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Résumé

Vu le nombre croissant de maladies coralliennes lié a I'impact grandissant du
réchauffement climatique et des activités anthropiques, le présent travail de
recherche s'est intéressé au phénomene de blanchissement corallien. Les Cnidaires
Scléractiniaires sont les éléments de base et essentiels de ['écosysteme récifal;
écosystéme dont les intéréts écologiques, économiques et sociétaux ne sont plus a
démontrer. Ce symptdme de blanchissement a des causes multiples et complexes
qui sont encore mal connues. Il correspond a la rupture de la symbiose mutualiste
existant entre le corail et des microalgues, appelées zooxanthelles, et peut
engendrer la mort de nombreux coraux.

Une hypothése a la base de ce phénoméne suggére que le corail blanchit
suite a I'action de bactéries pathogénes, pénétrant a l'intérieur des tissus coralliens.
Cependant, cette hypothése semble assez controversée et le présent travail tente
d'élucider un ensemble de questions liées a cette polémique. Pour ce faire, une
approche pluridisciplinaire alliant I'écologie (générale et microbienne) et la biologie

moléculaire a été mise en place lors d'études in situ et expérimentales.

A l'aide de la microscopie électronique, des critéres morphologiques ont été
établis afin de caractériser I'état de blanchissement du corail. Par ailleurs, cette
technique a également permis d'identifier différents types de bactéries au sein des
tissus coralliens. Leur présence et leurs r6les au sein de I'holobionte corallien sont
discutés.

Plusieurs techniques de la biologie moléculaire (DGGE, séquencage) ont
apporté des éléments sur la non-spécificité des communautés bactériennes
associées a des coraux d'espéces différentes, provenant de sites de prélévement
différents et dans des états de blanchissement différents. Cette non-spécificité
souligne le fait que les fonctions remplies par les bactéries au sein de I'holobionte
corallien pourraient étre le fait de bactéries opportunistes provenant de groupes
taxonomiques variés.

La présence de Cyanobactéries chez certains coraux, détectées a l'aide de Ia
microscopie et confirmée par les techniques moléculaires, souléve la question de



leur réle au sein de I'holobionte et de I'alternative symbiotique qu'elles offrent a
I'h6te par rapport aux zooxanthelles, microalgues symbiotiques "habituelles" des
Scléractiniaires hermatypiques. Les questions de la compétition potentielle entre ces
différents types de symbiotes ou de 'avantage de cette diversité symbiotique en cas
de blanchissement restent ouvertes.

Une approche transcriptomique a permis d'étudier la réponse du corail face a
un stress bactérien, dans différentes conditions expérimentales de température
déterminant I'expression de la virulence des bactéries. L'étude du profil d'expression
de différents génes impliqués dans I'immunité du corail a permis de comprendre la
séquence de réactions et les modifications de I'allocation des ressources en réponse
aux différentes étapes de l'infection bactérienne. A cette occasion, le premier
peptide antimicrobien de Scléractiniaires, la damicornine, a pu étre mis en évidence
et caractérisé.

a

L'ensemble de ces résultats meénent a penser que le contexte des
modifications des paramétres environnementaux importe plus que la présence elle-
méme de pathogénes. Les bactéries agiraient alors comme facteur aggravant dans
une situation ou le corail, déja stressé et affaibli, ne peut se défendre de maniére
adéquate.

Finalement, les observations d'une augmentation du nombre de cnidocytes
chez une espéce de corail ayant subi un blanchissement suggérent que certaines
espéces de corail seraient capables de s'adapter au manque d'apports occasionné
par la perte significative de zooxanthelles, en passant a un régime nutritionnel plus
hétérotrophe. Ceci favoriserait alors la résilience du corail.



Abstract

Given the increasing number of coral diseases linked to the growing impact
of global warming and human activities, the present research focused on the
phenomenon of coral bleaching. The Scleractinian Cnidaria are the essential building
blocks of the coral reef ecosystem, whose ecological, economic and societal
interests are demonstrated. The symptom of bleaching has multiple and complex
causes that are still unclear. It corresponds to the rupture of the mutualistic
symbiosis between the coral and microalgae, called zooxanthellae, and can causes
death of many corals.

An assumption underlying this phenomenon suggests that corals are
bleaching by the action of pathogenic bacteria, penetrating inside the coral tissues.
However, this hypothesis seems quite controversial and the present work attempts
to elucidate a set of issues surrounding this controversy. To do this, a
multidisciplinary approach combining ecology (general and microbial) and molecular
biology has been established through field and experimental studies.

Using electron microscopy, morphological criteria were established to
characterize the status of coral bleaching. Furthermore, this technique was also used
to identify different types of bacteria within coral tissues. Their presence and their
role within the coral holobiont were discussed.

Several molecular biology techniques (DGGE, sequencing) have provided
evidences on the non-specificity of bacterial communities associated with corals
species, sampling sites and different status of bleaching. This non-specificity shows
that the functions performed by bacteria in the coral holobiont could be the result of
opportunistic bacteria from various taxonomic groups.

The presence of Cyanobacteria in some corals, detected by microscopy and
confirmed by molecular techniques, raises the question about their role within the
holobiont and the alternative pathway that they offer for the symbiotic host
compared with zooxanthellae. The issues of potential competition between these
different symbionts or the benefit of this symbiotic diversity, in case of bleaching
event, remain open.



Transcriptomic genetics was used to study the response of coral facing a
bacterial stress in different experimental conditions of temperature determining the
expression of bacterial virulence. Studying the expression profile of genes involved
in immunity of the coral allowed to understand the sequence of reactions and
changes in resource allocation in response to different stages of bacterial infection.
On this experiment, the first antimicrobial peptide of Scleractinia, the damicornin,
has been identified and characterized.

All these results suggest that the context of changes in environmental
parameters is more important than the presence of pathogens itself. The bacteria
would then act as an aggravating factor in a situation where the coral, already
weakened and stressed, cannot defend itself adequately.

Finally, the observation of an increase in cnidocytes in a coral species that has
undergone bleaching, suggests that some coral species are able to shift to a more
heterotrophic nutritional regime adapting to the lack of inputs caused by the
significant loss of zooxanthellae. This would favor the resilience of coral.
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AVANT-PROPOS

L’écosyteme récifal abrite la plus grande biodiversité marine et remplit de
nombreuses fonctions importantes a bien des égards (ex: ressources alimentaires,
réles socio-économiques, protection des cOtes, stock de ressources médicales et
pharmacologiques, ...). Dans le contexte actuel de changement climatique global,
les récifs coralliens tropicaux apparaissent de plus en plus menacés. Le
blanchissement est I'une des principales menaces auxquelles sont exposés les
Scléractiniaires hermatypiques, principaux constructeurs de ces récifs coralliens. Ce
phénoméne est le symptome “macroscopique” d’un déreglement de la symbiose
entre I’h6te corallien et ses zooxanthelles endosymbiotiques, qui fait suite a un
stress ou une perturbation des conditions environnementales menant a I’expulsion
ou a la dégradation des zooxanthelles et/ou de leur appareillage photosynthétique.
Le blanchissement peut conduire a une mortalité importante de certaines espeéces
constitutives de I’assemblage corallien, ce qui a et aura des répercussions
importantes sur les communautés (animales, végétales et humaines) associées:
disparition d’habitats et de nourriture pour de nombreuses espéces, déstabilisation
de la chaine trophique, diminution de la résistance face a la houle et donc diminution
de la protection des cbtes, ...

Différentes hypothéses sont a la base de ce phénomene. Celles-ci mettent en
cause des facteurs abiotiques tels que la température ou la lumiére, et des facteurs
biotiques tels que les bactéries. Dans les années 90, I’hypothése bactérienne du
blanchissement corallien a vu le jour suggérant que I’'agent responsable de ce
phénomeéne pouvait étre une bactérie pathogene du genre Vibrio (Vibrio shiloi) chez
le corail Oculina patagonica (Kushmaro et al. 1996, Kushmaro et al. 1997). Cette
hypothése a ensuite été renforcée par la découverte d’un autre agent bactérien
(Vibrio coralliilyticus) responsable du blanchissement corallien de Pocillopora
damicornis (Ben-Haim et al. 2003a, Ben-Haim Rozenblat and Rosenberg 2004b).
Cependant, des résistances sont apparues au niveau du corail vis-a-vis de son
pathogene présumé. Ce phénoméne engendra I’hypothése probiotique corallienne
et la théorie hologénomique de I’Evolution (Reshef et al. 2006, Zilber-Rosenberg and
Rosenberg 2008). Selon ces deux théories, le corail s’adapterait a son




environnement changeant en modifiant ses populations de symbiotes (bactériens et
algaux) résidents.

L’hypothése bactérienne du blanchissement corallien a cependant toujours
été critiquée (Ainsworth et al. 2008). A I’heure actuelle, il n'a pas pu étre démontré si
des bactéries peuvent induire un blanchissement ou si elles sont des agents
secondaires venant renforcer ce phénoméne. En effet, rares sont les études (Banin
et al. 2000a, Ben-Haim et al. 2003¢, Lesser et al. 2004, Cervino et al. 2008, Kvennefors
and Roff 2009) ayant présenté des images de bactéries dans les tissus coralliens et
certaines d’entre-elles sont critiquables. De plus, les études ayant présenté des Vibrio
comme responsables de blanchissement de certains coraux ont été faites sur base
expérimentale (Kushmaro et al. 1997, Ben-Haim et al. 2003c¢) et contredites par des
études environnementales (Reshef et al. 2006, Ainsworth et al. 2008). Par ailleurs, les
réponses induites chez le corail lors d’un stress bactérien ne sont pas encore
connues, si ce sont bien les bactéries (et pas un autre facteur) qui occasionnent ce
stress chez le corail...

C’est dans ce contexte controversé et lacunaire que s’inscrit le présent travail
de these. Celui-ci a pour principal objectif de comprendre le réle joué par les
bactéries dans le phénomene de blanchissement corallien. Afin de répondre a cette
question, ce travail a été découpé en 3 parties. Premieérement, la variabilité naturelle
de la densité en zooxanthelles dans les tissus coralliens et ses facteurs
environnementaux associés (profondeur, luminosité,...) ont été recherchés. Ces
résultats seront mis en relation avec I’hétérogénéité spatiale du phénomeéne de
blanchissement et des communautés bactériennes. Deuxiemement, les altérations
morphologiques provoquées au niveau tissulaire et cellulaire du corail lors d’un
phénoméne de blanchissement ont été décrites. Finalement, un volet expérimental a
été mis sur pied afin d'identifier les réponses qu'un corail pouvait développer face a
un stress bactérien, dans certaines conditions. Les outils de biologie moléculaire et
de transcriptomique (techniques de pointe) vont nous permettre de valider
I'hypothese selon laquelle des bactéries - couplées ou non au facteur température -
initient un blanchissement ou autre déreglement chez le corail (modéle Vibrio
coralliilyticus/Pocillopora damicornis). L’hybridation soustractive (SSH) servant a
comparer deux conditions sur la base du niveau d’expression de certains genes, va



nous permettre de déterminer quand et dans quelles conditions se produit ce
déréglement, mais surtout de quelle maniére réagit le corail face a cela (en réprimant
ou surexprimant certains genes de fonction particuliere).



