme aboral via le 

CO2 émis par les mitochondries lors de la respiration (Furla et al., 2000). Environ 25% du CID 

provient aussi du milieu environnant, transporté sous la forme de bicarbonate. En fonction de 

la forme sous laquelle le CID est délivré pour la calcification (HCO3
- ou CO2), un ou deux 

protons sont produits lors de leur conversion en carbonate (selon les équations 2 et 3). Ces 

protons doivent être éliminés du site de calcification afin de maintenir un pH basique et 

favoriser la réaction de précipitation du carbonate de calcium. 

(Equation 2)   𝐻𝐶𝑂3
−  ⇔  𝐶𝑂3

2− + 𝐻+ 

 

(Equation 3)   𝐶𝑂2 + 𝐻2𝑂 ⇔ 𝐶𝑂3
2− + 2𝐻+ 

 

Le transport des ions au niveau d’épithéliums implique deux types de voies : une voie 

transcellulaire et une voie paracellulaire (Figure 13). Ces deux voies ne sont pas exclusives et 

peuvent donc être combinées. 

 

Dans le cas du corail, et plus particulièrement de S. pistillata, il a été montré que le calcium 

emprunte une voie transcellulaire. Le Ca2+ entre dans les cellules à travers un canal calcium, 

présent notamment dans les cellules calcifiantes calicoblastiques (Zoccola et al., 1999). Le Ca2+ 

est ensuite transporté hors de la cellule contre son gradient électrochimique grâce à des Ca2+-

ATPases. L’une d’entre elle, la PMCA1 (Plasma Membrane Calcium ATPase 1) a été localisée 

spécifiquement au niveau de l’épithélium calicoblastique et joue ainsi un rôle dans la 

calcification (Zoccola et al., 2004). De plus, les Ca2+-ATPases jouent aussi le rôle d’échangeur 

de protons (H+) tout comme d’autres protéines telles que l’échangeur sodium-proton (NHE, 

famille des SLC9) et la V-ATPase. Ces transporteurs/échangeurs de protons permettent de 

maintenir un équilibre acido-basique stable dans le MEC et préserver un environnement 

favorable à la calcification. Le CID quant à lui soit diffuse à travers les membranes lorsqu’il 

s’agit de CO2, soit est transporté sous forme de bicarbonate grâce à des transporteurs de 

bicarbonates appartenant aux familles SLC4 et SLC26 (Zoccola et al., 2015). Parmi les 

différents transporteurs de bicarbonates identifiés chez S. pistillata, SLC4γ a été localisé 

spécifiquement dans les cellules calicoblastiques (Zoccola et al., 2015). Il est important de noter 

que SLC4γ, qui résulte d’une duplication de gène, est présent uniquement chez les anthozoaires 

calcifiants. Cette particularité combinée à sa localisation spécifique dans les cellules 
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calcifiantes, suggère qu’il joue un rôle majeur dans la calcification. Les autres molécules clé 

dans le transport du CID sont les anhydrases carboniques (ACs) qui catalysent la réaction 

d’interconversion entre le CO2 et l’HCO3
-
. Quatre ACs ont été caractérisées chez S. pistillata  

(Moya et al., 2008b; Bertucci et al., 2011; Del Prete et al., 2018) et sont présentes dans toutes 

les couches de tissus dont certaines sont plus spécifiquement présentes dans les cellules 

calcifiantes et en tant que molécules organiques dans le squelette (Drake et al., 2013). 

 

En parallèle, une voie paracellulaire permet la diffusion du Ca2+ et du CID entre les cellules 

depuis le milieu extérieur jusque dans le MEC. Longtemps contestée et débattue par une partie 

de la communauté scientifique, l’existence d’une voie paracellulaire est à présent avérée. Cette 

voie de passage entre les cellules a pu être visualisée grâce à l’utilisation de sondes 

fluorescentes telles que la calcéine pour laquelle les cellules sont totalement imperméables et 

dont le signal a été perçu entre les cellules jusque dans les poches de MEC et dans le squelette 

(Tambutté, É. et al., 2012). Cependant, la proportion de la voie paracellulaire dans le transport 

des ions pour la calcification par rapport à la voie transcellulaire demeure incertaine. Certains 

auteurs estiment que la voie paracellulaire serait majoritaire et pourrait être à l’origine de 90% 

des ions apportés au MEC et seulement 10% seraient transportés activement via la voie 

transcellulaire (Gagnon et al., 2012). D’autres en revanche, suggèrent que la voie paracellulaire 

serait certes importante dans les tissus oraux, mais serait minoritaire au niveau de l’épithélium 

calicoblastique (Tambutté, É. et al., 2012; Taubner et al., 2019). Pour tenter d’apporter une 

réponse à ce débat, Hohn et Merico (2015) ont modélisé les différentes hypothèses proposées 

dans la littérature et ont comparé les résultats obtenus pour chacun de ces modèles aux 

observations réalisées chez les coraux. Selon les auteurs de cette étude, la concentration de Ca2+ 

et le pH dans le MEC s’expliquerait majoritairement par la voie transcellulaire mais la voie 

paracellulaire constituerait également une voie de transport complémentaire indéniable. Bien 

qu’il soit supposé mineur, le transport par la voie paracellulaire semble donc jouer un rôle dans 

le transport des ions et molécules pour la calcification. La perméabilité des tissus aux ions et 

molécules provenant du milieu environnant est régulée par les jonctions présentes entre les 

cellules. Chez les cnidaires, ces jonctions intercellulaires sont des jonctions septées dont les 

caractéristiques s’apparentent aux jonctions serrées des vertébrés (Tambutté, É. et al., 2007; 

Ganot et al., 2015). 

 

En dehors des voies trans- et paracellulaire, il a été montré chez l’oursin que la voie vésiculaire 

peut fournir des ions Ca2+ et CO3
- sous la forme de carbonate de calcium amorphe pour la 

calcification (Vidavsky et al., 2014). Les vésicules seraient ensuite transportées vers la 

membrane plasmique de la cellule et leur contenu serait exocytosé au niveau du MEC où elles 

délivreraient les particules de CaCO3 amorphe. Ces particules seraient utilisées par la suite 

comme précurseurs pour la formation des cristaux. Récemment, ce mécanisme a été observé 

chez le corail S. pistillata également (Mass et al., 2017). 
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Figure 13. Représentation schématique des voies de transport des ions chez S. pistillata. La voie 

transcellulaire est représentée en rouge et la voie paracellulaire en vert. 

 

2.1.2. Le rôle de la matrice organique 

 

La calcification est un processus de biominéralisation où le squelette formé par les organismes 

calcifiants tels que les coraux comprend, en plus de la fraction minérale de CaCO3, une fraction 

organique, issue de l’activité biologique. Cette fraction organique est composée de protéines, 

majoritairement composées d’acides aminés acides tel que l’acide aspartique, ainsi que de 

glycoprotéines, de polysaccharides et de lipides (voir Tambutté, S. et al., 2007, 2011; Allemand 

et al., 2011 pour revues). La présence d’eau également suggère que la matrice organique se 

présente sous la forme d’un hydrogel (Dauphin et al., 2008). Il a été montré que les 

zooxanthelles jouent un rôle dans la production de matrice organique via le transfert des 

produits issus de la photosynthèse (Muscatine et Cernichiari, 1969) ou en stimulant la synthèse 

de précurseurs de matrice par les cellules calicoblastiques (Johnston, 1980). Par ailleurs, la 

nutrition hétérotrophe de l’hôte corallien est également essentielle pour apporter de l’énergie 
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ainsi que de l’acide aspartique, normalement absent des tissus du corail (Allemand et al., 1998) 

mais dont l’abondance est majeure au sein de sa matrice organique (Houlbrèque et al., 2004). 

De plus, cette source hétérotrophique permettrait également de stimuler indirectement la 

photosynthèse et ainsi l’apport d’acides aminés d’origine autotrophique pour la production de 

la matrice organique (Houlbrèque et al., 2004). Une étude de Puverel et al. (2005) a permis de 

démontrer que la synthèse de matrice organique a lieu uniquement dans les cellules 

calicoblastiques, où elle a été localisée spécifiquement en immunochimie. 

 

Bien que le rôle de la matrice organique soit toujours soumis à incertitudes, elle jouerait deux 

rôles principaux. Dans un premier temps, la matrice organique permettrait de catalyser la 

précipitation d’un nucléus de CaCO3, notamment grâce à l’action de protéines appelées CARP 

(coral acide-rich protein) (Allemand et al., 2011; Mass et al., 2013). Par la suite, la matrice 

organique pourrait servir de patron pour donner la structure des cristaux (Clode et Marshall, 

2003) et leur positionnement le long des fibres organiques de manière à établir la morphologie 

globale du squelette (Von Euw et al., 2017). De plus, certains constituants acides présents dans 

la matrice organique des coraux pourraient également jouer un rôle d’inhibiteur de la 

calcification tel que montré chez les vertébrés (Tambutté, S. et al., 2007). 

 

2.2. Influence des paramètres environnementaux sur la calcification 
 

Différents paramètres environnementaux sont connus pour influencer le processus de 

calcification chez les coraux tropicaux constructeurs de récifs. Parmi eux, la lumière est un 

facteur important. La stimulation de la calcification à la lumière est un phénomène largement 

décrit dans la littérature et défini sous le nom de « Light-enhanced calcification » (LEC) (voir 

Gattuso et al., 1999 pour revue). Bien que ce phénomène ne soit pas encore totalement 

décortiqué, de nombreuses hypothèses ont été formulées pour l’expliquer. Il a été avancé que 

l’utilisation de CO2 pour la photosynthèse à la lumière augmente l’état de saturation des 

carbonates (voir Chapitre 3) et le pH dans le cœlentéron, ce qui favoriserait le transport du 

bicarbonate vers le MEC et induirait une hausse de l’état de saturation des carbonates et du pH 

dans le MEC (Goreau, 1959). Les conditions seraient ainsi plus favorables à la précipitation du 

CaCO3. Une autre hypothèse suggère que la photosynthèse pourrait aussi favoriser la 

calcification en neutralisant les H+ issus de la précipitation du CaCO3 grâce la production de 

OH-, le pH serait ainsi maintenu à un niveau favorable pour la calcification (Furla et al., 1998; 

Furla et al., 2000). De plus, les symbiontes fourniraient de l’oxygène et du carbone via la 

photosynthèse qui pourrait promouvoir la respiration de l’hôte corallien (Holcomb et al., 2014). 

En retour, la respiration, dont le taux est plus élevé à la lumière qu’à l’obscurité, permettrait la 

production d’ATP utilisé pour les processus coûteux en énergie tels que la synthèse de matrice 

organique et les mécanismes de transports liés à la calcification  (Chalker et Taylor, 1975; Al-

Horani et al., 2003). Par ailleurs, les produits issus de la photosynthèse des symbiontes 

pourraient être transférés dans l’épithélium calicoblastique où ils seraient utilisés comme 

substrats spécifiques lors de la production de matrice organique (Pearse et Muscatine, 1971; 

Moya et al., 2006). Ainsi la quantité et la qualité de matrice organique utilisées pour la 

calcification diffèreraient entre le jour et la nuit (Moya et al., 2006). 
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Le pH de l’eau de mer est également un paramètre important pour les coraux, comme pour 

l’ensemble des organismes marins précipitant un squelette en carbonate de calcium. Une étude 

de Tambutté et al. (2015) a montré qu’une diminution du pH de 8,1 à 7,4 ou 7,2 induit des 

altérations au niveau de la structure du squelette. En effet, une acidification de l’eau de mer 

engendre la formation d’un squelette plus poreux, et donc potentiellement plus fragile. Dans le 

milieu naturel, cela pourrait impliquer une sensibilité accrue des colonies coralliennes face aux 

cyclones et à l’effet des vagues. 

 

Par ailleurs, la température est connue pour influencer de nombreux processus aussi bien 

biologiques que physico-chimiques. Par exemple, il a été démontré qu’une hausse de la 

température favorise la précipitation purement physico-chimique de l’aragonite pour un état de 

saturation des carbonates donné (Burton et Walter, 1987). De plus, la température est liée aux 

variations saisonnières qui induisent généralement une augmentation de la calcification lors des 

mois d’été, plus chauds, comparé à l’hiver (Vaughan, 1943; Shinn, 1966; Glynn et Stewart, 

1973; De’ath et al., 2009). Indirectement, les changements de températures saisonniers 

permettent également de contrôler la disponibilité en nutriments et en plancton et donc l’apport 

de ressources nutritives pour les coraux. Dans leur étude, Courtney et al. (2017) ont ainsi 

déterminé que la température est le premier facteur stimulant la calcification à l’échelle de la 

colonie et du récif. 

Il est aussi largement reconnu que des changements de température peuvent représenter un 

stress pour les coraux puisque des événements de réchauffement de l’eau de mer provoquent 

des épisodes de blanchissement des colonies coralliennes. De très nombreuses études ont ainsi 

analysé l’impact de changements de température sur la rupture de symbiose entre l’hôte 

corallien et ses zooxanthelles (e.g. Gates et al., 1992; Smith et al., 2005; Oakley et Davy, 2018). 

Plusieurs études ont aussi alerté sur l’impact négatif de modifications de la température sur la 

calcification des colonies au sein des récifs (De’ath et al., 2009; Cantin et al., 2010; Carricart-

Ganivet et al., 2012). Pourtant, peu de travaux à ce jour ont examiné l’effet de la température 

sur les processus menant à la formation du squelette des coraux. 

 

 

3. Problématique de l’étude 
 

Les différents scénarios proposés par le GIEC prédisent tous que l’augmentation de la 

température sur la surface de la Terre et dans les océans, déjà amorcée, va se poursuivre dans 

les prochaines années (Intergovernmental Panel on Climate Change, 2014). Selon leur dernier 

rapport (Intergovernmental Panel on Climate Change, 2014), la température globale pourrait 

augmenter en moyenne de 1°C, selon le scénario le plus optimiste (Representative 

Concentration Pathway 2.6, RCP2.6), à 3,7°C, si aucune nouvelle action n’est mise en place 

pour réduire l’impact des activités anthropiques sur le climat (RCP8.5), d’ici 2100. 

Aujourd’hui, aussi bien scientifiques que politiques se questionnent sur l’avenir de la 

biodiversité sur Terre. Parmi les préoccupations, les récifs coralliens soulèvent beaucoup 

d’inquiétude étant donné leur importance écologique et économique. La communauté 

scientifique tente ainsi de prédire leur devenir et de trouver des solutions pour prévenir leur 
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disparition. Cependant, pour trouver des solutions efficaces pour la restauration et la sauvegarde 

des récifs coralliens, il est d’abord primordial de comprendre et connaître précisément la 

physiologie des coraux et comment les paramètres environnementaux les affectent. Les 

observations répétées au fil des années de blanchissement des coraux suite aux importants 

épisodes de réchauffement de l’eau ont mené à de très nombreuses études pour caractériser le 

processus de rupture de la symbiose dans ces conditions de stress. Quelques travaux ont aussi 

analysé l’impact de la température sur la calcification. Toutefois, aucune étude à ce jour n’a 

permis de déceler les mécanismes à l’origine du déclin de la calcification lors de stress 

thermiques. 

 

Comme décrit plus haut, la calcification est un processus complexe qui implique différents 

paramètres. Parmi eux, le transport des ions représente un élément crucial auquel nous avons 

choisi de nous intéresser dans le cadre de ma thèse. Mon travail de thèse a ainsi consisté à 

déterminer quel est l’impact de variations de la température sur le transport des ions pour la 

calcification chez les coraux tropicaux, en prenant pour modèle l’espèce Stylophora pistillata. 

Afin de répondre à cette question, j’ai combiné diverses approches de physiologie et de biologie 

moléculaire de manière à considérer divers aspects du problème de l’échelle de l’animal 

jusqu’au gène. Le résultat de mes recherches est présenté dans ce manuscrit à travers trois 

chapitres. Dans le chapitre 2, j’ai caractérisé la fenêtre de performance thermique de S. pistillata 

selon trois paramètres physiologiques : la calcification, la photosynthèse et la respiration ainsi 

que l’effet de la température sur l’expression des gènes impliqués dans le transport des ions 

pour la calcification. Ces travaux ont donné lieu à un article publié dans Scientific Reports. Les 

chapitres 3 et 4 présentent des travaux complémentaires réalisés sur des microcolonies à plat 

afin de décortiquer les mécanismes physiologiques pouvant expliquer le déclin de la 

calcification lors de stress thermiques. Dans le chapitre 3 j’ai mesuré le pH dans le MEC et dans 

les cellules calicoblastiques dans l’objectif de déterminer si des changements de température 

affectent l’aptitude de S. pistillata à réguler son pH. Enfin, au sein du chapitre 4, j’ai analysé 

l’implication de la voie paracellulaire dans la réponse de S. pistillata en condition de stress 

thermique à travers des mesures de la perméabilité des tissus à une sonde fluorescente, la 

calcéine. Les travaux issus des chapitres 3 et 4 donneront lieu à deux articles, actuellement en 

préparation. 
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1. État des connaissances actuelles 
 

1.1. Impact de la température sur la croissance des coraux 
 

L’existence de tout être vivant est conditionnée par divers facteurs écologiques qui limitent son 

succès dans la colonisation d’un milieu. Ce phénomène a été défini par Shelford (1931) sous le 

nom de « loi de tolérance ». Les limites minimales et maximales qu’un organisme peut tolérer 

pour un paramètre donné déterminent un « intervalle de tolérance » dans lequel il peut vivre. 

Cet intervalle de tolérance est caractérisé par un optimum en-deçà et au-delà duquel la 

performance de l’individu est altérée. Chez les animaux ectothermes la température du milieu 

environnant est un paramètre particulièrement important puisque leurs capacités limitées de 

thermorégulation impliquent que leur température corporelle dépend directement du milieu 

extérieur. La caractérisation de courbes de performance thermique (CPT) est un moyen 

d’observer comment des changements de température peuvent affecter les capacités d’un 

individu à réaliser les processus physiologiques et comportementaux nécessaires à sa survie et 

sa croissance (Huey et Stevenson, 1979). Chez les ectothermes, les CPT se traduisent par une 

augmentation graduelle des performances avec la température puis une chute brutale après avoir 

atteint la température optimale (Figure 14). Les températures critiques marquent les extrémités 

de la gamme de tolérance au niveau desquelles la survie de l’animal est menacée.  

 

 

Figure 14. Courbe de performance thermique théorique pour un animal ectotherme. 
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Au sein du règne animal, les coraux tropicaux constructeurs de récifs sont particulièrement 

exigeants. Leur subsistance et leur croissance dépend de nombreux facteurs écologiques tels 

que la température, la salinité, le pH, l’intensité lumineuse et la qualité du spectre lumineux, la 

turbidité, la sédimentation, les nutriments et l’état de saturation des carbonates (Crabbe, 2008). 

Ces exigences restreignent ainsi leur aire de répartition aux eaux chaudes (supérieures à 20°C), 

claires, oligotrophes et peu profondes situées entre les deux tropiques. Parmi les nombreux 

paramètres requis par les coraux, la température est particulièrement déterminante pour leur 

état de santé et leur survie. Le blanchissement des coraux est le premier signe apparent d’un 

déclin de l’état de santé des coraux lors de stress thermiques (cf Chapitre 1). Dans cette 

situation, la diminution, voire la perte d’activité photosynthétique réduit l’apport nutritif du 

corail et donc ses réserves énergétiques. Par conséquent, les processus coûteux en énergie tels 

que la calcification sont ralentis (Fang et al., 1989; Galli et Solidoro, 2018). 

 

La fenêtre de performance thermique varie à la fois en fonction des espèces et des régions 

géographiques étudiées. Les diverses études menées sur le terrain s’accordent toutefois pour 

montrer que le taux de calcification des coraux est généralement plus élevé lors des mois d’été 

où l’eau est naturellement plus chaude, soit pour des températures comprises entre 25 et 30°C 

(Vaughan, 1943; Shinn, 1966; Glynn et Stewart, 1973; De’ath et al., 2009). Il est avéré que 

dans la plupart des cas, les coraux tropicaux constructeurs de récifs vivent aujourd’hui dans des 

régions où les températures maximales atteintes en été sont déjà à la limite de leur tolérance 

thermique (Hoegh-Guldberg et al., 2007). Les épisodes répétés de réchauffement de l’eau 

depuis une trentaine d’années amènent donc les coraux à subir de manière récurrente des 

températures au-delà de leur température optimale et engendrent une diminution conséquente 

du taux de calcification au sein des récifs (De’ath et al., 2009; Cantin et al., 2010; Carricart-

Ganivet et al., 2012). Plusieurs études en laboratoire et sur le terrain ont permis de caractériser 

la fenêtre de performance thermique au regard de la calcification pour diverses espèces de 

coraux tropicaux constructeurs de récifs et sont résumées dans le tableau ci-après. 
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Tableau 1. Résumé des différentes études caractérisant des courbes de performance thermique au regard 

de la calcification pour des espèces de coraux tropicaux constructeurs de récifs. 

Article Espèce Région 
Température 

optimale 

Températures 

létales 

Étude de terrain 

ou de laboratoire 

Shinn (1966) 
Acropora 

cervicornis 
Caraïbes 28-30°C < 13°C Terrain 

Cox (1971) 
Montipora 

verrucosa 
Hawaii 30°C - Laboratoire 

Glynn et Stewart 

(1973) 

Pocillopora 

damicornis 

Golfe de 

Panama 
29°C - Terrain 

Clausen et Roth 

(1975) 

Pocillopora 

damicornis 
Hawaii 27 et 31°C - Laboratoire 

Jokiel et Coles 

(1977) 

Montipora 

verrucosa 

Hawaii 26°C 
< 18°C 

> 32°C 
Laboratoire 

Pocillopora 

damicornis 

Fungia scutaria 

Abramovitch-

Gottlib et al. 

(2002) 

Stylophora 

pistillata 
Mer Rouge 22°C - Laboratoire 

Marshall et 

Clode (2004) 

Galaxea 

fascicularis 

Grande Barrière 

de Corail 

(Australie) 

25°C - Terrain 

Cantin et al. 

(2010) 

Diploastrea 

heliopora 
Mer Rouge 

Maximum 

30,25°C 
- Terrain 

Castillo et al. 

(2014) 

Siderastrea 

siderea 
Caraïbes 28°C - Laboratoire 

 

 

1.2. Réponse transcriptomique des coraux à un choc thermique et à la 

lumière 
 

En présence d’un stress, tout être vivant met en place divers processus afin d’y faire face et 

survivre. Cela implique de réduire les paramètres coûteux en énergie tels que la croissance ou 

la reproduction, et réaliser des modifications aux niveaux cellulaire et moléculaire pour mieux 

lutter. L’analyse de l’expression des gènes d’un individu en condition de stress donne un 

premier aperçu des mécanismes engagés par celui-ci pour répondre à ce stress. 

 

De nombreuses études menées sur diverses espèces de coraux ont ainsi comparé l’expression 

des gènes de colonies exposées à une température élevée par rapport à des conditions contrôles 

(e.g. Desalvo et al., 2008, 2010; Barshis et al., 2013; Maor-Landaw et al., 2014). Comme 

observé pour de nombreux autres organismes, ces études ont révélé que la réponse 

transcriptomique des coraux exposés à un stress thermique implique principalement des 

modifications d’expression des gènes codant pour : des protéines de choc thermique (Heat 

Shock Proteins, HSPs), des enzymes antioxydantes, des molécules d’adhésion cellulaire, des 

régulateurs d’apoptose et des protéines impliquées dans le transport des ions, notamment du 

Ca2+. Les variations d’expression de ces molécules et protéines témoignent à la fois de 

dommages au niveau cellulaire, et des mécanismes mis en place par l’animal pour lutter contre 

ce stress. Parmi ces différents éléments, les HSPs sont connues pour être surexprimées en 
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présence de stress environnementaux et physiologiques divers et seraient produites lors d’un 

stress non létal pour protéger l’organisme en prévention d’un éventuel stress supplémentaire 

dont le cumul avec le précédent pourrait devenir létal. Par ailleurs, la surexpression d’enzymes 

antioxydantes chez les coraux exposés à des changements de température est également signe 

de la lutte de l’individu contre un stress oxydatif induit par le stress thermique. En effet, lors 

d’un stress thermique, aussi bien les symbiontes que l’hôte corallien produisent un excès 

d’espèces réactives de l’oxygène (« Reactive Oxygen Species » ou ROS) du fait de dommages 

causés respectivement au photosystème des zooxanthelles et au niveau des mitochondries de 

l’hôte (Weis, 2008). Lorsque le niveau de ROS est trop élevé, il devient dangereux pour 

l’organisme qui produit alors plus d’enzymes antioxydantes pour les neutraliser (Sharma et al., 

2012). De plus, Vidal-Dupiol et al. (2014) ont aussi relevé la sous-régulation d’un panel de 

gènes impliqués dans l’immunité innée ainsi que dans l’apoptose lors d’une augmentation de la 

température qui engendrerait alors une sensibilité accrue aux infections bactériennes. 

 

En plus de la réponse au stress oxydatif et cellulaire, plusieurs études ont indiqué des 

modifications d’expression de gènes impliqués dans les transports ioniques (Desalvo et al., 

2008, 2010; Meyer et al., 2011; Kenkel et al., 2013; Davies et al., 2016). Dans leur étude, 

Kenkel et al. (2013) ont notamment identifié une anhydrase carbonique (AC) et un transporteur 

de bicarbonate de la famille des « SLC26 » dont les expressions sont sous-régulées lors du 

blanchissement de coraux exposées à un stress thermique. De même, Meyer et al. (2011) ont 

décelé un groupe de gènes impliqués dans le transport des ions, incluant un canal calcium 

(Cacna1s) et deux ACs (CA 2 et 3), dont les expressions sont modifiées lors d’une 

augmentation de la température à long terme. Bien qu’aucune de ces études n’ait comparé ces 

observations à des mesures de la calcification, elles soulignent l’importance des transporteurs 

ioniques dans la réponse des coraux à un stress thermique et suggèrent que des modifications 

de leur expression pourraient être liées à des perturbations du processus de calcification lors de 

changements de température. Louis et al. (2017) ont d’ailleurs proposé d’utiliser le canal 

calcium Cacna1s et le transporteur de bicarbonate SLC26 comme biomarqueurs du stress 

thermique chez les coraux. Cependant, tandis que la réponse des coraux au stress oxydatif et 

cellulaire suite à un stress thermique est très documentée, les liens entre les mécanismes de 

transports ioniques et la sensibilité thermique des coraux au regard de la calcification n’ont 

encore jamais été caractérisés. 

 

Par ailleurs, quelques études ont analysé les variations transcriptomiques des coraux entre la 

nuit et le jour. Ces études ont montré que très peu de gènes (1 à 2% chez Acropora cervicornis 

et A. hyacinthus respectivement) interviennent dans la réponse des coraux aux modifications 

environnementales au cours du cycle journalier (Hemond et Vollmer, 2015; Ruiz-Jones et 

Palumbi, 2015). Parmi les gènes différentiellement exprimés entre le jour et la nuit se trouvent 

essentiellement des gènes impliqués dans la régulation du rythme circadien, la photoréception, 

dans la gestion du stress et l’immunité, dans la production d’ATP, ainsi que le transport et le 

métabolisme de l’azote, des lipides et des carbohydrates (Hemond et Vollmer, 2015; Ruiz-Jones 

et Palumbi, 2015). De plus, plusieurs gènes impliqués dans les transports ioniques associés à la 

calcification ont montré une surexpression le jour par rapport à la nuit, dont l’anhydrase 

carbonique CA2 chez A cervicornis (Hemond et Vollmer, 2015) et 11 anhydrases carboniques 
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chez A. hyacinthus (Ruiz-Jones et Palumbi, 2015). Ces résultats suggèrent que le transport du 

CID pour la calcification pourrait être différent entre la nuit et le jour. En revanche, le transport 

du Ca2+ ne serait pas sensible à la condition lumineuse puisqu’il a été montré que la Ca2+-

ATPase et le canal calcium maintiendraient un niveau d’expression stable quel que soit le 

moment de la journée (midi ou minuit) (Moya et al., 2008a; Ruiz-Jones et Palumbi, 2015). 

 

 

2. Résultats personnels : Réponse de Stylophora pistillata à un 

changement de température, de l’animal au gène 
 

2.1. Contexte de l’étude 
 

Bien que l’influence de la température sur la calcification des coraux soit avérée, il manque 

d’informations pour comprendre les mécanismes mis en jeu lors de la réponse à un stress 

thermique. La majorité des études de transcriptomique précédemment citées concernent le 

blanchissement des colonies et les différences d’expression des gènes potentiellement associés 

à ce phénomène (e.g. Desalvo et al., 2008, 2010; Maor-Landaw et al., 2014). En revanche, peu 

d’études ont analysé les mécanismes moléculaires à l’origine du déclin de la calcification lors 

de changements de température. De plus, l’approche utilisée dans ces études de 

transcriptomique globale n’a permis d’obtenir qu’une idée générale de l’ensemble des 

processus biologiques engagés. Dans notre étude, nous avons choisi d’utiliser une approche 

ciblée sur un panel de gènes dont nous connaissons l’importance pour le transport des ions 

nécessaires à la calcification, la photosynthèse et la respiration. Le but est ainsi d’intégrer les 

réponses transcriptomiques aux réponses physiologiques de S. pistillata soumis à un stress 

thermique. Par ailleurs, seules quelques études ont analysé l’impact de la lumière sur 

l’expression des gènes impliqués dans le transport des ions pour la calcification (Moya et al., 

2008a; Moya et al., 2008b; Bertucci et al., 2015) et aucune n’a combiné l’impact de la lumière 

et de la température. C’est pourquoi, nous avons choisi d’ajouter le paramètre nuit/jour à notre 

étude. 

 

Notre analyse de l’impact de la température sur la calcification chez S. pistillata a regroupé des 

approches multiples allant de l’organisme jusqu’au gène. Dans un premier temps, j’ai 

caractérisé la fenêtre de performance thermique de S. pistillata afin d’observer comment la 

température affecte la calcification, ainsi que deux autres processus physiologiques clés 

pouvant être liés à la calcification : la respiration et la photosynthèse. Pour cela, j’ai mesuré les 

taux de calcification, de photosynthèse et de respiration de colonies exposées à une gamme de 

dix températures comprises entre 17°C et 33°C, incluant 25°C comme température contrôle. 

Des mesures de la concentration de zooxanthelles ont également permis de déterminer le niveau 

de blanchissement des colonies à différentes températures. Dans un second temps, j’ai 

déterminé si l’expression des gènes de transport ioniques peut expliquer le déclin de la 

calcification lors d’un stress thermique. J’ai donc analysé l’expression d’un panel de gènes 

impliqués dans le transport des ions par une approche ciblée de réaction de polymérisation en 

chaine (PCR) en temps réel. J’ai axé mon étude sur 17 gènes présentés dans le Tableau 2, choisis 
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pour leur rôle avéré dans le transport et la régulation de Ca2+, H+ et de carbone inorganique 

dissous (CID) pour la calcification, la respiration et la photosynthèse. Les transporteurs 

identifiés au niveau de l’épithélium calicoblastique et du MEC sont représentés sur un schéma 

en Figure 15. Cette partie de l’étude a été conduite uniquement à trois températures : 17°C, 

25°C et 32°C. Les températures expérimentales (17°C et 32°C) ont été choisies car elles 

entraînent une réduction significative de l’ensemble des paramètres physiologiques mesurés 

précédemment et présentent donc un intérêt particulier pour cette étude. En revanche, la 

température 33°C a été exclue car les colonies présentaient un sévère blanchissement. 
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Tableau 2. Liste des gènes de transport des ions de S. pistillata analysés dans cette étude, avec les 

séquences des amorces et la taille des produits de PCR en temps réel. Des informations supplémentaires 

peuvent être obtenues dans la base de données des Cnidaires : www.data.centrescientifique.mc (Maor-

Landaw et al., 2014). D’après l’article 1 (Bernardet et al., 2019). 

Gène 

d’intérêt 
Localisation Référence Amorce de PCR en temps réel 

Taille des 

produits 

Ca2+ channel 

Epithélium 

calicoblastique + 

ectoderme oral 

Zoccola et 

al. (1999) 

F TGCTACAAGATCGCCACCAACAC 
82 pb 

R TCAGCCGCCAGCAGAATACTACTC 

NHE Inconnue 
Capasso et 

al. (in prep) 

F TCATTCTCCTTGGCTGTTTTACTG 
138 pb 

R CATGAAGAATCCGCACAAGAGGTT 

PMCA1 
Forte expression 

dans le tissu aboral 

Zoccola et 

al. (2004) 

F CCAAAACCTCCCAAAACCTTCCT 
131 pb 

R GACCCCTCGCAATCCTCTGG 

PMCA2 Ubiquiste 

Wang et al. 

(in prep) 

F GTACTGGCAAGAGCAACACC 
125 pb 

R AAGACTGGCCCATCATTAGC 

PMCA3 
Ubiquiste en petits 

points 

F TCACTGGAGATCCGCGTTTTTACA 
140 pb 

R ACCGGTTTGCTTTGGGAGACATT 

SpisCA1 
Epithélium 

calicoblastique 

Moya et al. 

(2008b) 

F GGAGGGACCCGACACGTGGAA 
110 pb 

R AGTCGGCAAGTCCCGGTTCG 

SpisCA2 
Tissus oral et 

aboral 

Bertucci et 

al. (2011) 

F TGCGGCCGAGTGACTGGAGA 
91 pb 

R CGCCACTGAGTTTAGCGCCTCC 

SpisCA3 Ubiquiste 
Del Prete et 

al. (2018) 

F TGGCTCTGGTGGCCCAAATGGT 
136 pb 

R TGCTGGGCACGGTGACAGAGGT 

SpisCA4 Inconnue  
F GGTGCCGCTTGTTTTCAGCGCA 

87 pb 
R TCCGGTTGCGCATGTCCCTGT 

SpisSLC4β 

Plus forte 

expression dans le 

tissu oral 

Zoccola et 

al. (2015) 

F CCAATGTTGCGTTCGGTAGTCTTT 
143 pb 

R GCCCTGTAGCGCCAATAATAATCA 

SpisSLC4γ 
Epithélium 

calicoblastique 

F CTTGGAGGGCTGTTTCTTGAT 
152 pb 

R TATTTTCCGCTCCCTACCCTGTTC 

SpisSLC4δ 
Expression 

ubiquiste 

F TCTTGCTGGTGGAATTGGTGGAGT 
150 pb 

R TAAACGGAATGGCATGTAGTCAAG 

SpisSLC4ε Inconnue 
F GGCTGCCTACCCACCAAACCA 

113 pb 
R GGGGCAAATCCAAATCCACATAG 

SpisSLC26α 

Plus forte 

expression dans le 

tissu oral 

F GCGAAATTTCCTGCCATCTA 
133 pb 

R TCGCCACGGTTATCCCTCCTGCTA 

SpisSLC26β Ubiquiste 
F CATCGCGGCACTTGTCTGTAG 

159 pb 
R GTCCATAACGCGGTGCCTTCTGTC 

SpisSLC26γ 

Plus forte 

expression dans le 

tissu oral 

F GATTGCCGCGTCATTTCACTG 
131 pb 

R ATTCCCTGCATTTCCCCTGTAA 

V-ATPase Inconnue 
Capasso et 

al. (in prep) 

F GAGGAGTTTGATTTTGGGGAAGTA 
97 pb 

R AGTCGCAAATAAGAGGCTGTGTT 

 

http://www.data.centrescientifique.mc/
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Figure 15. Représentation schématique de la distribution des transporteurs ioniques au niveau de 

l’épithélium calicoblastique et du milieu extracellulaire calcifiant chez S. pistillata. 

 

2.2. Impact de la température sur la calcification : réponse 

physiologique à l’échelle de l’animal 
 

2.2.1. Caractérisation des courbes de performance thermique de S. pistillata 
 

L’ensemble des paramètres physiologiques mesurés chez S. pistillata se présente sous la forme 

de typiques courbes de performance thermique avec une augmentation graduelle de la 

performance jusqu’à la température optimale et une chute rapide au-delà (Figure 16). Aux 

extrémités de la fenêtre thermique, 17°C et 33°C constituent les températures critiques au-delà 

desquelles la survie des microcolonies est menacée. Un test effectué à 35°C a engendré la mort 

des coraux en moins de 24h. 

 

Le taux de calcification de nuit est constant sauf aux températures extrêmes (17°C, 32°C et 

33°C, Figure 16 A). En revanche, le taux de calcification de jour est à son optimum à 29°C et 

diminue fortement en-deçà et au-delà de cette température. Cette observation est cohérente avec 
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la littérature puisque la majorité des études précédentes a déterminé que les températures 

optimales pour la calcification se situent entre 25°C et 30°C selon les espèces de coraux 

(Tableau 1). Abramovitch-Gottlib et al. (2002) ont cependant trouvé une température optimale 

plus basse pour la calcification de S. pistillata (22°C). L’écart entre cette valeur et la nôtre 

pourrait être dû aux différences de design expérimental. Par exemple, les colonies utilisées par 

les auteurs de cette étude ont été prélevées sur le terrain en hiver lorsque l’eau était à 22°C et 

ont subi une augmentation graduelle de la température jusqu’à atteindre une température de 

31°C. De plus, les mesures du taux de calcification ont été conduites sur les mêmes échantillons 

au fur et à mesure de l’augmentation de température tandis que dans l’étude présentée ici, nous 

avons utilisé des colonies cultivées en aquarium à 25°C depuis 30 ans et qui ont été acclimatées 

une semaine à chacune des températures expérimentales avant les mesures. 

 

Par ailleurs, les taux de respiration et de photosynthèse (Figure 16 B et C) suivent des courbes 

de performance thermique similaires à celle de la calcification mais atteignent des valeurs 

maximales pour une gamme de températures plus large, comprise entre 23°C et 31°C. De plus, 

la densité de zooxanthelles (Figure 16 D) est la plus élevée à 25°C et diminue jusqu’à atteindre 

des niveaux similaires à chacune des extrémités de la fenêtre thermique. 

 

 

Figure 16. Courbes de performance thermique de Stylophora pistillata. Les courbes sont issues de 

régressions polynomiales, les points correspondent aux moyennes et les barres d’erreur sont les écart-

types. Les cercles pleins (●) représentent les données de nuit et les cercles vides (○) représentent les 

données de jour : (A) Taux de calcification (n = 6, nuit P < 0,001, R²= 0,71 et jour P < 0,001, R²= 0,88), 

(B) Taux de respiration (n = 6, nuit P <0,001, R²= 0,76 et jour P < 0,001, R²= 0,69), (C) Taux de 

photosynthèse nette (n = 6, P < 0,001, R²= 0,68) and (D) Densité de symbiotes (n = 3, P = 0,48, R²= 

0,85). D’après l’article 1 (Bernardet et al., 2019). 
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2.2.2. Interactions entre les différents paramètres physiologiques en réponse à un 

stress thermique 
 

Des corrélations effectuées entre les taux de calcification, de respiration et de photosynthèse 

(Figure 17) ont montré des interactions significatives entre ces différents paramètres, tout 

comme l’avaient également observé Galli et Solidoro (2018). Ces fortes interactions entre les 

différents paramètres physiologiques, laissent supposer que la calcification, la respiration et la 

photosynthèse représentent les maillons d’une chaîne étroitement liés les uns aux autres. 

 

Les résultats obtenus dans cette étude montrent, excepté à 17°C et 19°C, une augmentation de 

tous les paramètres physiologiques le jour par rapport à la nuit (Figure 16 A et B). A 25°C 

notamment, le taux de calcification est multiplié par 1,7 le jour par rapport à la nuit. La 

réalisation d’une ANOVA à deux facteurs a permis de révéler une interaction significative entre 

la température et la condition jour/nuit pour les taux de calcification et de respiration. Il est 

intéressant de noter en effet, qu’aucune différence jour/nuit n’apparaît à basse température 

(17°C), tandis qu’à température élevée (32°C) les taux de calcification et de respiration, 

similaires à ceux de 17°C pendant la nuit, sont bien plus élevés durant le jour. Par ailleurs, le 

taux de photosynthèse suit une courbe similaire à celle de la calcification et de la respiration de 

jour dans le sens où il est élevé à 25°C et diminue aux extrémités de la fenêtre thermique, tout 

en maintenant un niveau plus haut à 32°C qu’à 17°C. L’ensemble de ces informations suggèrent 

un phénomène de « light-enhanced calcification », pour les températures comprises entre 21°C 

et 32°C. Parmi les diverses hypothèses avancées pour expliquer ce phénomène et décrites dans 

le chapitre 1, nos résultats confirment que la respiration et la photosynthèse sont tous deux des 

paramètres clés à travers les liens étroits qui les unit à la calcification.  

 

Il est intéressant de noter que le taux de photosynthèse normalisé par la densité de zooxanthelles 

est nettement supérieur à 32°C qu’à 25°C, ce qui suggère une efficacité accrue de l’activité 

photosynthétique à haute température (Figure 18). Ce résultat pourrait expliquer la stimulation 

de la calcification observée à 32°C et non pas à 17°C malgré des taux de calcification similaires 

durant la nuit. 
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Figure 17. Corrélations entre les différents paramètres physiologiques mesurés. Corrélations entre : 

A. taux de calcification et de respiration de nuit (p = 1,6.10-10 et R² = 0,47) ; B. taux de calcification et 

de respiration de jour (p = 3,1.10-14 et R² = 0,56) ; C. taux de respiration de jour et de photosynthèse 

nette (p = 3,1.10-13 et R² = 0,56). Modifiée d’après l’article 1 (Bernardet et al., 2019). 

 

 

Figure 18. Taux de photosynthèse normalisé par la densité de zooxanthelles. Les barres d’erreur ne 

sont pas représentées sur cette figure car les données concernant le taux de photosynthèse et la densité 

de zooxanthelles sont issues de deux expériences différentes. Modifiée d’après l’article 1 (Bernardet et 

al., 2019). 
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2.3. Impact de la température sur la calcification : réponse des 

transporteurs ioniques à l’échelle des expressions géniques 
 

2.3.1. Similitudes entre physiologie et expression des gènes de transports ioniques 
 

L’expression de gènes impliqués dans le transport des ions a été analysée à 17°C, 25°C et 32°C, 

afin de comprendre les mécanismes à l’origine du déclin de la calcification lors des stress 

thermiques décrits dans le paragraphe précédent. Les microcolonies à 33°C n’ont pas été 

considérées pour l’analyse des gènes du fait d’un sévère blanchissement à cette température.  

Une analyse discriminante réalisée à partir des résultats issus des PCR en temps réel sur 

l’ensemble des 17 gènes sélectionnés a permis de constituer des groupes selon les profils 

d’expression génique de chaque individu (Figure 19). Les trois premiers facteurs discriminants 

(DF1, DF2 et DF3) expliquent 70% des variations des profils d’expression génique des 

échantillons. Selon ces trois premiers axes, les groupes 25°C jour et 25°C nuit sont 

systématiquement séparés. De même, à 32°C les groupes jour et nuit sont séparés selon l’axe 

DF1. En revanche, les groupes 17°C jour et 17°C nuit sont toujours superposés l’un à l’autre et 

proches du groupe 32°C nuit. 

 

L’allure générale des expressions géniques reflète donc étroitement celle des divers paramètres 

physiologiques mesurés précédemment. A 17°C, les similitudes observées tant pour les taux de 

calcification et de respiration que pour les groupes de profils d’expression génique le jour et la 

nuit suggèrent que le faible taux de photosynthèse durant le jour a peu d’effet sur les profils 

d’expression génique. De plus, la ressemblance des profils d’expression génique entre les 

échantillons de 32°C nuit et ceux de 17°C jour et nuit est cohérente avec les paramètres 

physiologiques qui ont les valeurs les plus basses dans chacun de ces traitements. Par ailleurs, 

la différence entre les groupes jour et nuit à 25°C et à 32°C semble liée à une augmentation des 

valeurs des paramètres physiologiques pendant la journée et à une activité photosynthétique des 

symbiotes plus élevée et plus efficace à 32°C qu’à 17°C. Ces similitudes entre les profils 

d’expression génique et les courbes de performance thermique indiquent que le transport des 

ions joue un rôle important dans les paramètres physiologiques mesurés et dans la réponse de 

S. pistillata face au stress thermique. 
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Figure 19. Analyse discriminante sur les expressions de 17 gènes de transports ioniques chez S. 

pistillata. Chaque point représente le profil d’expression génique pour un échantillon, et les ellipses 

délimitent les différents groupes. Le bleu représente les échantillons à 17°C, le jaune à 25°C et le rouge 

à 32°C. Les ronds pleins (●) représentent les individus de nuit et les ronds vides (○) représentent les 

individus de jour. Les graphiques A, B et C sont issus de l’analyse discriminante selon les facteurs 

discriminants (DF). DF1 explique 24% de variation, DF2 explique 24% et DF3 explique 22%. Des 

ANOVAs à un facteur réalisées sur chacun des trois axes de l’analyse discriminante montrent des 

différences significatives entre les groupes (P < 0,05). D’après l’article 1 (Bernardet et al., 2019). 
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2.3.2. Impact des températures extrêmes sur le transport et la conversion du 

carbone inorganique dissous 
 

L’analyse de l’expression des gènes à 17°C et à 32°C relative à 25°C a permis de révéler un 

groupe de gènes significativement sous-régulé aux extrémités de la fenêtre thermique de S. 

pistillata, aussi bien la nuit que le jour (Tableau 3). Ce groupe comprend les quatre anhydrases 

carboniques (SpisCA1-4) ainsi que deux transporteurs de bicarbonate : SpisSLC4γ et 

SpisSLC26β. L’ensemble de ces gènes joue un rôle majeur dans le transport et l’inter-

conversion du carbone inorganique dissous (CID) pour la calcification. Les anhydrases 

carboniques (ACs) sont des enzymes qui catalysent la réaction réversible de conversion du CO2 

en HCO3
-. Il a été montré qu’elles interviennent dans l’approvisionnement du milieu 

extracellulaire calcifiant (MEC) en carbone inorganique dissous (CID) originaire du milieu 

extérieur et du métabolisme (Furla et al., 2000; Allison et al., 2014). Parmi les différentes ACs 

identifiées chez S. pistillata, les quatre ACs analysées dans cette étude sont sous-exprimées aux 

températures extrêmes (17°C et 32°C). Les trois premières (SpisCA1-3) ont été localisées et 

sont toutes retrouvées dans l’épithélium calicoblastique calcifiant. Alors que SpisCA2 et 

SpisCA3 sont retrouvées uniformément dans l’endoderme oral et les tissus aboraux (Bertucci 

et al., 2011; Del Prete et al., 2018), SpisCA1 est spécifique de l’épithélium calicoblastique 

(Moya et al., 2008b). La protéine SpisCA2 est aussi incorporée dans le squelette et fait donc 

partie des protéines de matrice organique (Drake et al., 2013). De même, les transporteurs de 

bicarbonate, sont également sous-régulés à 17°C et à 32°C, et sont localisés : dans l’épithélium 

calicoblastique pour SLC4γ et dans tous les tissus pour SLC26β y compris dans les cellules 

calicoblastiques (Zoccola et al., 2015). SLC4γ est particulièrement intéressant puisque ce 

transporteur de bicarbonate est connu pour être spécifique des hexacorallaires calcifiants chez 

qui il joue un rôle déterminant dans le transport du CID vers le MEC pour la calcification 

(Zoccola et al., 2015). 

 

Ces résultats sont en accord avec plusieurs autres études sur diverses espèces de coraux où il a 

été montré que les gènes impliqués dans le transport du CID, notamment ceux codant pour les 

ACs (Edge et al., 2005; Meyer et al., 2011; Kenkel et al., 2013; Maor-Landaw et al., 2014) et 

un transporteur de bicarbonate de la famille SLC26 (Kenkel et al., 2013), sont également sous-

régulés en réponse à un stress thermique. Cependant dans ces précédents travaux, les auteurs se 

sont focalisés uniquement sur une hausse de la température. L’étude présentée dans ce chapitre 

considère également une baisse de la température ainsi que la condition jour/nuit. Dans tous les 

traitements (faible et haute température, jour et nuit), la sous-régulation des ACs et des deux 

transporteurs de bicarbonate va de pair avec le déclin du taux de calcification. Etant donné que 

le taux de photosynthèse est très faible à 17°C et absent la nuit, la sous-régulation de ces gènes 

semble liée à la dépression du taux de respiration à faible et haute températures. Sachant qu’une 

large proportion du CID utilisé pour la calcification provient du métabolisme (Furla et al., 2000; 

Allison et al., 2014) et que plusieurs des gènes sous-régulés lors d’un stress thermique sont 

localisés au niveau de l’épithélium calicoblastique, l’apport de CID d’origine respiratoire au 

niveau du MEC pourrait alors être perturbé. 
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Tableau 3. Résumé des différences statistiques des expressions géniques à 17°C et 32°C comparées à 

25°C pendant la nuit et le jour déterminées par une ANOVA à trois facteurs et une analyse post-hoc. 

Les flèches noires représentent une augmentation ou diminution d’expression significative par rapport 

à 25°C (p < 0.05). Les flèches grises représentent les tendances relatives à 25°C (p < 0.1). Tiré de l’article 

1 (Bernardet et al., 2019). 

Gène 
NUIT JOUR 

Fonction 
17°C 32°C 17°C 32°C 

SpisSLC4ε     

Transport du CID 

SpisSLC4γ     

SpisSLC26β     

SpisCA1     

SpisCA3     

SpisCA2     

SpisCA4     

SpisSLC4β -  -  

SpisSLC26γ -  -  

SpisSLC26α -  -  

SpisSLC4δ -    

Ca2+ channel  - -  

Transport 

du Ca2+ 

 

PMCA1 - - - - 

Transport 

des H+ 

PMCA2 - - - - 

PMCA3   -  

NHE - - -   
V-ATPase - - - - 

 

 

2.3.3. Effet de la lumière sur l’expression des gènes de transport ioniques 
 

L’analyse de l’expression des gènes le jour relative à la nuit pour chacune des températures a 

permis de révéler un groupe de gènes sensibles à la condition lumineuse (Tableau 4). La 

réalisation d’une ANOVA à trois facteurs a permis en effet de déceler une interaction 

significative entre la température, la condition jour/nuit et les différents gènes étudiés. Tandis 

qu’à 17°C les niveaux d’expression génique restent inchangés entre le jour et la nuit, des 

différences significatives apparaissent à 25°C et 32°C. Parmi les différents gènes dont 

l’expression est modifiée à la lumière se retrouvent des transporteurs de bicarbonate de la 

famille SLC26, les anhydrases carboniques ainsi que le NHE et la PMCA3. Ces résultats vont 

de pair avec l’observation d’une stimulation de la calcification à la lumière à ces mêmes 

températures. De plus, l’absence de stimulation de la calcification à la lumière à 17°C est 

cohérente avec la stabilité d’expression de ces mêmes gènes le jour et la nuit. La surexpression 

des ACs associée à un phénomène de LEC a déjà été observé précédemment (Levy et al., 

2011; Hemond et Vollmer, 2015; Ruiz-Jones et Palumbi, 2015). Il a été proposé que 

l’augmentation des ACs à la lumière pourrait être liée à une demande accrue de conversion de 
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CID en HCO3
- pour la calcification de jour (Ruiz-Jones et Palumbi, 2015) et de CO2 pour la 

photosynthèse des symbiotes (Bertucci et al., 2013). 

 

La diversité de gènes différemment exprimés à la lumière indique une réponse complexe de S. 

pistillata dans le transport du CID, du Ca2+ et des H+, notamment lors de la combinaison de ce 

paramètre avec une température élevée (32°C). Si l’on considère que l’expression des gènes 

reflète les taux de transport des ions depuis et vers le MEC, ces résultats suggèrent alors que la 

composition ionique du MEC pourrait varier en fonction de la lumière et de la température. 

Cette interprétation est en accord avec de précédentes études réalisées à partir des signatures 

isotopiques dans le squelette de Porites qui ont montré que lors d’une chute des températures 

et de la lumière en hiver (McCulloch et al., 2017), ou lors de stress thermiques induisant un 

blanchissement (D’Olivo et McCulloch, 2017), la réduction de CO2 d’origine métabolique 

induirait une augmentation du pH et modifierait la concentration en CID et l’état de saturation 

du MEC.  

 

Tableau 4. Résumé des différences statistiques des expressions géniques à 17°C, 25°C et 32°C pendant 

le jour comparé à la nuit déterminées par une ANOVA à trois facteurs et une analyse post-hoc. Les 

flèches noires représentent une augmentation ou diminution d’expression significative le jour par 

rapport à la nuit (p < 0.05). Tiré de l’article 1 (Bernardet et al., 2019). 

 

Gène 
JOUR 

Fonction 
17°C 25°C 32°C 

SpisSLC4ε - - - 

Transport du CID 

SpisSLC4γ - - - 

SpisSLC26β -   

SpisCA1 -  - 

SpisCA3 -  - 

SpisCA2 -   

SpisCA4 -   

SpisSLC4β - - - 

SpisSLC26γ - - - 

SpisSLC26α - -  

SpisSLC4δ - - - 

Ca2+ channel - - - 

Transport du 

Ca2+ 

 

PMCA1 - - - 

H+ 

transport 

PMCA2 - - - 

PMCA3 -   

NHE - -  

 
V-ATPase - - - 
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2.4. Perspectives 
 

Dans cette étude, la caractérisation de la fenêtre thermique de S. pistillata a permis de 

déterminer de fortes interactions entre trois processus physiologiques clés chez les coraux 

tropicaux constructeurs de récifs : la calcification, la respiration et la photosynthèse. A l’échelle 

de l’animal, le déclin du taux de calcification observé aux extrémités de la fenêtre thermique 

semble s’expliquer par la dépression des taux de photosynthèse et de respiration. Ainsi, le 

manque d’oxygène, de CID métabolique et d’énergie serait à l’origine d’un ralentissement de 

la croissance de la colonie. L’étude de l’expression des gènes des transports ioniques a permis 

d’apporter, par la suite, des informations complémentaires à l’échelle moléculaire. Il est tout de 

même important de garder à l’esprit que les expressions de gènes seules ne permettent pas 

d’apporter toutes les réponses étant donné que le niveau d’ARNm ne reflète pas nécessairement 

l’abondance, la localisation ou l’activité des protéines qu’ils codent. Zoccola et al. (2016) a 

montré notamment que l’activité de SpisCA1 et SpisCA2 augmente avec la température alors 

que l’expression de ces gènes était réduite à 32°C par rapport à 25°C dans les résultats présentés 

ici. Des recherches complémentaires pourraient ainsi viser les protéines en elles-mêmes. Dans 

cet objectif, une approche de western blot quantitatif a été envisagée afin de déterminer si la 

quantité de protéines produites reflète le niveau d’expression des gènes observé. La mise au 

point du protocole a été initiée par une étudiante en Master, Laura Capasso. J’ai ensuite moi-

même réalisé des tests pour SpisCA1, PMCA1 et SpisSLC4γ. Les essais effectués sur PMCA1 

et SpisSLC4γ ont échoué du fait de difficultés d’extraction de ces protéines. Le protocole 

d’extraction doit à présent être adapté à la spécificité des protéines membranaires. En revanche, 

les essais conduits sur SpisCA1 ont permis d’élaborer une courbe standard de la quantité de 

protéines déposée en fonction de l’intensité lumineuse des bandes obtenues en western blot. 

L’idée étant de comparer, par la suite, la bande obtenue en western blot pour des échantillons 

de coraux exposés à différentes températures à une droite standard établie au préalable de 

manière à déduire la proportion de protéines réellement produite. Ce travail n’a pu être 

poursuivi par manque de temps mais constitue une piste intéressante pour de futures recherches 

afin d’analyser si la quantité de protéines reflète les profils d’expression géniques obtenus ici. 

 

Bien qu’un complément d’informations sur les protéines pourrait permettre une approche plus 

globale de la réponse de S. pistillata sur la régulation du transport transcellulaire des ions, les 

résultats obtenus dans cette étude sont déjà très instructifs. Le remarquable degré de cohérence 

dans la réponse de S. pistillata entre les paramètres physiologiques et les profils d’expression 

géniques suggèrent que le transport des ions est impliqué dans la sensibilité de cette espèce à 

un stress thermique. Notamment, la sous-régulation d’un groupe de gènes impliqués dans le 

transport et la conversion du CID semble corrélé à la réduction de la calcification aux 

températures extrêmes, en parallèle d’une diminution de la respiration. Récemment, de 

nouveaux outils ont émergé pour mesurer la concentration de CID dans le MEC in vivo (Cai et 

al., 2016; Sevilgen et al., 2019) et pourraient être utilisés afin de déterminer d’éventuels 

changements dans la composition du MEC lors de stress thermiques et leurs implications dans 

la calcification. De plus, des modifications dans le transport des ions au niveau du MEC pourrait 

impliquer des changements dans l’état de saturation des carbonates et le pH. Il est établi que S. 
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pistillata élève son pH par rapport à celui de l’eau de mer afin de favoriser la précipitation du 

CaCO3 (Venn et al., 2011, 2013; Sevilgen et al., 2019). La suite de mes travaux a donc consisté 

à mesurer le pH dans le MEC et dans les cellules calicoblastiques et sera présentée dans le 

chapitre 3. 

 

Par ailleurs, la voie transcellulaire, bien que considérée majeure, n’est pas l’unique voie de 

transport des ions vers le MEC pour la calcification. Une voie paracellulaire permet également 

le passage par diffusion des ions et est régulée par les jonctions présentes entre les cellules dont 

les propriétés peuvent varier selon les conditions environnementales. J’ai donc réalisé des PCR 

en temps réel afin de déterminer si les gènes de jonctions sont affectés par des changements de 

température. Les premiers résultats ont ainsi montré que plusieurs gènes structuraux des 

jonctions sont en effet exprimés différemment à 17°C et 32°C par rapport au contrôle à 25°C. 

Ces résultats préliminaires indiquent de possibles modifications au niveau des jonctions qui 

pourraient impliquer une régulation différente du passage des ions via la voie paracellulaire. 

Une autre piste de recherche s’ouvre ainsi pour comprendre comment le transport paracellulaire 

des ions impliqués dans la calcification est affecté par des stress thermiques. Les travaux issus 

de cette piste de recherche seront développés dans le chapitre 4. 

 

2.5. Publication 
 

Bernardet, C., Tambutté E, Techer N, Tambutté S et Venn AA. (2019). Ion transporter gene 

expression is linked to the thermal sensitivity of calcification in the reef coral Stylophora 

pistillata. Scientific reports, 9, 1–13. https://doi.org/10.1038/s41598-019-54814-7. 
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Points-clé du chapitre 2 
 
Objectif : Caractériser la fenêtre de performance thermique de Stylophora pistillata et l’expression 

des gènes impliqués dans le transport transcellulaire d’ions pour la calcification 

 

Effet de la température : 

- La gamme de tolérance thermique des colonies de S. pistillata est comprise entre 17°C et 33°C 

- Les taux de calcification, respiration et photosynthèse sont drastiquement réduits aux extrémités 

de la fenêtre de performance thermique (17°C et 32-33°C) 

- Les fortes corrélations ainsi que les similarités de profils des courbes (Figure 20) témoignent de 

liens étroits entre la calcification, la respiration et la photosynthèse 

- Les gènes impliqués dans le transport et la conversion du CID sont significativement sous-

exprimés à 17°C et 32°C 

Effet de la lumière : 

- Observation d’un phénomène de LEC à toutes les températures, excepté à 17°C 

- Le jour, les taux de photosynthèse et de respiration sont plus faibles à 17°C qu’à 32°C, d’où 

probablement l’absence de LEC 

- Plusieurs gènes impliqués dans le transport et la conversion du CID pour la calcification (ACs 

et SLC4γ) sont surexprimés à la lumière 

En résumé : 

 Il existe une forte cohérence dans les profils d’expression génique et les mesures de paramètres 

physiologiques (voir analyse discriminante) 

 L’apport réduit de CID (sous-régulation des gènes) (Figure 20) pourrait être lié à la diminution 

de calcification à l’obscurité et lors de stress thermiques 

 

Figure 20. Représentation des profils de chacun des paramètres mesurés dans le chapitre 2 : A. la nuit, et B. 

le jour. L’échelle de l’axe y est arbitraire. Les courbes des taux de calcification (orange), respiration (jaune) et 

photosynthèse (vert), sont issues des régressions polynomiales présentées dans le chapitre 2. La courbe 

représentant l’expression des gènes impliqués dans le transport et la conversion du CID (marron) est tracée de 

manière arbitraire de façon à refléter les différences de niveaux d’expression observés en fonction de la 

température et de la condition nuit/jour. 
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CHAPITRE 3 – Effet de la 

température sur la régulation 

du pH et des ions au site de 

calcification 
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1. La régulation du pH au site de calcification 
 

1.1. Le pH : quelques généralités 
 

1.1.1. Définition du pH 
 

La notion de pH, ou potentiel hydrogène, a été découverte et introduite pour la première fois en 

1909 par le chimiste danois Søren Sørensen (Sørensen, 1909) alors qu’il étudiait l’effet de 

certains ions sur les protéines lors de la fabrication de la bière. Le pH mesure l’activité des 

protons (H+) et permet d’évaluer le niveau d’acidité ou d’alcalinité d’une solution. Il est défini 

selon l’équation suivante : 

 

(Equation 4)   𝑝𝐻 =  −𝑙𝑜𝑔10[𝐻+] 

 

Cette équation basée sur un logarithme de base 10 implique que toute augmentation d’une unité 

de pH résulte d’une diminution de la concentration en protons d’un facteur 10. 

 

Différentes échelles de pH ont été établies en fonction des solutions étalon de référence. Parmi 

elles, l’échelle du National Bureau of Standards (NBS) a été reconnue par l’International Union 

of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) et est couramment utilisée pour les mesures de pH. 

Cette échelle a été élaborée à partir de solutions étalon de faible force ionique (≤ 0,1) et est 

particulièrement adaptée pour mesurer le pH dans des fluides biologiques. L’échelle NBS n’est 

cependant pas appropriée pour les mesures de pH dans l’eau de mer dont la force ionique est 

bien plus élevée (0,7). Une autre échelle, « total scale », a donc été mise au point à partir de 

solutions étalon à base d’eau de mer artificielle afin de permettre les mesures de pH en eau de 

mer (Hansson, 1973; Dickson, 1993). 

 

1.1.2. Différentes méthodes de mesures du pH dans le milieu extracellulaire 

calcifiant 
 

La composition isotopique du bore 

Le principe de cette méthode repose sur le ratio δ11B/δ10B (noté ensuite δ11B) dont la valeur est 

dépendante du pH. Le bore comprend deux isotopes stables majoritaires, 11B et 10B, et se 

présente sous la forme de deux espèces dominantes en milieu aqueux : l’acide borique (B(OH)3) 

CHAPITRE 3 

Effet de la température sur la régulation du pH et des 

ions dans le milieu extracellulaire calcifiant 
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et l’ion borate (B(OH)4
-)  (Hemming et Hanson, 1992). La proportion relative de chacune des 

deux espèces du bore dépend du pH selon la relation : 

(Equation 5)   𝐵(𝑂𝐻)3 +  𝐻2𝑂 →  𝐵(𝑂𝐻)4
− + 𝐻+ 

 

Ainsi, plus le pH est élevé, plus la proportion de B(OH)4
- domine (Figure 21A). En parallèle, 

les échanges isotopiques entre les deux formes de bore se produisent selon la relation suivante : 

(Equation 6)   𝐵10 (𝑂𝐻)3 +  𝐵(𝑂𝐻)4
−11  → 𝐵(𝑂𝐻)3 +  𝐵(𝑂𝐻)4

−1011  

 

Les deux équations (5 et 6) se produisent de manière simultanée de façon à donner la 

composition isotopique de chacune des deux espèces du bore en fonction du pH (Figure 21B). 

Dans l’eau de mer, la composition isotopique δ11B est à une valeur stable d’environ 40‰ 

(Spivack, 1986; Hemming et Hanson, 1992).  

 

 

Figure 21. A. Distribution des espèces aqueuses du bore en fonction du pH. B. δ11B des deux espèces 

majoritaires du bore en fonction du pH. D’après Hemming et Hanson (1992). 

 

Par ailleurs, il est admis que seules les formes chargées du bore, soit l’ion borate B(OH)4
-, sont 

incorporées dans les carbonates. La composition isotopique du bore intégré dans le squelette 

des coraux dépend donc du pH du MEC où le CaCO3 a précipité. Le pH du MEC peut ainsi être 

déduit à partir de la signature isotopique du bore dans le squelette des coraux selon la courbe 

de calibration présentée en Figure 22. Reynaud et al. (2004) ont ainsi constaté une diminution 

du δ11B dans le squelette d’Acropora sp. de 24‰ lorsque le pH environnant était de 8,2 à 22‰ 
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lorsque le pH était de 8,0, reflet de la baisse de régulation du pH dans le MEC lors d’une 

acidification du milieu. Depuis, cette méthode a été utilisée communément pour estimer le pH 

dans le MEC (e.g. Trotter et al., 2011; McCulloch et al., 2012a; McCulloch et al., 2012b; 

D’Olivo et McCulloch, 2017). 

 

L’inconvénient majeur de cette technique est qu’elle implique de sacrifier les échantillons afin 

de réaliser les analyses sur de la poudre de squelette et ne permet donc pas de mesures in vivo 

du pH dans le MEC. 

 

 

Figure 22. Diagramme schématique montrant comment le pH est calculé à partir des variations 

dans la composition isotopique du bore. D’après (McCulloch et al., 2012a). 

 

Les microélectrodes 

Les microélectrodes fonctionnent comme des électrodes classiques pour mesurer le pH mais 

ont été miniaturisées de manière à ce que le diamètre de celles-ci soit de l’ordre du micromètre. 

Elles permettent ainsi de mesurer le pH dans des zones extrêmement petites telles que le MEC. 

L’avantage de cette technique est qu’elle permet des mesures directes du pH in vivo. En 

revanche, chez le corail cette méthode est également critiquée. En effet, certaines des approches 

employées sont invasives car elles impliquent l’incision des tissus à l’aide d’un scalpel pour 

insérer la microélectrode (Al-Horani et al., 2003b). D’autres approches sont moins invasives 

car elles introduisent l’électrode directement à travers les tissus (Ries, 2011; Cai et al., 2016) 

ou en insérant l’électrode dans la bouche puis la cavité gastrique du polype (Cai et al., 2016), 

mais sans toutefois vérifier optiquement qu’elle atteint véritablement le MEC. Aujourd’hui, 

cette méthode a été améliorée au sein du Centre Scientifique de Monaco grâce à la vérification 

optique de la zone d’insertion de la microélectrode en microscopie confocale (Sevilgen et al., 

2019). Nous n’avons cependant pas choisi cette méthode pour mesurer le pH dans le cadre de 

ma Thèse car cette nouvelle approche a été développée très récemment, en parallèle de mes 

propres expériences. 
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Le SNARF-1 

Les mesures de pH à partir du SNARF-1 (seminaphthorhodafluor-1) sont basées sur des 

techniques de spectroscopie à fluorescence (Buckler et Vaughan-Jones, 1990; Seksek et al., 

1991). Le principe de la spectroscopie à fluorescence repose sur l’excitation par un laser à une 

longueur d’onde donnée d’une sonde fluorescente (ou fluorophore) qui absorbe alors un photon 

et retourne ensuite à un état stable par la réémission d’un photon à une nouvelle longueur 

d’onde, plus longue du fait d’une déperdition d’énergie.  

 

Le SNARF-1 est une sonde fluorescente, qui ne pénètre pas dans les cellules et dont la 

particularité est que son spectre d’émission dépend du pH. Il existe également une autre sonde, 

le SNARF-1 AM qui, elle, est rendue apolaire grâce à la présence d’un groupe acetoxymetyl 

ester (AM) et peut ainsi traverser les membranes des cellules. Une fois entrée dans les cellules, 

des estérases intracellulaires viennent cliver le groupement ester de la molécule de SNARF la 

piégeant ainsi dans le compartiment cytoplasmique (Tsien, 1981). L’accumulation de SNARF 

à l’intérieur des cellules augmente la fluorescence et permet ainsi les mesures de pH. Le 

SNARF-1 est donc adapté aux mesures de pH extracellulaires tel que le MEC et le SNARF-1 

AM qui est conçu pour les mesures de pH intracellulaires a été utilisé dans cette étude pour les 

mesures de pH dans les cellules calicoblastiques. 

 

Avec une constante d’acidité (pKa) (soit sa capacité à libérer des protons dans une solution) de 

7,5 à température ambiante, le SNARF-1 est un fluorophore idéal pour mesurer des 

changements de pH compris entre 6 et 9. La longueur d’onde d’excitation du SNARF-1 est 

comprise entre 488 nm et 552 nm et son spectre d’émission est composé de deux pics, à 585 

nm et à 640 nm. Le ratio des intensités de fluorescence des deux pics d’émission permet de 

calculer le pH du milieu (Figure 23). Ainsi l’intensité de fluorescence émise est plus élevée à 

585 nm à pH acide et à 640 nm à pH basique. La mesure du pH avec le SNARF-1 dans le MEC 

de Stylophora pistillata a été développée au laboratoire et fait l’objet de plusieurs publications 

(Venn et al., 2011, 2013; Tambutté, É. et al., 2015; Sevilgen et al., 2019). 

 

Avant la réalisation des mesures de pH, une calibration doit être effectuée afin d’associer une 

valeur de ratio d’intensité de fluorescence à une valeur de pH. Pour le SNARF-1, la calibration 

est réalisée dans de l’eau de mer ajustée à différents pH (de 7 à 9), tandis que pour le SNARF-

1 AM, la calibration est menée sur des cellules fraichement isolées. Pour cela, les cellules sont 

incubées dans des solutions de SNARF-1 AM ajustées à différents pH (de 6 à 8,5) et 

complémentées avec un ionophore, tel que la nigéricine, afin d’équilibrer le pHi avec le pH de 

la solution. 

Le ratio d’intensité de fluorescence entre 585 nm et 640 nm est lié au pH selon la relation 

suivante : 

 

(Equation 7)   𝑝𝐻 = 𝑝𝐾𝑎 − 𝑙𝑜𝑔 [
𝑅− 𝑅𝐵

𝑅𝐴−𝑅
 𝑥 

𝐹𝐵(𝜆2)

𝐹𝐴(𝜆2)
] 
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où R représente le ratio de fluorescence entre les deux longueurs d’ondes d’émission du 

SNARF-1 (585 nm et 640 nm), F représente l’intensité de fluorescence mesurée à 640 nm (λ2) 

et les indices A et B correspondent aux valeurs limites des titrations extrêmes acides et basiques 

(pH 7 et 9). La droite de calibration issue de cette équation permet ainsi de calculer le pH 

correspondant aux mesures de ratio obtenues dans le MEC des microcolonies (Figure 24). 

 

 

Figure 23. Spectre d’émission de la sonde fluorescente SNARF-1 à différentes valeurs de pH. 

 

 

 

Figure 24. Exemple de courbe de calibration réalisée avec la sonde SNARF-1 dans une eau de mer 

tamponnée. 
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La composition du MEC et la valeur de sa force ionique ne sont pas connues. Cependant, le 

MEC est souvent considéré similaire à de l’eau de mer modifiée et étant donné que les 

calibrations pour le pH dans le MEC sont réalisées dans de l’eau de mer (Venn et al., 2011), 

nous avons choisi l’échelle « total scale » pour ces mesures.  En revanche, l’échelle NBS, plus 

appropriée pour les mesures de pH dans les fluides biologiques, a été préférée pour les mesures 

de pH dans les cellules calicoblastiques. 

 

1.2. Les coraux augmentent le pH dans le milieu extracellulaire 

calcifiant par rapport à l’eau de mer 
 

De nombreuses études, et ce quelle que soit la méthode de mesure (bore, microélectrodes, 

SNARF), ont montré que le pH du MEC des coraux est plus élevé que le pH de l’eau de mer 

avec un delta compris entre 0,2 et 1,6 Unités pH (Al-Horani et al., 2003b; Reynaud et al., 2004; 

Krief et al., 2010; Venn et al., 2011; Holcomb et al., 2014; Cai et al., 2016; Sevilgen et al., 

2019), à l’exception d’une étude qui a trouvé une diminution de 0,07 unités pH chez Galaxea 

fascicularis la nuit (Al-Horani et al., 2003a). Cette augmentation de pH permet ainsi de 

favoriser la conversion de HCO3
- en CO3

2- et d’accroître l’état de saturation des carbonates de 

façon à faciliter la précipitation du CaCO3. En effet, la formation du squelette en aragonite des 

coraux tropicaux constructeurs de récifs est conditionnée par la disponibilité en Ca2+ et en CO3
2- 

dans le MEC pour précipiter du CaCO3. Elle est également dépendante de l’état de saturation 

défini selon l’équation suivante : 

 

(Equation 8)    𝛺 =  
[𝐶𝑎2+] 𝑥 [𝐶𝑂3

2−]

𝐾𝑠𝑝
 

 

où Ksp est la solubilité de la phase précipitée du carbonate de calcium, c’est-à-dire la solubilité 

de l’aragonite dans le cas des coraux tropicaux constructeurs de récifs. Étant donné que le pH 

détermine la forme sous laquelle le CID se présente, il joue un rôle clé dans la disponibilité des 

carbonates pour la précipitation des premiers cristaux de squelette. Les coraux pourraient 

augmenter le pH dans le MEC notamment grâce à des Ca2+-ATPases qui, en apportant du Ca2+ 

dans le MEC, extraient en contrepartie les H+ issus de la réaction de précipitation du CaCO3 et 

pourraient même alcaliniser le milieu (Al-Horani et al., 2003b; Zoccola et al., 2004). 

 

La régulation du pH dans le MEC peut cependant être modifiée par des paramètres 

environnementaux. Certaines études ont montré que le pH dans le MEC est plus élevé le jour 

que la nuit (Al-Horani et al., 2003b; Venn et al., 2011). La régulation plus importante du pH 

durant le jour pourrait être liée à la hausse du taux de respiration par rapport à la nuit qui génère 

plus d’ATP et stimule ainsi l’activité des Ca2+-ATPases (Al-Horani et al., 2003b). En parallèle, 

l’utilisation du CO2 pour la photosynthèse durant le jour permettrait d’augmenter le pH et l’état 

de saturation des carbonates, facilitant la précipitation du CaCO3 (Goreau, 1959). Néanmoins, 

d’autres études ne constatent pas de différence de pH dans le MEC entre le jour et la nuit 

(Tambutté, É. et al., 2015; Sevilgen et al., 2019; Venn et al., 2019). Ces observations semblent 

donc varier en fonction des espèces et des méthodes de mesures employées. Par ailleurs, une 
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étude de Tambutté et al. (2015) a montré que lors d’une acidification de l’eau de mer jusqu’à 

des pH très bas (7,2), le pH dans le MEC de S. pistillata diminue mais que l’animal conserve 

sa capacité à maintenir un pH plus élevé que celui de l’eau de mer.  

 

 

2. Résultats personnels : Mesures du pH et expression des gènes de 

transports ioniques sur des microcolonies à plat 
 

2.1. Contexte de l’étude 
 

La régulation du pH et des ions au site de calcification favorise la précipitation du CaCO3 et 

témoigne d’un contrôle biologique du corail sur le processus de calcification. Les résultats 

précédents (Chapitre 2) ont montré une forte cohérence dans la réponse de S. pistillata à 

l’échelle physiologique et au niveau de l’expression des gènes de transport ionique. Les 

modifications de régulation de certains de ces gènes aux extrémités de la fenêtre thermique 

suggèrent que la chimie et le pH du MEC pourraient être modifiés en condition de stress 

thermique, tout comme cela a été proposé lors d’études géochimiques (D’Olivo et McCulloch, 

2017; McCulloch et al., 2017). De plus, la modification du pH dans le MEC pourrait expliquer 

la diminution du taux de calcification aux températures extrêmes. L’étude présentée dans ce 

chapitre vise donc à vérifier ces hypothèses à l’aide d’une approche in vivo. Le pH dans le MEC 

(pHe) et dans les cellules calicoblastiques (pHi) ont ainsi été mesurés à trois températures 

différentes sur des microcolonies à plat, pour lesquelles le MEC est optiquement accessible 

contrairement aux apex. L’expression des gènes de transport ionique a également été 

caractérisée sur des microcolonies à plat afin de lier directement l’ensemble des paramètres 

pour le même type d’échantillon. 

 

2.2. Matériel et méthodes 
 

2.2.1. Matériel biologique et design expérimental 
 

Dans cette partie de l’étude, les expériences ont été menées sur des microcolonies à plat de S. 

pistillata dont le MEC est visualisable en microscopie pour les mesures de pH. Les 

microcolonies ont été préparées selon le protocole décrit dans le Chapitre 1 et ont été laissées 

pendant quatre semaines dans un bac de 120L alimenté en eau de la Mer Méditerranée à une 

température de 25°C, une salinité de 38 et un pHT de 7,93 ± 0,01. La lumière dans le bac était 

de 70 µmol photons.m-2.s-1, donc plus faible que pour les expériences précédentes, afin d’éviter 

tout blanchissement des microcolonies, plus sensibles à la lumière que les apex. 

 

Après quatre semaines, les microcolonies présentent un front de croissance développé et 

peuvent être placées pendant une semaine dans des bacs expérimentaux de 30L pour les 

expositions aux différentes températures. Les paramètres des bacs expérimentaux, excepté la 

température, sont les mêmes que dans le bac de 120L. Des tests préalables ont révélé que les 
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microcolonies à plat, sont plus sensibles à la température que les apex. Il a donc fallu redéfinir 

les températures expérimentales pour les expériences sur ce type de microcolonie. Les 

températures minimales et maximales qui ont été définies sont 20°C et 31°C, températures 

auxquelles il est possible d’observer un front de croissance avec des cristaux isolés et des 

poches de MEC pour effectuer les mesures de pH. Les mesures ont donc été réalisées à 25°C 

pour le contrôle, et 20°C et 31°C pour les températures expérimentales. Les mesures de nuit ont 

été effectuées dans l’obscurité à la fin de la nuit avant que les lumières ne s’allument, et les 

mesures de jour ont été réalisées à la lumière à midi. Des microcolonies ont aussi été utilisées 

à chacune des trois températures (20°C, 25°C et 31°C) pour caractériser l’expression des gènes 

de transport ioniques sur les microcolonies à plat. Ces microcolonies ont été préparées sur des 

lames de microscopie en verre, plus solides que les lamelles, afin de pouvoir découper le front 

de croissance pour les extractions d’ARN sans casser la lame. 

 

2.2.2. Mesures du pH dans le MEC et dans les cellules calicoblastiques 

 

Dispositif expérimental 

Les mesures de pH ont été réalisées in vivo sur des échantillons incubés en présence de SNARF-

1 (5 (et 6)- carboxyseminaphthorhodafluor-1, Molecular Probes) pour le pH dans le MEC (pH 

extracellulaire, pHe) et de SNARF-1 AM (5 (et 6)- carboxyseminaphthorhodafluor-1 

acetoxymetyl ester, Molecular Probes) pour le pH intracellulaire (pHi). Les échantillons 

(microcolonies à plat, cellules isolées, ou solutions de calibration) sont placés dans une chambre 

de perfusion (PeCon), puis installés sur une plaque thermostatée (Temperable Insert P, PeCon) 

reliée à un bain-marie réglé à la température étudiée (20°C, 25°C ou 31°C). L’ensemble de ce 

système est mis en place sur la platine du microscope confocal inversé. Toutes les mesures de 

pHe et les premières mesures de pHi (à 20°C), ont été effectuées en microscopie confocale 

(Leica SP5) avec un laser d’excitation à 543 nm (Figure 25). Suite à l’achat d’un nouveau 

confocal, les mesures de pHi (à 25°C et 31°C) ont été réalisées avec un microscope confocal 

Leica SP8 (laser à 552 nm). Les échantillons sont observés avec un objectif x40 à immersion à 

l’huile. 

 

Figure 25. Photo du microscope confocal Leica SP5 lors de mesures du pH dans le MEC. © Coralie 

Bernardet (CSM) 
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Calibration 

Pour le pHe, le SNARF-1 est calibré à partir de solutions d’eau de mer tamponnées à différents 

pH, de 7 à 9 à l’aide de NaOH 1N et de HCl 1N. Le pH des solutions est mesuré par une 

électrode à pH (échelle NBS, pHNBS) et vérifié par la méthode de spectrométrie avec du rouge 

de crésol (échelle « Total scale », pHT). Ce sont les valeurs de pHT qui sont ensuite utilisées 

pour établir la courbe de calibration de SNARF-1. 

 

Pour le pHi, le SNARF-1 AM est calibré à partir de cellules isolées dont le pH a été stabilisé à 

l’aide de solutions tampons à différents pH, de 6 à 8,5. Les cellules de S. pistillata ont été isolées 

à partir d’apex dont les tissus ont été brossés dans de l’eau de mer filtrée puis centrifugés pour 

éliminer un maximum de mucus et de débris. Les cellules isolées sont ensuite re-suspendues 

dans une solution de SNARF-1 AM et déposées dans la chambre de perfusion du microscope 

confocal pendant 15 min afin de les charger en SNARF et les laisser sédimenter sur la lamelle. 

Par la suite, la solution de SNARF est délicatement retirée tout en laissant les cellules reposer 

sur la lamelle en verre dans la chambre de perfusion et la solution tampon est ajoutée. Les 

solutions tampons sont préparées de manière à obtenir une concentration finale de 60 mM de 

NaCl, 130 mM de KCl, 70 mM de KOH, 555 mM de sorbitol et 25 mM de Pipes (pour les pH 

6 à 7,5) ou de Tricine (pour les pH 8 et 8,5). Le pH des différentes solutions tampons est ajusté 

à l’aide de NaOH 1N et de HCl 1N. Avant d’ajouter les solutions tampons aux cellules, de la 

nigéricine (un ionophore) est ajoutée dans la solution afin d’équilibrer le pH à l’intérieur des 

cellules avec celui du tampon. Les mesures de ratio d’intensité de fluorescence sont réalisées 

dans plusieurs cellules chargées de SNARF pour chacun des pH. 

Étant donné que la fluorescence du SNARF peut varier en fonction de la température (Seksek 

et al., 1991), les calibrations de SNARF-1 et de SNARF-1 AM ont été réalisées à chacune des 

températures utilisées dans cette étude, soit 20°C, 25°C et 31°C. Les calibrations ont été 

réalisées à plusieurs reprises pour chacune des températures de manière à confirmer les valeurs 

obtenues. 

 

Mesures du pH extracellulaire (pHe) et intracellulaire (pHi)  

Avant les mesures de pH, les microcolonies sont placées dans la chambre de perfusion du 

microscope confocal et laissées sous perfusion d’eau de mer pendant 20 min afin qu’elles se 

remettent d’un éventuel stress causé par les manipulations préalables. Par la suite, la solution 

de SNARF (SNARF-1 à 45 µM pour le pHe, SNARF-1 AM à 10 µM pour le pHi) est injectée 

en perfusion pendant 15 à 25 min, selon le protocole décrit par Venn et al. (2011). Le 

renouvellement dans la chambre de perfusion est de 50% chaque minute, soit 1,25 ml/min. Les 

mesures de pH sont réalisées dans plusieurs zones de la microcolonie (au minimum 3). Pour le 

pHe, ces zones sont choisies en fonction de l’état du front de croissance, c’est-à-dire lorsqu’il 

présente des cristaux isolés et des poches de MEC où les mesures de pH sont possibles. Pour 

chacune des zones de mesures, une série d’images est capturée à travers l’épaisseur de 

l’échantillon de manière à obtenir toute la hauteur des poches de MEC ou des cellules 

calicoblastiques, à raison d’une image tous les 0,70 µm d’épaisseur sur un total de 8 à 10 µm 

environ (Figure 26). 
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Figure 26. Représentation schématique d’un z-stack. Les différents plans en z représentent les plans 

d’observation d’une microcolonie à plat en partant de la lamelle et en remontant dans l’échantillon. Le 

pHe est mesuré à partir de la moyenne de fluorescence acquise dans 3 plans, au milieu de la poche de 

MEC dans une zone d’intérêt (ROI1). Les cristaux de CaCO3 (en noir) sont visibles dans les premiers 

plans, car proches de la lamelle, et disparaissent ensuite, recouverts par les cellules calicoblastiques (en 

jaune). 

 

Analyse des données 

Les données ont été collectées et analysées avec le logiciel Leica LAS AF Lite. Des ROIs 

(Region Of Interest) sont tracées avec le logiciel sur les zones d’intérêt (poches de MEC, 

cellules calicoblastiques ou eau de mer) et permettent d’obtenir le ratio d’intensité de 

fluorescence entre les longueurs d’ondes d’émission 585 nm et 640 nm dans ces zones (Figure 

27). Les valeurs de ratio sont ensuite exportées dans un fichier Excel (Microsoft Office 2013) 

et comparées à la courbe de calibration de manière à obtenir les valeurs de pH correspondantes. 

Pour le pHe, une ROI est aussi réalisée dans l’eau de mer (à environ 1 mm de l’échantillon) et 

une autre dans la couche limite de diffusion (CLD) (dans les 100 premiers µm autour de la 

microcolonie) de façon à analyser si les paramètres physiologiques de la microcolonie influent 

sur le pH environnant. Pour le pHi, une ROI est également choisie dans l’eau de mer afin de 

soustraire la valeur de bruit de fond aux valeurs obtenues pour le pH dans les cellules. 
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Figure 27. Front de croissance d’une microcolonie à plat observée au microscope confocal inversé. 

A. et C. Images en lumière transmise, B. Incubation dans du SNARF-1 permettant la visualisation des 

poches de MEC et les mesures de pHe (en rouge), D. Incubation dans du SNARF-1 AM permettant les 

mesures de pHi dans les cellules calicoblastiques (CC) (en jaune). Des régions d’intérêt (ROI) 

permettent d’obtenir les valeurs de ratio de fluorescence dans les zones d’intérêt et de calculer ensuite 

le pH. EDM désigne l’eau de mer, et C désigne un cristal de CaCO3. 

 

2.2.3. Expression des gènes de transport ioniques par PCR en temps réel 

 

Extraction d’ARN 

Les échantillons ont été congelés dans de l’azote liquide et placés au congélateur à -80°C avant 

l’extraction d’ARN. L’ARN a été extrait à partir du front de croissance des microcolonies dont 

la limite de découpe a été déterminée pour chaque échantillon de manière à ne garder que la 

partie pauvre en zooxanthelles et sans polypes, correspondant à la zone où les mesures de pH 

sont réalisées (Figure 28). Le front de croissance de chaque échantillon a été soigneusement 

découpé à l’aide d’un scalpel avant qu’il ne décongèle et placé dans un eppendorf où il a été 
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broyé à l’aide d’un piston dans 600 µl de tampon RLT (Qiagen). L’ARN total a été extrait selon 

le protocole du kit RNeasy ® Mini Kit (Qiagen). Le dosage d’ARN a été réalisé avec le 

spectromètre de microplaques Epoch (Bioteck) avec le logiciel Gen5 2.03. La qualité des ARN 

a été vérifiée en déposant les échantillons sur gel d’agarose 1% ensuite observé par exposition 

sous UV avec le Fusion Fx7. 

 

 

Figure 28. Photographie d’une microcolonie à plat dont le front de croissance (délimité par la 

ligne blanche) a été découpé selon la ligne rouge pour en extraire l’ARN. © Coralie Bernardet 

(CSM) 

 

Transcription réverse 

Les transcriptions inverses (Reverse Transcription en anglais, RT) ont été conduites 

simultanément pour tous les échantillons et réalisées selon le guide d’utilisateur de Invitrogen’s 

SuperScript IV Reverse Transcriptase (2000 U/µl) (Protocol Pub. No. MAN0013443 Rev. A.0) 

à partir d’1 µg d’ARN. Les RT ont été effectuées dans la machine PCR Eppendorf ® 

Mastercycler gradient. Une PCR de contrôle a ensuite été menée pour vérifier les produits de 

RT. 

 

PCR en temps réel 

Des PCR en temps réel (qPCR) ont été conduites pour analyser l’expression d’un panel de 17 

gènes sélectionnés pour leur implication dans le transport des ions en lien avec la calcification 

(Chapitre 2, Tableau 2). Les qPCR ont été réalisées avec le PowerUpTM SYBRTM Green Master 

Mix dans des plaques de 96 puits avec la machine qPCR QuantStudio3 (Applied Biosystems). 

Chaque échantillon a été déposé sur les plaques qPCR en triplicats en utilisant 5 ng d’ADNc. 

Des contrôles négatifs ont été inclus sur les plaques afin de vérifier l’absence de contamination 

dans les mix. Un contrôle inter-plaque a également été utilisé sur chacune des plaques pour 

contrôler le niveau de variabilité d’amplification entre les plaques. L’efficacité des amorces et 

l’expression des gènes ont été analysées avec les applications respectives Standard Curve et 
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Relative Quantity du logiciel Thermo Fisher ConnectTM. Les expressions géniques ont été 

normalisées par rapport à la moyenne d’expression des gènes de référence. Les gènes 36B4 et 

L22 ont été choisis comme références pour la normalisation des données car la valeur M et le 

coefficient de variation, calculés au préalable, ont été jugés acceptables car inférieurs 

respectivement à 0,5 et 0,02 (Hellemans et al., 2007). 

 

2.2.4. Analyses statistiques 

 

L’ensemble des analyses statistiques a été réalisé avec le logiciel RStudio (R v3.5.2.). La 

normalité des données et l’homogénéité des variances ont été vérifiées à l’aide de tests de 

Shapiro (shapiro.test) et de Levene (levene.test, package « car »). 

Les mesures de pHe et de pHi ont été analysées à l’aide d’ANOVAs à deux-facteurs suivies de 

tests post-hoc (pairwise.t.test). La différence entre le pH dans le MEC (pHe), dans l’eau de mer 

(pHEDM) et dans la couche limite de diffusion (pHCLD) a également été vérifiée grâce à une 

ANOVA à un facteur suivie d’un test de Student-Newman-Keuls (SNK.test, package 

« agricolae »). 

Les données d’expression géniques ont été explorées dans un premier temps à l’aide d’une 

analyse discriminante. Etant donné que l’expression de SpisCA2 est extrêmement dominante 

et atténue les différences observées pour les autres gènes, j’ai choisi d’analyser ce gène 

séparément par la suite. Dans un second temps, j’ai conduit une ANOVA à trois facteurs afin 

d’étudier l’interaction entre la température (20°C, 25°C et 31°C), la condition nuit/jour et les 

différents gènes (expression de l’ensemble des gènes excepté SpisCA2). L’expression génique 

de SpisCA2 a été analysée par une ANOVA à deux facteurs pour déterminer l’interaction entre 

la température et la condition nuit/jour. Des tests post-hoc (pairwise.t.test) ont ensuite permis 

de caractériser les gènes exprimés différemment dans chacun des traitements. 

 

2.3. Résultats 
 

2.3.1. Mesure du pHe dans le milieu calcifiant et dans les cellules calicoblastiques 

 

Des ANOVAs à deux facteurs ont montré que le pHe dans le MEC est significativement plus 

élevé que le pH de l’eau de mer, de jour comme de nuit selon un delta pHe - pHEDM de 0,2 ± 

0,09 (Figure 29, Tableau 5). Ce delta est stable avec la température puisque les valeurs de pHe 

dans le MEC sont similaires à chacune des températures étudiées (20°C, 25°C et 31°C) et ne 

diffère pas non plus entre la nuit et le jour, excepté à 31°C nuit où le pH dans le MEC est 

légèrement plus bas qu’aux autres températures (Figure 29, Tableau 5). Des mesures de pH ont 

également été effectuées dans la couche limite de diffusion (CLD) des échantillons et ont 

montré une légère diminution par rapport au pH de l’eau de mer (0,1 ± 0,04 Unités pH). 

Cependant, cette différence est la même pour chacune des trois températures, le jour et la nuit, 

et ne peut donc pas avoir engendré de biais dans les mesures de pHe dans le MEC entre les 

divers traitements. 
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Figure 29. Mesures du pH dans le MEC (points rouges), dans l’eau de mer (points bleus) et dans 

la couche limite de diffusion (CLD) (points jaunes) : A. le jour, et B. la nuit. Les points représentent 

les moyennes et les barres d’erreur correspondent aux écart-types (n = 5, excepté à 20°C nuit où n = 4). 

Les étoiles noires montrent les différences statistiques entre le pHe et le pHEDM. Des ANOVAs à un 

facteur ont montré des différences significatives entre le pHe et le pHEDM (p < 0,0001). Des ANOVAs à 

deux facteurs conduites sur les mesures de pHe n’ont montré aucune différence statistique avec la 

température (p = 0,08) et la condition jour/nuit (p = 0,32), ni aucune interaction significative entre ces 

deux paramètres (p = 0,34).  
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Tout comme pour le pHe, le pHi dans les cellules calicoblastiques est stable dans tous les 

traitements (Figure 30, Tableau 5). Des ANOVAs à deux facteurs ne montrent en effet aucune 

différence statistique de pHi entre les températures ni entre le jour et la nuit, avec une valeur de 

7,3 ± 0,07. 

 

 

Figure 30. Mesure de pH intracellulaire dans les cellules calicoblastiques : A. le jour, et B. la nuit. 

Les points représentent les moyennes et les barres d’erreur correspondent aux écart-types (à 20°C et 

25°C : n = 4 ; à 31°C : n = 5). Des ANOVAs à deux facteurs conduites sur les mesures de pHi n’ont 

montré aucune différence statistique avec la température (p = 0,22) et la condition jour/nuit (p = 0,18), 

ni aucune interaction significative entre ces deux paramètres (p = 0,38). 
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Tableau 5. Résultat d’ANOVAs à deux facteurs sur l’effet de la température et de la condition nuit/jour 

sur le pHe (Figure 29) et le pHi (Figure 30) et d’une ANOVA à un facteur sur la localisation des mesures 

(dans le MEC, l’eau de mer et la couche limite de diffusion). 

 

Variable Effet df F P Post-hoc 

pHe 

Température 2 2,84 0,08 

- Période 1 1,01 0,32 

Température*Période 2 1,12 0,34 

pH Localisation 2 112,2 < 0,0001 pHe < pHEDM < pHCLD 

pHi 

Température 2 1,64 0,22 

- Période 1 1,90 0,18 

Température*Période 2 1,02 0,38 

 

 

2.3.2. Expression des gènes impliqués dans le transport des ions 

 

Dans un premier temps, j’ai exploré les profils d’expression génique de l’ensemble des 

échantillons à l’aide d’une analyse discriminante afin de constituer des groupes selon la 

température (20°C, 25°C et 31°C) et la condition nuit/jour (Figure 31, Annexes 1 et 2). 67% de 

la variation dans les profils d’expression génique est expliquée par les trois premiers axes 

(Discriminant Factor 1 à 3, soit DF1 à 3). A 31°C, le nombre limité de réplicats n’a pas permis 

de tracer d’ellipses pour ces groupes, mais il est tout de même possible de visualiser 

l’emplacement de chacun des profils d’expression génique des individus à cette température 

(points rouges sur le graphique, Figure 31). Les différences statistiques entre les groupes ont 

été testées à l’aide d’une ANOVA à un facteur dont les résultats sont présentés en Annexe 3. A 

31°C, les individus sont séparés des individus des deux autres températures, aussi bien le jour 

que la nuit, selon chacun des trois axes, tandis que les axes DF2 et DF3 permettent la 

différenciation des groupes de 20°C et 25°C. Par ailleurs, les groupes nuit et jour sont distincts 

selon les axes DF2 et DF3 à 25°C et pour chacun des trois axes à 31°C, tandis qu’à 20°C seul 

l’axe DF3 permet de séparer les groupes nuit et jour. Néanmoins, la différence entre les groupes 

nuit et jour à 20°C et 31°C est nettement moins importante qu’à 25°C.  
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Figure 31. Analyse discriminante sur l’expression de 17 gènes de transporteurs ioniques chez S. 

pistillata. Chaque point représente le profil d’expression génique d’un échantillon, et les ellipses les 

groupes de ressemblance. En bleu sont représentés les échantillons à 20°C, en jaune à 25°C et en rouge 

à 31°C. Les points pleins correspondent aux individus de nuit, et les points ouverts les individus de jour. 

A,B et C montrent les représentations graphiques selon les différents Facteurs Discriminants (DF). DF1 

explique 25% de variations, DF2 21% et DF3 21%. 



Bernardet Coralie – Thèse de Doctorat – 2019 

 

118 

 

Tableau 6. Résultat d’une ANOVA à trois facteurs sur l’effet de la température (20°C, 25°C et 31°C), 

de la condition nuit/jour et des différents gènes sur l’expression relative des gènes (sans SpisCA2) et 

d’une ANOVA à deux facteurs sur l’effet de la température 

Variable Effet df F P Post-hoc 

Expressions 

géniques (sauf 

SpisCA2) 

Température 2 173,21 < 0,0001 

Voir Tableaux 

7 et 8 

Période 1 12,09 < 0,001 

Gènes 15 203,80 < 0,0001 

Température* Période 2 37,26 < 0,0001 

Température*Gènes 30 21,63 < 0,0001 

Période*Gènes 15 3,67 < 0,0001 

Température* Période *Gènes 30 10,86 < 0,0001 

Expression 

génique 

SpisCA2 

Température 2 27,21 < 0,0001 
Voir Tableaux 

7 et 8 
Time 1 0,00 0,97 

Température*Time 2 2,89 0,08 

 

L’expression des différents gènes est représentée graphiquement suite à une transformation en 

log10 des données de manière à visualiser la sur- ou sous-régulation des gènes par rapport à 

25°C (Figure 32) ou des expressions de jour par rapport à la nuit (Figure 33). La réalisation 

d’une ANOVA à trois facteurs montre une interaction significative entre la température, la 

condition nuit/jour et les différents gènes (Tableau 6). L’analyse de l’expression des gènes à 

20°C et 31°C par rapport à 25°C a permis de caractériser un groupe de gènes impliqués dans la 

réponse de S. pistillata à ces changements de température (Tableau 7). Ce groupe inclut 

plusieurs gènes codant pour des protéines impliquées dans la conversion et le transport du CID 

dont deux ACs (SpisCA2 et 3), et quatre transporteurs de bicarbonate (SpisSLC4γ, δ et ε et 

SLC26β). Par ailleurs, ces mêmes transporteurs de bicarbonate sont également affectés par la 

condition lumineuse et montrent des différences d’expression le jour par rapport à la nuit, 

notamment à 25°C (Tableau 8). 
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Figure 32. Représentation graphique de l’expression des 17 gènes étudiés relative à 25°C 

(transformation log10) : A. pendant la nuit, et B. pendant le jour. Les barres bleues correspondent à 

l’expression des gènes à 20°C (n = 4) et les barres rouges à 31°C (n = 4). Les étoiles indiquent les 

différences statistiques (p < 0,01) la nuit (en bleu) et le jour (en rouge) avec l’expression des gènes à 

25°C. 
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Tableau 7. Résumé des différences statistiquement significatives dans l’expression des gènes à 20°C et 

31°C relative à 25°C pendant la nuit et le jour (Figure 9) déterminée par une ANOVA (Tableau 6) et 

une analyse post-hoc. Les flèches noires représentent l’augmentation ou la diminution significative de 

l’expression des gènes relative à 25°C (p < 0,01). Les flèches grises représentent les tendances relatives 

à 25°C (p < 0,05). 

Fonction des gènes Gène 
NUIT JOUR 

20°C 31°C 20°C 31°C 

Transport de bicarbonate 

(CID) 

SpisSLC4β - - - - 

SpisSLC4γ ↘ ↘ - ↘ 

SpisSLC4δ ↘ ↘ ↘ ↘ 

SpisSLC4ε ↘ ↘ ↘ ↘ 

SpisSLC26α - - - - 

SpisSLC26β ↘ ↘ ↘ ↘ 

SpisSLC26γ - - - - 

Conversion du CID 

SpisCA1 - - - - 

SpisCA2 ↘ ↘ ↘ ↘ 

SpisCA3 ↘ - ↘ - 

SpisCA4 - - - - 

Transport du 

Ca2+ 

  Canal Ca2+ - - - - 

Régulation 

acido-basique 

PMCA1 ↘ ↘ - - 

PMCA2 ↘ ↘ - - 

PMCA3 - - - - 

  
NHE - - - - 

V-ATPase - - - - 
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Figure 33. Représentation graphique de l’expression des 17 gènes étudiés le jour relative à la nuit 

(transformation log10) : A. à 20°C (n = 4), B. à 25°C (n = 4), et C. à 31°C (n = 4). Les étoiles indiquent 

les différences statistiques (p < 0,01) avec l’expression des gènes durant la nuit pour chacune des 

températures. 
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Tableau 8. Résumé des différences statistiquement significatives dans l’expression des gènes à 20°C, 

25°C et 31°C le jour relative à la nuit (Figure 30) déterminée par une ANOVA (Tableau 6) et une analyse 

post-hoc. Les flèches représentent l’augmentation ou la diminution significative de l’expression des 

gènes relative à la nuit (p < 0,01). 

Fonction des gènes Gène 
JOUR 

20°C 25°C 31°C 

Transport de bicarbonate (CID) 

SpisSLC4β - - - 

SpisSLC4γ - ↘ - 

SpisSLC4δ - ↘ - 

SpisSLC4ε ↗ ↘ ↘ 

SpisSLC26α - - - 

SpisSLC26β - ↗ - 

SpisSLC26γ - - - 

Conversion du CID 

SpisCA1 - - - 

SpisCA2 ↗ - - 

SpisCA3 - - - 

SpisCA4 - - - 

Transport du 

Ca2+ 

  Canal Ca2+ - - - 

Régulation 

acido-basique 

PMCA1 - - - 

PMCA2 - - - 

PMCA3 - - - 

  
NHE - - - 

V-ATPase - - - 

 

2.4. Discussion 
 

2.4.1. Utilisation de microcolonies à plat de Stylophora pistillata 

 

Après avoir mesuré plusieurs paramètres physiologiques en réponse à des stress thermiques à 

l’échelle de la microcolonie (sur fil), l’utilisation de microcolonies à plat de S. pistillata nous a 

permis de zoomer à l’échelle microscopique. Ainsi j’ai pu accéder au MEC, siège du processus 

de précipitation du squelette, pour tenter de décortiquer les mécanismes à l’origine du déclin de 

la calcification lors de stress thermiques. Parmi les différents mécanismes à considérer, la 

régulation du pH dans le MEC et les cellules calicoblastiques constitue l’objet de ce chapitre. 

Afin de s’assurer que la réponse aux stress thermiques des microcolonies à plat est comparable 

à celle des microcolonies sur fil, j’ai réalisé quelques mesures préliminaires des taux de 

calcification et de respiration sur des microcolonies à plat. Pour cela, j’ai conçu de nouvelles 

chambres d’incubation et commencé à mettre au point le protocole pour pouvoir mesurer 

l’alcalinité et la quantité d’oxygène dans un petit volume, adapté à la taille de ce type 

d’échantillon (voir en Annexes 4 et 5 pour plus d’informations). Les premiers résultats m’ont 

permis de déterminer que les taux de calcification et de respiration de nuit en fonction de la 

température (mesurés à 20°C, 25°C et 31°C) suivent en effet des profils similaires à ceux 
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obtenus avec les microcolonies sur fil puisque les valeurs tendent à décroître aux températures 

extrêmes par rapport à 25°C (Annexe 6). 

 

Les mesures de pH ont été conduites dans les poches de MEC qui sont visibles au niveau du 

front de croissance des microcolonies à plat. Comme expliqué dans le Chapitre 1, le front de 

croissance est la zone où les tissus nouvellement formés colonisent la lamelle en verre et 

déposent les derniers cristaux précipités. Bien que cette zone présente peu de zooxanthelles, 

elle est une zone de croissance active importante des microcolonies à plat, tout comme l’est 

aussi l’apex d’une branche de corail pourtant dénuée de symbiontes (Goreau et Goreau, 1959; 

Pearse et Muscatine, 1971). L’expression des gènes de transporteurs ioniques a donc également 

été caractérisée à partir d’ARN extrait au niveau du front de croissance afin de lier directement 

ces résultats aux mesures de pH. 

 

2.4.2. Impact de la température et de la lumière sur la régulation du pH 

 

Comme décrit précédemment, la régulation du pH dans le MEC est un élément essentiel dans 

le processus de calcification des coraux. Dans cette étude, j’ai confirmé que Stylophora 

pistillata est capable d’augmenter le pH au site de calcification, avec une élévation de 0,2 Unités 

par rapport à l’eau de mer. Cette valeur est en accord avec les valeurs reportées dans la 

littérature qui sont comprises entre 0,2 et 0,5 pour cette espèce (Venn et al., 2011, 2013; 

Holcomb et al., 2014; Tambutté, É. et al., 2015; Sevilgen et al., 2019). En revanche, je n’ai 

mesuré aucune différence de pHe entre les différentes températures (20°C, 25°C et 31°C). J’ai 

également vérifié le pH dans la couche limite de diffusion (CLD) afin d’écarter tout biais dû à 

des différences de pH dans le milieu environnant la microcolonie. Il est avéré en effet que les 

coraux peuvent influer sur la couche d’eau de mer qui les entoure via la photosynthèse et la 

respiration qui impliquent respectivement une augmentation ou une diminution du pH (Shashar 

et al., 1996). Nos résultats montrent que le pH dans la CLD est extrêmement stable entre tous 

les traitements (température et nuit/jour) et n’est que légèrement plus faible que le pH dans 

l’eau de mer. Etant donné que l’épaisseur de la CLD dépend à la fois des processus biologiques 

et des propriétés hydromécaniques et de diffusion du milieu (Shashar et al., 1996), les valeurs 

de pH obtenues dans la CLD montrent que le taux de renouvellement important dans la chambre 

de perfusion a permis de limiter l’influence de la microcolonie sur le milieu environnant. 

L’éventualité que des différences dans l’activité métabolique et/ou photosynthétique des 

microcolonies dans certains traitements masquent des différences dans la régulation du pHe a 

ainsi pu être éliminée. 

Dans la littérature, aucune information n’est disponible sur l’effet de la température sur les 

valeurs de pH dans le MEC des coraux. Seule une étude a montré que le pH dans le MEC de 

Porites spp. est plus bas en été, lorsque la température est élevée, tandis que la disponibilité en 

CID est accrue, et inversement en hiver (McCulloch et al., 2017). Cependant, les fluctuations 

de pH observées dans le MEC entre l’été et l’hiver suivent les fluctuations de pH de l’eau de 

mer. Dans le cas l’étude de McCulloch et al. (2017), les changements de pH ne sont donc 

probablement pas dus à la température mais aux modifications de la chimie de l’eau entre les 

saisons. Une autre étude sur la moule de Méditerranée, Mytilus galloprovicialis, a observé des 

résultats similaires aux nôtres puisqu’elle n’a pas révélé de modification du pH dans le fluide 
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extrapalléal, où est formée la coquille, lors d’une augmentation de la température de 3°C au-

dessus de la température ambiante (Gazeau et al., 2014). 

 

La régulation du pH intracellulaire est également un paramètre important à prendre en compte 

car il détermine le bon fonctionnement des cellules. Chez les coraux, le pH intracellulaire peut 

être modifié par le métabolisme des cellules comme lors de la respiration où la production de 

CO2 et sa diffusion dans les cellules peut entraîner une acidose via l’hydratation du CO2 en 

HCO3
- et H+ (Laurent et al., 2014). Dans les cellules endodermiques où sont contenues les 

zooxanthelles, le pHi peut aussi être modifié par le prélèvement de CO2 pour la photosynthèse 

qui induit une augmentation du pH à la lumière (Venn et al., 2009; Laurent et al., 2013). L’effet 

de la température sur les taux de photosynthèse et de respiration peut donc entrainer des 

modifications du pHi. Bien qu’aucune étude dans la littérature ne reporte l’impact de la 

température sur la régulation du pHi dans l’épithélium calicoblastique, une étude sur des 

cellules endodermiques isolées de deux espèces de coraux (Pocillopora damicornis et 

Montipora capitata) a observé une diminution du pHi lors d’une augmentation de la 

température de 23,8°C à 31°C (Gibbin et al., 2015). Dans ces cellules qui abritent les 

symbiontes, la chute du pHi constatée par les auteurs va de pair avec leurs observations de 

blanchissement des colonies de P. damicornis et de la diminution du contenu en chlorophylle-

a chez les deux espèces à haute température et pourrait donc être due à des perturbations de 

l’activité photosynthétique. Cependant, dans ces travaux, le pH environnant était déjà 

particulièrement bas (7,6) et peut suggérer qu’à pH ambiant de l’eau de mer, la régulation du 

pHi pourrait être différente. Dans l’étude présente, je me suis intéressée à l’épithélium 

calicoblastique calcifiant, dépourvu de zooxanthelles, où la respiration est donc le principal 

facteur pouvant influencer le pHi. Nos résultats montrent que, malgré d’éventuels changements 

dans le taux de respiration, les valeurs de pHi sont stables (pHi = 7,31 ± 0,07) entre 20°C, 25°C 

et 31°C. Des changements de température n’affectent donc pas le pHi dans les cellules 

calicoblastiques. Ces résultats sont cohérents avec la stabilité de pHe observée également dans 

le MEC aux différentes températures et montrent que la régulation du pH est maintenue en 

condition de stress thermique et que le déclin de la calcification n’est pas lié à un problème de 

régulation du pH. 

 

Enfin, je n’ai observé aucune différence de pHe ou de pHi entre la nuit et le jour. Bien qu’une 

précédente étude sur S. pistillata ait reporté des valeurs de pHe  plus élevées à la lumière qu’à 

l’obscurité (Venn et al., 2011), d’autres études, plus récentes, sont en accord avec les résultats 

présents et ne trouvent pas de différences en fonction de la condition lumineuse (Tambutté, É. 

et al., 2015; Sevilgen et al., 2019; Venn et al., 2019). Les divergences observées avec Venn et 

al. (2011) pourraient résulter de différences dans la densité de zooxanthelles au niveau du front 

de croissance des échantillons. La présence accrue de symbiontes dans certains échantillons 

pourrait en effet induire, grâce à la photosynthèse, une augmentation du pH à la lumière, tel 

qu’expliqué précédemment (voir sous-chapitre 1.2. + Chapitre 1). L’utilisation d’un plus grand 

nombre de réplicats pourraient permettre d’augmenter la puissance des tests statistiques et 

affirmer alors si une différence de pH nuit/jour existe.  

En ce qui concerne le pHi, nos observations concordent avec celles trouvées dans la littérature 

puisque plusieurs études n’ont pas constaté non plus de modification du pHi dans l’épithélium 
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calicoblastique à la lumière (Venn et al., 2011, 2019), à l’exception d’une étude qui a constaté 

une différence de pH lumière/obscurité en condition d’acidification (Venn et al., 2019). 

 

2.4.3. Implication des gènes de transport ioniques dans la réponse de S. pistillata 

et sa régulation du pH face à un stress thermique 

 

Parmi les gènes de transporteurs ioniques considérés dans cette étude, ceux impliqués dans le 

transport de protons et donc la régulation du pH comprennent les Ca2+-ATPases (Plasma 

membrane Ca2+-ATPases, PMCAs) et les échangeurs cations/protons Na+-H+ (NHE) qui ont 

été caractérisés d’un point de vue moléculaire chez S. pistillata (Zoccola et al., 2004; Capasso 

et al., in prep ; Wang et al., in prep). D’un point de vue physiologique, il est admis que les 

PMCAs au niveau des cellules calicoblastiques transportent du Ca2+ vers le MEC, et retirent en 

parallèle des H+. Ce transporteur permet ainsi d’augmenter la concentration de Ca2+ et le pH 

dans le MEC, ce qui favorise la précipitation du CaCO3 pour le squelette. Les H+ qui entrent 

ainsi dans les cellules calcifiantes par le pôle apical peuvent ensuite être extrudés par un NHE 

au niveau du pôle basal, évitant ainsi une acidose intracellulaire. D’un point de vue 

physiologique, il a en effet été montré dans des cellules endodermiques symbiotiques 

d’anémone de mer que les NHE permettent, comme chez les vertébrés, de réguler le pHi en 

faisant sortir les H+ de la cellule en cas d’acidose (Laurent et al., 2014). Ces protéines 

permettent l’extrusion de H+ hors des cellules grâce à l’apport simultané d’ions Na+ selon un 

ratio stœchiométrique 1:1 (Wakabayashi et al., 1997). L’absence de modification d’expression 

du NHE et des PMCAs entre les différentes températures, ainsi qu’entre la nuit et le jour, est 

cohérente avec la stabilité de pH observée dans le MEC et dans les cellules calicoblastiques. 

Seule une légère diminution de la PMCA1 la nuit à 20°C et 31°C par rapport à 25°C s’est 

révélée significative. Cette observation pourrait expliquer une diminution de la calcification à 

ces températures. Le maintien de la régulation du pHe dans le MEC et du pHi dans les cellules 

calicoblastiques lors de modifications de la température suggèrent que 1) l’animal « lutte » pour 

maintenir cette fonction physiologique clé même en condition de stress, 2) le pH, bien que 

jouant un rôle important pour supporter la précipitation du CaCO3, n’est pas un facteur pouvant 

expliquer un déclin de la calcification en condition de stress thermique.  

 

L’analyse discriminante conduite sur l’expression des gènes a cependant permis de distinguer, 

comme dans le chapitre 2, les groupes comprenant les individus issus des traitements 20°C et 

31°C des individus contrôles (25°C). Cette observation est en accord avec les résultats de 

l’ANOVA qui ont permis de caractériser, comme dans le cas des microcolonies sur fil (voir 

chapitre 2), un groupe de gènes codant pour des protéines impliquées dans le transport et la 

conversion du CID dont les expressions sont significativement sous-régulées aux températures 

expérimentales (20°C et 31°C) par rapport à 25°C. Ce groupe comprend notamment des 

anhydrases carboniques et plusieurs transporteurs de bicarbonate dont la diminution 

d’expression reflèterait des modifications dans certains processus physiologiques tels que la 

calcification. La sous-expression de SpisSLC4γ, dont la localisation est spécifique à 

l’épithélium calicoblastique (Zoccola et al., 2015), pourrait en effet suggérer un transport réduit 

de CID vers l’épithélium calicoblastique et le MEC et être liée au déclin de la calcification lors 
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de stress thermiques. De plus, il a été supposé que les transporteurs de bicarbonate SpisSLC4δ 

et SpisSLC26β, dont la répartition est ubiquiste dans les tissus de S. pistillata, pourraient être 

impliqués dans les processus homéostatiques (Zoccola et al., 2015). La sous-expression de ces 

gènes pourrait alors témoigner de modifications au niveau métabolique telles qu’une diminution 

de la respiration. Une baisse du taux de respiration induirait en effet une diminution de la 

production de CO2 et donc une proportion moindre de CID à transporter vers le MEC. 

 

Il est intéressant de noter également que, comme dans le chapitre 2, les différences de profils 

d’expression génique observés avec l’analyse discriminante entre le jour et la nuit à 25°C 

concordent avec des modifications d’expression de plusieurs gènes impliqués dans le transport 

de bicarbonate, tel que SpisSLC26β dont l’expression est augmentée à la lumière. Bien que 

d’autres de ces gènes (SpisSLC4γ, δ et ε) soient toutefois sous-régulés dans le cas présent tandis 

qu’ils étaient stables pour les microcolonies sur fil, ces résultats montrent tout de même 

l’importance des transporteurs de CID dans la réponse de S. pistillata à la lumière en condition 

contrôle. Par ailleurs, à 20°C et 31°C, la faible séparation des groupes de profils d’expression 

génique nuit et jour issus de l’analyse discriminante est cohérente avec le nombre réduit de 

gènes différentiellement exprimés en fonction de la condition lumineuse. A 20°C, cette 

observation est donc similaire à celle qui avait été réalisée pour les microcolonies sur fil à 17°C. 

En revanche la réponse des microcolonies à plat à 31°C diffère de celle des microcolonies sur 

fil à 32°C pour lesquelles une réelle différence distinguait les profils d’expression de nuit et de 

jour. Les gènes différemment exprimés à la lumière chez les microcolonies sur fil mais qui 

voient leur expression inchangée chez les microcolonies à plat comprennent notamment le 

transporteur de bicarbonate SLC26α, qui aurait vraisemblablement un lien avec la 

photosynthèse, et les ACs. Il est donc possible que la différence observée entre ces deux types 

de microcolonies soit due à une présence moindre de zooxanthelles au front de croissance des 

microcolonies à plat. 

 

2.5. Perspectives 
 

Les résultats obtenus dans cette partie de ma thèse montrent que le pH dans les cellules 

calicoblastiques et dans le MEC ne varie pas lors de changements de température. Ces 

observations peuvent s’expliquer d’un point de vue mécanistique par le fait que l’expression de 

gènes codant pour des protéines impliquées dans le transport des protons (le NHE et des Ca2+-

ATPases) ne varie pas non plus dans ces conditions. En revanche, l’expression de certains gènes 

codant pour des transporteurs et enzymes impliqués dans l’apport en carbone inorganique pour 

la calcification et d’autres processus physiologiques (anhydrases carboniques et transporteurs 

de bicarbonate) varie sous l’effet de la température. Au vu des résultats préliminaires de 

mesures de calcification sur des microcolonies à plat et des résultats obtenus pour les 

microcolonies sur fil présentés dans le chapitre 2, nous pouvons considérer que ces 

changements de température (20°C et 31°C) affectent la calcification. Il nous est donc possible 

de déduire, comme dans le chapitre précédent, que la sous-expression des gènes impliqués dans 

la conversion et le transport du carbone inorganique peuvent expliquer ce déclin de la 

calcification, tandis que la régulation du pH n’en est pas responsable. Il sera toutefois 
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intéressant à l’avenir de mesurer le taux de calcification sur les microcolonies à plat aux 

différentes températures de jour et de nuit, ainsi que les taux de respiration et de photosynthèse 

(une fois la mise au point du protocole finalisée) afin de comparer les résultats à ceux obtenus 

pour les microcolonies sur fil. De plus, il serait également instructif de mesurer la calcification 

d’un point de vue local via des mesures directes de croissance des cristaux. Pour cela, Venn et 

al. (2013) ont mis au point un protocole selon lequel les microcolonies sont incubées en 

présence d’une sonde fluorescente, la calcéine, dont la particularité est qu’elle est intégrée au 

squelette lors de sa formation. La différence de taille d’un cristal entre le t0 où il a été marqué 

à la calcéine et le temps t où il a été à nouveau observé (quelques heures plus tard) permet de 

calculer un pourcentage d’accroissement de ce cristal et d’en déduire un taux de calcification. 

Cette technique permettrait ainsi de déterminer l’impact de la température sur la croissance des 

premiers cristaux dans la zone où est aussi mesuré le pH. 

 

Par ailleurs, la sous-expression des gènes codant pour des transporteurs de bicarbonate et des 

anhydrases carboniques en condition de stress thermique suggère que la composition du MEC 

en CID pourrait être modifiée à 20°C et 31°C. Il serait donc intéressant dans le futur de mesurer 

la concentration en carbonates dans le MEC à l’aide de microélectrodes et d’en déduire l’état 

de saturation dans le MEC aux différentes températures étudiées ici. Cette technique a été 

développée au sein du laboratoire (Sevilgen et al., 2019) et apporterait des informations 

complémentaires importantes pour mieux comprendre l’effet de la température sur les 

mécanismes physiologiques à l’origine du déclin de la calcification. 

 

Les résultats obtenus (chapitres 2 et 3) sur les taux de calcification, de respiration, de 

photosynthèse et la régulation du pH combinés aux expressions différentielles des gènes lors 

de stress thermiques apportent des informations sur les liens qui existent entre ces paramètres 

physiologiques et les acteurs moléculaires impliqués dans le transport des ions par la voie 

transcellulaire. Cependant, la voie paracellulaire doit également être considérée afin d’acquérir 

une vision plus globale de l’impact de la température sur le transport des ions et a fait l’objet 

de l’étude décrite dans le chapitre suivant. 
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Points-clé du chapitre 3 
 
Objectif : Déterminer le pH dans le MEC et les cellules calicoblastiques calcifiantes lors de stress 

thermiques et en condition nuit /jour 

 

Effet de la température : 

- Le pHe dans le MEC est plus élevé que le pH dans l’eau de mer  

- Les valeurs de pHe et de pHi sont stables à 20°C, 25°C et 31°C (Figure 34) 

- L’expression des gènes impliqués dans le transport de protons (NHE et PMCAs) est stable lors 

d’un stress thermique 

- Les gènes impliqués dans le transport et la conversion du CID sont significativement sous-

exprimés à 20°C et 31°C 

Effet de la lumière : 

- Les valeurs de pHe et de pHi ne diffèrent pas entre le jour et la nuit 

- L’expression des gènes impliqués dans le transport de protons est stable entre le jour et la nuit 

- Plusieurs gènes impliqués dans le transport et la conversion du CID présentent des niveaux 

d’expression différents entre le jour et la nuit à 25°C 

En résumé : 

 La capacité à réguler le pH dans le MEC et les cellules calcifiantes est maintenue sous l’effet 

de stress thermiques  

 La stabilité d’expression des transporteurs de protons pourrait expliquer l’absence d’effet de la 

température sur le pH 

 D’autres facteurs que le pHe sont susceptibles d’influencer le taux de calcification 

 Bien que d’un point de vue moléculaire, le transport et la conversion du CID varient sous l’effet 

du stress thermique et de la condition lumineuse, le pH (dans le MEC et les cellules 

calicoblastiques) est maintenu à un niveau similaire  

 L’apport du CID dans le MEC n’influence pas le pHe mais semble jouer un rôle essentiel dans 

la réponse de la calcification de S. pistillata à des stress thermiques et à la lumière 

 

Figure 34. Représentation des profils de chacun des paramètres mesurés dans les chapitres 2 et 3 : A. la nuit, 

et B. le jour. La courbe représentant l’expression des gènes impliqués dans le transport des protons (violet) est 

tracée de manière arbitraire de façon à refléter les différences de niveaux d’expression observés en fonction de la 

température et de la condition nuit/jour. Les droites montrant les valeurs de pHe (magenta) et de pHi (rose clair) 

sont extrapolées en fonction des valeurs mesurées à 20°C, 25°C et 31°C. 
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1. Généralités sur les jonctions intercellulaires et la perméabilité 

des épithéliums 
 

L’apparition de la multicellularité il y a 2,1 milliards d’années, largement répandue après 

l’explosion Cambrienne 1,5 milliards d’années plus tard, a induit la nécessité d’organiser les 

cellules les unes par rapport aux autres au sein des organismes (Albani et al., 2010). Deux 

catégories principales d’organisation cellulaire existent chez les animaux : l’épithélium et le 

mésenchyme (Tyler, 2003). Tandis que les mésenchymes sont composés de cellules souvent 

isolées et en contact avec la matrice extracellulaire au niveau d’un voire de tous les côtés, les 

épithéliums quant à eux forment des tissus de cellules alignées selon une polarité apicale/basale 

et sont en contact avec la matrice extracellulaire uniquement au niveau de leurs faces basale 

(lame basale) et parfois apicale (cuticule) (Tyler, 2003). Chez les Bilatériens, les interactions 

entre les mésenchymes et les épithéliums au cours du développement sont à l’origine des 

réorganisations cellulaires pour la compartimentalisation de l’organisme et la formation 

d’organes (Magie et Martindale, 2008). Les Cnidaires, quant à eux, possèdent deux types 

d’épithéliums, l’épiderme (ou ectoderme) et le gastroderme (ou endoderme) (Tyler, 2003) ainsi 

qu’une couche de mésoglée. Au sein de l’épithélium, les cellules sont liées les unes aux autres 

par des structures complexes appelées jonctions intercellulaires dont les caractéristiques et le 

rôle est développé ci-après. Chez les Métazoaires, ces jonctions permettent le contact entre des 

cellules adjacentes ou entre les cellules et la matrice extracellulaire, et contrôlent la perméabilité 

paracellulaire de l’épithélium. Divers types de jonctions existent et sont classés selon leur 

fonction et leur structure morphologique et moléculaire. Se retrouvent ainsi des jonctions : 

communicantes, d’ancrage et d’occlusion. Les particularités de chacun de ces types de jonctions 

sont détaillées ci-après. 

 

1.1. Les jonctions intercellulaires chez les Métazoaires 
 

1.1.1. Les jonctions communicantes 

 

Les jonctions communicantes (gap junctions en anglais) permettent la connexion directe entre 

le cytoplasme de deux cellules voisines afin de transférer des ions, petites molécules et 

impulsions électriques de l’une à l’autre. Elles permettent par exemple la synchronisation de 

l’ensemble des cellules musculaires du cœur lors de la contraction de celui-ci (e.g. Kanno et 

Saffitz, 2001) ou encore la coordination du mouvement sinusoïdal chez les nématodes 
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(Simonsen et al., 2014). Les jonctions communicantes sont retrouvées dans la majorité des 

organes de nombreux Métazoaires et jouent un rôle essentiel dans le bon fonctionnement de 

nombreux processus physiologiques et le développement de l’organisme tout au long de sa vie. 

Chez les vertébrés, les jonctions communicantes se présentent sous la forme de plaques 

comprenant de nombreux canaux qui relient une cellule A à une cellule B (Evans et Martin, 

2002). Chacun de ces canaux est constitué d’un pore central autour duquel s’articule un 

hexamère de protéines transmembranaires appelées connexines, le connexon (Figure 35). Chez 

les invertébrés, les connexines présentes de part et d’autre des canaux sont remplacées par des 

innexines (Simonsen et al., 2014). Bien que la séquence protéique des innexines diffère en 

grande partie de celle des connexines, leur structure et leur fonction sont semblables (Evans et 

Martin, 2002). Au sein des Cnidaire, des jonctions communicantes ont été observées chez 

Hydra et d’autres hydrozoaires, mais aucune jonction de ce type n’a été identifiée chez 

l’anémone Nematostella ou tout autre anthozoaire (Mackie et al., 1984). 

 

 

 

Figure 35. Modèle de jonction communicante. Modifié d’après Evans et Martin (2002). 

 

1.1.2. Les jonctions d’ancrage 

 

Les jonctions d’ancrage permettent d’attacher mécaniquement les cellules voisines entre elles 

ou à la matrice extracellulaire. Elles forment une structure solide attachée aux filaments d’actine 

de cytosquelette, résistants aux tensions, à l’intérieur de chacune des cellules (Alberts et al., 

2002). Il existe plusieurs catégories de jonctions d’ancrage : les jonctions d’adhérence 

(adherens junction en anglais), les desmosomes et les hémi-desmosomes. 

 

Les jonctions d’adhérence peuvent se présenter sous deux formes différentes. La première se 

présente de manière discontinue, punctiforme, tandis que la seconde, mieux caractérisée, 

consiste en un anneau encerclant la cellule (zonula adherens, ou ceinture d’adhérence) et permet 

la coordination des mouvements des feuillets épithéliaux dans leur ensemble (Niessen et 
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Gottardi, 2008). Chez les Cnidaires, des jonctions d’adhérence ont été observées en microscopie 

électronique chez l’anémone Nematostella vectensis (Kraus et Technau, 2006). Elles sont 

trouvées sous la forme de points dans les premiers stades de divisions cellulaires puis sous la 

forme de zonula adherens à partir du stade blastula2. 

Les jonctions d’adhérence sont composées de deux complexes de protéines : un complexe 

cadhérine/caténine et un complexe nectine/afadine (Figure 36). Les cadhérines se lient aux β-

caténines qui interagissent avec les α-caténines, lesquelles s’attachent aux filaments d’actine 

(Mateo et al., 2015). De même, les protéines de nectine sont liées aux filaments d’actine à 

travers les afadines (Mateo et al., 2015). 

 

 

Figure 36. Modèle de jonction d’adhérence. α et β représentent les caténines, et AF6 sont les afadines 

Modifié d’après Mateo et al. (2015). 

 

Les desmosomes exercent un rôle similaire aux jonctions d’adhérence étant donné qu’ils 

permettent une forte adhésion cellule-cellule. Ils diffèrent cependant dans leur composition 

puisqu’ils sont constitués de cadhérines qui leur sont spécifiques (desmogléines et 

desmocollines) et qui s’attachent à des filaments intermédiaires, et non pas à des filaments 

d’actine comme dans le cas des jonctions d’adhérence (Nekrasova et Green, 2013) (Figure 37). 

 

 
2 La blastula est un stade précoce du développement embryonnaire situé entre les stades morula et gastrula. Au 

cours du stade blastula, une cavité appelée blastocœle se forme entre les cellules, appelées blastomères, de façon 

à former une sphère creuse. 
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Figure 37. Modèle de desmosome. Modifié d’après Cooper (Cooper, 2000). 

 

Les hémidesmosomes, quant à eux, permettent l’attachement solide des cellules à la matrice 

extracellulaire. Pour cela ils établissent un lien entre les filaments intermédiaires de kératine à 

l’intérieur des cellules épithéliales basales et une couche de la matrice extracellulaire appelée 

lame basale (Walko et al., 2015) (Figure 38). Bien que non caractérisées d’un point de vue 

moléculaire, chez les coraux, des structures ressemblant à des hémidesmosomes ont été 

observées du côté basal (côté mésoglée) des desmocytes, cellules qui sont des zones d’ancrage 

de l’ectoderme aboral au squelette (Muscatine et al., 1997; Tambutté, É. et al., 2007). 

 

Figure 38. Modèle d’hémidesmosome. D’après Alberts et al. (2008) 
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1.1.3. Les jonctions d’occlusion 

 

Les jonctions d’occlusion (ou zonula occludens) jouent un rôle de barrage dans le sens où elles 

contrôlent le passage paracellulaire de certains ions et molécules de manière sélective (Furuse 

et Tsukita, 2006; Hartsock et Nelson, 2008; Steed et al., 2010). Chez les vertébrés ces jonctions 

sont qualifiées de « jonctions serrées », tandis que chez les invertébrés il s’agit de « jonctions 

septées ». Dans ce paragraphe, je vais me concentrer sur les caractéristiques des jonctions 

serrées puisque les jonctions septées seront détaillées dans le sous-chapitre 1.2. 

 

Les jonctions serrées sont composées de plusieurs types de protéines transmembranaires, dont 

les occludines, les claudines et les molécules d’adhésion jonctionnelles (JAMs) (Figure 39). 

Ensemble, ces protéines forment la structure de la jonction et permettent l’adhésion de deux 

cellules adjacentes (Niessen, 2007). Les occludines présentent deux boucles extracellulaires et 

une boucle intracellulaire et permettent de réguler la perméabilité paracellulaire via une 

sélection selon la taille des molécules (Hartsock et Nelson, 2008). Les claudines présentent une 

structure similaire à celles des occludines, bien que leurs séquences diffèrent, et régulent 

directement le passage des ions selon leur charge, leur concentration et probablement leur taille 

(Furuse et Tsukita, 2006; Hartsock et Nelson, 2008). Les JAMs, quant à elles, servent à 

l’adhésion des cellules (Steed et al., 2010). Ces protéines sont associées à des protéines 

cytoplasmiques à l’intérieur de la cellule, telles que les protéines Zonula Occludens (ZO-1 à 3), 

afin d’ancrer la jonction au niveau des filaments d’actine du cytosquelette (Niessen, 2007; 

Hartsock et Nelson, 2008; Steed et al., 2010). 

 

 

Figure 39. Modèle de jonction serrée chez les vertébrés. Modifié d’après Niessen (2007). 
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1.2. Les jonctions septées : régulation de la perméabilité des tissus 

chez les invertébrés, dont les coraux 
 

1.2.1. Structure des jonctions septées 

 

Les jonctions septées constituent, chez les invertébrés, les analogues des jonctions serrées des 

vertébrés. Elles ont donc été classées dans la catégorie des jonctions d’occlusion car, bien 

qu’elles diffèrent des jonctions serrées aux niveaux moléculaire et morphologique, elles 

présentent des fonctionnalités similaires. En effet, tout comme les jonctions serrées, les 

jonctions septées restreignent la diffusion paracellulaire d’ions et molécules à travers les 

épithéliums au niveau desquels elles sont présentes (Magie et Martindale, 2008). Ce type de 

jonction a été découvert chez Hydra (Cnidaires) et avait alors été qualifié de « desmosomes 

septés » (Wood, 1959), avant d’être renommé en tant que « jonctions septées ». 

 

Les jonctions septées se présentent telles des échelles à plusieurs barreaux d’origine protéique 

(septes) dans l’espace entre deux cellules adjacentes (Figure 40). Chez la drosophile, la 

structure des jonctions septées comprend un complexe tripartite composé des protéines 

contactine (CONT), neurexine IV (NRX IV) et neuroglian (NRG) (Faivre-Sarrailh et al., 2004). 

De plus, des claudines ont aussi été identifiées, tout comme dans les jonctions serrées, et 

pourraient jouer un rôle similaire dans la perméabilité des tissus, bien que leur rôle demeure 

incertain (Furuse et Tsukita, 2006). Par ailleurs, d’autres protéines, telles que les protéines 

Discs-large (Dlg) de la famille MAGUK, Ezrin-moesin-radixin et Scribble, interagissent avec 

la face cytoplasmique des jonctions septées de manière à ancrer et positionner correctement les 

jonctions dans les cellules (revu par Magie et Martindale, 2008). 

 

 

Figure 40. Modèle de jonction septée chez les insectes. D’après Beyenbach et Piermarini (2011). 
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Chez les coraux, plusieurs études ont révélé la présence de jonctions septées dans la région 

apicale des cellules de toutes les couches cellulaires (Johnston, 1980; Clode et Marshall, 2002; 

Tambutté, É. et al., 2007). Il a été montré chez S. pistillata que le diamètre des jonctions septées 

est compris entre quelques Amstrong et 20 nm et qu’elles limitent ainsi le passage des ions et 

molécules dont la taille est supérieure (Tambutté, É. et al., 2012). Bénazet-Tambutté et al. 

(1996) et Taubner et al. (2019) ont observé aussi que les cations tout comme les anions peuvent 

traverser ces jonctions, bien que la perméabilité des tissus des coraux soit différente entre ces 

deux types de charges. Une étude conduite sur plusieurs cnidaires dont S. pistillata a permis de 

caractériser la structure moléculaire de ces jonctions (Ganot et al., 2015). Tout comme chez la 

drosophile, le cœur de la jonction septée des Cnidaires est composé des protéines de neurexine 

(NRX), contactine (CONT), neuroglian (NRG) et de claudines (Claud). Le répertoire de gènes 

codant ces protéines est diversifié et comprend des différentes isoformes de NRXs et NRGs en 

fonction des tissus où ils sont exprimés. De plus, chez S. pistillata, StpNRX1 a été colocalisée 

avec le réseau de F-actine, ce qui suggère que les jonctions septées sont attachées au 

cytosquelette, à travers des protéines cytoplasmiques adaptatrices, telles que les coracles 

(CORA) et Yurt. Les CORAs et Yurt, avec les protéines de la famille MAGUK, servent donc 

à ancrer la jonction dans la cellule, et leur positionnement basolatéral permet de polariser les 

cellules. Un modèle des jonctions septées chez les Cnidaires est présenté en Figure 41. 

 

 

Figure 41. Modèle euristique de jonction septée chez les Cnidaires. Modifié d’après Ganot et al. 

(2015) 

 

1.2.2. La perméabilité des tissus chez les coraux 

 

Chez les invertébrés, les jonctions septées contrôlent le passage paracellulaire d’ions et 

molécules (permselectivité) à travers les épithéliums. L’intégrité des jonctions détermine ainsi 

le niveau de perméabilité des tissus. Etant donné que la voie paracellulaire permet un transport 

passif des ions et molécules, leur diffusion à travers les épithéliums dépend aussi du gradient 

électrochimique, c’est-à-dire des gradients de concentration entre le milieu extérieur et 

l’organisme et des gradients de charge électrique de part et d’autre de l’épithélium (pour les 

ions) (Allemand et al., 2011). Les ions et molécules ne peuvent donc entrer dans l’organisme 
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qu’à condition qu’ils soient plus concentrés dans le milieu extérieur et qu’ils suivent un gradient 

de concentration décroissant. 

 

Les épithéliums sont définis comme « serrés » lorsque qu’ils sont peu perméables, ou « lâches » 

lorsqu’à l’inverse ils sont très perméables aux ions et molécules. Afin de déterminer si un 

épithélium est serré ou lâche, des expériences « voltage-clamp » sont conduites et permettent 

de déterminer la résistance électrique des tissus (e.g. Bénazet-Tambutté et al., 1996; Tambutté, 

É. et al., 2012). Plus la valeur est élevée, plus le tissu est résistant et donc la perméabilité est 

faible, témoin d’un épithélium serré, et inversement. 

 

Une des façons de visualiser la voie paracellulaire pour le transport des ions chez les coraux 

repose sur l’utilisation de sondes fluorescentes, telles que la calcéine, qui ne peuvent pas 

traverser les membranes cellulaires et dont le signal a pu être détecté lors de leur passage entre 

les cellules et de leur incorporation dans le squelette (Tambutté, É. et al., 2012). Des analyses 

électrophysiologiques sur les tentacules (tissus oral) de l’anémone Anemonia viridis ont montré  

des valeurs de résistance comprises entre 15 et 23 Ohm cm², soit dans la gamme observée pour 

des épithéliums lâches (Bénazet-Tambutté et al., 1996; Tambutté, É. et al., 2012). Ces valeurs, 

bien qu’obtenues chez l’anémone, peuvent être rapportées également au tissu oral des coraux 

du fait de la forte ressemblance morphologique des tissus oraux entre ces deux Anthozoaires 

(Allemand, Furla, et al., 1998). De plus, Bénazet-Tambutté et al. (1996) ont démontré que les 

flux de Ca2+ à travers les tissus oraux de A. viridis et du corail calcifiant Heliofungia 

actiniformis ne nécessitent pas d’énergie, sont corrélés de manière linéaire à la concentration 

en Ca2+ du milieu extérieur et sont insensibles à l’inhibition des canaux calcium. L’ensemble 

de ces observations suggèrent donc que les tissus oraux des Cnidaires, dont les coraux, se 

comportent comme des épithéliums lâches et que le transport de calcium est permis par une 

diffusion passive paracellulaire. En revanche, des analyses électrophysiologiques conduites sur 

des microcolonies de S. pistillata ont montré que la résistance des tissus (oraux + aboraux) est 

de 477 Ohm cm², valeur comprise dans la gamme de valeurs correspondant à des épithéliums 

serrés (Tambutté, É. et al., 2012). Cette valeur supérieure à celle obtenue pour les tissus oraux 

suggèrent que les tissus aboraux, en particulier l’épithélium calicoblastique, sont plus résistants 

au passage des ions que les tissus oraux et seraient donc moins perméables (Tambutté, É. et al., 

2012; Taubner et al., 2019). De plus, il a été montré que le transport de Ca2+ au niveau de 

l’épithélium calicoblastique requiert de l’énergie (Tambutté, É. et al., 1996) et qu’il a lieu de 

manière active via la voie transcellulaire grâce à des canaux calcium (Zoccola et al., 1999) et 

des Ca2+-ATPases (Zoccola et al., 2004). 
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2. Résultats personnels : Mesure de la perméabilité des tissus et 

expression des gènes de jonctions sur des microcolonies à plat 
 

2.1. Contexte de l’étude 
 

Même si l’importance relative de la voie paracellulaire par rapport à la voie transcellulaire dans 

des conditions contrôles fait toujours l’objet de débats (voir chapitre 1), il est essentiel de 

déterminer si la voie paracellulaire de transport des ions pour la calcification est affectée lors 

de stress thermiques. Dans cette optique, la perméabilité des tissus a été évaluée grâce à la 

mesure du demi-temps (t½) de renouvellement d’une sonde fluorescente, la calcéine, dans le 

MEC, soit le temps nécessaire pour renouveler la moitié d’une poche de MEC. Des sondes 

fluorescentes, telles que le jaune lucifer et la fluorescéine, ont été largement employées chez 

les vertébrés et a permis d’améliorer la compréhension du fonctionnement des jonctions serrées 

et de la perméabilité des tissus (Helms et al., 2015; Yang et al., 2017, 2018). Cette approche 

constitue donc une méthode fiable pour étudier la voie de transport paracellulaire. Chez les 

coraux, la calcéine a déjà été utilisée dans plusieurs travaux pour étudier la calcification et 

visualiser la voie de passage paracellulaire puisqu’elle ne peut pas traverser les membranes 

cellulaires et se dirige jusqu’au MEC où elle est intégrée aux cristaux lors de la formation du 

squelette (e.g. Tambutté, É. et al., 2012; Venn et al., in prep). Les mesures de t½ ont été 

conduites au niveau du front de croissance de microcolonies à plat, comme pour les mesures de 

pH, afin de visualiser comment la perméabilité paracellulaire des tissus est affectée par des 

changements de température.  Les expériences ont été menées aux mêmes températures que 

dans le Chapitre 3, soit 20°C, 25°C et 31°C puisqu’il a été estimé précédemment que 20°C et 

31°C représentent les températures limites pour lesquelles la croissance des cristaux et la 

visualisation de poches de MEC sont possibles (voir Chapitre 3). En parallèle, l’expression des 

gènes de jonctions septées a été analysée au niveau du front de croissance des microcolonies 

où sont réalisées les mesures de t½ afin de déterminer si les modifications éventuelles de 

perméabilité pourraient être liées à des modifications dans la composition ce ces jonctions. 

 

2.2. Matériel et méthodes 
 

2.2.1. Matériel biologique et design expérimental 

 

Tout comme dans le chapitre 3, le matériel biologique utilisé pour les expériences dans ce 

chapitre sont des microcolonies à plat qui ont été exposées une semaine à chacune des trois 

températures étudiées (20°C, 25°C et 31°C). Les conditions des bacs de cicatrisation et 

expérimentaux sont les mêmes que celles décrites dans le chapitre 3. Comme dans les chapitres 

précédents, les mesures de nuit ont été effectuées dans l’obscurité à la fin de la nuit avant que 

les lumières ne s’allument, et les mesures de jour ont été réalisées à la lumière à midi. 
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2.2.2. Mesure de la perméabilité des tissus 

 

Dispositif expérimental 

Les mesures du demi-temps de renouvellement de la calcéine dans le MEC ont été réalisées in 

vivo sur des échantillons incubés en présence de calcéine (Sigma-Aldrich) (solution stock à 3,21 

mM), selon le protocole développé par Venn et al. (in prep). Tout comme pour les mesures de 

pHe et pHi, les microcolonies à plat sont placées dans une chambre de perfusion (PeCon), puis 

installées sur une plaque thermostatée (Temperable Insert P, PeCon) reliée à un bain-marie 

réglé à la température étudiée (20°C, 25°C ou 31°C). Toutes les mesures ont été réalisées en 

microscopie confocale (Leica SP8) avec un laser d’excitation à 488 nm. La longueur d’onde à 

laquelle la fluorescence de calcéine est observée est de 530 ± 20 nm. Les échantillons sont 

observés avec un objectif x40 à immersion à l’huile. 

 

Perfusion de calcéine et acquisition des images en microscopie confocale 

Avant les mesures, deux solutions de calcéine sont préparées : une solution de perfusion à 100 

µM et une solution à 300 µM (Venn et al., in prep). Les solutions de calcéine sont tamponnées 

avec du NaOH 0,1N de manière à atteindre un pHNBS d’environ 8,15. Avant le début des 

mesures, la microcolonie est placée dans la chambre de perfusion en présence de 2 ml d’eau de 

mer. Une zone du front de croissance de la microcolonie est choisie préalablement aux mesures 

dès lors qu’elle présente des cristaux isolés et des poches de MEC et un premier z-stack (capture 

d’une série d’images à différentes épaisseurs, z, de l’échantillon) est réalisé en absence de 

calcéine (t-2min). Dès le démarrage de la perfusion de calcéine, 1 ml de la solution de calcéine à 

300 µM est injectée dans la chambre de perfusion de manière à obtenir un volume total de 3 ml 

et une concentration de 100 µM et un second z-stack est effectué (t0) (Figure 42). Par la suite, 

la microcolonie est placée en perfusion pendant 65 min avec la solution à 100 µM de calcéine. 

Le renouvellement dans la chambre de perfusion est de 50% chaque minute, soit 1,5 ml/min. 

Un z-stack est réalisé toutes les 3 min pendant les 15 premières minutes à partir du t0, puis 

toutes les 5 min pendant les 50 minutes suivantes.  

 

 

Figure 42. Photographies : A. du microscope confocal (Leica SP8), B. d’une microcolonie incubée en 

présence de calcéine dans une chambre de perfusion. © Coralie Bernardet (CSM) 
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Détermination du taux de renouvellement (t½) dans le MEC 

Comme dans le chapitre 3, les données ont été collectées et analysées avec le logiciel Leica 

LAS X. Des ROIs (Region Of Interest) sont tracées avec le logiciel dans les poches de MEC et 

permettent d’obtenir une valeur de fluorescence pour la calcéine. Pour chaque poche de chacun 

des z-stacks, trois valeurs en z sont utilisées pour calculer une moyenne de fluorescence dans 

la poche de MEC. Ces valeurs sont ensuite exportées dans un fichier Excel (Microsoft Office 

2019) et permettent d’établir une courbe de l’intensité de fluorescence dans les poches en 

fonction du temps (Figure 43 A). Le logarithme de la différence d’intensité de fluorescence à 

l’équilibre (Fe) (au plateau) et de fluorescence à un temps t (F), selon l’équation ln(Fe-F), permet 

de réaliser une régression linéaire tel que présenté en Figure 43 B. La pente des régressions 

linéaires permet ensuite de calculer le demi-temps de renouvellement de la calcéine dans les 

poches de MEC (t½) selon l’équation : 

 

(Equation 9)   𝑡1
2⁄ =  

ln (2)

𝑎
 

 

où a est la pente de la régression linéaire. La valeur t½ obtenue en minutes décimales est ensuite 

convertie en minutes réelles. 

 

 

Figure 43. Exemples de courbes d’intensité de fluorescence (A) et du ln(Fe-F) (B) dans les poches 

de MEC en fonction du temps. Fe désigne l’intensité de fluorescence à l’équilibre et F l’intensité de 

fluorescence à un temps t. 

 

2.2.3. Expression des gènes des jonctions septées 

 

L’expression des gènes de jonctions a été déterminée grâce à des PCR en temps réel sur un 

panel de 17 gènes identifiés dans la structure et l’ancrage des jonctions septées de S. pistillata 

(Tableau 9). Les PCR en temps réel ont été conduites sur les mêmes transcriptions réverses 

(ADNc) que dans le Chapitre 3. 
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Tableau 9. Liste des gènes de jonction septées de S. pistillata analysés ici et publiés par Ganot et al. 

(2015), avec les séquences des amorces et la taille des produits de PCR en temps réel. 

Gène 

d’intérêt 
Rôle Amorce de PCR en temps réel 

StpClaud3 

Structure 

F CAGGCTTGTACGGTTTTCGT 

R ACTTCGGGACTATCCCATCC 

StpClaud4 
F GGTGCACTATTCCTTGCACA 

R TGTCACAAGTCCCGGATGTA 

StpClaud5 
F TAGGAATCGGTTGTGGGTTC 

R ACACTTCCCCAGCCTGAAG 

StpClaud6 
F ATGGCGAGCTTGTCTGTTTT 

R CAGCCAGCAGGGTAGAGAAC 

StpClaud7 
F AACCGAAATGGCTTCACATC 

R AATCCAGCAAACAGGCAAAC 

StpClaudAS1 
F CATTACCGAGGTTTGTTCAGG 

R GCACAGAAGAATCCGCCTAC 

StpClaudAS2 
F GCCGATAGCTGCACAACAT 

R CAGATGAGGGCCAGAAACAT 

StpCONT 
F TGACAGCAATCCACAAATGAG 

R TGCAAGGAGCTTCTCCAGTT 

StpNRG1 
F TTACAGTGCTGCCGTGAAAG 

R ATGAGAGGCCGTCATACTCG 

StpNRG2 
F TAGGACCATCGGAAGAAACG 

R ACAAGGAGCAGGACAGCAAT 

StpNRX1 
F GTCTTTGTCCCCTGCTTGAA 

R ACCAATGAGTTGCCTTTTGG 

StpNRX2 
F ATGAGGTGTGCATGTGGTGT 

R ATTCCAGTGGCCCAACAGTA 

StpNRX3 
F GCATGTGGAGAGACGAACAG 

R CTTGGCATCCGAATTGAACT 

StpCORA1 

Ancrage 

F GTGGGAGAGGAAACAAGCTG 

R AGTTGTTCCTCCAGGAGCTG 

StpCORA2 
F CTCCCAAAGATGTCGCATTC 

R TGATGAAAAGCGTTTGCTTG 

StpCORA3 
F TGTCCCAGTTACGGGTCCTA 

R GAGGGCTGGACCTTGATGT 

StpYURT 
F GGTGACTGGTCTGGGAGAAA 

R AATCACCTTCCCAGACAGCTT 
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2.2.4. Analyses statistiques 

 

L’ensemble des analyses statistiques a été réalisé avec le logiciel RStudio (R v3.5.2.). La 

normalité des données et l’homogénéité des variances ont été vérifiées à l’aide de tests de 

Shapiro (shapiro.test) et de Levene (levene.test, package car). Les mesures de demi-temps de 

renouvellement du MEC ont été analysées par une ANOVA à deux facteurs, suivie d’un test 

post-hoc (pairwise.t.test). En ce qui concerne l’expression des gènes, j’ai d’abord effectué une 

analyse discriminante afin d’explorer l’ensemble des données. Par la suite, j’ai réalisé une 

ANOVA à trois facteurs pour analyser l’interaction entre la température (20°C, 25°C, et 31°C), 

la condition nuit/jour et les différents gènes (expression des 17 gènes étudiés). Un test post-hoc 

« pairwise t test » a ensuite permis de caractériser les gènes exprimés différemment dans chacun 

des traitements. 

 

2.3. Résultats 
 

2.3.1. Calcul du demi-temps de renouvellement (t½) du milieu extracellulaire 

calcifiant 

 

Le demi-temps de renouvellement de la calcéine dans le MEC a été mesuré à 20°C, 25°C et 

31°C, le jour et la nuit (Figure 44). Une ANOVA à deux facteurs a permis de montrer une 

influence significative de la température et de la condition nuit/jour, mais pas d’interaction 

significative de la combinaison de ces deux facteurs (Tableau 10). Le t½ est significativement 

plus long à 20°C et 31°C par rapport à 25°C le jour, ainsi que la nuit à 20°C. Le t½ est également 

significativement plus long la nuit que le jour à 20°C et 25°C (Tableau 11). 

 

 

Figure 44. Demi-temps de renouvellement de la calcéine dans les poches de MEC (t½) à 20°C, 

25°C et 31°C. Les boîtes à moustaches bleues correspondent aux mesures de nuit et les rouges aux 

mesures de jour (n = 4-7). Les boîtes à moustaches sont délimitées par le premier et le troisième quartile, 

les croix représentent la moyenne, les barres du milieu sont les médianes, les points représentent chacune 

des valeurs et les barres d’erreur sont les écart-types. Les étoiles montrent les différences statistiques par 
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rapport à : 25°C nuit (en bleu), 25°C jour (en rouge), à la nuit (en noir), selon une ANOVA à deux 

facteurs suivie d’un test post-hoc (pairwise.t.test). 

 

Tableau 10. Résultat d’une ANOVA à deux facteurs sur l’effet de la température et de la condition 

nuit/jour sur le demi-temps de renouvellement de la calcéine dans le MEC (Figure 44). 

Variable df F P Post-hoc 

Température 2 6,705 < 0,01 Voir Tableau 11 

Temps 1 19,576 < 0,001 Voir Tableau 11 

Température x Temps 2 0,242 0,79 Voir Tableau 11 

 

Tableau 11. Résultat du test post-hoc (pairwise.t.test) sur le demi-temps de renouvellement de la 

calcéine dans le MEC. Les « x » indiquent les différences statistiques (p < 0,05) par rapport à 25°C, et 

entre la nuit et le jour. 

Température Temps 
25°C 

Différence nuit/jour 
Nuit Jour 

20°C 
Nuit x   

x 
Jour   x 

25°C 
Nuit     

x 
Jour     

31°C 
Nuit -   

- 
Jour   x 

 

 

2.3.2. Expression des gènes des jonctions septées 

 

Dans un premier temps, j’ai effectué une analyse discriminante sur l’ensemble des données 

d’expression génique afin d’explorer les données et constituer des groupes selon les profils 

d’expression génique des individus en fonction de la température et de la condition nuit/jour 

(Figure 45, Annexes 7 et 8). 66% de la variation dans les profils d’expression génique est 

expliquée par les trois premiers axes (Discriminant Factor 1 à 3, soit DF1 à 3). Les différences 

statistiques entre les groupes ont été testées à l’aide d’une ANOVA à un facteur dont les 

résultats sont présentés en Annexe 9. A 31°C, le nombre limité de réplicats n’a pas permis de 

tracer d’ellipses pour ces groupes, mais il est tout de même possible de visualiser l’emplacement 

de chacun des profils d’expression génique des individus à cette température (ronds rouges sur 

le graphique). Les profils d’expression génique des individus à 31°C, jour et nuit, sont 

significativement séparés de ceux des individus à 20°C et 25°C selon l’axe DF1, tandis que ces 

derniers sont, eux, regroupés. Par ailleurs les profils d’expression des individus jour et nuit sont 

séparés à 20°C et 25°C selon l’axe DF3. 
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Figure 45. Analyse discriminante sur l’expression de 17 gènes de jonctions chez S. pistillata. 

Chaque point représente le profil d’expression génique d’un échantillon, et les ellipses les groupes de 

ressemblance. En bleu sont représentés les échantillons à 20°C, en jaune à 25°C et en rouge à 31°C. Les 

points pleins correspondent aux individus de nuit, et les points ouverts les individus de jour. A,B et C 

montrent les représentations graphiques selon les différents Facteurs Discriminants (DF). DF1 explique 

24% de variations, DF2 23% et DF3 19%. 
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L’expression des différents gènes est représentée graphiquement suite à une transformation en 

log10 des données de manière à visualiser la sur- ou sous-régulation des gènes par rapport à 

25°C (Figure 46) ou des expressions de jour par rapport à la nuit (Figure 47). Cependant, ce 

type de transformation peut accentuer visuellement des différences qui sont en réalité 

négligeables lorsque les gènes sont faiblement exprimés. Les différences significatives ont donc 

été calculées à l’aide de tests statistiques et sont indiquées sur les graphiques. La réalisation 

d’une ANOVA à trois facteurs a permis d’identifier un effet significatif de la condition 

nuit/jour, la température et l’expression génique, ainsi qu’une interaction significative entre ces 

trois facteurs (Tableau 12). L’analyse de l’expression des gènes à 20°C et à 31°C relative à 

25°C a permis de révéler un groupe de gènes significativement sous-exprimé, aussi bien la nuit 

que le jour (Figure 46, Tableau 13). Ce groupe comprend deux gènes codant pour deux 

protéines structurelles des jonctions septées, StpNRG1 et 2, et deux gènes codant pour des 

protéines impliquées dans l’ancrage de la jonction dans la cellule, StpCORA1 et 3. De plus, j’ai 

comparé l’expression des gènes à chacune des températures (20°C, 25°C et 31°C) le jour par 

rapport à la nuit (Figure 47, Tableau 14). A nouveau, un groupe de gènes se démarque par une 

différence d’expression entre le jour et la nuit et comprend, à 20°C et à 25°C, StpNRG1 et 2 et 

StpCORA1. A 31°C, en revanche, seule StpCORA1 voit son expression modifiée entre le jour 

et la nuit. 

 

Tableau 12. Résultat d’une ANOVA à trois facteurs sur l’effet de la température (20°C, 25°C et 31°C), 

de la condition nuit/jour et des différents gènes sur l’expression relative des gènes (Figure 46 et 47). 

Variable df F P Post-hoc 

Température 2 59,32 < 0,0001 

Voir Tableaux 13 

et 14 

Temps 1 59,06 < 0,0001 

Gènes 16 477,74 < 0,0001 

Température x Temps 2 14,44 < 0,0001 

Température x Gènes 32 17,14 < 0,0001 

Temps x Gènes 16 14,49 < 0,0001 

Température x Temps x Gènes 32 5,86 < 0,0001 
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Figure 46. Représentation graphique de l’expression des gènes de jonctions relative à 25°C 

(transformation log10) : A. pendant la nuit, et B. pendant le jour. Les barres bleues correspondent à 

l’expression des gènes à 20°C (n = 4) et les barres rouges à 31°C (n = 4). Les étoiles indiquent les 

différences statistiques (p < 0,05) à 20°C (en bleu) et à 31°C (en rouge) avec l’expression des gènes à 

25°C. 
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Tableau 13. Résumé des différences statistiquement significatives dans l’expression des gènes à 20°C 

et 31°C relative à 25°C pendant la nuit et le jour (Figure 46) déterminée par une ANOVA à trois facteurs 

et une analyse post-hoc. Les flèches noires représentent l’augmentation ou la diminution significative 

de l’expression des gènes relative à 25°C (p < 0,01). Les flèches grises représentent les tendances 

relatives à 25°C (p < 0,05). 

Fonction des 

gènes 
Gène 

NUIT JOUR 

20°C 31°C 20°C 31°C 

Structure 

StpClaud3 - - - - 

StpClaud4 - - - - 

StpClaud 5 - - - - 

StpClaud 6 - - - - 

StpClaud 7 - - - - 

StpClaud AS1 - - - - 

StpClaud AS2 - - - - 

StpCONT - - - - 

StpNRG1 ↘ ↘ ↘ ↘ 

StpNRG2 ↘ ↘ ↘ ↘ 

StpNRX1 - - - - 

StpNRX2 - - - - 

StpNRX3 - - - - 

Ancrage 

StpCORA1 ↘ ↘ ↘ ↘ 

StpCORA2 - - - - 

StpCORA3 ↘ ↘ - ↘ 

YURT - - - - 
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Figure 47. Représentation graphique de l’expression des gènes de jonctions le jour relative à la 

nuit (transformation log10) : A. à 20°C (n = 4), B. à 25°C (n = 4), et C. à 31°C (n = 4). Les étoiles 
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indiquent les différences statistiques (p < 0,05) avec l’expression des gènes durant la nuit pour chacune 

des températures. 

 

Tableau 14. Résumé des différences statistiquement significatives dans l’expression des gènes à 20°C, 

25°C et 31°C le jour relative à la nuit (Figure 47) déterminée par une ANOVA à trois facteurs et une 

analyse post-hoc. Les flèches représentent l’augmentation ou la diminution significative de l’expression 

des gènes relative à la nuit (p < 0,05). 

 

Fonction des 

gènes 
Gène 

JOUR 

20°C 25°C 31°C 

Structure 

StpClaud3 - - - 

StpClaud4 - - - 

StpClaud 5 - - - 

StpClaud 6 - - - 

StpClaud 7 - - - 

StpClaud AS1 - - - 

StpClaud AS2 - - - 

StpCONT - - - 

StpNRG1 ↘ ↘ - 

StpNRG2 ↗ ↘ ↘ 

StpNRX1 - - - 

StpNRX2 - - - 

StpNRX3 - - - 

Ancrage 

StpCORA1 ↘ ↘ - 

StpCORA2 - - - 

StpCORA3 - - - 

YURT - - - 

 

2.4. Discussion 
 

2.4.1. Influence des paramètres environnementaux sur la perméabilité des tissus : 

implications dans le processus de calcification 

 

La détermination du demi-temps (t½) de renouvellement de la calcéine dans le MEC a été 

utilisée comme indicateur de la perméabilité des tissus de microcolonies exposées à 20°C, 25°C 

et 31°C. Il est important de garder à l’esprit que les valeurs de demi-temps de renouvellement 

calculées avec la calcéine ne correspondent pas nécessairement aux valeurs qui pourraient être 

obtenues pour le Ca2+ ou d’autres ions. En effet, il est possible que le demi-temps de 

renouvellement de la calcéine dans le MEC, dont la taille est supérieure au Ca2+ et dont la 

charge est opposée, pourrait différer de celui des ions Ca2+. Ces mesures permettent donc de 

déduire la perméabilité des tissus à la calcéine en particulier et sont utilisées dans cette étude 
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afin de comparer l’importance de la voie paracellulaire entre différents traitements (température 

et nuit/jour). 

 

Les résultats obtenus montrent une augmentation significative du t½ à 20°C et 31°C, soit un 

renouvellement plus lent du MEC indiquant une diminution de la perméabilité des tissus à ces 

températures par rapport à 25°C, aussi bien le jour que la nuit. En plus de l’effet de la 

température, j’ai observé une diminution significative du t½, soit une augmentation de la 

perméabilité, le jour par rapport à la nuit à 20°C et 25°C. A 31°C, en revanche, la grande 

variabilité entre les échantillons n’a pas permis de distinguer de différence statistique entre la 

nuit et le jour. La réalisation d’une ANOVA à deux facteurs n’a cependant pas révélé 

d’interaction entre la température et la condition nuit/jour et ne montre donc pas de différence 

de réponse de la perméabilité à la lumière en fonction de la température. L’ensemble de ces 

résultats montre que la perméabilité diminue dans les conditions où la calcification est réduite, 

c’est-à-dire aux températures extrêmes (20°C et 31°C) et durant la nuit. Etant donné que le 

MEC est enrichi en Ca2+ et en CID par rapport à l’eau de mer (Sevilgen et al., 2019), il est 

possible que dans des conditions moins favorables à la calcification, les épithéliums deviennent 

moins perméables de manière à concentrer plus aisément les ions et limiter leur fuite vers le 

milieu extérieur. De même, la diminution de la perméabilité pourrait aussi permettre de faciliter 

le maintien d’un pH élevé dans le MEC en laissant moins de H+ entrer. Le manque 

d’informations sur les concentrations en Ca2+ et DIC sous l’effet de la température et des 

concentrations ioniques dans le cœlentéron, qui est le compartiment extérieur le plus proche du 

MEC, nous empêche toutefois de conclure quant au sens de transfert des ions. Une autre 

possibilité serait, à l’inverse, que le fait d’augmenter la perméabilité dans les conditions les plus 

favorables (25°C et le jour), soit bénéfique à la calcification. En effet, un renouvellement 

important du MEC pourrait constituer un moyen pour le corail d’apporter plus régulièrement 

des ions et/ou d’éliminer plus efficacement les produits dérivés de la calcification. 

L’augmentation de la perméabilité dans les conditions optimales pourrait aussi constituer un 

moyen d’apporter des nutriments ou d’autres éléments nécessaires à la production d’énergie par 

le métabolisme pour stimuler la calcification.  Ces résultats ouvrent donc des pistes de réflexion 

très intéressantes pour de futures expériences qui permettront de valider/invalider ces 

différentes hypothèses. 

 

2.4.2. Déclin de la perméabilité à l’obscurité et lors de stress thermiques : 

implications de la régulation des gènes de jonctions septées 

 

Plusieurs études ont montré que l’augmentation de la perméabilité observée suite à un choc 

osmotique est due à des altérations voire à la disparition des jonctions septées chez divers 

invertébrés, tels que les planaires et les embryons d’étoiles de mer (Lord et Dibona, 1976; Dan‐

Sohkawa et al., 1995), ou des jonctions serrées chez les vertébrés (e.g. Fowler et al., 1977). 

Chez les moustiques, les changements de perméabilité paracellulaire peuvent aussi être 

contrôlés directement via la régulation des jonctions septées (Beyenbach et Piermarini, 2011). 

Dans l’étude présente, j’ai donc analysé l’expression des gènes de jonctions septées de S. 
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pistillata afin de déterminer si les changements de perméabilité lors de changement de 

température ou de condition lumineuse sont associés à des modifications des jonctions septées. 

 

La réalisation d’une analyse discriminante sur les profils d’expression des gènes de jonctions 

septées a permis de distinguer différents groupes en fonction de la température et de la condition 

nuit/jour. De manière générale, les groupes correspondant aux individus à 20°C et 25°C sont 

souvent proches, tandis que les groupes jour et nuit sont séparés pour chacune de ces 

températures selon l’axe DF3. Ces observations sont intéressantes car elles semblent faire écho 

à la différence de t½ observée entre la nuit et le jour à ces mêmes températures. L’analyse de 

l’expression des gènes a ensuite permis de faire émerger un groupe de quatre gènes qui sont 

tous sous-exprimés à 20°C et 31°C par rapport à 25°C, à savoir StpNRG1 et 2 et StpCORA1 et 

3. Ces mêmes gènes (excepté StpCORA3) sont également sous-exprimés le jour par rapport à 

la nuit, à l’exception de StpNRG2 qui montre une légère augmentation le jour à 20°C. Chez la 

drosophile, NRG a été identifiée comme une des trois molécules des jonctions septées, avec 

NRX IV et CONT, responsable de l’adhésion cellulaire (Hortsch et Margolis, 2003). De plus, 

il a été démontré chez la drosophile que COR (coracle) se lie à la queue cytoplasmique de NRX 

(Ward IV et al., 2001) qui s’attache à son tour à NRG pour former un complexe multiprotéique 

au cœur de la jonction septée (Genova et Fehon, 2003). Ainsi, Genova et Fehon (2003) ont 

remarqué qu’une mutation au niveau du gène COR induit une réduction du marquage de cette 

protéine et une mauvaise localisation de plusieurs protéines structurant la jonction, dont NRG. 

Le rôle de COR avait déjà été constaté auparavant pour la localisation de NRX (Lamb et al., 

1998) et prouve l’importance de cette protéine pour la formation des jonctions septées. Par 

ailleurs, des études ont relevé que les embryons de drosophiles homozygotes pour des mutations 

de COR (Lamb et al., 1998) ou de NRG (Genova et Fehon, 2003) présentent une altération de 

la barrière paracellulaire au niveau de l’épithélium de la glande salivaire. Les individus 

concernés parviennent à maintenir un espace régulier entre les membranes des cellules 

adjacentes, comme les individus non mutants, cependant le nombre de septes composant les 

jonctions intercellulaires est réduit voire nul, ce qui altère alors la fonctionnalité des jonctions. 

Il est étonnant de remarquer en revanche que les claudines, dont le rôle dans la perméabilité 

paracellulaire est avéré au sein des jonctions serrées des vertébrés (Furuse et Tsukita, 2006; 

Hartsock et Nelson, 2008), ne sont pas différentiellement exprimées dans les conditions où la 

perméabilité des tissus de S. pistillata est modifiée. Il est important de considérer cependant 

que les claudines sensus stricto sont spécifiques aux vertébrés et que les autres types de 

claudines trouvées chez les invertébrés appartiennent à des groupes distincts (Ganot et al., 

2015). Il est donc envisageable que les claudines présentes dans la structure des jonctions 

septées des coraux aient des propriétés diverses et jouent un rôle différent de celles des jonctions 

serrées des vertébrés. 

 

Il est surprenant de noter que, selon mes résultats, la sous-régulation des StpNRGs et 

StpCORAs est constatée dans les conditions où la température diminue la perméabilité mais où 

la lumière l’augmente. Il semble donc que la température et la lumière agissent différemment 

sur les jonctions septées et impliquent des processus différents pour modifier la perméabilité 

des épithéliums. 
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Effet de la lumière 

 

Il n’existe à ce jour aucune information sur l’effet de la lumière sur la perméabilité des tissus 

ou les jonctions septées. Néanmoins, il est reconnu que la lumière joue un rôle important dans 

divers processus physiologiques des coraux, dont la calcification à travers le processus de 

« light-enhanced calcification ». Notre observation d’une augmentation de la perméabilité 

durant le jour pourrait être due à la photosynthèse et à l’augmentation de la respiration par 

rapport à la nuit qui permettraient d’accroître la production d’énergie. Cette énergie pourrait 

permettre en retour d’accélérer les mouvements péristaltiques et des cils mésentériques dans le 

cœlentéron, dont un des rôles proposés est l’homogénéisation des fluides dans ce compartiment 

(Shick, 1991). Une meilleure homogénéisation du milieu cœlentérique favoriserait alors le 

passage des ions, ou de la calcéine dans le cas de nos expériences. 

 

Par ailleurs, nos résultats montrent que l’augmentation de la perméabilité le jour a lieu 

conjointement à une sous-expression des StpNRGs et StpCORA 1, à 25°C notamment. Au vu 

de ces résultats et des précédentes observations quant au rôle de NRG et COR chez la 

drosophile, il est possible de suggérer qu’à la lumière la sous-expression des StpNRGs et 

StpCORA 1 pourrait déstabiliser l’ensemble du complexe multiprotéique formant le cœur des 

jonctions septées ainsi que l’adhésion intercellulaire et relâcher alors la force de 

permsélectivité. La modification de la structure des jonctions septées pourrait alors être à 

l’origine de l’augmentation de la perméabilité et témoigner d’un contrôle du corail sur sa 

barrière paracellulaire comme observé chez les moustiques (Beyenbach et Piermarini, 2011). Il 

est possible que la lumière en elle-même agisse sur la conformation des épithéliums et/ou des 

jonctions via la réception de signaux lumineux par des photorécepteurs, entraînant des 

modifications de la perméabilité. Deux études ont en effet démontré que la lumière peut 

influencer directement certains processus physiologiques des coraux en tant que facteur 

abiotique, et ce sans impliquer le processus de photosynthèse. Ces deux études ont montré un 

effet positif significatif de la lumière bleue (longueur d’onde de 450-455 nm) sur la calcification 

(Cohen et al., 2016) et sur le transport actif de cations en direction du squelette (Taubner et al., 

2019), tandis que la photosynthèse est réduite par cette lumière dans le cas de la première étude, 

et bloquée par des inhibiteurs dans la seconde. Par ailleurs, Taubner et al. (2019) n’ont relevé 

aucune différence de résistance des épithéliums à la lumière lorsque la photosynthèse, les 

échanges d’anions ou encore le métabolisme aérobie et anaérobie sont bloqués par des 

inhibiteurs. Ces résultats pourraient suggérer que cette hypothèse selon laquelle la lumière 

influerait directement sur la perméabilité des tissus soit vraisemblable. Toutefois, aucun 

élément ne nous permet actuellement de valider ou d’écarter d’hypothèses et davantage de 

recherches sont nécessaires. 

 

Effet de la température 

 

Dans notre étude, la diminution de la perméabilité lors de stress thermiques est accompagnée 

d’une sous-expression des gènes de jonctions septées StpNRGs et StpCORAs. Cette 

observation est surprenante dans la mesure où, comme indiqué dans le paragraphe précédent, 

une sous-expression de ces gènes s’accompagne d’une augmentation de la perméabilité la nuit. 
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Ce résultat suggère que les propriétés de perméabilité ne s’expliquent pas uniquement par le 

différentiel d’expression de ces trois gènes et que des processus différents sont impliqués en 

l’absence de lumière ou lors de changements de température. Aucune étude à ce jour n’a étudié 

l’impact de la température sur la perméabilité des tissus et l’intégrité des jonctions septées. 

Dans le cas de stress thermiques, bien que nos résultats suggèrent que la structure et l’ancrage 

de la jonction ainsi que l’adhésion cellulaire sont affectées, la perméabilité en demeure réduite. 

Il est donc possible d’envisager que la forme ou la taille des cellules est modifiée sous l’effet 

du stress thermique, resserrant les épithéliums et réduisant alors l’espace intercellulaire. Il a été 

montré, en effet, qu’une diminution de la température engendre une augmentation de la taille 

des cellules épidermiques chez la drosophile (Azevedo et al., 2002) et des globules rouges chez 

une espèce de poisson (Van Voorhies, 1996). Etant donné que la taille des cellules est 

inversement corrélée à la température, les individus maintenus à température élevée devraient 

posséder des cellules plus petites que les individus maintenus à une faible température, ce qui 

pourrait alors avoir pour conséquence d’augmenter l’espace intercellulaire et la perméabilité et 

aboutir sur des réponses opposées à faible et haute température, ce qui n’est pas le cas. Une 

autre explication possible serait qu’un stress thermique engendre un ralentissement des 

mouvements péristaltiques et des cils mésentériques dans le cœlentéron (Shick, 1991) et donc 

une moins bonne homogénéisation des fluides cœlentériques. Par conséquent, le passage 

paracellulaire des ions vers le MEC serait moindre. Des recherches supplémentaires sont 

cependant nécessaires pour mieux comprendre les mécanismes à l’origine de nos observations. 

 

2.5. Perspectives 
 

Les résultats novateurs obtenus dans cette partie de ma Thèse apportent des éléments cruciaux 

pour une meilleure compréhension de la physiologie de S. pistillata et de l’impact de facteurs 

environnementaux sur la voie de passage paracellulaire des ions. 

 

Il est important de noter que la perméabilité des tissus est diminuée dans les conditions où la 

calcification de S. pistillata est également réduite : dans l’obscurité (la nuit) et lors de stress 

thermiques (20°C et 31°C). En parallèle, le pH dans le MEC et dans les cellules calicoblastiques 

quant à lui reste stable dans ces mêmes conditions (voir chapitre 3). Bien qu’il soit risqué 

d’établir un lien direct entre ces diverses observations, nos résultats semblent suggérer que 

l’altération des jonctions septées et les modifications de perméabilité n’influent pas sur 

l’équilibre acido-basique dans le MEC. Il semble donc que le MEC soit très tamponné pour 

pouvoir maintenir un pH stable malgré un renouvellement du milieu plus ou moins fréquent 

selon les conditions environnementales. L’observation d’une possible corrélation entre la 

perméabilité des tissus et la calcification soulève une question sur l’importance que représente 

la voie paracellulaire pour la calcification. Il est possible d’envisager que (1) la réduction de la 

voie paracellulaire la nuit et lors de stress thermiques pourrait permettre, dans des conditions 

moins favorables de transport transcellulaire des ions, de moins renouveler le MEC et maintenir 

une concentration de Ca2+ et CID permettant la précipitation du CaCO3, (2) l’augmentation de 

la perméabilité dans les conditions les plus favorables (à 25°C et à la lumière) constituerait un 

moyen d’apporter plus de nutriments ou d’autres éléments permettant la production d’énergie 
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pour supporter les processus physiologiques, dont la calcification, (3) un renouvellement plus 

important du MEC serait favorable à un apport plus important d’ions ou l’élimination plus 

efficace des produits dérivés de la calcification. Afin de déterminer s’il existe une corrélation 

entre la perméabilité et la concentration en CID et en Ca2+ au site de calcification, il serait 

nécessaire de mesurer ces paramètres dans le MEC avec la technique des microélectrodes. 

 

Pour mieux décrypter le rôle de la lumière dans la perméabilité des tissus, il serait judicieux par 

la suite de réaliser à nouveau des mesures du t½ sur des microcolonies incubées en présence 

d’un inhibiteur de la photosynthèse, tel que le DCMU (3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-

dimethylurea)), ou en présence de lumière bleue. L’influence éventuelle de la photosynthèse 

serait alors dissociée de celle de la lumière et permettrait de déterminer l’implication de l’un ou 

l’autre de ces paramètres. 
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Points-clé du chapitre 4 
 
Objectif : Déterminer l’effet de stress thermiques et de la lumière sur la diffusion paracellulaire 

des ions vers le MEC et l’implication de cette voie de sur la calcification 

 

Effet de la température : 

- Le t½ augmente, donc la perméabilité diminue, à 20°C et 31°C par rapport à 25°C  

- Les gènes de structure StpNRGs et les gènes d’ancrage StpCORAs 1 et 3 des jonctions septées 

sont sous-exprimés à 20°C et 31°C par rapport à 25°C 

Effet de la lumière : 

- Le t½ diminue, donc la perméabilité augmente, le jour par rapport à la nuit 

- Les gènes de structure StpNRGs et le gène d’ancrage StpCORA 1 des jonctions septées sont 

sous-exprimés le jour par rapport à la nuit 

En résumé : 

 La perméabilité diminue dans les conditions où la calcification est réduite (températures 

extrêmes et la nuit) (Figure 48) 

 Le jour, la sous-expression des StpNRGs et StpCORAs est cohérente avec une augmentation de 

la perméabilité liée à une modification structurale de la jonction 

 Lors de stress thermiques, la sous-expression de ces mêmes gènes ne semble pas expliquer la 

diminution de perméabilité et impliquerait que d’autres mécanismes sont à l’origine de cette 

observation 

 La diminution de la perméabilité dans les conditions où la calcification est moins favorable 

pourrait être un moyen de mieux contrôler la concentration de Ca2+ et de CID 

 L’augmentation de perméabilité dans les conditions plus favorables permettrait l’apport d’ions, 

l’élimination de produits dérivés de la calcification, ou l’apport de ressources nutritives 

favorisant la production d’énergie pour supporter la calcification 

 

Figure 48. Représentation des profils de chacun des paramètres mesurés dans les chapitres 2, 3 et 4 : A. la 

nuit, et B. le jour. La courbe de perméabilité (bleue) est tracée à partir de valeurs arbitraires de perméabilité 

reflétant la profil inverse des mesures de t½. La courbe représentant l’expression des gènes de jonctions septées 

(bleue turquoise) est tracée de manière arbitraire de façon à refléter les différences de niveaux d’expression 

observés en fonction de la température et de la condition nuit/jour. 
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La rapidité des changements climatiques est sans précédent dans l’histoire de la Terre. La 

communauté scientifique alerte donc sur les menaces qui pèsent sur les divers écosystèmes, 

terrestres et aquatiques. Parmi eux, les écosystèmes marins, dont les récifs coralliens, sont 

particulièrement vulnérables. L’acidification et le réchauffement des océans soulèvent des 

préoccupations majeures pour la santé et le devenir des coraux constituant les fondations de ces 

récifs. C’est pourquoi il est crucial de caractériser les limites de tolérance des coraux récifaux 

et de comprendre les mécanismes physiologiques à l’origine de leur perte de performance en 

condition de stress. L’objectif de ma thèse était ainsi de déterminer quel est l’impact de la 

température sur la calcification des coraux tropicaux constructeurs de récifs. En plus de cet 

aspect environnemental, l’intérêt d’une telle approche est d’apporter des informations sur la 

physiologie du corail et en particulier les mécanismes de calcification. Mon travail s’est 

concentré sur le transport des ions qui représente une étape clé du processus de calcification et 

sur l’espèce Stylophora pistillata, pour laquelle de nombreuses données moléculaires et 

physiologiques sont disponibles, permettant ainsi une approche intégrée du gène à l’organisme. 

 

Effet de la température 

 

Dans un premier temps, j’ai déterminé la fenêtre de performance thermique de S. pistillata, qui 

se situe entre 17°C et 33°C, températures respectivement en deçà et au-delà desquelles le taux 

de calcification est drastiquement réduit, et la survie des colonies menacée. Aux extrémités de 

la fenêtre de performance thermique, les taux de photosynthèse et de respiration sont également 

significativement diminués. Les fortes corrélations établies entre les taux de calcification et les 

taux de photosynthèse et de respiration témoignent des liens étroits qui unissent ces paramètres 

physiologiques clés chez les coraux. 

Afin d’aller plus loin dans la compréhension du rôle de la respiration dans la réponse de S. 

pistillata lors de stress thermiques, il serait intéressant d’étudier plus spécifiquement l’activité 

métabolique de l’animal via une quantification des mitochondries et/ou de leur activité. Pour 

cela, des sondes telles que MitoTrackerTM existent et peuvent être utilisées sur des 

microcolonies à plat in vivo en microscopie confocale, comme cela a déjà été fait chez l’oursin 

par exemple (Agnello et al., 2008). Ces sondes ont pour particularité de traverser les membranes 

cellulaires et s’accumuler dans les mitochondries actives. En fonction des spécificités de 

chacune de ces sondes, il est possible d’estimer la masse et la distribution des mitochondries 

dans les tissus (e.g. MitoTrackerTM Green) ou encore leur activité oxydative (e.g. 

MitoTrackerTM Orange CMTMRos). Chez les coraux, la localisation et l’abondance des 

mitochondries a également déjà été analysée grâce à l’immunomarquage des tissus avec un 
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anticorps contre le Complexe IV (cytochrome c oxydase), protéine terminant la chaîne 

respiratoire mitochondriale (Barott et al., 2015). Ces techniques pourraient donc constituer des 

pistes pour des recherches complémentaires. 

 

A l’échelle moléculaire, l’étude des profils d’expression génique des transporteurs ioniques 

montre une forte cohérence dans la réponse des paramètres physiologiques de S. pistillata à des 

stress thermiques. Notamment, la sous-expression d’un groupe de gènes impliqués dans le 

transport et la conversion du carbone inorganique aux extrémités de la fenêtre thermique de S. 

pistillata (17°C et 32°C pour les microcolonies sur fil, ou 20°C et 31°C pour les microcolonies 

à plat), suggère que des perturbations dans l’apport de CID pour la calcification constituent un 

des éléments importants dans la réponse de cette espèce à des stress thermiques. 

Toutefois, la transcription des ARNm, sur laquelle s’est basée notre étude des expressions 

géniques, ne reflète pas nécessairement la totalité du processus de régulation des gènes. Il a été 

démontré par exemple que l’activité enzymatique des SpisCAs  augmente avec la température 

(Zoccola et al., 2016). C’est pourquoi, il serait intéressant d’évaluer la quantité de protéines 

produites in fine, ainsi que leur activité afin d’apporter des informations complémentaires sur 

leur rôle dans la réponse de S. pistillata à des changements de température. 

 

Par la suite, j’ai mesuré l’impact des stress thermiques sur le pHe dans le MEC et le pHi dans 

les cellules calicoblastiques. Mes résultats montrent que le pHe dans le MEC est maintenu au-

dessus du pH de l’eau de mer, à des valeurs similaires pour chacune des températures. De 

même, le pHi dans les cellules calicoblastiques ne présente pas de différences avec la 

température. Ces observations sont cohérentes avec l’absence de modification d’expression des 

gènes impliqués dans l’extrusion des protons (NHE et PMCAs). Il est admis que la régulation 

du pHe dans le MEC à un niveau élevé favorise la réaction de précipitation du CaCO3. Le 

maintien de la capacité à réguler le pH même en condition de stress thermique confirme que 

cette régulation constitue un élément important du processus de calcification. Cependant, la 

stabilité du pHe lors de changements de température ne permet pas d’expliquer le déclin de la 

calcification et suggère que d’autres facteurs peuvent en être responsables. Ce résultat est en 

accord avec les données de la littérature qui montrent en effet que non seulement le pH, mais 

également le Ca2+ ou le CID dans le MEC sont des paramètres importants pour la calcification. 

Etant donné que les mesures de pHe et de pHi ont été effectuées dans une zone particulière des 

microcolonies, à savoir le front de croissance, il serait intéressant dans le futur de lier les 

résultats obtenus à des mesures locales de la calcification. Pour cela, il serait utile de déterminer 

le taux de croissance des cristaux à proximité des poches de MEC lors de stress thermiques. 

Ces informations seraient complémentaires aux données de taux de calcification caractérisées 

sur les microcolonies dans leur ensemble via la technique d’anomalie d’alcalinité. 

 

Enfin, j’ai évalué l’impact de la température sur la voie paracellulaire en étudiant la 

perméabilité des tissus à la calcéine. Le demi-temps de renouvellement de la calcéine dans le 

MEC est plus long aux températures extrêmes et indique une diminution de la perméabilité lors 

de stress thermiques. Cette réduction de la perméabilité lors de changements de température, 

en l’occurrence à 20°C et 31°C, se produit conjointement à la diminution du taux de 

calcification attendue à ces mêmes températures. Ces résultats m’ont permis de suggérer qu’une 
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perméabilité paracellulaire moindre aux ions et molécules en conditions moins favorables 

pourraient permettre de contrôler la chimie du MEC comme un moyen pour le corail de lutter 

et tenter de maintenir la calcification. Il est aussi possible que la diminution de la perméabilité 

soit à l’origine du déclin de la calcification en condition de stress thermiques. A l’inverse, 

l’augmentation de la perméabilité en condition contrôle (25°C), où la calcification est optimale, 

pourrait indiquer que le renouvellement du MEC est bénéfique à la calcification. Il pourrait 

s’agir d’un moyen pour l’animal d’apporter plus régulièrement depuis l’eau de mer des ions, 

ou des éléments nutritifs essentiels à la production d’énergie, ou encore d’éliminer les produits 

dérivés de la calcification. Les changements de perméabilité ne s’expliquent cependant pas 

uniquement par la sous-expression de gènes structuraux (StpNRGs) et d’ancrage (StpCORAs). 

Il est envisageable que d’autres paramètres puissent influencer la perméabilité, tels que les 

mouvements péristaltiques et des cils dont un ralentissement pourrait induire une 

homogénéisation moindre des fluides et ainsi diminuer l’apport en ions disponibles pour la voie 

paracellulaire. Nos résultats ouvrent de nouvelles pistes de réflexion sur le rôle de la voie 

paracellulaire dans la calcification. Depuis de nombreuses années, un débat oppose les 

géochimistes qui suggèrent que le MEC doit être en relation et en équilibre avec le milieu 

environnant (eau de mer) pour expliquer la calcification, et les physiologistes qui décrivent le 

MEC comme un milieu relativement isolé de l’eau de mer. Même si les résultats de mon étude 

ne permettent pas de clore ce débat, ils suggèrent un lien entre perméabilité paracellulaire et 

calcification.  

 

De manière générale, nos résultats suggèrent que la chimie du MEC pourrait être modifiée en 

condition de stress thermique. Les modifications d’expression des gènes impliqués dans le 

transport du CID et la diminution de la perméabilité aux températures extrêmes pourraient 

indiquer en effet des modifications dans l’apport en ions pour la calcification. L’importance du 

CID dans la réponse au stress et son lien avec la calcification ont déjà été montrés dans d’autres 

études et il sera intéressant dans le futur de mesurer les concentrations en DIC et en Ca2+ dans 

le MEC sous l’effet de stress thermiques. 

 

Effet de la lumière 

 

Au cours des divers travaux effectués dans cette thèse, j’ai identifié, en plus de l’effet de la 

température, un effet notable de la lumière sur les processus physiologiques et l’expression des 

gènes de S. pistillata. J’ai observé une augmentation du taux de calcification le jour par rapport 

à la nuit à toutes les températures expérimentées, excepté à 17°C et 19°C. Ce phénomène est 

largement décrit dans la littérature sous le nom de « light-enhanced calcification » (LEC). A la 

lumière, la photosynthèse et la respiration permettraient en effet de stimuler la calcification 

notamment grâce à la synthèse par les zooxanthelles de produits servant de précurseurs à la 

formation de matrice organique, à l’établissement d’un environnement favorable à la 

calcification (pH et état de saturation élevés) grâce au prélèvement de CO2 pour la 

photosynthèse, ainsi qu’à la production d’énergie via l’activité métabolique des mitochondries. 

En effet, mes observations concernant la hausse de la calcification le jour s’accompagnent d’une 

augmentation du taux de respiration par rapport à la nuit, ainsi que d’un niveau élevé de 

photosynthèse contrairement à 17°C où aucun phénomène de LEC n’apparaît. De plus, j’ai 
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identifié un groupe de gènes impliqués dans le transport et la conversion de CID (transporteurs 

de bicarbonate et anhydrases carboniques) dont l’expression diffère entre le jour et la nuit à 

25°C (microcolonies sur fil et à plat), ainsi qu’à 32°C pour les microcolonies sur fil. Il semble 

donc que, comme lors de changements de température, le transport de CID joue un rôle 

important dans la réponse de S. pistillata à la lumière. Par ailleurs, comme pour la température, 

la perméabilité paracellulaire des tissus de S. pistillata est plus élevée à la lumière où le taux de 

calcification est également plus élevé. Cette observation semble ainsi confirmer que 

l’augmentation de la perméabilité pourrait être bénéfique à la calcification, tandis que la 

diminution de perméabilité pourrait être le signe d’une lutte de l’animal pour maintenir plus 

aisément des conditions propices à la précipitation du CaCO3. En revanche, contrairement aux 

conditions de stress thermique, les gènes de jonctions StpNRGs et StpCORAs voient leur 

expression diminuée le jour, lorsque la perméabilité est augmentée. Les modifications de 

perméabilité semblent donc être corrélées à la structure et l’ancrage des jonctions. Dans la 

condition nuit/jour, il est important de considérer que les changements de lumière ont lieu de 

manière naturelle chaque jour et ne représentent pas un stress pour l’animal. Si les résultats 

observés résultaient d’une régulation volontaire des jonctions septées entre le jour et la nuit, 

cela signifierait que l’animal est capable d’adapter la voie paracellulaire aux besoins de la 

calcification. 

Bien que l’influence de la lumière sur la physiologie des coraux tropicaux constructeurs de 

récifs tels que S. pistillata soit avérée, de nombreuses incertitudes perdurent sur la façon dont 

elle permet de stimuler la calcification. Les différences de perméabilité entre le jour et la nuit 

interrogent également sur une influence de la photosynthèse et/ou un impact de la lumière en 

tant que telle. Une meilleure caractérisation de l’effet de la lumière sur la physiologie des coraux 

est donc un enjeu important pour l’avenir afin de comprendre le fonctionnement de ces espèces. 

 

Conclusion générale 

 

Les travaux conduits au cours de ma thèse ont permis de confirmer l’importance de divers 

processus physiologiques tels que la respiration, la photosynthèse et la régulation du pHe dans 

le MEC pour favoriser la calcification chez S. pistillata. De plus, mes résultats ont permis 

d’apporter de nouveaux éléments pour une meilleure compréhension des processus 

physiologiques et moléculaires régissant la formation du squelette de S. pistillata et sa réponse 

lors de changements de température ou de condition lumineuse. Un résultat particulièrement 

intéressant de mon étude concerne la voie paracellulaire et les différences de perméabilité 

observées chez S. pistillata entre le jour et la nuit et lors de stress thermiques. L’augmentation 

de la perméabilité dans les conditions optimales (25°C et le jour) suggère que la voie 

paracellulaire serait nécessaire à la calcification et remet ainsi en question la vision de 

nombreux physiologistes.  

 

Les profils de l’ensemble des paramètres mesurés au cours de ma thèse en réponse à la 

température sont représentés graphiquement sur la Figure 49. 
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Figure 49. Représentation des profils de chacun des paramètres mesurés dans les chapitres 2, 3 et 4 en réponse à la température : A. la nuit, et B. le jour. 

L’échelle de l’axe y est arbitraire. Les courbes des taux de calcification (orange), respiration (jaune) et photosynthèse (verte), sont issues des régressions 

polynomiales présentées dans le chapitre 2. Les courbes représentant l’expression des gènes impliqués dans le transport et la conversion du CID (marron) et 

dans le transport des protons (violet), ainsi que des gènes de jonctions septées (bleue turquoise) sont tracées de manière arbitraire de façon à refléter les différences 

de niveaux d’expression observés en fonction de la température et de la condition nuit/jour. Les droites montrant les valeurs de pHe (magenta) et de pHi (rose 

clair) sont extrapolées en fonction des valeurs mesurées à 20°C, 25°C et 31°C. La courbe de perméabilité (bleue) est tracée à partir de valeurs arbitraires de 

perméabilité reflétant la profil inverse des mesures de t½.
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Les mécanismes impliqués dans la réponse de S. pistillata à un stress thermique sont également 

résumés dans le modèle heuristique présenté ci-après (Figure 50). Ce modèle est basé sur les 

données obtenues durant la nuit afin d’exclure l’effet de la lumière et de la photosynthèse. 

 

 

Figure 50. Modèle heuristique des mécanismes impliqués dans la formation de la fraction minérale 

du squelette en carbonate de calcium de S. pistillata durant la nuit : (A) en condition contrôle, et 

(B) lors d’un stress thermique. Les étoiles jaunes représentent les processus affectés lors d’un stress 

thermique selon les résultats obtenus au cours de cette thèse. 

 

Perspectives 

 

A l’avenir, des recherches complémentaires seront nécessaires pour approfondir notre 

connaissance de la réponse de S. pistillata à des changements de la température. Dans notre 

étude, nous souhaitions comprendre la cause d’un déclin de la calcification lors de changements 

de température et déceler les mécanismes régissant la réponse de S. pistillata. Par la suite, il 

pourrait aussi être instructif de déterminer quels mécanismes sont à l’origine d’une stimulation 

de la calcification lorsque la température est optimale (29°C pour les microcolonies sur fil). 

De plus, l’ensemble de notre étude a été conduite sur des modifications de la température à 

court terme (une semaine). La question se pose alors de savoir si à plus long terme, la réponse 

de cette espèce serait différente. Lors d’une exposition prolongée à un stress, il est possible que 

les individus s’acclimatent ou, à l’inverse, que ce stress continu les affaiblisse. Afin d’explorer 

cette piste, j’ai encadré une stagiaire de Master 1, Estelle Bapst, qui a caractérisé la fenêtre de 

performance thermique de S. pistillata après une exposition de 4 mois à 20°C, 25°C, 29°C et 

31°C. Ces températures ont été ciblées en fonction de mes propres résultats. Ainsi, 20°C et 

31°C sont les températures que j’ai utilisées pour mes propres expériences (mesures du pH et 

de la perméabilité) et qui sont moins favorables aux divers processus physiologiques que la 

température contrôle de 25°C. Nous avons également choisi de réaliser des expériences à 29°C 

afin d’étudier si cette température, optimale pour la calcification des microcolonies sur fil à 
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court terme, demeure favorable à long terme. Les analyses d’Estelle sur les taux de calcification, 

de respiration et de photosynthèse ont montré qu’après 4 mois d’exposition aux différentes 

températures, 25°C constitue la température optimale, tandis 29°C devient néfaste. En-deçà et 

au-delà de 25°C tous les paramètres physiologiques de S. pistillata mesurés sont ainsi réduits. 

A 31°C, les microcolonies présentent même des signes visuels de nécrose des tissus, témoignant 

d’un impact hautement négatif d’une exposition à cette température à long terme. Il pourrait 

être utile par la suite d’analyser l’expression des gènes de transporteurs ioniques afin d’observer 

si le transport de CID est impliqué dans la réponse de S. pistillata à ces stress thermiques de la 

même manière qu’à court terme. Il serait intéressant aussi d’étudier si la régulation du pH et 

des transports de protons sont perturbés après plusieurs mois de stress thermique. 

 

Les travaux issus de ma thèse ont été centrés sur l’influence de stress thermiques et de la lumière 

sur les transports des ions et molécules en lien avec le processus de calcification chez S. 

pistillata. Néanmoins, d’autres paramètres sont cruciaux dans la formation du squelette des 

coraux, tel qu’évoqué dans le chapitre 1, et mériteraient d’être analysés également. 

Etant donné le rôle crucial de la matrice organique en tant que précurseur de la formation des 

cristaux et leur croissance, il serait important de caractériser l’influence de la température sur 

les protéines la composant. Une précédente étude a relevé que 12 gènes codant pour des 

protéines de la matrice organique squelettique chez S. pistillata sont sous-régulés lors d’une 

élévation de la température (Maor-Landaw et al., 2014). Dans une autre étude, Ruiz-Jones et 

al. (2015) ont remarqué, quant à eux, une surexpression de deux galaxines et de six autres 

protéines de matrice organique le jour par rapport à la nuit. Il est donc possible que les protéines 

de matrice organique soient stimulées dans les conditions optimales de calcification 

(température contrôle et à la lumière), grâce notamment à la photosynthèse. Lors de stress 

thermiques, la sous-expression des gènes codant pour des protéines de matrice organique 

pourrait induire des perturbations dans la production des nucléus de CaCO3 et/ou dans la 

morphologie et la croissance des cristaux. Cette piste pourrait donc faire l’objet de plus amples 

recherches dans le futur. 

 

D’un point de vue environnemental, il est primordial de garder à l’esprit que nos travaux réalisés 

en laboratoire ne peuvent pas être directement extrapolés à la réalité du terrain. Dans les 

aquariums, les coraux sont soumis à des paramètres environnementaux (température, pH, 

salinité, intensité lumineuse, photopériode), ainsi qu’à une alimentation, extrêmement contrôlés 

et stables. Cette régularité est un atout en laboratoire puisqu’il permet de choisir le(s) 

paramètre(s) dont nous souhaitons étudier l’effet, indépendamment de tous les autres. 

Cependant, dans le milieu naturel, l’ensemble de ces paramètres fluctuent au fil de la journée, 

d’un jour à l’autre et d’une saison à une autre et peuvent induire des réponses différentes lorsque 

ces divers facteurs sont combinés. Plusieurs études ont relevé notamment que la combinaison 

d’une hausse de la température avec une acidification de l’eau amplifie l’effet négatif de chacun 

de ces paramètres sur la santé, voire la survie, des coraux (e.g. Hoegh-Guldberg et al., 2007 ; 

Rodolfo-Metalpa et al., 2011). Notre travail a donc permis d’améliorer la compréhension des 

mécanismes physiologiques impliqués dans la calcification et leur réponse à des changements 

de température. Les résultats obtenus pourront être des outils utiles pour le développement, par 
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la suite, d’études sur le terrain visant à évaluer la santé des coraux et prédire l’impact des 

changements climatiques sur leur devenir au sein des récifs. 
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Annexe 1. Valeurs propres de l'analyse discriminante des gènes de transporteurs ioniques. 

  DF1 DF2 DF3 DF4 DF5 

Valeurs propres 0,918 0,752 0,746 0,691 0,511 

Proportion 25,371 20,779 20,63 19,102 14,118 

Proportion cumulée 25,371 46,15 66,78 85,882 100 

 

 

Annexe 2. Variables discriminantes de l’analyse discriminante des gènes de transporteurs 

ioniques. 

 

  

  DF1 DF2 DF3 DF4 DF5 

Ca2+ channel -10,694966 15,4675 0,46706 -1,12324 14,1893 

NHE -3,080636 -4,7236 -5,7165 -5,429 -15,163 

PMCA1 -20,717179 28,3384 -1,934 59,38005 59,0433 

PMCA2 24,594086 -23,7929 -0,46087 -24,39161 -36,4319 

PMCA3 -8,847916 15,5788 6,02866 47,70116 60,3594 

SpisSLC4β 5,144749 4,7056 3,4149 2,41585 2,6525 

SpisSLC4γ 1,536614 -2,5363 0,55952 -12,33544 -9,7606 

SpisSLC4δ -0,54441 0,5018 -0,10592 1,34472 1,586 

SpisSLC4ε -0,230295 0,753 -0,52864 1,15644 2,4429 

SpisSLC26α -1,217538 1,8577 0,54096 -7,18371 -13,662 

SpisSLC26β -0,261162 0,1832 0,73831 -0,05325 1,0824 

SpisSLC26γ 48,696717 -119,0814 22,11929 -223,00689 -248,1892 

SpisCA1 1,233195 10,4148 -0,57223 42,31536 19,6564 

SpisCA2 -0,001286 0,0266 0,02982 0,02812 0,1953 

SpisCA3 0,494598 -2,8902 0,53158 -3,59205 -3,351 

SpisCA4 1,742739 -1,0802 -2,31121 -0,98802 -3,0357 

V-ATPase 8,282215 -17,0624 -5,79534 -55,13415 -65,1961 
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Annexe 3. Résultats d’une ANOVA à un facteur sur l’effet des traitements (température et 

condition nuit/jour) sur chacun des axes de l’analyse discriminante des gènes de transporteurs 

ioniques (DF1, DF2 et DF3) (Figure 31) suivie d’un test post-hoc de Student-Newman-Keuls. 

Variable Effet df F p Post-hoc 

DF1 Traitement 5 205,8 > 0,0001 

a 
25°C Jour, 25°C Nuit, 

20°C Jour, 20°C Nuit 

b 31°C Nuit 

c 31°C Jour 

d - 

e - 

f - 

DF2 Traitement 5 676,4 > 0,0001 

a 25°C Nuit 

b 31°C Jour 

c 31°C Nuit 

d 20°C Jour, 20°C Nuit 

e 25°C Jour 

f - 

DF3 Traitement 5 429,6 > 0,0001 

a 25°C Jour 

b 25°C Nuit 

c 31°C Jour 

d 31°C Nuit 

e 20°C Nuit 

f 20°C Jour 

 

 

Annexe 4. Mise au point d’un protocole de mesure du taux de calcification avec la méthode 

d’anomalie d’alcalinité dans un petit volume. 

 

La méthode d’anomalie d’alcalinité est une méthode reconnue pour mesurer le taux de 

calcification chez les coraux (Chisholm et Gattuso, 1991). Cette méthode consiste à mesurer 

l’alcalinité totale de l’eau contenue dans une chambre d’incubation où les échantillons ont été 

incubés pendant un temps donné et la comparer à un blanc (eau incubée sans échantillon). 

Sachant que toute précipitation d’une mole de CaCO3 correspond à une diminution de 

l’alcalinité de deux équivalents, la différence d’alcalinité entre l’échantillon et le blanc (appelée 

anomalie d’alcalinité) permet de calculer la quantité de CaCO3 précipitée pendant la durée de 

l’incubation et d’en déduire ainsi un taux de calcification. Cette méthode est couramment 

utilisée pour des microcolonies de coraux sur fil mesurant au minimum 2 cm de long. 

Cependant, il n’existe pas à ce jour de méthode pour mesurer le taux de calcification sur des 

microcolonies à plat dont la surface est largement inférieure. C’est pourquoi, j’ai commencé à 

mettre au point un protocole pour mesurer l’alcalinité de l’eau pour des microcolonies incubées 

dans des petits volumes. 

 

Pour cela, j’ai conçu de nouvelles chambres d’incubation afin d’adapter le volume d’incubation 

à la taille des échantillons. Etant donné que 12 ml sont nécessaires pour les titrations de l’eau 

(4 ml en triplicat), j’ai conçu des chambres d’incubation de 16 ml, dont le diamètre permet 

également de pouvoir placer la lamelle en verre sur lesquelles sont fixées les microcolonies à 
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plat (Annexe 5). Au fond des chambres d’incubation, des petits « pieds » permettent de 

surélever la lamelle en verre afin de placer en-dessous un barreau aimanté. 

 

De nombreux tests ont été effectués pour déterminer la durée d’incubation adéquate afin 

d’obtenir une diminution d’alcalinité suffisante pour calculer le taux de calcification, sans 

observer de changement du pH. Ainsi, les microcolonies peuvent être incubées 30 min à 25°C, 

45 min à 31°C et 1h à 20°C. A la fin des incubations, l’eau des chambres d’incubation est 

récupérée pour réaliser les titrations comme décrit dans (Tambutté, É. et al., 2015). Comme 

pour les mesures d’alcalinité dans de plus grands volumes, le taux de calcification est ensuite 

calculé à partir de la différence d’alcalinité totale (AT) entre les échantillons et les blancs. Les 

données sont ensuite normalisées par la surface des échantillons. La surface des microcolonies 

à plat correspond à la circonférence de celles-ci et a été déterminée à partir de photographies 

capturées avec une caméra (Nikon) placée sur une loupe binoculaire (Nikon SMZ 745T) au 

grossissement x0,67, enregistrées sur le logiciel Archimed et analysées avec le logiciel 

Histolab. 

 

De premières expériences ont été conduites de nuit et ont permis de calculer le taux de 

calcification à 20°C, 25°C et 31°C. Des mesures du taux de respiration ont également été 

réalisées grâce à des pastilles collées à l’intérieur des chambres d’incubation reliées à un 

oxymètre (Oxy4mini) tel que décrit dans l’article 1 (Bernardet et al., 2019). Les résultats 

préliminaires de ces expériences sont présentés en Annexe 6. 

 

Annexe 5. Conception de nouvelles chambres d’incubation pour mesurer l’alcalinité dans des 

petits volumes. A : Plan de conception des chambres d’incubation, B. et C. Photographie des 

chambres d’incubations. 
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Annexe 6. Résultats préliminaires des taux de calcification (A) et de respiration (B) de 

microcolonies à plat. 
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Annexe 7. Valeurs propres de l’analyse discriminante des gènes de jonctions septées. 

  DF1 DF2 DF3 DF4 DF5 

Valeurs propres 0,922 0,868 0,729 0,709 0,612 

Proportion 24,013 22,604 18,978 18,461 15,944 

Proportion cumulée 24,013 46,617 65,595 84,056 100 

 

Annexe 8. Variables discriminantes de l’analyse discriminante des gènes de jonctions septées. 

 

  

  DF1 DF2 DF3 DF4 DF5 

StpClaud3 -12,5387 -80,864 -136,7624 -77,8208 147,334 

StpClaud4 5,1034 43,472 -1,5606 8,1144 50,8434 

StpClaud5 61,0795 -901,749 -692,6567 -103,4937 505,0142 

StpClaud6 -19,6101 150,092 49,315 182,17 -220,677 

StpClaud7 88,4068 -135,976 68,9265 -56,1058 94,9415 

StpClaudAS1 -80,1926 -104,355 23,0187 -171,4665 33,8717 

StpClaudAS2 34,4287 -24,118 -139,9376 -59,1042 111,9461 

StpCONT 28,4317 -15,003 -95,9058 -30,5088 61,3507 

StpCORA1 -1,3017 2,042 -0,6928 -2,4313 1,1519 

StpCORA2 4,776 -23,766 25,6178 5,2672 -25,9115 

StpCORA3 5,1599 -10,553 -9,0375 -5,9717 7,2949 

StpNRG1 0,2255 -2,777 -1,9631 0,1003 -0,4458 

StpNRG2 0,4101 3,07 2,5856 3,1525 -1,7241 

StpNRX1 -8,3249 13,747 15,9079 3,41 -14,5798 

StpNRX2 -366,1763 -625,103 -335,9557 -199,4479 666,2525 

StpNRX3 59,5012 -80,289 -265,3444 -38,596 -337,3021 

StpYURT -45,2948 -39,436 109,1265 -2,4199 -64,491 
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Annexe 9. Résultats d’une ANOVA à un facteur sur l’effet des traitements (température et 

condition nuit/jour) sur chacun des axes de l’analyse discriminante des gènes de jonctions 

septées (DF1, DF2 et DF3) (Figure 45) suivie d’un test post-hoc de Student-Newman-Keuls. 

Variable Effet df F p Post-hoc 

DF1 Traitement 5 296,2 < 0,0001 

a 
20°C Jour, 20°C Nuit, 

25°C Jour 

b 25°Nuit 

c 31°C Jour 

d 31°C Nuit 

e - 

f - 

DF2 Traitement 5 31,56 < 0,0001 

a 31°C Jour 

b 20°C Nuit 

c 
20°C Jour, 

25°C Jour, 25°C Nuit 

d 31°C Nuit 

e - 

f - 

DF3 Traitement 5 97,1 < 0,0001 

a 20°C Jour 

b 25°C Nuit, 31°C Nuit 

c 
31°C Nuit, 31°C Jour, 

20°C Nuit 

d 25°C Jour 

e - 

f - 
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Physiologie des transports ioniques et moléculaires chez les coraux, 
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RÉSUMÉ 
 
Les coraux tropicaux constructeurs de récifs sont à l’origine d’écosystèmes extrêmement riches dont 

dépendent de nombreuses espèces, y compris l’Homme. Aujourd’hui, les changements climatiques 

représentent toutefois une menace pour la survie des coraux. Afin de comprendre la réponse de ces 

espèces aux modifications environnementales, il est essentiel d’avoir des informations sur la physiologie 

de ces espèces-clé. Les travaux conduits au cours de ma thèse ont ainsi permis de caractériser, au niveau 

mécanistique, les processus affectés par des changements de température chez l’espèce Stylophora 

pistillata. Pour cela, j’ai employé des approches multiples en partant de l’animal jusqu’au gène. Mes 

résultats ont montré : 1) que les taux de calcification, de photosynthèse et de respiration sont 

drastiquement réduits aux extrémités de la fenêtre thermique, 2) l’existence d’un phénomène de « light-

enhanced calcification », excepté à basse température, 3) la sous-expression d’un groupe de gènes 

impliqué dans le transport du carbone inorganique  lorsque les taux de calcification sont réduits (stress 

thermiques et la nuit), 4) la stabilité du pH dans le milieu extracellulaire calcifiant dans tous les 

traitements, et 5) l’augmentation de la perméabilité paracellulaire conjointement à l’augmentation de la 

calcification (25°C et le jour). En plus de leur intérêt en recherche fondamentale, ces informations 

peuvent constituer des outils utiles pour de futures recherches sur le terrain dans le but d’évaluer l’état 

de santé des coraux et prédire leur devenir dans un monde qui change. 

 

Mots-clé : Corail, Stylophora pistillata, calcification, température, nuit/jour, expression génique, pH, 

perméabilité 

 

ABSTRACT 
 
Tropical reef-building corals are at the basis of extremely biodiverse ecosystems on which many species 

depend, including human beings. Today, climate change represents a threat for the future survival of 

corals, and it is becoming crucial to better understand the physiology of these key species and the 

mechanisms underlying their responses to environmental change. The work conducted during my PhD 

focused on the characterization of the processes affected by temperature changes in Stylophora 

pistillata. For this purpose, I used multiple approaches from the animal to the gene. My results showed 

that: 1) calcification, photosynthesis and respiration declined drastically at the extremes of the thermal 

performance window, 2) light-enhanced calcification occurs across the thermal performance window 

except at low temperature, 3) a group of genes involved in inorganic carbon transport is under-expressed 

when calcification is reduced (thermal stress and during night), 4) pH in the extracellular calcifying 

medium remains stable at low and high temperatures, 5) paracellular permeability is highest when 

calcification increases (25°C and during the day).  Information gained from this lab-based study will be 

useful in guiding further research in the field in order to evaluate coral health and predict the future of 

coral reefs in a changing world. 

 

Keywords: Coral, Stylophora pistillata, calcification, temperature, night/day, gene expression, pH, 

permeability 


