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RESUME

La forét boréale représente pres du tiers des foréts mondiales et est un important puits de
CO; atmosphérique. La captation de ce CO; fait partie des multiples fonctions
€cosystémiques qu’apporte simultanément cet écosystéme boréal aux sociétés humaines.
La compréhension des facteurs contrélant cette multifonctionnalité de I’écosystéme est
essentielle afin de pouvoir effectuer des efforts de conservation efficace des ressources
naturelles. Les micro-organismes sont omniprésents dans les sols et plusieurs chercheurs
semblent démontrer qu’ils ont un réle clé dans le maintien de la multifonctionnalité
participant a la décomposition et a la minéralisation de la matiere organique des sols,
entre autres. Plusieurs études ont démontré que la multifonctionnalité est soutenue par la
biodiversité microbienne principalement dans les écosystemes arides et tempérés.
Cependant, une seule étude a ce jour s’est concentrée sur |’écosystéme boréal et montrait
un faible role de la diversité microbienne. Le premier objectif de I’étude est de
tester et généraliser I’existence de la relation entre la diversité des micro-organismes
(richesse et composition) et la multifonctionnalité des écosystémes forestiers boréaux.
Le second objectif est de déterminer si le potentiel d’hydrogene et d’oxydoréduction des
sols sont des facteurs directs de la multifonctionnalité des €écosystemes ou indirects via la
modulation de la diversité microbienne, comme cela a ét¢ montré fréquemment dans la
littérature. Pour parvenir a caractériser I’écosysteéme boréal, plusieurs mesures en
laboratoire ont ét€ réalisées sur des sols en provenance de |’Abitibi-Témiscamingue
(115 sites) et de la Haute-Mauricie (50 sites). Des valeurs en lien avec le cycle
de ’azote, du carbone et du phosphore ont ét¢ mesurées ainsi que des analyses de
photos et d’imagerie satellitaire comme indicateur de la productivité primaire. De la
métagénomique a été effectuée sur des échantillons de sols afin de pouvoir obtenir une
représentation des especes de bactéries et de champignons présents sur chacune des
parcelles. Puis, des variables abiotiques telles que le pH, Eh, % matiére organique ou
encore la température ont ét¢ mesuré ou tiré de base de données. Des modeles d’analyse
de pistes ont €té utilisés afin de bien comprendre les effets de causalité. Similairement aux
études précédentes, cette étude montre une relation positive entre la diversité microbienne
et la multifonctionnalité des €cosystémes. Dans notre €tude, une diversité €levée entrainait
une augmentation de la productivité primaire et de I’activité enzymatique de recyclage
des nutriments du sol ainsi qu’une diminution de 1I’émission des gaz a effet de serre par
unité de matiere organique des sols. Notre étude a spécifiquement montré que la diversité
béta des bactéries et la quantité de matiere organique des sols étaient les deux facteurs les
plus importants agissant sur la multifonctionnalité des foréts boréales. Toutefois, le role
positif direct de la diversité était d’une importance relativement faible en comparaison
avec le role négatif de la quantité de matiere organique des sols. Ce dernier est bien connu
en écosysteme boréal et réfere au phénomene de paludification, ou plus il y a une
accumulation importante de matiere organique au sol, plus la végétation se trouve loin des
nutriments provenant de la roche-mere et de la nappe phréatique et limite alors la
productivité. La richesse spécifique fongique était principalement déterminée par le Eh
tandis que la diversité béta des bactéries était déterminée prmc1palement par le pH.
Cela suggere que ces deux types de micro-organismes n’occupent pas les mémes niches
¢cologiques. De plus, le pH et le Eh ont d’importants effets indirects sur la
multifonctionnalité en régulant la présence de I’un ou I’autre de ces micro-organismes.
La matiére organique, le pH et le Eh sont ainsi des facteurs abiotiques clés dans la
régulation du fonctionnement écosystémique forestier boréal.

Mots-clés : bactéries; BEF; champignons; Eh; forét boréale; multifonctionnalité; pH
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CHAPITRE I

INTRODUCTION

1.1 Problématique

La forét boréale représente pres du tiers des foréts mondiales et le biome boréal
recouvre environ 11 % de la superficie terrestre (Kuusela, 1992; Clemmensen et al.,
2013). Par sa large distribution, la forét boréale est considérée comme étant un puits de
CO> pouvant capter de 87 a 105 PgC y' et 198 4271 PgC y' dans la biomasse végétale
et dans les sols respectivement (Bradshaw et Warkentin, 2015). Cette caractéristique est
possiblement due a I’expansion de la forét boréale a la suite de la derniere glaciation,
mais qui semble toutefois tendre vers un flux de carbone neutre ou encore devenir une

source d’émission (Bradshaw et Warkentin, 2015).

La captation de carbone fait partie des services €cosystémiques que nous offrent
les écosystemes forestiers boréaux. Ces services sont maintenus grace a de multiples
fonctions permettant la régulation et le soutien des écosystemes (FAO, 2018). Les services
culturels (avantages immatériels) et d’approvisionnement (produits alimentaires,
ressources médicinales, etc.) en sont d’autres qui sont essentiels aux populations humaines
(FAO, 2018). Plus précisément, les services de régulation maintiennent, par exemple,
la qualité de I’air, la pollinisation et le stockage de carbone. Les services de soutien sont
les fonctions permettant le maintien d’une diversité génétique et d’une diversité¢ d’habitat
pour la biodiversité des especes. Ainsi en Suede ou la forét boréale représente 51 % de la
surface du territoire, six fonctions (production de bois, stockage du carbone dans le sol,
production de petits fruits, potentiel de production de chasse, réservoir de biodiversité
d’especes de sous-bois et occurrence de bois mort pour la production secondaire) ont été
clairement définies et suivies a travers 4500 parcelles permanentes et se répartissent dans
les services de régulation, d’approvisionnement alimentaire et de services culturels

(Gamfeldt er al., 2013). Les multiples fonctions et services qu’apportent simultanément



un €cosysteme sont représentés par le terme multifonctionnalité (Hector et Bagchi, 2007;
Cardinale et al., 2011). Ce terme synthétise un espace multidimensionnel ou chaque
fonction €cosystémique peut varier indépendamment des autres ou covarier avec d’autres
fonctions le long d’une unique dimension de maniére positive ou négative. [l integre ainsi
la notion de compromis fonctionnel, ou |’augmentation d’une fonction/un service
écosystémique se fait aux dépens d’une/un autre. En forét boréale, Gamfeldt et al. (2016)
ont par exemple montré qu’une production forestiere des €picéas se faisait aux dépens
de la production de petits fruits et du potentiel de production de chasse. Le terme
multifonctionnalité¢ devra alors définir le niveau ou ces fonctions seront en moyenne

co-optimisées.

De toutes les diverses fonctions €cosystémiques, la productivité des plantes et le
recyclage des nutriments sont parmi les plus importants pour soutenir le bien-étre humain
(Diaz et al., 2006). Les foréts boréales sont caractérisées par une relative faible
productivité, limitée entre autres, par la disponibilité en azote (Hogberg e al., 2017) et
’accumulation de la matiere organique peu décomposée qui €loigne les racines des
minéraux de la roche-meére (c’est-a-dire la paludification; Paquette et Messier, 201 1;
Renard er al., 2016). Elles sont aussi caractérisées par une faible décomposition et une
capacité a stocker sur le long terme la biomasse végétale. Elles sont enfin caractérisées
par une forte capacité a accumuler de la chaleur compte tenu de leur canopée dense et
sombre, une fonction particulierement importante dans le contexte du changement
climatique (Jarvis et al., 2001). Comprendre les facteurs contrélant les multiples fonctions
li€es a la productivité végétale et le cycle des nutriments ainsi que leur « co-optimisation »
est, par conséquent, essentiel pour préserver et gérer les ressources naturelles et humaines

dans un environnement en évolution.

Les multiples fonctions d’un écosystéme semblent étre soutenues par la biodiversité
qu’ils abritent (Ratcliffe er al, 2017). Ces observations sont réalisées depuis les
vingt derni¢res années en milieux contrdlés et en milieux naturels avec les végétaux et
la diversité microbienne (Wang et al., 2007; Steinauer et al., 2015; Liang et al., 2016).

Dans la littérature, la relation entre la biodiversité et les fonctions €cosystémiques



a pour acronyme BEF (Biodiversity-Ecosystem Functioning). De nombreuses preuves
expérimentales dans des €cosystemes prairiaux et forestiers ont démontré que cette
relation est saturante chez les plantes (Figure 1.1A; Paquette et Messier, 2011; Liang et al.,
2015; Liang et al., 2016; Grace ef al., 2016). Ainsi, le fonctionnement de [’écosysteme,
en utilisant la productivité comme indicateur, augmentera rapidement au début du gradient
de biodiversité. Cette augmentation ralentira rapidement a des niveaux intermédiaires du
gradient, puis atteindra un plateau saturant a des niveaux €levés du gradient. Cela signifie
que dans les écosystemes riches en espéces, une perte de diversité n'entrainera peu ou
pas de modification(s) du fonctionnement de I’écosystéme contrairement aux écosystemes
pauvres en especes qui verront leur productivité diminuée (Liang ef al, 2016).
Au contraire des végétaux, il semblerait que cette relation soit linéaire chez les micro-
organismes (Figure 1.1B; Delgado-Baquerizo et al., 2016). Ce résultat est majeur,
car il indique d’une part que chaque perte de diversité entraine une perte de
fonctionnement de I’écosysteme, et ainsi que la perte de diversité¢ a des conséquences
partout sur la planete. D’autre part, elle est €également majeure pour tous les gestionnaires
des €cosystemes qui tentent de préserver la biodiversité et que chaque gain d’espéces

promouvra la multifonctionnalité du systeme.
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Figure 1.1  Graphiques de la relation BEF avec (A) les plantes de 777 126 foréts autour du

globe et (B) la diversité¢ microbienne de 224 sites situés mondialement dans
différents types de milieux arides avec un indice d’aridité se situant entre
0.05 et 0.65. (Tirés des articles de Liang ef al., 2016 et de Delgado-Baquerizo

etal,2016.)

Par son omniprésence, la diversit¢ microbienne du sol posséde un role clé

dans le maintien de la multifonctionnalit¢ de I'écosysteme sur les processus tels

que la décomposition de la litiere et la minéralisation de la matiere organique



(Bertrand et al, 2011), qui permettent le transfert de matiere et d'énergie entre
les communautés au-dessus et au-dessous du sol (Hooper et al., 2000; Wardle et al., 2004).
Si cette relation se confirme, il est alors nécessaire de comprendre ce qui module la
biodiversité a [’échelle locale afin de pouvoir bénéficier de son effet sur la
multifonctionnalité de [’écosysteme. Parmi les variables de [|’habitat modulant la
biodiversité des micro-organismes, le potentiel hydrogéne (pH) du sol apparait comme
une variable primordiale selon plusieurs études dans la littérature (Fierer et Jackson, 2006;
Lauber et al., 2009; Soliveres et al., 2014; Delgado-Baquerizo et al., 2018). La relation
entre la diversité microbienne et le pH présente principalement une forme quadratique
avec un optimum tournant autour de pH = 7 (Lauber et al., 2009). Cependant, la littérature
ne semble pas encore tres claire sur ce qui a construit cette relation. Le pH du sol est une
variable physico-chimique qui contrdle la vitesse des réactions enzymatiques se déroulant
dans le sol, modulant les fonctions écosystémiques, telles que la biomasse microbienne
(Serna-Chavez et al., 2013), la décomposition de la litiere (Ste-Marie et Pare, 1999),
le recyclage des nutriments (Husson, 2013), mais également la productivité primaire
(Maire et al., 2015). Dissocier le role direct de I’environnement physique versus son role
indirect via la régulation de la biodiversité microbienne est essentiel pour comprendre
la régulation de la multifonctionnalité des écosystémes, et particulierement les foréts

boréales.

Une ¢étude réalisée en 2019 en Chine a mis en évidence les effets positifs
de I'humidité, du pH du sol ainsi que [I’effet direct de la composition des
communautés fongiques sur la multifonctionnalité de I’écosysteme forestier, tandis que
les bactéries (composition et richesse spécifique) n’avaient pas d’effet (Li ef al., 2019).
Plus précisément, a I’aide d’un modéle random forest, ils montrent que I’environnement
explique en majorité la variation de la multifonctionnalité, tandis que la diversité fongique
avait un réle mineur (Li ef al., 2019). Il n’est cependant pas clair si ce faible role de la
biodiversité microbienne est contexte dépendant ou s’il s’agit d’un résultat généralisable.
Cette étude se déroulait dans I’écozone paléarctique proche de la limite Sud du biome
boréale dans un contexte ou la derniere glaciation remonte a plusieurs millions d’années.

Mis a part cette €tude, & ma connaissance, il n’y a pas d’autres études sur le lien entre



multifonctionnalité et biodiversité en forét boréale. Afin de tester ['universalité¢ de cette
relation positive entre la biodiversité et la multifonctionnalité, il serait intéressant de la
confronter dans un contexte régional détenant un réservoir différent de biodiversité et une

régulation diftérente des fonctions écosystémiques.

1.2 Objectifs détaillés et prédictions

L’objectif principal de ce mémoire est de mieux comprendre les déterminismes
biotiques et abiotiques de la multifonctionnalité¢ des foréts boréales en Amérique du
Nord-Est. Le premier objectif de I’étude est de tester I’existence de la relation positive
entre la biodiversité des micro-organismes du sol et la multifonctionnalité des
écosystemes forestiers boréaux. Bien que cette relation ait récemment été étudiée en
Chine en écozone paléarctique (Li ef al., 2019), elle n’a jamais €t€ testée en €écozone
néarctique et particulierement dans un contexte régional acide et relativement jeune
comme I’on retrouve au Québec sur le Bouclier canadien. Notre étude permettra une

comparaison entre ces deux milieux boréaux.

Plusieurs hypotheses sont formulées :

(1) 1l existe une relation positive entre la biodiversité microbienne et la
multifonctionnalité¢ de I’écosystéme. Plus la diversité augmente, plus il y a
de chance qu’elle contienne une espéce permettant d’augmenter I’efficacité
d’une fonction de I’écosysteme, ou alors un groupe d’espéces qui augmente la
complémentarité de I’utilisation des ressources dans I’espace et dans le temps

et I’efficacité d’une fonction de I’écosysteme.

(2) 1l n’existe pas de relation entre la biodiversit¢ microbienne et la
multifonctionnalit¢ de I’écosystéme. Cela peut arriver si (i) les fonctions
écosystémiques sont soutenues par des facteurs aléatoires, c’est-a-dire les
micro-organismes sont présents et diversifiés, mais leur contribution au
fonctionnement de 1’écosysteme est redondante et une augmentation de la

biodiversité ne signifie pas une augmentation de la multifonctionnalité;



(i1) si un seul groupe (ou quelques-uns) de bactéries ou de champignons soit
le/les pilier(s) de la multifonctionnalité¢ de 1’écosysteme et que les autres
groupes présents ne font que profiter de la disponibilit¢ d’une niche
écologique; (iii) si les facteurs édaphiques du sol aient davantage d’effet
sur les fonctions de I’écosystéme que dans les climats tempérés, arides et
semi-arides ou les micro-organismes du sol ont longuement co-évolué avec
leur écosysteme (di au jeune age de la forét boréale par rapport a la dernicre

glaciation).

Le second objectif sera de déterminer si le pH et le Eh sont des facteurs clés dans la
régulation de la diversité¢ et de la multifonctionnalité des écosystemes boréaux de
I’Amérique du Nord-Est (Figure 1.2). Afin de répondre a cet objectif, deux hypothéses
sont formulées selon deux théories; évolutive puis agronomique. Puisque le microbiome
du sol a évolué dans un contexte régional acide, (1) la biologie évolutive prédirait que le
maximum de diversité devrait se retrouver sur des sols acides, menant a une relation
négative entre le pH des sols et la biodiversité microbienne. Toutefois (ii) les théories
agronomiques prédisent une relation positive entre le pH et la biodisponibilité des
éléments minéraux et par extension les fonctions écologiques. Ce role opposé du pH du
sol sur les deux faces de la relation biodiversité-multifonctionnalité devrait empécher
I’observation une forte relation. Notre étude se distinguera également par I’étude du
potentiel redox (Eh) puisqu’il semble €tre une variable essentielle, mais n’apparait que
rarement dans les études en écologie. Puisque le Eh est une variable physico-chimique du
sol, il est possible que tout comme le pH, les micro-organismes soient adaptés a un certain
intervalle de Eh qui favoriseraient leur développement comme démontré par Seo et

DelLaune (2010) dans des marécages forestiers.
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Figure 1.2 Schéma conceptuel des objectifs et prédictions du projet.
Les relations de causalité de I’ensemble de ces variables de I’habitat sur la
relation BEF seront testées.
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CHAPITRE II

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

2.1 La multifonctionnalité et ses indices

La multifonctionnalité représente la capacité d’un €cosysteme a maintenir plusieurs
fonctions écosystémiques simultanément. Grace a ces fonctions, les écosysteémes
maintiennent a leur tour les services écosystémiques utiles aux sociétés humaines
(Cardinale et al., 201 1; Delgado-Baquerizo et al., 2016). Afin de pouvoir caractériser cette
multifonctionnalité, il faut principalement étudier les fonctions écosystémiques a la base
des services de régulation de I’écosysteme. Il est commun dans la littérature d’analyser la
productivité primaire, le recyclage des nutriments ainsi que le stockage du carbone dans
les sols représentant la capacité du systeme a limiter la sortie de carbone. L’azote et le
phosphore sont les nutriments les plus étudiés dans les études sur la multifonctionnalité
puisqu’ils sont ceux qui peuvent €tre majoritairement limitants pour la productivité
primaire. De plus, les capacités de I’écosysteme a recyclerrces ¢léments et a maintenir la
fertilité du milieu constituent ainsi des fonctions importantes a la base de ce service de

régulation de I’écosysteme.

Si les entrées, le recyclage et le stockage des nutriments ainsi que les sorties
d’énergies covariaient ensemble, il serait possible de ne mesurer que I'une de ces
trois dimensions afin d’avoir une idée de ce qui se passe dans les deux autres. Cependant,
ces trois dimensions ne covarient généralement pas entre elles. L’indice de
multifonctionnalité a ainsi pour but I’estimation d’un indice unique représentant les
capacités de I’écosystéme a acquérir du carbone, a structurer sa matiere, a recycler ses

nutriments efficacement et a limiter les pertes en éléments.

Cet indice peut étre mesuré selon plusieurs méthodes. Dans la littérature, différentes

approches ont été proposées pour quantifier la multifonctionnalité de I'écosysteme
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(Tableau 2.1). Certains auteurs ont utilis€ la moyenne de plusieurs fonctions
précédemment normalisées (Zavaleta et al., 2010; Mouillot et al., 2011), d'autres ont
utilisé des criteres d'information pour identifier les especes végétales qui affectent une ou
plusieurs fonctions de I'écosysteme (Hector et Bagchi, 2007). Seulement cette derniére
approche est peu applicable pour les micro-organismes puisqu’elle nécessite de la
redondance taxonomique au sein des especes référencées. Cependant, chez les micro-
organismes il y a beaucoup d’especes abondantes et présentes sur plusieurs parcelles, mais
il y en a encore plus qui sont uniques et rares. I est alors difficile d’appliquer la méthode
d’«overlap » dii @ un manque de redondance taxonomique d’especes. D’autres ont établi
des seuils minimaux pour chaque fonction, puis évalué comment les combinaisons de
différentes espéces affectent la proportion de plusieurs fonctions au-dessus de ces seuils
(Gamfeldt et al, 2008). L'utilisation d'un indice de multifonctionnalité basé sur la
moyenne centrée-réduite moins I'écart-type de toutes les fonctions a également été
proposé (Gotelli et al. 2011). Cette derniere alternative a d’ailleurs fait ses preuves dans
de nombreux articles de la littérature (Maestre et al., 2012; Delgado-baquerizo et al.,
2016). Elle fournit une mesure simple et facilement interprétable de la capacité des
différentes communautés a soutenir simultanément plusieurs fonctions. Cette approche a
toutefois le désavantage de masquer les fonctions qui pourraient se compenser.
Les avantages et inconvénients de chacune des méthodes sont recensés dans le tableau 2.1

ci-dessous.



Tableau 2.1

Comparaison des anciennes méthodes d’analyses de la multifonctionnalité des écosystémes
et présentation de celle qui devrait maintenant étre utilisée (Tiré de Byrnes et al., 2014)

Approach

Previous approaches
1. Single
Tunwhions

2 Turnover

3. Averaging

4. Single
threshold

Our approuch
5. Multiple
threshalds

Question addressed

Do more functions achieve
high values in a diverse
nusture than for any
single species”?

Do different species
promote different
lunctions?

Does the average level of
muluple functions increuse
with the number of
species?

Does the number of
functions exceeding
threshold increase with the
number of species?

Daoes diversity influence the
level of performance of
multple functions?

Unique mformation

Limitations

References

Direct information about
cach individual function

Indicates whether different
species drive different

processes

Indicates averuge diversity
efleet on funcuons

Indicates whether multiple
functions have high value

Provides a meisure of how
diversity simultancously
influences multiple functions

Muluple mformatve metrics
describe different aspects ol
multifunctionality

Qualitative
Daoes not provide a metric
reluting diversity and
multifunctionaliny
Does not consider negative
ceffects
Does not mcasure
multilfunctionality directly
Requires extensive data
Single tuncions can have
large impact.

Cannot distinguish between
(1) two functions at similar
fevel and (1) one function
at high level and other
function at low level
I'hreshold s arbirary
Does not indicate extent (o
which threshold is
exceeded or not

Produces i curve rather
than a single number

Dully ¢t af. (2003)

Hector & Bagch (2007),
He er af (2008, Isbell
er ol (2001

Hooper & Vitousck
(1998). Moudlot er wl.
(2001). Maestre et al.
(2012a.b)

Gamleldt er af (2008).
Zavaleta ¢ af (2010}
Peterer al (2011

This puper

Malgré les preuves de I’efficacité de cette méthode et de son acceptation dans

des études récentes, elle est remise en question dans la littérature. Byrnes et al. (2014)
suggerent plutdt une approche de seuils multiples. Cette méthode consiste & visualiser
graphiquement la forme de la courbe de la relation entre la diversité et la
multifonctionnalité pour tous les seuils (0-100 %). Ces deux méthodes seront évaluées
dans notre €tude. Cependant, afin de faciliter la modélisation des analyses de pistes SEM

la moyenne sera I’indice utilisé.

2.2 Biodiversité microbienne

Les micro-organismes sont capables de coloniser tous les milieux et possedent un
potentiel adaptatif tres élevé (Bertrand er al, 2011). De plus, avec leur importante
biomasse, leur large diversité métabolique et leur facilité¢ d’adaptation ils sont essentiels a

I’évolution et au fonctionnement des écosystemes via leur importance dans les cycles
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biogéochimiques (Bertrand et al., 2011). Puisqu’ils font partie des organismes les plus
abondants et les plus diversifiés, il n’est donc pas surprenant de retrouver une relation
linéaire forte entre la biodiversité microbienne (bactéries et champignons) des sols et
la multifonctionnalité dans plusieurs écosystémes (Delgado-Baquerizo et al., 2016a;

Delgado-Baquerizo et al., 2016b; Delgado-Baquerizo et al., 2017).

2.2.1 Les champignons

Les champignons sont des organismes qui ne font pas de photosyntheése et qui
absorbent leurs nutriments a I’aide de leur mycélium composé d’hyphes (Kendrick, 1992).
Les mycéliums peuvent avoir une tres grande aire de répartition dans les sols comme le
cas d’un seul individu d’4rmillaria bulbosa ((Barla) Kile et Watling) qui s’étend sur
15 hectares (Gobat et al., 2010). Avec cette taille importante, les champignons permettent
une translocation de I’eau et des nutriments d’un endroit a I autre, d’une particule d’humus
a une racine. Cette translocation de nutriments leur a permis de faire des symbioses
mutuelles avec les plantes (mycorhizes), qui elles, leur fournissent les nutriments
qu’ils ne peuvent aller chercher tels des composés de carbone riches en énergie (Kendrick,
1992; Gobat et al., 2010). IIs augmentent aussi la cohésion des particules du sol grace a la
structure ramifiée de leur mycélium (Gobat et al., 2010). Les eumycétes possédent des
enzymes permettant la digestion de substrats récalcitrants telles la chitine, la cellulose et
la lignine. Ainsi, avec leurs hyphes et ces enzymes ils peuvent exploiter des substrats que

méme les bactéries, qui sont leurs grandes compétitrices, ne parviennent pas a utiliser.

Il est possible d’effectuer une classification du régne des champignons
contenant plusieurs milliers d’especes. Ces derniers sont souvent classifiés selon leur
fructification et leur méiosporanges, ¢’est-a-dire les asco- et basidiomycétes. Cependant,
cette classification n’est pas utile pour comprendre le role des champignons sur le
fonctionnement de 1’écosysteme. Une classification intéressante et qui est aussi
utilisée est celle qui permet de différencier en groupes fonctionnels, c’est-a-dire en
groupes qui possedent une fonction particuliére pour le fonctionnement de I’écosysteme.

La figure 2.1 est une bonne représentation des différents groupes fonctionnels existants
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chez les champignons. On peut ainsi distinguer cing grands groupes : ectomycorhizes,
parasites d’animaux et mycoparasites, lichens et champignons lichénicoles, pathogenes

des plantes et les saprotrophes (Geml et al., 2016).

j (d)
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1

S 47,
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Figure 2.1 Principales fonctions des champignons dans les écosystemes :
(a) humicole, (b) saprophytes de la litiere, (c) saprophyte lignicole, (d) parasites,
(e) mycorhizien. (Tirée de Gobat ef al., 2010.)

Les mycorhizes, comme décrites ci-dessus, sont une symbiose mutuelle ayant
¢voluée entre les plantes et les champignons permettant un transfert de nutriments
(Kendrick, 1992). 1l y a deux types de mycorhizes, les endo- et les ectomycorhizes.
Les endomycorhizes sont présentes a |’ intérieur méme des racines des plantes tandis que
le deuxieme type est plutdt présent sur la face extérieure des racines. Beaucoup de
basidiomycetes sont des ectomycorhizes. On peut supposer que ce groupe aura un role
important pour la disponibilité des nutriments dans le sol pour les étres vivants et,

particulicrement, la nutrition des producteurs primaires.

Certains champignons poussant sur des plantes, des animaux ou d’autres
champignons font du parasitisme, c’est-a-dire que ces champignons vivent aux dépens de

leur hote en s’y nourrissant. Son héte finira alors par mourir avec le temps. Pour illustrer
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quelques exemples, on peut penser au champignon parasite du bouleau blanc et jaune,
le Chaga (Inonotus obliguus (Persoon) Pilat), ou encore aux champignons utilisés en
biocontréle d’infection de plantes aux champignons telle que dans le cas de I’ergot du blé
(Kendrick, 1992). On peut supposer que ce groupe fonctionnel agira particuliérement sur

la mortalité des producteurs primaires et I’ouverture de la voute foresticre.

Les lichens et les champignons lichénicoles forment un duo avec une algue afin de
combiner leurs forces. Le champignon peut donc obtenir I’eau, les nutriments, construire
de forts thalles et se reproduire tandis que les algues vivent dans les thalles et font de la
photosyntheése et permettent de contribuer a la nutrition que le champignon n’a pas pu
obtenir (Kendrick, 1992). Ces champignons peuvent faire cette symbiose avec des

chlorophytes (eucaryotes) ou bien avec des cyanobactéries (procaryotes).

Finalement, les saprotrophes sont les champignons qui se nourrissent de matiére en
décomposition et ont certainement un réle a jouer dans la capacité¢ de I’écosystéme a

recycler sa litiere (Figure 2.1) (Gobat et al., 2010).

2.2.2 Les bactéries

Récemment, Delgado-Baquerizo ef al. (2018) ont réussi a identifier les phylotypes
les plus abondants et de catégoriser chacun de ces phylums selon différents roles et
facteurs environnementaux (Delgado-Baquerizo, Oliverio, ef al., 2018). Autour de 41 %
de I’abondance relative était représentée par seulement 2 % (511) des phylotypes
étudiés (24 713). De ce faible pourcentage, cinq phylotypes sont particulierement
abondants. En effet, les Alpha protéobactéries et Béta protéobactéries, Actinobactérie,
Acidobactéries et les Planctomycetes sont, dans ['ordre, les phylotypes les plus
susceptibles d’étre retrouvés dans les sols (Delgado-Baquerizo, Oliverio, ef al., 2018).
De plus, selon I’atlas global de la figure 4 de Delgado-Baquerizo et al. (2018), 1l serait
plus probable au Québec d’obtenir une grande abondance de bactéries catégorisées dans

les pH faibles, c’est-a-dire principalement des alphaprotéobactéries et acido-bactéries.
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Les protéobactéries sont un phylum a Gram négatif trés vaste et varié¢ tant
au niveau de la diversité en espéce que dans la diversité métabolique. Ce groupe comprend
des bactéries faisant de la phototrophie, de la chimio-organotrophie et de la
chimiolithotrophie. Deux groupes de ce phylum sont particulierement abondants dans les

sols, les alphaprotéobactéries et les béta-protéobactéries (Bertrand et al., 2011).

Les alphaprotéobactéries sont souvent des chimio-organotrophes, mais ont des
niches écologiques tres différentes. Elles peuvent étre des saprophytes du sol ou encore
des pathogenes de plantes ou d’animaux. Pour certaines d’entre celles qui ne sont pas
pathogenes, elles seront en interaction avec des hétes (plantes ou animaux). Dans cette
classe on retrouve les rhizobiales qui sont importantes dans la fixation de 1’azote et dont

certaines sont nitrifiantes (ex. : Nitrobacter) (Bertrand ef al., 2011).

Les béta-protéobactéries peuvent aussi €tre des chimio-organotrophes ou bien des
chimiolithotrophes et ont aussi des niches écologiques plutot variées. Contrairement a
la classe précédente, celle-ci interagit davantage avec le cycle de ’azote. En effet,
on y retrouve beaucoup de bactéries nitrifiantes et dénitrifiantes et quelques-unes qui sont

tixatrices (Bertrand et al., 2011).

Les actinobactéries sont un phylum a Gram positif. Le caractere morphologique
le plus marquant dans ce phylum est le fait qu’elles produisent des formes mycéliennes
unicellulaires avec des hyphes, démontrant une convergence évolutive avec les
champignons. D0 a leur structure de dissémination et leur grande capacité de synthése
antibiotique, elles sont trés présentes dans les sols et tres compétitives. Elles sont surtout
présentes dans les sols qui sont riches en matiere organique et sont capables de dégrader
la cellulose, les macromolécules et les polymeres. Elles peuvent aussi dégrader les
polluants organiques, sont saprophytes des sols et font des associations symbiotiques
avec les végétaux (ex.: Frankia). Comme elles possedent une grande résistance aux
perturbations environnementales, on retrouve plusieurs especes dans ce phylum qui sont

pathogénes a I’étre humain (ex. : Tuberculose, Lepre) (Bertrand et al., 2011).
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Deux demiers phylums sont abondants dans les sols, les planctomycétes et les
acido-bactéries. Ces derniéres n’ont cependant pas de réle précis au sein du cycle
de ’azote et ses especes sont surtout des chimio-organotrophes. Finalement,
les planctomycétes étaient initialement classés avec les champignons, car ce sont des
bactéries ayant comme particularit¢ une membrane interne qui permet I’isolation de
’ADN au reste du cytoplasme. Ces derniéres sont capables d’effectuer les réactions

anammox et de faire la transformation du nitrate en ammonium (Bertrand ef al., 2011).

Contrairement aux champignons, la classification des bactéries s’effectue
principalement avec des groupes basés sur comment celles-ci sont influencées par
I’habitat (par exemple les acido-bactéries dans les milieux ayant un pH acide). Au sein
d’un méme groupe, on voit qu’il existe une diversité¢ de fonctions pour I’écosysteme.
Il est alors difficile d’utiliser cette classification, a I’instar des champignons, comme étant
fonctionnelle. L’obtention d’une classitication basée sur les fonctions qu’elles ont au sein
des €cosystemes reste a €tre effectuée. Avec de tels groupements, la comparaison des réles
respectifs entre les champignons et les bactéries au sein des écosystémes serait plus juste
et plus facilement interprétable tout en étant complémentaire aux groupements

taxonomiques.

2.3 Indices de biodiversité microbienne

Afin de pouvoir comprendre le role de la biodiversité microbienne sur le
fonctionnement de 1’écosystéme, il faut obtenir des parametres décrivant la biodiversité
des micro-organismes. Pour obtenir cette biodiversité microbienne, il serait peu pratique
de cultiver et d’identifier les différents micro-organismes du sol, puisqu’il est bien
connu qu’il n’y a qu’une seule fraction des micro-organismes qui sont cultivables.
La biodiversité serait ainsi grandement sous-estimée. Récemment, la biodiversité
microbienne a alors été approchée par la technique de métagénomique, le metabarcoding,
qui certes peut surestimer la biodiversité microbienne, mais qui est surtout tres rapide,
de quelques semaines a quelques mois pour extraire I’ADN, ["amplifier, I’interroger et

obtenir une liste de séquences, c’est-a-dire une liste d’OTUs (Operational Taxonomic
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Units). 11 est possible de considérer les OTUs comme indicateurs au concept d’especes en
écologie. Plus précisément, les OTUs sont utilisés en génétique afin de regrouper des
organismes selon leur niveau de similarité génétique sur une section courte d’un gene de
leur génome. Le niveau de similarité est généralement situé¢ a un seuil de 97 % (Blaxter
etal., 2005). Si un seuil de fiabilité est trop faible, p. ex. 90-95 %, des séquences
appartenant a plusieurs especes pourraient €tre regroupees (Blaxter ef al., 2005; Caron
et al., 2009; Schloss et al., 2009). Cette technologie d’ADN environnementale permet
alors d’obtenir une matrice d’OTUs et le nombre de copies séquencées pour chacun
d’entre eux.Bien que les OTUs soient considérés comme des proxys aux especes, on ne
peut toutefois pas considérer qu’une copie d’ADN est équivalente a un individu.
Cela est principalement di au fait qu’il est possible chez les champignons que les cellules
soient diploides, c’est-a-dire qu’il est possible d’avoir deux noyaux contenant I’ADN.
Méme si les bactéries sont haploides, il serait tout aussi erroné de considérer les copies
comme des individus puisqu’elles sont multipliées dans 1’étape d’amplification de I’ADN.
Il est ainsi préférable de transformer cette matrice d’OTUs sous forme de présence-
absence pour obtenir un nombre d’especes plutét que leur abondance relative.
C’est ensuite avec cette matrice transformée qu’il est possible de mesurer la diversité

microbienne selon différents indices de biodiversité.

2.3.1 Ladiversité alpha ()

La diversité a représente la diversité présente localement et peut étre observée sous
forme de richesse spécifique et/ou d’abondance au sein d’une communauté d’organismes
(Mori et al., 2018). Via I’effet combiné de la richesse spécifique et de [’abondance relative
des especes présentes, la biodiversité bactérienne semble avoir un role important au sein

des écosystemes (Delgado-baquerizo et al., 2017).

Différents mécanismes permettent d’expliquer ’effet de la biodiversité a sur le
fonctionnement de I’écosysteme. Bien que nombre de mécanismes aient €t€ proposes
(Silvertown et al., 2001), les effets de sélection et de complémentarité sont les mécanismes

principaux. Un schéma conceptuel de ces mécanismes est représenté dans la figure 2.2
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tirée de Loreau et al. (2001). L’effet de sélection postule qu’en augmentant la diversité,
les chances d’inclure, par hasard, une espéce treés productive/fonctionnelle dans la
communauté de micro-organismes augmente (Huston, 1997). Dans un cas comme
celui-ci, il n’y aurait pas d’effet direct de la biodiversité sur la multifonctionnalité,
mais principalement I'effet de quelques espéces trés productives ayant des traits
particuliers leur permettant de dominer les mélanges a forte diversité (Tilman et al., 1997,

Hooper et Dukes, 2004).
Species pool

Assembiled community ® C‘)k

Trait variation
Functional groups

Dominance of species Complementarity among Complementarity
with particular traits particular species or among species with
functional groups different traits

N/

Ecosystem processes

Figure 2.2 Schéma conceptuel des mécanismes par lesquels la diversité locale
influence la multifonctionnalité. (Tiré de Loreau et al., 2001.)
Suite a un biais d’échantillonnage, il est possible que la diversité phénotypique
détermine les processus €cosystémiques selon deux mécanismes soit : ’effet de
sélection d’espeéces dominantes et I’effet de complémentarité entre les especes
avec des traits phénotypiques différents.

[’effet de complémentarité€ serait réellement lié¢ a une propriété de biodiversité
en postulant qu’une diversité d’organismes, ayant des besoins spécifiques, sera plus a
méme d’utiliser dans I’espace et dans le temps les ressources de I’environnement.
Cette augmentation de prélevement et d’utilisation des ressources par la communauté

permettra alors une maximisation du fonctionnement de I’écosysteme. Le mécanisme de
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complémentarité entre groupes fonctionnels est intermédiaire entre le mécanisme
précédent est celui de sélection. En effet, les légumineuses sont le seul groupe de plantes
capable de fixer I’azote atmosphérique (complémentarité), augmentant la fourniture

azotée au sol pour une meilleure croissance de la communauté (facilitation).

En plus de ces deux mécanismes d’action de la biodiversité sur la
multifonctionnalité, il existe aussi une relation entre la diversité et la stabilité de
I’écosystéme. A une échelle locale, la biodiversité pourrait avoir un effet stabilisant sur
son écosystéme (Loreau & de Mazancourt, 2013). En effet, la variabilité de la population
en présence d’une forte richesse spécifique augmente, bien que la synchronisation des
especes a répondre a une fonction soit réduite (Wang & Loreau, 2014). Autrement dit,
une grande biodiversité permettra de répondre a plusieurs besoins fonctionnels des

especes de la communauté et stabilisera le fonctionnement de I’écosysteme.

Il existe de nombreux indices de biodiversité en écologie microbienne. Parmi tous
ces indices, on retrouve dans plusieurs articles la richesse spécifique, I’hétérogénéité de
Shannon, I’exponentielle de Shannon, Simpson et la réciproque de Simpson pour mesurer
la richesse taxonomique (Tableau 2.2) (Delgado-baquerizo et al., 2016; Colombo et al.,
2016; Hill, 1964). La diversité phylogénétique est aussi importante a mesurer et se fait a

I’aide de la construction d’un arbre phylogénétique (Delgado-Baquerizo et al., 2016).

L’indice de I’hétérogénéité de Shannon (H’) est régulierement utilis€¢ dans la
littérature portant sur la relation BEF avec les micro-organismes (Delgado-Baquerizo
etal., 2016; Li ef al., 2019; Delgado-Baquerizo, Reith, et al., 2018). Elle permet de
calculer la diversité spécifique d’un milieu donné (Eq. 1) et d’obtenir une mesure de
I’hétérogénéité de la biodiversité d’une parcelle (Spellerberg et Fedor, 2003).
Plus I’abondance des especes est semblable dans les parcelles, plus la valeur de Shannon

sera élevée. Au contraire, si [’abondance est tres inégale H' tendra vers zéro.
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S
H'=- Zpl lOgE D, p(l) - /N
=1

Eq. 1
ou I’indice i représente I’espece, S représente la richesse spécifique et ni représente

le nombre d’individus de I’espece, et N représente |’effectif total.

L’indice de diversité de Simpson, A, permet de voir le degreé de concentration lorsque
les individus sont class€s en types. Autrement dit, 1’indice permet de calculer la probabilité
que deux données prises au hasard soient du méme type (Simpson, 1949; Hill, 1964).

L’indice sera faible pour une diversité élevée (Eq. 2).

1=1 7
Eq.2
ou I’indice i représente I’espece, I’indice R représente le nombre total d’espéces,

ni représente le nombre d’individus de I’espece, et N représente |’effectif total.

L’une des limites importantes de ces deux indices de diversité microbienne
se retrouve au niveau du dénombrement des OTUs. Comme mentionné précédemment,
le nombre d’OTUs retrouvé dans un échantillon ne peut pas €tre considéré comme un
nombre d’individus, bien qu’il soit toutefois discuté et utilisé ainsi dans la littérature.
Afin de pouvoir obtenir un nombre effectif d’especes, c¢’est-a-dire d’obtenir une mesure
continue et non pas un compte d’individus, il est préférable d’utiliser comme indice
I’exponentielle de I’entropie de Shannon, la réciproque de I’indice de Simpson ou bien

tout simplement la richesse spécifique (Hill, 1964).



Tableau 2.2

Synthese des diftérents indices de biodiversité utilisés dans la littérature

Indices Description Limites
G Ne ermet a d’obtenir
Compte du nombre d’espéces ,. . e pas -
. P . ; d’information sur la composition
Richesse présentes sur un site donné. . ; ;
" relative d’une communauté, permet
spécifique : . g
sculement de connaitre qui en fait
Ny = Nb sp. totale 3
partie.
Diversité spécifique d’un milieu en
tenant compte de la richesse Lecture du nombre de copies d’OTUs
spécifique et de la distribution des ne peut étre considéré comme des
Entropie especes. étant des individus. Transformation
de Shannon binaire nécessaire et accorde ainsi la

méme importance aux différentes

s
H = z p; log, pi p; =n;/N espéces, abondantes ou rares.
i=1

: Avec la définition de I’Entropie de
Exponentielle

N, = exp(H) Shannon, cela revient a calculer la
Shannon ! o
richesse spécifique.
Probabilit¢ que deux individus
appartiennent a la méme espéce,
lorsque sélectionnée aléatoirement . .
. Les espéces rares ont un grand poids
Simpson
R dans le calcul.
— 2
i=1
Réciproque D, = 1 Accorde moins d’importance aux
L 2= s .2 S
de Simpson =1 Pi especes rares.

2.3.2 La diversité béta (B)

Le taux de renouvellement des espeéces entre sites d’une région, ou diversité [3,
indique a quel point un site partage les mémes especes que les autres sites de la région.
II définit ainsi la spécificité d’une communauté au sein d’une région. Plus le taux de
renouvellement sera élevé, plus la communauté aura un caractere unique au sein de la
région. Tout comme la diversité a, la diversité f est calculée avec le nombre d’espéces et
I’abondance, mais permet toutefois de comparer la variation au sein de ces assemblages
(Mori et al., 2018). Récemment, des études ont démontré que la diversité f était

importante afin de pouvoir moduler la multifonctionnalité¢ (Grman et al., 2018; Hautier
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etal, 2018) et que ce taux de renouvellement pourrait stabiliser les dynamiques

écosystémiques régionales (Arago ef al., 2011; Wang & Loreau, 2014).

Récemment, Mori et al. (2018) ont réalisé une synthése de mécanismes et processus
par lesquels la diversité [ pourrait avoir des effets sur la multifonctionnalité¢ des
écosystemes. On retrouve en premier lieu les processus déterministes qui impliquent de
tenir compte de [’ajustement des especes selon leurs caractéristiques aux différents
habitats présents dans un milieu. Il y a par la suite les processus stochastiques qui sont
principalement reliés a I’histoire évolutive des régions et qui vont faire varier la diversité
d’une région a une autre. Afin de comprendre comment ces mécanismes different entre la
diversité a et la diversité B, il est important de se rappeler que la B représente la différence
entre les parcelles entre les espéces de micro-organismes. Dans des parcelles tres
homogenes entre elles (faible diversité (3), un milieu donné possedera plusieurs especes
abondantes qui sont des généralistes et seront sensiblement les mémes d’une parcelle a
une autre. A forte diversité B, les especes généralistes-spécialistes pourraient diverger
entre parcelles, mais ce sont surtout les especes rares qui sont davantage spécialistes des
micro-€écosystemes qui risquent d’étre unique a 1’écosysteme de la parcelle et d’élever la
diversit¢ B. Plus la communauté d’une parcelle s’¢loignera de la communauté de la
parcelle « moyenne », plus il y a de chance que cette derniere puisse réaliser de fonctions
ou des fonctions différentes des parcelles moyennes. Le schéma de la figure 2.3 permet

de mieux visualiser ce propos.

De plus, on retrouve le phénomene de dispersion des micro-organismes dans les
différents environnements ot une diversité f élevée proviendrait d’un milieu ou il y a
beaucoup d’especes spécialistes. Sriswasdi et al. (2017) ont réussi a bien illustrer ce
phénomene évolutif. En effet, prenons un milieu donné séparé d’un deuxieéme milieu par
des barriéres environnementales; Dans chacun de ces milieux habite une communauté
microbienne spécialiste de son environnement. Par les phénomenes d’évolutions, de ces
spécialistes pourrait émerger des généralistes capables de se disperser au-dela des
barrieres environnementales existantes entre les deux milieux. Ces généralistes pourront

coloniser plusieurs milieux et a leur tour devenir spécialistes d’un milieu. Ce cycle permet
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ainsi d’introduire beaucoup d’espéces dans plusieurs types d’habitats (Sriswasdi et al.,

2017).

Ainsi, la diversité ff peut jouer sur le fonctionnement écosystémique principalement
via le mécanisme de complémentarité qui permet une différenciation entre les
communautés microbiennes. Les especes rares qui permettraient une telle différenciation
(hétérogénéité vs homogénéité) vont ainsi permettre une meilleure captation et utilisation
des nutriments disponibles. [l est toutefois possible qu’avec I’effet de sélection
environnementale, une communauté differe des autres parce qu’elle contient des
especes abondantes généralistes et généralistes-spécialistes tres différentes des autres

communautés.

Les différents mécanismes et processus décrits ci-dessus sont importants au niveau
de la stabilisation des écosystemes. En effet, il existe différents milieux au sein d’'un méme
écosysteéme et ces derniers peuvent €tre a un stade de développement différent des uns aux
autres. Les organismes présents sont donc adaptés a I’age et au stade de développement
actuel de leur milieu de vie plutdt qu’a celui de I’écosysteme global. Une étude réalisée
en 2019, a 'aide de la métagénomique, on réussit & démontrer 1’importance de la
diversite f sur la multifonctionnalité puis les auteurs expliquent leurs résultats a I’aide des

différentes notions présentées ci-dessus (Almoyna et al., 2019).
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Figure 2.3 Schéma conceptuel d’une communauté microbienne (pouvant différer d’une
parcelle a I’autre) contenant des especes généralement abondantes et ubiquistes,
des especes plutot généralistes spécialistes puis plusieurs especes rares tres
spécialisées a certains types de micro-écosystemes qui différent souvent a
chaque parcelle.

Dans la littérature il existe de nombreuses équations permettant de calculer un indice
de S diversité. Les plus connues sont celles de Whittaker, de Jaccard, de Swrensen et de
Pielou. Ces indices sont tous basé€s sur un ratio entre le nombre d’especes total et la
richesse sur un site donné, mais différent tout de méme dans la maniére de les calculer
(Tableau 2.3). L’indice de diversité f de Whittaker se base sur un ratio entre le nombre
d’especes total (tous les sites) et la richesse spécifique (a un site donné). L’indice de
Jaccard est le ratio entre le nombre d’especes dans un quadrat et la somme des especes
dans les quadrats avoisinants et accorde de |’importance aux espeéces uniques d’un site
donné (Hao et al., 2019). Puis I’indice de Serensen est sensiblement la méme chose que
celle de Jaccard, mais possede une multiplication par deux au niveau du quadrat a
comparer avec les autres permettant d’accorder plus d’importance aux especes partagées
entre deux sites donnés (Hao et al., 2019). Chacune de ces mesures peut aussi étre
appliquée lorsque nous avons une matrice de données sous forme de présence/absence
(Koleffer al., 2003). Ces indices varient généralement entre 0 et 1; signifiant une compléte

homogeénéité (0) et complete hétérogénéité (1) entre les différents sites a 1’étude.
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Tableau 2.3

Synthese des différentes équations les plus couramment utilisées permettant de calculer
un indice de diversité f (Tiré du recensement effectué par Koleff er al., 2003)

Indices Formule originale Formule revisitée
8 S 8 | a+ b+ a+b+e¢
Whittaker = T Or—T - _ — Or - —_—
¥ a Ra+b+)2  Qa+b+0)2
B, — a
1 ——————————————
Jaccard o+ —d ath+e
3 2u 2a
Ssrensen - ————
o+ 0, 2a+ b+

S = Nombre total d’espéces dénombrer pour tous les quadrats;

(£ = Nombre moyen d’espéces au sein d’un quadrat;

a; = Nombre total d’especes au sein d’un quadrat;

a2 = Nombre total d’espéces dénombrer dans le quadrat voisin;
a, b, ¢ = Différents quadrats a I’étude.

2.4 Description de I’habitat

Bien que les micro-organismes soient souvent pergus comme ubiquistes,
leur diversit¢ et abondance restent déterminées, entre autres, par leur habitat
(Delgado-Baquerizo, Oliverio, et al., 2018). Plus précisément, I’habitat d’un écosysteme
se caractérise par six grands facteurs d’états : age, climat, roche-meére, topographie,
biome et ’humain (Chapin ef al., 2011). Les €cosystemes sont souvent classifiés selon ces
facteurs, par exemple, les biomes terrestres, peuvent étre regroupés et décrits selon leur
fonction (type de végétation, température, pluviométrie) (Ricklefs er al, 2015).
Ces facteurs d’état influencent les facteurs directs qui représentent la disponibilité des
¢léments essentiels (eau, nutriment, temperature, €nergie) nécessaires a la survie,

croissance et reproduction des étres vivants résidant au sein de 1’habitat.

Le premier facteur, le temps (ou 1’4ge) détermine le stade de développement d’un

écosysteme et est déterminant pour expliquer les fonctions et de maniere plus générale,
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’homéostasie d’un écosysteme (Odum, 1969). Il faudra distinguer I’age du peuplement
végétal de I’4ge réel de I’écosystéme qui est souvent déterminé par la derniére perturbation
ayant remis le sol a nu, tel le retrait d’un glacier ou d’un feu suffisamment intense.
[’age sera un indicateur important de la limitation en azote et en phosphore de la
productivité primaire. Un écosysteme jeune est généralement considéré comme limité en
azote, un écosysteme vieux comme limité en phosphore et un écosysteme d’age

intermédiaire comme co-limité par ces deux ressources (Vitousek et al., 2010).

Le climat de I’habitat dépend principalement de la position géographique du site sur
le globe. II déterminera la quantité d’ensoleillement, la température et la pluviométrie du
site. Ces variables constituent des ressources essentielles a la régulation de la productivité
primaire et de la respiration autotrophe et hétérotrophe de I’écosystéme. La température
sera notamment un régulateur important de I’activité des enzymes et de tous les processus
microbiens telles la minéralisation ou la nitrification (Knoepp et Vose, 2007). Le climat
sera également un acteur majeur de I’évolution des sols. Un site recevant davantage de
précipitations avancera plus vite en age relatif et pourra avoir un effet indirect sur I’état

de la limitation par I’azote ou le phosphore du site.

La topographie d’un milieu influencera €galement I’exposition du site au soleil,
son ensoleillement, la quantit¢ d’eau qui pourra s’infiltrer dans le sol, la lixiviation,
le lessivage et donc la disponibilit¢ des ¢léments minéraux, ou encore la taille des
particules minérales qui seront disponibles pour constituer le sol et la matiére organique

humifié du sol.

Le biota est la composition spécifique des acteurs régulant les fonctions
écosystémiques. Par exemple, la diversité des végétaux a été démontrée comme
déterminante pour expliquer la multifonctionnalité de I’écosysteme (Tilman et al., 1997).
Par exemple, les Iégumineuses sont un groupe d’espéces capable d’ajouter de I’azote dans
le systeme (Marie-Victorin et al., 1995) et en modifier son fonctionnement (Aber et
Melillo, 2001). La diversité végétale est également déterminante pour expliquer la

diversité des micro-organismes que I’on peut retrouver dans un sol.
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La roche-mere constitue la roche sous-jacente au sol et le réservoir principal
des éléments minéraux nécessaires aux organismes vivants, a I’exception de I’azote.
En plus d’€tre un déterminant majeur de la quantité¢ d’éléments minéraux, la roche-meére
déterminera les propriétés physiques du sol et sa capacité a retenir I’eau. On pourra
distinguer ainsi des milieux qui resteront humides ou secs en permanence ou qui subiront

de grandes variations d’humidité.

Ces facteurs d’état et leurs interactions détermineront quels seront les facteurs
écologiques qui réguleront a la fois les taux auxquels les fonctions écosystémiques

fonctionneront ainsi que la diversité des micro-organismes.

2.5 Potentiel hydrogéne (pH), redox (Eh) et fonctions écologiques

Parmi les facteurs plus directs influengant le fonctionnement de I’écosysteme tel que
la température ou encore la disponibilité en eau, par exemple, deux facteurs du sol
semblent particulierement importants a observer et dont les rdles sont souvent
sous-estimés ou mal-compris dans la littérature. En effet, le potentiel hydrogene (pH) et
le potentiel redox (Eh) sont deux caractéristiques chimiques de I’environnement qui
régulent le type et la vitesse des transformations chimiques et donc la biodisponibilité des
¢léments nécessaires a la vie. Le Eh caractérise la vitesse de déplacement des électrons
dans le milieu (Husson, 2013). Lorsque le Eh est élevé, I’énergie d’activation nécessaire
a la plupart des réactions d’oxydoréduction sous-jacentes aux fonctions écosystémiques
sera plus facilement atteinte. [.’oxygénation du milieu influence beaucoup le Eh, car il
facilite le déplacement des électrons. Similairement, le pH détermine la facilité¢ avec
laquelle les particules H" vont étre échangées (Husson, 2013). Ce potentiel déterminera
alors la vitesse des réactions d’oxydoréductions, mais €galement les réactions acide-base,
particulierement importantes dans le cycle du phosphore (Gobat et al, 2010).
Le diagramme de Pourbaix réunit ces deux variables au sein d’un méme diagramme pour
comprendre sous quelle forme les éléments se retrouveront dans le sol suivant les réactions

physico-chimiques qui seront favorisées selon la combinaison pH-Eh (Figure 2.4).
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Figure 2.4 Diagramme de Pourbaix représentant la présence des différentes formes d’azote
dans le sol dépendamment de son Eh et de son pH. (Tiré de Husson, 2013.)

Depuis plusieurs siecles, les agronomes, pédologues, botanistes et physiologistes
utilisent le pH du sol comme une clef de leur discipline respective (Truog, 1944; Albrecht,
1957; Rengel, 2002). L’idée générale est qu’une relation positive quadratique existe entre
le pH et la biodisponibilité des nutriments dans le sol, comme le présente le célebre
diagramme de Truog (Figure 2.5). En €cologie, a des échelles régionales et planétaires,
des travaux empiriques récents montrent que le pH du sol est capable de moduler
I'accumulation de micronutriments (Han et al., 2011), la productivité des feuilles (Maire
et al.,2015) et ’efficience d’utilisation de ’eau par les végétaux (Cornwell et al., 2018).
Malgré ce consensus sur son rdle pour la fertilit¢ du sol, I’effet du pH sur la
biodisponibilité des nutriments pour les plantes n’est pas si clair a la vue de la littérature
récente sur les différents processus de la transformation de la matiére organique en N
disponible (minéralisation, solubilisation, nitrification, remobilisation...) (Cheng et al.,
2013). D’ailleurs, une étude récente de Delgado et al. (2016) montre que la relation entre
le pH et la multifonctionnalité est tantdt positive, tantot négative selon la région d’étude.
Cependant, le pH reste le facteur €daphique le plus important pour la relation positive
présente en milieu aride et alcalin. Cette relation se retrouvait dans un contexte régional

neutre et le pH avait un effet positif sur la multifonctionnalité de 1’écosysteme. 1l faudra
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Figure 2.5 Disponibilité des différents minéraux essentiels du vivant en fonction du pH de
la solution du sol (Truog, 1944).

2.6 Potentiel hydrogéne, biodiversité et théorie du pool d’espéces régional

Le pH et le Eh sont également des variables clés pour comprendre la diversité des
micro-organismes (Husson, 2013). Ces variables peuvent méme déterminer les types de
communautés bactériennes d’un milieu. L évolution a fait en sorte que chaque organisme
soit adapté a des conditions plutdt spécifiques de Eh et avec un intervalle restreint dans
lequel il peut maintenir un taux de croissance positif. Par exemple, les champignons sont
plus propices a se développer dans des conditions réductrices modérées tandis qu’on
observe le contraire chez les bactéries; celles-ci seront plus abondantes dans des
conditions réductrices €levées (Seo et Delaune, 2010). Ces variations peuvent ainsi avoir
un grand effet sélectif sur la composition physiologique et phénotypique des
communautés bactériennes (Fierer et Jackson, 2006; Lauber et al., 2009). De la méme

maniere, les micro-organismes sont aussi adaptés a survivre dans un intervalle particulier
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de pH spécifique a leurs fonctions, raison pour laquelle 1l est un facteur cl¢ au niveau de

la diversité des communautés microbiennes.

Le pH du sol apparait souvent comme une des meilleures variables de 1’habitat pour
expliquer la diversité des €tres vivants y résidant. Dans le regne végétal, cette relation est
tantot positive, tantdt négative selon le contexte régional. La théorie du pool d’especes
régionales de Meelis Pirtel (2002) postule que la modulation de la relation diversité-pH
est reliée a I’histoire évolutive de la géologie régionale (Pértel, 2002). La roche-mére
établit le pH initial d’un sol et crée un contexte environnemental dans lequel les espéces
peuvent évoluer sur de longues échelles de temps (centaine de milliers a millions
d’années). Ainsi, la taille du pool d'espéces calcicoles est supposée plus grande en Europe
que celui des especes calcifuges a cause de la prédominance des environnements alcalins
au cours du Pléistoceéne (Grime, 2006). Localement, si le pH de 1’habitat est comparable
au pH régional historique, alors 1l y aura statistiquement plus de chance de sélectionner
des especes capables de supporter le pH local, ’inverse se produisant lorsque le pH local

est tres différent du pH régional.

Pour les micro-organismes, la relation entre le pH et la biodiversité est positive soit
de maniere linéaire (Delgado-Baquerizo et al., 2016), soit de maniere quadratique (Fierer
et Jackson, 2006), mais les études s’intéressant a cette relation sont relativement limitées.
La plupart des travaux du chercheur Delgado-Baquerizo se situent en milieu aride dans un
contexte régional alcalin qui a ainsi pu forcer la perception d’une relation toujours
positive. Le contexte régional de cette étude est surtout situ€ sur le Bouclier canadien
constitué d’une roche-mére métamorphique avec une géologie granitique a tendance acide
datant du Précambrien (< 540 Ma) (Lamoureux, 2007). D’apres la relation du pool
d’espece régionale, il devrait plutot y avoir une relation négative entre le pH du sol et la

biodiversité microbienne dii au contexte régional acide que 1’on retrouve au Québec.

Comme la mesure du Eh des sols est une mesure trés peu explorée dans la littérature,
il n’existe pas a ma connaissance d’information sur une potentielle relation avec la

diversité microbienne, mais sera toutefois explorée dans ce mémoire.
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CHAPITRE III - ARTICLE SCIENTIFIQUE 1

BOREAL FOREST MULTIFUNCTIONALITY IS PROMOTED BY LOW SOIL
ORGANIC MATTER CONTENT AND HIGH REGIONAL BACTERIAL
BIODIVERSITY IN NORTH-EASTERN CANADA

Le contenu de ce chapitre a fait I’objet d’un article soumis (9 décembre 2019),
révis€ (22 janvier 2020), accepté (24 janvier 2020) et publié¢ (29 janvier 2020) en anglais
dans la revue Forests (facteur d’impact de 2.116) dans un numéro spécial portant sur les

communautés microbiennes des foréts et les processus écosystémiques.

La référence de cet article est la suivante : Giguere-Tremblay, R.; Laperriére, G.;
de Grandpré, A.; Morneault, A.; Bisson, D.; Chagnon, P.-L.; Germain, H.; Vincent, M.
Boreal Forest Multifunctionality Is Promoted by Low Soil Organic Matter Content and
High Regional Bacterial Biodiversity in Northeastern Canada. Forests 2020, 11, 149.

3.1 Contribution des auteurs

Tous les auteurs ont contribué soit a Ia rédaction et/ou a la révision majeure de
I’article. Plus précisément, Vincent Maire, Hugo Germain et moi avons pensé le projet,
et écrit [’article puis j’ai effectué les analyses statistiques, des manipulations sur le terrain
et en laboratoire pour mesurer les variables d’intérét puis les PCR pour obtenir la diversité
bactérienne. Genevieve Laperriere a réalisé la campagne d’échantillonnage ainsi que les
extractions d’ADN et les PCR fongiques. Elle a aussi aidé a la réalisation des PCR sur les
bactéries et a la bio-informatique. Arthur de Grandpré a contribué de maniere significative
aux analyses statistiques et aux analyses spatiales. Amélie Morneault a réalisé son projet
de fin de baccalauréat sur ce projet. Elle a ainsi participé a la campagne d’échantillonnage
et aux analyses de pH et de Eh. Danny Bisson nous a permis d’avoir acces aux cartes
écoforestieres et nous a fourni une assistance technique tout au long du projet.
Pierre-Luc Chagnon a collaboré au niveau des indices de biodiversité. Finalement,

Hugo Germain et Vincent Maire ont co-supervis€ le projet global et I’article.
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3.2 Résumé de ’article

Cet article porte sur le contenu global de mon projet de maitrise; savoir s’il existe
une relation BEF (biodiversité microbienne — Fonctionnement €cosystémique) au sein des
écosystemes forestiers boréaux du Québec. Nous avons aussi voulu démontrer
’importance de pH et du Eh comme mesure pour les communautés microbiennes.
[’échantillonnage a été réalis€ en 2017 en Abitibi-Témiscamingue et a La Tuque
(Haute-Mauricie) a la fin des mois de juin et septembre respectivement. Un total de
156 polygones forestiers a été échantillonné dans le milieu boréal. Afin de caractériser nos
milieux, douze variables abiotiques et douze variables biotiques ont été mesurées,
estimées ou calculées en plus de la métagénomique effectué pour obtenir la biodiversité
fongique et bactérienne. L’utilisation de deux indices de diversité, soit alpha et beta,
a permis de mieux comprendre les effets de la biodiversité sur la multifonctionnalité.
Les résultats présentés dans ’article montrent que 50 % de la multifonctionnalité des
écosystemes boréaux du Québec est expliqué d’abord par le pH et la matiére organique
du sol puis par la diversité béta bactérienne et par la diversité alpha fongique. Il est
toutefois €tonnant que la température ne semble avoir qu’un faible effet sur la
multifonctionnalité dans notre modele puisque cette variable semble étre particuliérement
importante dans les autres études présentes dans la littérature. Notre modele montre aussi
que le Eh a le plus d’effet sur la diversité fongique tandis que c’est surtout le pH chez les
bactéries. Cette étude apporte de nouvelles connaissances sur les foréts boréales gérées et
pourra permettre de mieux comprendre I'importance de la préservation des sols qui

contiennent le microbiome nécessaire au bon fonctionnement des €cosystémes.
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3.3 Article complet en anglais : Boreal forest multifunctionality is promoted by
low soil organic matter content and high regional bacterial biodiversity in
North-Eastern Canada

Abstract

Boreal forests provide important ecosystem services, most notably being the
mitigation of increasing atmospheric CO2 emissions. Microbial biodiversity, particularly
the local diversity of fungi, has been shown to promote multiple functions of the boreal
forests of Northeastern China. However, this microbial biodiversity-multifunctionality
relationship has yet to be explored in Northeastern Canada, where historical environment
have shaped a different regional pool of microbial diversity. This study focuses on the
relationship between the soil microbiome and ecosystem multifunctionality, as well as the
influence of pH and redox potential (Eh) on the regulation of such relationship. Structural
equation modelling (SEM) was used to explore the different causal relationships existing
in the studied ecosystems. In a managed part of the Canadian boreal forest, 156 forest
polygons were sampled to (1) estimate the a- and B-diversity of fungal and bacterial
communities and (2) measure 12 ecosystem functions mainly related to soil nutrient
storage and cycling. Both bacteria and fungi influenced ecosystem multifunctionality,
but on their own respective functions. Bacterial B-diversity was the most important factor
increasing primary productivity and soil microbial biomass, while reducing soil emitted
atmospheric CO,. Environmental characteristics, particularly low levels of organic
matter in soil, were shown to have the strongest positive impact on boreal ecosystem
multifunctionality. Overall, our results were consistent with those obtained in
Northeastern China; however, some differences need to be further explored especially

considering the history of forest management in Northeastern Canada.

Introduction

The boreal forest covers over 11% of the globe’s surface and provides crucial
ecosystem functions and services to human society, such as wood production, nutrient

cycling, and climate regulation. The boreal forest can respectively store between
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87 to 105 PgC y' and 198 to 271 PgC y™' into standing biomass and soils, i.e., more than
one third of the atmospheric pool [1,2]. In temperate and dryland ecosystems,
soil microbial diversity has been suggested to be key in maintaining - ecosystem
multifunctionality [3,4]. The role of boreal microbial diversity is particularly low in
importance when compared to other biomes, which might be expected considering the
lower level of microbial diversity inhabiting the boreal biome [5,6]. In addition, only the
role of fungal biodiversity was found to be significant in boreal systems, while bacterial
However, the role of microbial biodiversity in boreal forests was only explored in
Northeastern China, which impedes a definitive conclusion on the large-scale importance

and the relative roles of bacterial vs fungal biodiversity on ecosystem multifunctionality.

Fungi provide crucial roles to ecosystems through the use of an extensive mycelial
network translocating water and nutrients, breaking down organic compounds and
improving soil aggregation [10,11]. In boreal forests, fungi seem adapted to low pH values
and recalcitrant carbon sources, which results in a higher biodiversity than bacteria [12].
However, bacteria, which have been shown to be essential to the dynamics of ecosystem
functioning, possess a very high adaptive potential and a wide metabolic diversity.
As such, they can colonize all environments and their diversity and abundance can rapidly
be shaped by the abiotic habitat [13,14]. Their diversity and role in ecosystems should
therefore depend on the historical regional context and the conditions in which the
region’s microorganisms evolved in during the last millennia [15]. According to the
regional species pool hypothesis, microbial diversity should be higher in an acidic
environment at local scale if the historical regional context of that environment has been
acidic [15]. As such, the soil microbial biodiversity-multifunctionality relationship has
never been tested in an acidic historical regional context as provided by the Eastern
Canadian Shield, and where bacterial biodiversity might be expected to be as important

as fungal biodiversity in the modulation of the boreal forest muitifunctionality [4,9,16,17].

As described by Hector and Bagchi (2007), the concept of multifunctionality

represents the ability of ecosystems to simultaneously maintain multiple functions
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[4,18,19]. The multiple functions provided by the ecosystem are considered to be
spread along independent dimensions representing ecosystem services. Boreal forests are
mainly managed to promote one particular dimension, which is wood production.
Fungal biodiversity might be important for the wood production dimension, whereas
bacterial biodiversity may be more related to another multifunctionality dimension,
such as the N biogeochemical cycle (e.g., nitrification). We then propose to disentangle
the specific roles of bacteria and fungi on the dimension of productivity, as well as their

respective role on each additional dimension of the ecosystem multifunctionality.

One important way to characterize microbial diversity is with the a-diversity index,
which represents the number of operational taxonomic units (OTUs) observed at local
scale (vegetation patch) [20,21]. In relation with the multifunctionality index, a-diversity
indicates both the complementary roles that multiple species can play on ecosystem
multifunctionality and the chance to select a species with a predominant role [22]. Recent
studies in plant ecology have also demonstrated that the spatial variation in community
composition (i.e., B-diversity) can also modulate ecosystem multifunctionality, such that
a heterogeneous landscape provides higher multifunctionality [21,23]. Tt is particularly
important to study this relationship in boreal forest where significant forest management
(54% in Canada) may have led to a spatial heterogenization of the landscape [24,25].
Decoupling a- and B-diversity both for microorganisms and for boreal forest to determine

its impact on multifunctionality has yet to be tested.

Environmental conditions regulate microbial community structure [14]. Among
abiotic variables that modulate microbial diversity, soil pH is a strong driver at a landscape
level, potentially reflecting variations in parent material [6,14,26]. In boreal forests, soil
pH is expected to be strongly associated with the accumulation of soil organic matter
releasing H™ and therefore may have less of an influence on the structure of microbial
biodiversity. Redox potential (Eh), which should be less covaried with soil organic matter
content, is another key variable for understanding the diversity of microorganisms [17].
Like pH, microbial communities have been selected to live within a range of narrow and

specific Eh conditions [17]. For example, fungi are more likely to grow under oxidative
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conditions (Eh > + 250 mV), while bacteria will be more abundant under reducing
conditions (Eh <0 mV) [27]. Although Eh variations are expected to have a large selective
effect on the physiological and phenotypic composition of soil communities, its effect on
microbial diversity and modulation of the biodiversity-multifunctionality relationship has

yet to be explored.

The following study evaluates the microbial diversity-multifunctionality
relationship based on 156 forest stands, which were chosen from ecoforestry maps in
order to maximize the variation in environmental conditions within the regions of
Abitibi-Témiscamingue and Haute-Mauricie. The sites were located on the Canadian
Shield and a managed part of the boreal forest. The aims of this study were (i) to test the
existence of a relationship between soil microbial biodiversity and the multiple functions
of the Eastern-Canadian boreal forest ecosystems; (i1) to determine the respective role of
local and regional heterogeneity of fungal and bacterial biodiversity beyond this
relationship; and (ii1) to determine if pH and Eh are key drivers in regulating this
relationship through their influence on microbial diversity. To achieve these aims,
total bacterial and fungal diversity was measured using next-generation sequencing.
Ecosystemic functioning and abiotic parameters were measured in the laboratory,
while climate data were extracted from online data bases, and primary productivity was
estimated by satellite remote sensing. Relationships were established using structural

equation modelling (SEM).

Materials and methods

Study sites

Our study was conducted in boreal forest ecosystems located on the Canadian Shield
in Abitibi-Témiscamingue (AT, N48°14'3.25", W79°1'7.62") and Haute-Mauricie (HM,
N47°26'18.026” W72°472.151") in the province of Quebec, Canada. The Canadian
Shield is a large area of North America that exposes Precambrian igneous and

metamorphic rocks and is characterized by a thin acidic layer of soil [16]. Using a forest
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inventory database including 75 parameters and 33,000 stands released in 2009 through
the Ministére des Foréts, de la Faune et des Parcs (MFFP), 156 polygonal forest stands
were selected to maximize the environmental contrast of five habitat variables: surface
deposits (sand, till, clay, fluvial, peatland), drainage (low, medium, high), as well as
the stand age (young 0-80 years, old > 80 years) and the dominant tree species
(Betula papirifera Marsh., Picea glauca (Moench) Voss, Picea mariana (P. Mill.) B.S.P.,
Populus tremuloides Michx., Pinus banksiana Lamb., Abies balsamea (L.) P. Mill.).
The 156 polygons represent the boreal forest subset of the polygons used by Laperriere
et al. (2019) [28].

Forest polygons Sampling

The sampling was done during summer of 2017 in late June for AT and in September
for HM. The sampling of each forest polygon consisted of establishing a quadrat of 400 m?
in which we collected six soil samples that were transferred and mixed into a common
Ziplocs bag to get a homogeneous and representative soil of the quadrat. A subsample of
this mixture was collected and immediately placed in a cooler for DNA measurements.
The remaining soil was split evenly in two Ziplocs bag; one was refrigerated (4 °C) while
the other was left open to allow the soil to air dry. Two additional soil cores (10 cm-length
by 6 cm-diameter) were sampled to get soil bulk density. During the sampling,
we maintained sterile conditions using new sterile equipment at each quadrat in order to

avoid cross-contamination between forest polygons.

Abiotic measurements

We used air-dried soil to measure the following soil characteristics: water holding
capacity (WHC) (adapted from [29]), organic matter concentration (Mo) by loss on
ignition (adapted from [30]), soil texture (Fritsch Analyzer 22 microtech plus), and pH
and Eh using a platinum probe (5 x 5 mm) and an Ag/AgCl electrode coupled to a
voltmeter (based on [31], refer to [28]). Soil porosity and water-filled pore space (WFP)

were calculated using WHC and bulk density [29,32]. Fresh soil was used to measure the
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water content (Teau). For climatic data, we used a public dataset from the government of
Canada [33]. With the geographic coordinates of the polygons, we extracted the following
historical data: mean annual temperature (°C, TEMP_MOQOY), average cumulative
precipitation during the growing season (mm, PPT), average length of the frost-free season
(day, SGEL4), average length of the growing season (SC), and average base days of 0 °C

(DJ_0). A brief summary description of these variables is available in Table 1.

Table 1. Description of abiotic variables.

Variables Description Type Source

TEMP_MOY  Mean temperature, calculated with DJO and SC (°C). Climate E
Average cumulative precipitation during the growing season :

PPT (mm) between 1974 and 2003. Climate E
Average base days 0°C accumulated between April | and . :

pIo October 31 between 1979 and 2008 (days). Climate E
Average length of the growing season (Tmoy > 5.5 °C) based .

5S¢ on the period 1979 to 2008 (days). Climate E
Average length of the frost-free season (days) with a minimum

SGEL4 temperature above a frost temperature threshold of -4 °C Climate E
(1979-2008).

WHC Water Holding Capacity. Maximum water retention of the soil. Soil M

Teau Quangty of water present in the fresh soil one month after the Soil M
sampling.

Poro Porosity of the soil. Calculate using WHC and bulk density Soil C

WEP Water-filled pore space Soil C

pH Hydrogen potential. Soil M

Eh Redox potential. Soil M

Mo Soil organic matter measured by loss on ignition. Soil M

*E = Estimated M = Measured C = Calculated

Ecosystem functions

Ecosystem functioning was estimated by a series of functions representing the
capacity of the ecosystem to capture, transform, and recycle energy, matter, and nutrients.
The primary productivity was estimated using satellite imagery and photos taken at

45 degrees under the tree cover and was used to measure two proxies: the top of canopy
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normalized difference vegetation index (NDVI) and a bottom of canopy green index
(Green). NDVI was derived from 30 m resolution Landsat 8 surface reflectance products,
as obtained from the United States Geological Survey (USGS) [34]. Images with a cloud
cover of less than 10% were selected to minimize gaps in data and average NDVI was
calculated from a total of 8 images (from June to August 2014-2018) in every forest

polygon according to the following equation:
NDVI = (NIR — R)/(NIR + R) (1)

where NIR is the near infrared and R is the red in the image’s composition. Bottom
of canopy green index (Green) was measured at the four corners of each quadrat as well

as canopy opening (Canopy) with R software and imaging analysis.

We used DNA concentration as a proxy to measure soil microbial biomass in each
quadrat [3,4,35]. DNA concentration was realized by fluorescence using Synergy H1
microplate reader and Quant-it Picogreen dsDNA kit (Thermo fisher). The read was made
by using the fluorometric method, using a wavelength excitation of 480 nm and an
emission of 520 nm. DNA concentration was calculated with a standard calibration curve,

as described in the Quant-it Picogreen dsDNA kit protocol.

The soil ability to cycle nutrients was assessed using soil mineral nitrogen content
(Ni), rate of nitrogen mineralization (Nmin), respiration rate (Resp0 and Resp),
and bioavailability of soil orthophosphates (P). Respiration rate and mineralization of soil
nitrogen were measured on dried soil by quantifying CO2 emission and mineral nitrogen
dynamic after adding 0.2 g of cellulose to at least 15.0 g of rewetted soil (60% of its field
capacity), then incubated in 200 mL glass jars sealed with lids fitted with a silicone septum
for 14 days at 25 °C. Mineralization was quantified by measuring the initial and final
concentrations of nitrate, nitrite, and ammonium. These concentrations, as well as those
in orthophosphates (Mehlich-III (IV-07)), were measured at the Laboratory of Organic
and Inorganic Chemistry (Directorate of Forestry Research) of the MFFP. CO2 emission
measurements were taken after the pre-incubation time (0) and then after 2, 4, 8, and

14 days of incubation using a gas analyzer (LI-COR LI-7810).
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The rate of nutrient cycling was quantified, according to the Steinweg and
McMahon (2012) protocol, by measuring extracellular enzyme activities commonly used
in the literature, such as: B-1-4-glucosidase (BGL), P-1-4-N-acetylglucosaminidase
(NAG), and phosphatases (PHO) [36,37,38], using 4-methylumbelliferone-attached
substrates (MUB). Measurements were made by spectrofluorometry, with an excitation
wavelength of 365 nm and an emission wavelength of 450 nm. As for the abiotic variables,

a short description of each variable is available in Table 2.

Table 2. Description of ecosystem functioning variables.

Variables Description Type Source

Activity of the extracellular enzyme - ,4-glucosidase (MUB release
BGL h' gewi!). It allows the breakdown of cellulose into glucose before Ccycle M
being assimtlated by microorganisms.

Activity of the extracellular enzyme f-1,4-N-acetylglucosaminidase

NAG (MUB release h™' geii™"). It allows the degradation of chitin,

N cycle M

Activity of the extracellular enzyme acid phosphatase (MUB release
PHO h! gwn!). It allows the hydrolysis of phosphatases from P cycle M
phosphosaccharides and phospholipids.

Quantity of phosphorus in the soil (mg Kg™"). Mehlich-111 method

F was used. Peycle M

NDVI Normalized difference vegetation index. Index sensitive to vigor and Primary
quantity of vegetation present. productivity
Estimation of the openness of the canopy. "Quantity of visible sky in Primary

Canopy " .
the plot". productivity
"Amount” index of chlorophyll present in the plot using photo taken Primary

Green 7
under the canopy. productivity
Quantity of CO; (ppm) emitted following preincubation of soil for

Resp0 48 hrs (TO). C cycle M
Maximum respiration rate (ppm Zariedsoii”') 0f the soil measured for

Resp 12 days (T12). C cycle M

Ni AmounF o_f N 1n1t1a_lly present_l in soils prior to the [2-day N cycle M
mineralization incubation (mg Kg™).

Nmin Mineralization rate following 12 days of incubation (mg Kg™'). N cycle M

Soil
ADN Total amount of DNA found in soil composite (ADN geir™). microbial M
biomass

*E = Estimated M = Measured
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Extraction and PCR amplification

The extraction of total DNA was carried out using a commercial kit (PowerSoil kit
QIAGEN) on frozen samples. For fungal diversity, extractions were amplified by PCR
using the primer pair fITS7-ITS4. Each PCR was done at three different temperatures
(48, 51, and 58 °C) to allow the primers to combine with as many species as possible
(see [28]). For bacterial diversity, the same DNA extractions were amplified by PCR
at a single temperature of 48 °C with the 16S specific 515F-805R primer pair
with a CS1 (ACACTGACGACATGGTTCTACAGTGCCA GCMGCCGCGG) and €S2
(TACGGTAGCAGAGACTTGGTCTGACTACHVGGGTATCTAATCC) tag added at
the final 5’ extremities [39]. PCR were performed using the same master mix preparation
as Laperriere ef al. (2019) [28]. PCR reaction was made with the following thermocycling
conditions: 34 cycles of 30 s at 94 °C, 30 s at 48 °C, and 40 s at 72 °C. Reactions were
preceded by a 3 min denaturation step at 94 °C and terminated with a 5 min elongation
step at 72 °C. In all cases, all amplicons were verified on agarose gel before analysis and
sent to for sequencing with the Illumina MiSeq method to GenomeQuébec Innovation

Center of McGill University.

Multifunctionality and microbial diversity indexes

In order to calculate the microbial diversity index, taxonomy was obtained by
comparing our DNA sequences to those of public databases. For fungi, bioinformatics was
performed with Vsearch (see [28]), while for bacteria, it was done using the DADA2
package on R software (version 3.5.1). Specifically, DADA?2 was used as a pipeline to cut
and filter DNA sequences. The merging of forward and reverse sequences took place in
Galaxy [40]. The combined DNA sequences were then downloaded and manipulated
again in R to perform dereplication, remove chimeras, and assign taxonomy (see [28]
for details). The public databases used were utax_reference (UNITE datasets v.7.2) and
SILVA (SILVA 132 SSURef tax_silva) for fungi and bacteria, respectively.

The transformation of genomic information to an alpha (o) and beta (B) diversity

index was done by calculating the species richness (a-fungi and a-bacteria) and the
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Serensen’s dissimilarity (SOR, [B-bacteria and B-fungi) by using the “diversity” and
“betadiver” functions from package Vegan in R. The SOR index equation was calculated

as follows:
SOR = (2*xa)/(2(atb+c)) (2)

where a is the number of species shared between two polygons and b and ¢ are the
number of unique species not shared between each polygon [41]. The SOR index ranges
from 0 to 1, where 0 indicates that a polygon shared all its species with other polygons,
while 1 defined a polygon where all inhabiting species were different from other polygons
[21]. With the final matrices (one for fungi and one for bacteria), we then calculated the

mean to obtain one value per polygon.

Statistical analysis

All statistical analyses were performed using the R software. All variables were
normalized in order to perform two principal component analyses (PCA) to extract the
main dimensions describing abiotic environment and ecosystem multifunctionality.
Sites with missing data were excluded from the analysis, and only the principal
components of eigenvalue > 1 were selected. Polygons’ scores on these PCA axes were
used in the following analyses. Generalized linear models (GLLM) were then constructed
between ecosystem functioning dimensions and a and 3 fungal and bacterial diversity.
Fungal and bacterial a-diversity and B-diversity were transformed when necessary using
a Box Cox transformation (boxcox function in MASS package version 7.3-50) to get a
normal distribution. Gaussian GLM family was used to account for a range of values
comprised between [—oo, +oo]. GLM between abiotic environment variable and diversity
were also used to understand their drivers (see complementary materials). We also tested
the addition of categorical variables, which were used to select our sites as random factors
in all GLM models. They were excluded because they did not improve model performance
(Supplementary Material Table S2.3). The Byrnes et al. (2014) R pipeline was used to
calculate the multifunctionality index using the averaging method [42]. The method uses

the average of multiple functions, previously normalized, and the standard deviation in
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order to get an index that is easy to interpret (see [42] for details). To perform SEM,
all variables were also scaled to reduce the variance. SEM was performed with the
“OpenMx”, “lavaan”, and “semPlot” packages in R to determine the causal effects of
microbial diversity and environmental conditions on ecosystem multifunctionality [43].
It is important to note that the first and the fourth dimensions of ecosystem functioning
were inverted (multiplication by —1) in the multifunctionality index and the SEM. In the
latter, the first and second dimensions of environmental variables were also inverted in

order to make the results easier to interpret in terms of benefits from ecosystem functions.

Results

Dimensions of the ecosystem functioning

The first four components of the PCA explained 66.1% of the variation in ecosystem
functions (Figure 1, Supplementary Material Table S1.1 and Figure S1.1). The first PCA
component was related to soil C emission opposing soils with high enzymatic activities
and high respiration rate to soils where carbon was less emitted to the atmosphere.
The second PCA component was related to primary productivity and soil microbial
biomass opposing forests with high canopy cover (NDVI) and high soil DNA biomass to
forests with the opposing syndrome. The third component was related to soil N
mineralization opposing soils with high nitrification rate to soils with high content in
mineral nitrogen. Finally, the fourth selected PCA component was related to canopy
opening and phosphorus limitation opposing forest with low soil available phosphate to

sites with high canopy aperture, probably resulting from low phosphorus fertility.
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Figure 1 PCA of ecosystem functions measured in the boreal forest to
perform a grouping.
The graphs represent in a) the dimensions 1| and 2 and in b) the dimensions 3
and 4. The grouping goes as follows: FI = Soil C emission, F2 = Primary
productivity and soil microbial biomass, F3 =N mineralization and
F4 = Canopy opening and phosphorus limitation. n = 156. (For more
information, please refer to Supplementary Material Table S1.1).

A PCA performed with abiotic environmental variables (Figure S1.3 in
Supplementary Material) explained almost 80% of the variance in three principal
components (Figure S1.2 and Table S1.2a in Supplementary Material). Dimensions were
defined as follows: the first environmental dimension opposed soils with high organic
matter content, silt content, porosity, and WHC to soils with high pH; the second
dimension was negatively related to atmospheric temperature; finally, the third dimension
was a climate-soil axis opposing forests with high mean annual precipitation to the ones
with high soil oxidative capacity and clay content (Table S1.2b in Supplementary
Material).

Response of ecosystem functioning dimensions to microbial biodiversity

A total of 9794 OTUs of fungi (26 to 760 per site) and 24,936 OTUs (45 to 1196

per site) of bacteria were retrieved from the 156 forest polygons. Alpha-diversity ranged
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between 74 and 1196 for bacteria and between 26 and 700 for fungi. Beta-diversity of
bacteria varied from 0.019 to 0.301, while fungal varied from 0.013 to 0.120.

Figure 2 shows the relationship between fungal diversity and the multiple functions
of boreal forests. There was a statistically significant negative correlation between the soil
C emission and both a- and B-diversity, thus suggesting that local and regional fungal
diversity decreased both the extracellular breakdown of organic matter and the emission
of CO». Fungal a-diversity was found to be significantly related to the N mineralization
dimension, so that the low diversity was associated with low rates of mineralization but
with high concentration of mineral N in soil solution. Fungal diversity tended to be related
with higher canopy openness and low soil phosphorus concentration, but the relationship

was not significant.
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Figure 2 Relations between fungal o and B biodiversity and the ecosystem functions

analyzed by GLM and a Gaussian law grouped with PCA axes.
Transformation parameter A was equaled to 0.10 for fungal o-diversity.
Threshold of significance go as follows: 0 "***' 0.001 **'0.01 "' 0.05"'." 0.1 " I.
D2 represents the adjusted amount of deviance for GLM (Dsquared function in
modEvA package v1.3.2,). Even though it explains only 8.0% of the variance,
fungal diversity explains best the N cycle. n = 156.
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Figure 3 indicates that bacterial diversity strongly influence ecosystem
multifunctionality. As for fungal diversity, bacteria tended to limit soil CO; emission
when they were more diverse locally and regionally. In addition, both diversity metrics
were correlated with primary productivity and soil microbial biomass. Finally, in contrast
with fungi, there was a strong positive correlation between the N mineralization and
B-diversity. This may suggest that the more communities differed from one another, the
more the ecosystem tended to have a bigger mineralization rate, and in return, a lower soil
mineral N content that was susceptible to lixiviation. No tendency appeared between

P-cycle and bacterial diversity.
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Figure 3 Relations between bacterial a and B biodiversity and the ecosystem

functions analyzed by GLM and a Gaussian law grouped with PCA axes.
Transformation parameter A was equaled to 2.45 for fungal B-diversity.
Threshold of significance go as follows: 0 "***'0.001 "**' 0.01 '*' 0.05"." 0.1 " 1.
D? represents the adjusted amount of deviance for GLM (Dsquared function in
modEvA package v1.3.2). Bacterial diversity explains best the primary
productivity and soil microbial biomass (F2) and the N cycle (F3) with 8.0%
and 21.0% of the variance, respectively. n = /56.



53
Causal effects of biodiversity and environment on ecosystem functioning

Regarding both bacteria and fungi (Figure 4 and Figure 5), SEM revealed that
biodiversity has a direct effect on ecosystem functioning. In addition, this effect was
organism-, function-, and biodiversity metric-dependent. We also observed that the direct
effects of biodiversity on ecosystem functioning was relatively low compared with the

direct effects of environmental drivers.
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Figure 4 Causal relationships between abiotic variables, fungal diversity and

ecosystem functioning.

Structural equation model of boreal forest ecosystems in Quebec. The direction
of the arrows indicates the direction of the regression existing between the
variables. The solid (green) arrows represent a positive correlation, while the
dotted (red) arrows represent negative correlations (Supp. Material Table S3.1).
The small pale gray arrows show the covariation. The black arrows are the non-
significant correlations at a threshold of 0.1. The thickness of these arrows
informs about the strength of the correlation. The R? shows the proportion of
the variance explained for each variable and the model's P-value and Fit Test
indicates the acceptability of the model. The strongest relationships are between
organic matter (and pH) and temperature related variables and the soil C
emission. n = [42.
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Figure 5 Causal relationships between abiotic variables, bacterial diversity and

ecosystem functioning.

Structural equation model of boreal forest ecosystems in Quebec. The direction
of the arrows indicates the direction of the regression existing between the
variables. The solid (green) arrows represent a positive correlation, while the
dotted (red) arrows represent negative correlations (Supp. Material Table §3.2).
The small pale gray arrows show the covariation. The black arrows are the non-
significant correlations at a threshold of 0.1. The thickness of these arrows
informs about the strength of the correlation. The R? shows the proportion of
variance explained for each variable and the model's P-value and Fit Test
indicates the acceptability of the model. The strongest relationships are between
organic matter (and pH) and temperature related variables and the soil C
emission, but there are also non neglectable relationships between the diversity
and three ecosystem functions (F1, F2 and F3). n = /42.

Figure 4 shows the least-rejected SEM model for fungal diversity, which explained
72.4%, 14.9%, 36.5%, and 0.06% of the variation in soil C emission, primary productivity
and soil microbial biomass, soil N mineralization and P limitation dimensions,
respectively. Relationships between fungal biodiversity and ecosystem functions were
similar in Figure 2, except for the soil C emission dimension. The latter occurred because
the effect of biodiversity shown in Figure 2 was mainly indirect, probably due to the
influence of temperature on both the fungal biodiversity and on the soil C emission
dimension. The abiotic variables, mainly temperature and Eh dimension, explained 25.2%
of the variation of fungal a-diversity, while fungal B-diversity was poorly explained (see

Table S3.1). It is very important to note the existence of the covariation between a- and
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B-diversity (Coef. = 0.506), which, without it, reduced the performance of the model, thus

demonstrating the importance of the interaction between the two types of diversity.

Figure 5 shows the least-rejected SEM model for bacterial diversity, which
explained 72.6%, 23.7%, 37.0%, and 0.05% of the variation in soil C emission, primary
productivity and soil microbial biomass, soil N mineralization, and P limitation
dimensions, respectively. Relationships between bacterial biodiversity and ecosystem
functions were similar to Figure 3, thus revealing that the effects of biodiversity on
multifunctionality were mainly direct. Although it is well described in the literature that
bacteria depend on the environment, only 11.9% of the variation in o-diversity
(Coef.OM = —0.196, Coef.Temperature = —0.161, Coef.Eh = 0.231) was explained by the
three environmental dimensions. The environment explained more for the B-diversity
(30.0%, Coef.OM = —0.437, Coef.Temperature = 0.155, Coef.Eh = —0.303) than the
a-diversity. Again, we noted the importance of the existing covariation between the

two types of diversity in bacteria (Coef = 0.033).

Finally, the importance of pH and Eh on microbial diversity in boreal forest could
be observed (Figure 4 and Figure 5). The role of soil pH cannot be distinguished from soil
organic matter, as they are strongly covaried in the first principal component (C-cycle
dimension). By analyzing the regression standardized coefficients (Supplementary
Material Tables 3.1 and 3.2), we noted that the a-diversity of fungi and bacteria was driven
positively by precipitation and soil pH and negatively by temperature. Bacterial -

diversity was particularly positively driven by soil pH and Eh.

Microbial biodiversity and the multifunctionality of boreal forests

To study the respective role of fungal and bacterial diversity on ecosystem
functioning, we pooled all functions into a multifunctionality index in order to get an
interpretable result. In that sense, the first and fourth principal components of ecosystem
functions were inverted to take into consideration the benefits that a lower soil CO;

emission and P availability have on ecosystem functioning and human society. As such,
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ecosystems that had a high value of multifunctionality index were characterized by low
atmospheric CO; emission, high primary productivity and soil microbial biomass,
low mineral N content in soil solution preventing N lixiviation but high enzymatic ability

to provide N whenever required, and finally high soil P content.

Figure 6 shows the result of decision trees (RandomForest) used to analyze what
variables seemed to have the greatest effect on multifunctionality. Multifunctionality was
mainly influenced by the pH-OM dimension, as well as by the B-diversity of both bacteria
and fungi (bB, bF) (Figure 6). Interestingly, and such as before (Figure 4 and Figure 5),
the temperature appeared to have little effect on multifunctionality when compared to the

PPT-Eh dimension. Local diversity (aB, aF) had a low effect on multifunctionality.
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Figure 6 Key predictors of multifunctionality.

These are the main predictors, according to decision trees (Random Forest)
performed with 5000 iterations. The importance of these predictors is observed
according to the increase of the % of MSE (Mean Square Error). MO = Organic
Matter related variables (41.5%), bB = Bacterial B-diversity (12.0%),
bF = Fungal B-diversity (10.9%), Eh = redox potential (2.1%), aF = Fungal a-
diversity (1.4%), T. = Temperature related variables (1.0%) and aB = Bacterial
a-diversity (0.7%).

Figure 7 shows the least-rejected model by SEM, which explained 50.2% of the
variation in the multifunctionality of boreal forests. As shown previously, abiotic variables
were the dominant explicative factors of multifunctionality, while bacterial B-diversity
and fungal a-diversity showed lower but significant effects. Bacterial B-diversity had

a positive effect on the multifunctionality (Coef. = 0.209), while the effect of
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fungal a-diversity was negative (Coef. = —0.072). As mention before, although several
variables influenced microbial diversity, pH (Coef. =—0.434) and Eh (Coef. = 0.367) had
the most important effect on bacterial B-diversity and fungal a-diversity, respectively.
Because the sign of the correlation between microbial diversity, Eh, and pH differed,
it may suggest that fungi and bacteria tended to have different habitats. When the pH is
acidic and the Eh shows high reducing conditions, the bacterial community will be

promoted, and fungi will be promoted with higher pH and moderated reducing conditions.

Temperature

(-)pH <> OM )

e
\N/
P

() PPT € 2> Eh(+)

& Multifunctionality |

\ = = P-value yZ = 0.929

/Y =0.502 Fit Test=0.148
N= 1142
Figure 7 Causal relationships between abiotic variables, microbial diversity and

multifunctionality.

Structural equation model of boreal forest ecosystems in Quebec. The direction
of the arrows indicates the direction of the regression existing between the
variables. The solid (green) arrows represent a positive correlation, while the
dotted (red) arrows represent negative correlations (Supp. Material Table S3.3).
The small pale gray arrows show the covariation. The black arrows are the non-
significant correlations at a threshold of 0.1. The thickness of these arrows
informs about the strength of the correlation. The R? shows the proportion of
variance explained for each variable and the model's P-value and Fit Test
indicates the acceptability of the model. n = /42.

Discussion

Our study provides a better understanding of the ecosystem multifunctionality of the

Northeastern Canadian boreal forest, with a final model that explained up to 50% of
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variation across 156 sites. We were able to show that soil organic matter, through a
negative relationship, and microbial B-diversity, through a positive relationship, were the
two key drivers of ecosystem multifunctionality in managed boreal forests. This level of
explained variation in ecosystem multifunctionality is comparable to other studies, where
53% of variation was described in drylands around the world, 38% in Scotland, and 65%

in the boreal forests of Northeastern China [4,5].

Multifunctionality and microbial diversity

We found that both fungal and bacterial biodiversity played a role in the ecosystem
functions and multifunctionality of the boreal forests. Despite the relatively short time
period since the last glaciation in Northeastern America to constitute a large diversity pool,
microbial biodiversity that has developed on the acidic and reducing environment of the
Canadian shield evolved to promote primary productivity and soil microbial biomass as
well as limit soil organic breakdown and soil CO> emission, both of which contribute to

the mitigation of increasing atmospheric CO2 concentrations [44].

Although we found significant roles that local diversity (a-diversity) played on
specific dimensions of ecosystem multifunctionality, the heterogeneity of bacterial
communities (B-diversity) was found to act as a main contributor to the whole biodiversity
effect. While such results were observed in plant species, to our knowledge, this study is
the first to show such an impact through microbes [23,45]. The importance of
heterogeneity in the regional pool of species may suggest that there were only a few groups
(or families) of dominant microorganisms that acted as fundamental pillars to the
multifunctionality of boreal ecosystems and other groups of an ecological niche. Recently,
Delgado-Baquerizo et al. (2018) demonstrated that 41% of the relative abundance of total
bacteria sequenced were only represented in 2% of the phylotypes studied. For instance,
30% of the relative abundance of bacteria in boreal environments were Proteobacteria
[14]. As a result, this dominant group may have favored a strong composition effect on
the bacteria of our study. For instance, Li er al. (2019) demonstrated that fungal
biodiversity composition represented half of the microbial biodiversity effect in boreal

forests.



59

In addition, we were able to show that microbial a-diversity in the boreal forest of
Northeastern Canada had a minor role on ecosystem multifunctionality. The eftect of local
microbial diversity was significant on two particular functions (C-cycle and N-cycle for
fungi and C-cycle and ecosystem productivity for bacteria), but this disappeared when
looking at all functions together. Conversely, local fungal diversity remained in the final
model but with a moderately negative effect on ecosystem multifunctionality, particularly
through its negative impact on N mineralization and its positive impact on soil
mineral N concentration. These results partially contradict the literature, which states that
fungal biodiversity has been found to promote ecosystem multifunctionality [4]. However,
these studies were conducted in temperate, semi-arid, and arid climates where
microorganisms have long coevolved with their environment. The positive role of local
fungal biodiversity was also observed in the boreal forest of Eastern China.
When compared to Canada, Eastern China was not covered by ice during the last
glaciation, which may have provided a longer timescale for the development of a larger
and more specialized regional pool of fungal biodiversity in order to promote ecosystem

multifunctionality [44,46].

Finally, both the significant role of B-diversity and bacteria, and the minor role of
a-diversity and fungi, may come from the management activities of our sites within the
Canadian boreal forest. The forest management involved consisted of an average forestry
rotation period of 100 years, which increases both regional heterogeneity and local
homogeneity of landscape [25]. Such a human disturbance may promote a preference for
a particular adapted microbial species and unfavored the network of mycelium and the

complementarity role of fungal biodiversity.

A predominant role of the environment on ecosystem multifunctionality

As in northeastern China, our study showed that environmental conditions were a
predominant driver of ecosystem multifunctionality in boreal forests. Soil organic matter
was specifically the main environmental driver (in bivariate regressions, determination

coefficient, r2SOM-Multifunctionality = 46%, while it was less than 39% between
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humidity variables and multifunctionality), which differs from Li et al. (2019) who found
that it was mainly soil humidity. As soil humidity usually strongly covaries with soil
organic matter [47], we suggested that the high concentration of soil organic matter
increased soil humidity, which increased soil CO; emission, soil mineral N content,
and potentially its leaching and also decreased primary productivity and soil microbial

biomass, altogether leading to lower multifunctionality.

The negative effect of soil organic matter on multifunctionality can be explained by
the average very high organic matter content of the soils studied (median 9.7%,
mean = 16.5%). According to ecosystem development dynamics, soils that have
accumulated such an amount of organic matter content may enter a stage of retrogression
that is characterized by lower total soil base fertility and ecosystem primary productivity
[48,49,50]. This may be particularly true in managed boreal forests where fire disturbance
is strongly reduced, which limits the burn of humus bulk and drives away the root system

from the parent rock [51,52].

Temperature had a minor effect on multifunctionality, which can be explained by
its positive role on primary productivity and soil microbial biomass that cancelled out the
positive effect on soil CO emission towards the atmosphere. The soil Eh had no clear
direct effect on ecosystem functions, but rather had a clear indirect effect by distinctively

modulating fungal and bacterial biodiversity.

Environmental role in determination of microbial biodiversity

We found that physicochemical variables (pH and Eh), organic matter,
and temperature influenced soil microbial biodiversity. Bacterial diversity was mainly
increased by a reducing Eh and a neutral pH (Figure 5), which corresponded to the optimal
conditions of bacteria [17]. Our results are in agreement with many study conclusions
that showed the importance of soil pH for biodiversity modulation [6,14,26]. At the
macroecological scale, the relationship between microbial diversity and pH is mainly

quadratic, with an optimum around a pH = 7 [26]. Even though we do not have the whole
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pH gradient, we also observed a positive correlation with a maximum bacterial
heterogeneity near a pH = 7. This positive relationship is however in contradiction with
the regional species pool hypothesis, who stated that biodiversity is shaped according to
the historical regional context and the conditions in which microorganisms of the region
evolved during the last millennia [15]. As such, in the regional acidic Canadian shield
environment, we should have found a negative relationship between soil pH and local
biodiversity. Instead, we found that in an acidic environment, there is a more

homogeneous, ubiquitous, and less diverse bacterial community.

The local fungal community seems, however, to respond to this theory, with high
diversity when the soil pH is more acidic. It is known that pH is a great driver of diversity,
but very few studies have demonstrated the importance of Eh in the regulation of diversity.
It has been shown in forest swamp sediment that fungi are more likely to grow under
oxlidative conditions in opposition of bacteria which will be more abundant under reducing
conditions [17,27]. The mean Eh in our study was 0.22, which may have favored great
regional bacterial diversity and a weak effect of the fungal diversity. As such, both pH
and Eh were observed to be key factors in the regulation of microbial biodiversity in boreal

forests.

Conclusion

This study allowed for a better understanding of the boreal forest multifunctionality
in the acidic and reducing regional context of the Eastern Canadian Shield. Our study
provides a clear indication of the complementary role that both fungal and bacterial
biodiversity had on respective functions encapsulated into the multifunctionality index.
We also were able to determine the respective and dominant role of microbial B-diversity
over a-diversity on ecosystem multifunctionality. These results need to be put into
perspective with regards to disturbances resulting from boreal forest management.
Even though microbial diversity is important, we were able to highlight the predominant

role of soil organic matter on multifunctionality.
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biodiversity and abiotic environment variables., Figure S2.2: GLM of bacterial alpha (o)
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CHAPITRE IV

AUTRES ASPECTS DU PROJET ET CONCLUSION

4.1 Autres résultats intéressants a explorer

4.1.1 Composition bactérienne du sol de la forét boréale Québécoise

En 2018, Delgado-Baquerizo et al. ont réalis¢ une étude portant sur la

caractérisation de certaines familles de bactéries présentes dans les différents biomes

terrestres (Figure 4.1). Dans la présente section, j’ai voulu reproduire des figures

semblables afin de pouvoir mieux comparer leur étude avec la notre dans le but de voir si

les prédictions de leur atlas global correspondent aux familles de bactéries retrouvées au

Québec avec des données terrain. Les principaux phylotypes a I’étude étaient tres

semblables dans les deux cas.
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La figure suivante montre le pourcentage de distribution de ces phylotypes de
bactéries dans |’échantillonnage total des polygones forestiers boréaux (Figure 4.2).
[l est possible de comparer cette derniére avec la figure 4.1B et 4.1C et d’observer que

dans les deux études, les Protéobactéries sont les plus abondantes du milieu boréal.

0.68
0.97
16
® Protéobactérie = Acidobactérie ® Planctomycetes
Bacteroidetes u Verrucomicrobia Actinobactérie
= Chlorofiexi Gemmatimonadetes m Armatimonadetes
® Firmicutes = Autres

Figure 4.2 Abondance relative des différents phylotypes bactériens de la forét boréale
du Québec.
Les phylotypes analysés dans le graphique ci-dessus sont les mémes que ceux
sélectionnés par Delgado-Baquerizo ef al. (2018). Les abondances relatives
difterent toutefois entre leur étude et la notre.

L’ abondance relative des deux phylotypes les plus abondants dans le milieu boréal
québécois, soit les Protéobactéries et les Acidobactéries, représente pres de 42 % des
espeéces présentes (Figure 4.3). Ce résultat est trés semblable a celui de I’étude mentionnée
précédemment dans laquelle seulement 2 % des phylotypes présents représentaient 41 %
de I’abondance relative des communautés bactériennes échantillonnées (Figure 4.1A).

Ce qui est d’autant plus intéressant a comparer entre les études est que les auteurs ont
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effectué un atlas global avec des prédictions des phylotypes qui seraient les plus abondants
suivant différentes variables environnementales. Lorsqu’on observe la carte de prédictions
selon la variable environnementale de faible pH, il était prédit de retrouver davantage
d’espéces liées a un pH acide. Avec les figures 4.2 et 4.3, on observe qu’effectivement les
Acidobactéries sont trés abondantes dans les foréts boréales du Québec. Avec les résultats
présentés dans cette section-ci, la théorie du pool régional d’especes de Meelis Partel
semble se confirmer, en ce sens ou une grande partie de la biodiversité microbienne

présente au Québec est adaptée a son contexte régional acide.

W Protéo- et Acidobactérie  ® Autres

Figure 4.3 Abondance relative des Protéobactéries et des Acidobactéries, les deux
phylums les plus abondants dans nos sols, et I’abondance relative de tous
les autres phylums.

Les proportions retrouvées ici sont trés similaires a celles trouvées par
Delgado-Baquerizo ef al. (2018).

4.1.2 Séparation régionale de la diversité

Comme expliqué dans le chapitre II et montré dans le chapitre III, la diversité a et
B des micro-organismes jouent un réle important dans le maintien de la multifonctionnalité
des écosysteémes boréaux. Il semble alors intéressant et important de mieux comprendre
la distribution de la diversité microbienne au niveau régional afin de mieux expliquer le
role de celle-ci sur les multiples fonctions. Dans notre étude, deux grandes régions étaient

a I’étude soit I’ Abitibi-Témiscamingue (AT) et la Haute-Mauricie (HM) autour de Ia ville
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de La Tuque. Bien que ces deux régions soient situées en forét boréale, HM était surtout
situé sur les latitudes au sud de la région AT (qui allait plus au nord) (Figure 4.4). Les
petites différences des contextes régionaux, par exemple leur age, le taux d’exploitation
forestiere ou encore les perturbations humaines liés a la taille des grandes villes au centre
de ces régions (densité HM = 0,39 hab./km?, AT = 7,2 hab./km?), pourraient permettre de

mieux comprendre 1’effet de la biodiversité sur les fonctions écosystémiques.

Légende
@ Parcelle @

0 100 200 km Auteure: Roxanne Giguére-Tremblay
Projection: WGS84
.

Figure 4.4 Carte des parcelles des polygones forestiers échantillonnés en 2017 en forét
boréale au Québec, plus précisément en Abitibi-Témiscamingue (juin-juillet) et
en Haute-Mauricie (septembre-octobre).

Les figures suivantes montrent les corrélations entre les quatre composantes
principales des fonctions écosystémiques (voir méthodologie Chapitre III) et les
diversités a et B des champignons et des bactéries. Tout d’abord, il est important de
constater que lorsque les deux régions sont regardées séparément, leur distribution est
principalement gaussienne (a I’exception de la richesse spécifique fongique ou une
transformation log a ¢été appliqué) alors que lorsque analysées ensembles,
une transformation box cox selon le meilleur lambda a di €tre appliquée sur la richesse
spécifique des fungi et sur la diversité¢ Sorensen des bactéries. De plus, il est important de

mentionner que le nombre de parcelles dans la région AT était supérieur a celles de la
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région HM (~ 110 vs 50). Cela dit, il n’est pas étonnant d’observer de l€géres différences
au sein des relations entre la richesse spécifique des fungi et les fonctions écosystémiques
(Figure 4.5). Bien que la composante principale 1 (FD1) soit reli€ée positivement avec la
richesse spécifique dans la région HM et négativement avec la région AT, la tendance
générale s’y dégageant n’est pas différente d’une région a I’autre (Figure 4.5a). La relation
avec la FD3 est intéressante puisqu’il ne semble pas y avoir d’effets dans chacune des
régions, mais leur interaction a un effet négatif sur cette fonction (minéralisation de
I’azote) (Figure 4.5¢). Visuellement, la richesse en especes est plus restreinte, moins
diffuse, dans la région HM que dans la région AT. Globalement, le patron général des

graphiques de cette figure semble suivre le patron de chaque région.
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Figure 4.5 Modéle linéaire généralisé entre les différents groupements de fonctions
écosystémiques et la richesse spécifique (a-d) et la diversité Sorensen (e-h)
des champignons selon une famille de distribution gaussienne.

Les points et lignes rouges représentent les polygones forestiers échantillonnés
en AT et en bleu ceux de HM. Ny = 156.
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Comme pour la richesse spécifique, la relation entre la FD3 et la diversité Sorensen
des champignons est différente dans chacune des régions (Figure 4.5g). Effectivement,
dans la région HM aucune relation ne semble ressortir tandis que 1’on observe clairement
une corrélation positive dans la région AT. Comme mentionn€ précédemment, le fait que
la tendance générale se dégageant de cette relation soit positive releéve probablement de la

quantité de parcelles associée a la région AT contrairement 3 HM.

Ainsi, mis a part les relations entre la FD3 et la diversité¢ a et B des champignons
(Figure 4.5¢,g), les autres corrélations ne sont pas différentes de la tendance générale dans
chacune des deux régions. En effet, on le remarque principalement par le fait que les
intervalles de confiances des droites sont imbriqués dans I’intervalle de confiance
générale. De plus, on peut remarquer que la distribution de la diversité B est semblable

dans les deux régions.

Comme précédemment, la richesse spécifique bactérienne est, visuellement, moins
diffuse, dans la région HM que dans la région AT (Figure 4.6). Toutefois, contrairement
a la distribution plutdt homogene de la diversité  fongique, on remarque une nette
distinction entre les deux régions chez les bactéries. En effet, les polygones forestiers sont

plus hétérogenes, probablement avec des especes plus spécialisées, dans la région HM.

Dans les deux régions, les patrons de corrélations entre la richesse spécifique
bactérienne et les fonctions écosystémiques sont semblables et similaires au résultat
obtenu dans le chapitre II. Toutefois, la fonction FD3 diffeére d’une région a ’autre selon
un patron semblable aux champignons, c’est-a-dire dans la région AT et selon la tendance
générale on observe une corrélation faiblement négative tandis qu’une relation neutre se
dessine dans la région HM (Figure 4.6c). On remarque davantage de différence entre les
deux régions et la tendance générale lorsque 1’on analyse la diversité¢ de Sorensen et les
fonctions €cosystémiques. Tout d’abord, on remarque pour la FDI que dans les
deux régions il y a des corrélations négatives, mais que généralement la relation est surtout
neutre (Figure 4.6¢). Toutefois, les résultats présentés dans le Chapitre [II avaient subi une

modification box cox et pas ici. Les deux régions présentent alors un patron similaire au
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résultat des GLM du Chapitre 111. Encore une fois, la FD3 differe d’une région a |’autre

et la région HM differe aussi d’avec la tendance générale (Figure 4.6g). Pour les autres

corrélations, tout comme précédemment, ne semblent pas étre différente de la tendance

générale ni des résultats obtenus dans le Chapitre [I[ lorsque I’on regarde les

emboitements des intervalles de confiance.
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Figure 4.6 Modéle linéaire généralisé entre les différents groupements de fonctions

écosystémiques et la richesse spécifique (a-d) et la diversité Sorensen (e-h)
des bactéries selon une famille de distribution gaussienne.

Les points et lignes rouges représentent les polygones forestiers €échantillonnés
en AT et en bleu ceux de HM. Ny, = 156.
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Globalement, les principaux résultats de I’article du Chapitre IIl sont aussi vrais
dans chacune des régions a I’étude. Il y a toutefois la minéralisation de [’azote,
c’est-a-dire la FD3, qui différe Iégerement d’une région a l'autre. Ces différences
pourraient étre liées aux transformations de données appliquées sur la richesse spécifique
des fungi et sur la diversit¢ Sorensen des bactéries. Bien que semblable, 1’effet
d’interaction entre les deux régions lorsque toutes les données sont analysées ensemble ne
semble pas étre négligeable. Avoir séparé selon les régions a I’étude vient, a la fois,
renforcer nos principaux résultats en démontrant que le patron global suit généralement
celui de chacun des régions puis ajouter une touche de compréhension supplémentaire,
sur ce qui se passe au niveau du cycle de I’azote (minéralisation-nitrification)

particulierement, au sein des €cosystemes boréaux du Quebec.

Nos prédictions de départ dans le projet par rapport au comportement de la
biodiversité microbienne sur le fonctionnement écosystémique étaient soit que quelques
groupes de micro-organismes sont les piliers du fonctionnement des écosystémes ou bien
que les micro-organismes soient présents et diversifiés sans soutenir le fonctionnement
¢cosystémique. Avec les différents résultats présentés dans ce mémoire, principalement
dans cette section en séparant les deux régions, il est possible de confirmer que la vérité
se situe entre ces deux hypotheses. C’est-a-dire que plusieurs espéces sont présentes et
généralistes, soutenant peu les fonctions et que peu d’especes spécialistes soutiennent

davantage le fonctionnement €cosystémique.

4.1.3 Groupements fonctionnels fongiques et multifonctionnalité

Contrairement aux bactéries, il est possible de classifier les champignons en groupes
fonctionnels selon leur mode de nutrition. Comme décrit précédemment, les saprotrophes,
les symbiotrophes et les pathotrophes sont les groupements les plus fréquemment utilisés.
Effectuer des SEM a l’aide de ces groupements plutdt qu’avec tous groupements
confondus pourrait nous permettre de mieux comprendre comment les champignons
jouent sur la multifonctionnalité. Dans le Chapitre IIl, nous avons montré dans la figure

de SEM finale qu’au niveau des champignons, seule la diversité a semblait avoir un role
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sur la multifonctionnalité. Les variables abiotiques permettaient aussi d’expliquer

davantage la diversité a que la B.

Les arbres décisionnels randomisé€s permettent d’obtenir les prédicteurs clés de la
multifonctionnalité lorsque toutes les variables sont assemblées dans un modele
(Figure 4.7). C’est souvent une premiere étape pour déterminer les ingrédients clefs a
intégrer au sein des SEM. Dans la figure 4.7, il est assez €vident que peu importe le SEM
effectué, la variable qui prédominera la multifonctionnalité sera la composante
environnementale 1 (ED1), c’est-a-dire la mati¢re organique (et le pH). Il est toutefois
intéressant de constater que la diversité 3 soit a la fois non négligeable et plus importante
que la diversité a. En effet, la diversité Sorensen des champignons saprotrophe (bsa) et
des symbiotrophes (bs) sont les deux variables les plus importantes, ~ 13 % et 7 %
respectivement, pour expliquer le modele a effets directs de la multifonctionnalité. Apres
ces trois premicres variables, il semble y avoir une « cassure » dans le pourcentage

d’explication et résulte en de faible pourcentage explicatif.

0.4
0.3
0.2
0.1
0.0

% Increase MSE

MObsa bs ap bp as asa T. Eh

Figure 4.7 Prédicteurs clés de la multifonctionnalité. Analyse en arbres de décisions

randomisée (RandomForest) entre la multifonctionnalité et les variables
biotiques et abiotiques.
L’importance des variables s’observe selon le % Increase MSE. Suite a
5000 itérations, la matiere organique (et le pH) est la variable prédominante
pour expliquer la variance de la multifonctionnalité. MO = groupement Matiére
Organique — pH (47.6 %); bsa = diversité¢ B saprotrophes (12.7 %); bs =
diversité B symbiotrophes (6.8 %); ap = diversité a pathotrophes (3.1 %); bp =
diversité B pathotrophes (3.0 %); %); as = diversité a symbiotrophes (2.0 %);
asa = diversité o saprotrophes (1.3 %); T. = Températures (0.5%); EA = potentiel
redox (0.4 %).
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Bien que dans la figure 4.7 la diversité a n’était pas une variable permettant
d’expliquer beaucoup la variance de la multifonctionnalité, cette derniere était toutefois
bien présente dans la figure SEM finale du Chapitre I1I. Dans la figure 4.8, la variance de
la richesse spécifique des pathogénes est expliquée a 25.6 %, celle des saprotrophes a
22.0 % et des symbiotrophes a 17.7 % par les variables abiotiques. Ce résultat montre
ainsi que les variables environnementales ont effectivement un r6le important sur la
distribution des especes fongiques. La richesse spécifique des champignons pathogenes
semble avoir une corrélation positive faible avec la multifonctionnalité bien que celle-ci
ne soit pas considérée significative. Cependant, ni la richesse spécifique des saprotrophe
ni celle des symbiotrophes ne semblent avoir un effet sur la multifonctionnalité.
Ces résultats refletent ceux de la figure 4.7, mais contredisent cependant notre résultat du
Chapitre I1I. Lorsque nous divisons la richesse spécifique par groupement, nous observons
que le lien entre les champignons et la multifonctionnalité est positif (vs. négatif).
Ces résultats n’affectent toutefois pas nos conclusions générales présentées au
Chapitre I1I, d’abord parce que le lien entre les champignons et la multifonctionnalité est
considéré non-significatif puis parce que la multifonctionnalité reste principalement

expliquée par la matiere organique (et le pH) du sol.
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Figure 4.8 SEM des groupements fonctionnels fongiques en forét boréale. Relations
causales entre les variables abiotiques de ’environnement, la diversité a
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fongique séparée en groupes fonctionnels et la multifonctionnalité des
écosystémes boréaux du Québec.

La direction des fleches indique la direction de [a relation existante entre
deux variables. Les fleches pleines (vertes) représentent les corrélations
positives, tandis que celles en pointillées (rouge) sont des corrélations négatives.
Les fleches gris pale montrent les covariations. Celles qui sont noires
représentent les corrélations non significatives a un seuil de 0.1. L’épaisseur des
fleches représente la force de la corrélation. Les r* montrent la proportion de
variances expliquée pour chaque variable et le Chi-carré et le Fir Test indiquent
[’acceptabilité du modele. Dans cette figure, la corrélation la plus importante se
trouve entre la matiere organique (et le pH) et la multifonctionnalité calculée
avec la méthode averaging. nuiise = 142 (sur un total de 156).

Comme prédit dans la figure 4.7, la diversité  des différents groupements fongiques
joue un rdle plus important sur la multifonctionnalité (Figure 4.9). En effet, dans ce
modele ~ 53 % de la variance de la multifonctionnalité est expliquée, ce qui représente
environ 9 % de plus que le modéle précédent et proviendrait ainsi probablement du role
de la diversité B des groupements fongiques. Les variables environnementales abiotiques
permettent d’expliquer 19 % de la diversité Sorensen des saprotrophes, 12 % de celle des
pathotrophes et seulement que 0.04 % des symbiotrophes. Bien que sa variance soit
peu expliquée, la diversité Sorensen des symbiotrophes est reliée positivement (et
significativement) avec la multifonctionnalité. Bien que non significative, la diversité
Sorensen des saprotrophes est elle aussi corrélée positivement avec la multifonctionnalité
comparativement aux pathotrophes. Ainsi, un changement d’espéces entre les sites semble
favoriser une diversification de fonctions ainsi qu’une augmentation du recyclage des
nutriments (fonctionnalité plus élevée) et mener a une multifonctionnalité plus grande.
Ceci représenterait donc un effet principalement direct des champignons sur la

multifonctionnalité des écosystemes boréaux.
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Figure 4.9 SEM des groupements fonctionnels fongiques en forét boréale. Relations
causales entre les variables abiotiques de ’environnement, la diversité p
fongique séparée en groupes fonctionnels et la multifonctionnalité des
écosystémes boréaux du Québec.
La direction des fléches indique la direction de la relation existante entre
deux variables. Les fleches pleines (vertes) représentent les corrélations
positives, tandis que celles en pointillées (rouge) sont des corrélations négatives.
Les fleches gris pale montrent les covariations. Celles qui sont noires
représentent les corrélations non significatives a un seuil de 0.1. L’épaisseur des
fleches représente la force de la corrélation. Les r* montrent la proportion de
variances expliquée pour chaque variable et le Chi-carré et le Fiit Test indiquent
[’acceptabilité du modele. Dans cette figure, la corrélation la plus importante se
trouve entre la matiere organique (et le pH) et la multifonctionnalité calculée
avec la méthode averaging. nuiise = 95 (sur un total de 156).

Bien que ces nouveaux résultats avec les champignons montrent que c’est plutot
la diversité B qui a un effet sur la multifonctionnalité, cela démontre tout de méme
qu’il faut faire davantage d’€études en intégrant a la fois la diversit€¢ a et la diversité¢
puisqu’ils sont complémentaires au niveau des informations qu’elles fournissent sur le
fonctionnement des écosystemes. Par exemple, la diversité o informe davantage sur
comment I’environnement régule les micro-organismes et la diversité B plutdt sur les
effets de ceux-ci sur la multifonctionnalité. Comme mentionné précédemment, la variance
de chacun des groupements est relativement bien expliquée par les variables abiotiques,
mais expliquent tres peu la multifonctionnalité, ce qui semble montré surtout peu d’effet

ou un effet indirect via les pathogenes (Figure 4.8). Toutefois, on observe le contraire dans
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la figure 4.9, c’est-a-dire que les variables abiotiques expliquent moins la diversité

Sorensen, mais les groupements ont des effets surtout directs sur la multifonctionnalité.

Finalement, ces résultats montrent I’importance d’observer a de plus fines échelles
pour pouvoir en comprendre de plus grandes. On peut penser, par exemple, a la théorie du
geéne a I’écosysteme qui, en sélectionnant différents génotypes chez plusieurs especes,
aura des conséquences sur les populations, les communautés puis sur les €cosystemes.
Ainsi, plus il y aura un changement d’espéces entre les sites, plus il risque d’y avoir des
genes qui seront sélectionnés pour augmenter telle ou telle fonction de I’écosysteme et

pourraient ainsi faire accroitre la multifonctionnalité globale.

4.2 Forét multifonctionnelle vs non-multifonctionnelle

Cette section sert tout simplement a nous permettre de visualiser spatialement la
multifonctionnalité de différentes parcelles. La figure 4.10 nous permet premi€rement de
constater qu’il n’y a pas d’autocorrélation spatiale évidente, c’est-a-dire que les niveaux
de multifonctionnalité sont répartis sans patron particulier sur les territoires €tudiés.
Cela permet d’écarter notamment I’effet d’une concentration urbaine importante sur nos
résultats. On remarque aussi dans la figure 4.10 comme dans la figure 4.6 que la région

HM est en moyenne davantage multifonctionnelle que la région AB.
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Figure 4.10 Carte des points GPS des parcelles classer selon si les peuplements
échantillonnés sont peu (blanc), moyen (bleu pile) ou fortement
multifonctionnelle (bleu foncé).

La région a droite est la Haute-Mauricie (HM) et a gauche on retrouve
I’ Abitibi-Témiscamingue (AT).

En regardant les photos prises lors de la campagne d’échantillonnage de la parcelle
ayant une forte, moyenne ou faible multifonctionnalité, on y aperg¢oit des caractéristiques
visuelles. En effet, une forét étant capable de réaliser de multiples fonctions semble se
caractériser par un mélange de feuillus et de résineux avec de la régénération foresticre
puis quelques especes d’herbacées (Figure 4.11a). On y voit du sol a nu, sans végétaux.
Au contraire, la parcelle qui était le moins multifonctionnelle dans nos sites se caractérise
par une forét de résineux sans régénération ni herbacée avec un treés fort couvert de
mousse au sol et une densité d’arbres importantes (Figure 4.11c). Une forét avec une
multifonctionnalité moyenne aura des caractéristiques empruntées a chacun des
deux extrémes. C’est-a-dire ayant des herbacées au sol puis quelques « patch » de mousse,
mais laissant toutefois du sol a nu (Figure 4.11b). Ces parcelles moyennes se caractérisent

avec la présence de résineux, de feuillus ou un mélange des deux.
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Figure 4.11 A quoi ressemble une forét qui est multifonctionnelle: a) trés
multifonctionnelle, b) dans la moyenne et ¢) faiblement.
Les catégories ont été sélectionnées selon la multifonctionnalité maximale et
minimale dans les parcelles de forét boréale. Les trois photos présentées dans
cette image se retrouvent dans la région de AT.

4.3 Pourquoi est-ce que la relation diversité microbienne — multifonctionnalité est
particuliérement faible dans les écosystémes boréaux?

Un résultat fort et similaire dans 1’étude de Li ef al. (2019) est la faible importance
des roles des micro-organismes dans le maintien de la multifonctionnalité. En effet,
dans les deux €tudes, les variables environnementales abiotiques (I’humidité du sol et la
matiere organique et le pH, respectivement) ont des effets plus importants que le
microbiome. Cette faible importance du microbiome pourrait résider dans [|’histoire
évolutive de la forét boréale qui est relativement jeune par rapport aux autres biomes ou
le niveau et I'influence de la biodiversité €taient plus importants (Delgado-Baquerizo
etal, 2016, 2017). Lors d’une glaciation puis d’une déglaciation, les mouvements du
glacier mettent la roche a nue et réinitialise la biodiversité et le fonctionnement de
I’écosysteme. Lors de la derniére grande glaciation (=33 a —10 000 ans), tandis que les
glaciers recouvraient entiérement les terres en Amérique du Nord-Est, une végétation de
toundra occupaient la Chine du Nord-Est (CLIMAP, 1981; Pinxiana et Xiangjunb, 1994).
La derniere glaciation en Chine remonte probablement a plusieurs centaines de milliers
d’années mais beaucoup d’incertitudes demeurent sur les phénomeénes de glaciation en
Asie (Zhisheng et Porter, 1997). Ces temps géologiques de mise en place d’une
biodiversité sont relativement faibles au regard des autres biomes terrestres. Il reste qu’au
regard du temps de génération des populations microbiennes, il est tres important et

pourrait étre considéré comme non important pour expliquer une moindre régulation de la



83

multifonctionnalité par la biodiversité. Pour conclure, la relation biodiversité microbienne
— multifonctionnalité est relativement faible pour ces deux sites boréaux comparativement
aux autres biomes terrestres. D’autres études seront nécessaires pour en expliquer les

raisons.

Au sein des deux régions boréales, on retrouve tout de méme des divergences.
En effet, en Chine, la richesse en especes et la composition des communautés fongiques
avaient un plus fort effet sur la multifonctionnalité que la diversité bactérienne. Toutefois,
au Québec comme démontré dans le Chapitre [II, c’est surtout un changement dans la
diversité des communautés bactériennes qui semblait avoir un plus grand impact sur les
multiples fonctions. En considérant le pH acide de notre site d’étude, nous nous serions
attendus a ce que les champignons aient un réle plus important que les bactéries car leur
optimum de niche est généralement considéré en sol acide. Ces divergences pourraient,
elles aussi, résider dans I’histoire €volutive de la forét boréale mais restent une question

ouverte de ma maitrise.

4.4 Limites et améliorations du projet
4.4.1 Campagne d’échantillonnage

Ce projet de maitrise a été réalisé conjointement avec une candidate au Doctorat en
biologie cellulaire et moléculaire, Genevieve Laperriere. Puisque la campagne
d’échantillonnage a été réalisée pour son projet ainsi que le mien, plusieurs équipes d’aide

sur le terrain ont d@i étre déployé€es (~ cinq €quipes).

L’ampleur de cette campagne d’échantillonnage a toutefois intégré certains biais
d’¢échantillonnage principalement causé par les diftérentes €quipes présentes. [l aurait
probablement été pertinent de quantifier I’erreur de manipulation due aux €quipes sur les
variables amasser directement sur les parcelles telles que les photographies ayant servi au

calcul de I’indice de vert et a [’ouverture de la canopée arborescente.
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Un autre biais pourrait étre lié a la fois a I’ampleur de la campagne de terrain et
aux différentes €quipes est la date de récolte des échantillons. En effet, la récolte des
¢chantillons en Abitibi-Témiscamingue a été réalisée fin juin, début juillet, alors que
ceux récoltés en Haute-Mauricie ont plutot été faits en septembre-octobre, période a
laquelle les champignons sont beaucoup plus presents. Ce décalage dans les
dates d’échantillonnage a probablement pu causer des erreurs au niveau des especes
de champignons et de bactéries retrouvés dans les parcelles. En effet, en
Abitibi-Témiscamingue les espeéces développées a ce temps de 1’année devaient étre
celles résistantes aux températures plus fraiches tandis qu’en septembre-octobre,
celles plus résistantes aux températures tempérées. Cela a probablement pu avoir un
impact au niveau de la diversité Sorensen des champignons et des bactéries entre les
deux régions. Peut-étre que si I’échantillonnage avait €t¢ réalisé au méme moment,
la diversité  aurait été plus similaire. En effet, il est connu qu’au niveau des especes
fongiques le temps de 1’année est important puisqu’on ne retrouve pas les mémes especes
tout au long de la saison de croissance. Ce phénomeéne n’est toutefois pas connu au niveau

des especes bactériennes.

4.4.2 Composantes abiotique et biotiques

4.4.2.1 Environnement de ’habitat

Les variables environnementales sélectionnées dans ce projet étaient basées sur
ceux qui sont généralement étudiés dans les études semblables & la notre. Toutefois,
la température qui semble étre trés importante dans beaucoup d’études sur la relation BEF
ne |’était presque pas dans cette étude. Je crois que ¢a pourrait étre lié a la méthode que
nous avons utilisée afin d’obtenir nos variables de températures. En effet, bien que nous
ayons fait ressortir des données historiques de température, ceux-ci n’dtaient pas
précis€ment « mesurés » au centre de nos parcelles. Il aurait été intéressant d’installer de
petites stations météo a 1’aide de logger dans nos parcelles afin de pouvoir vraiment avoir
les microclimats de chacune de nos parcelles. Puisque les micro-organismes sont sensibles
a ce qui se passe a proximité d’eux, la température mesurée plutdt que calculée aurait

probablement pu faire ressortir davantage son effet sur les micro-organismes.
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I aurait aussi €t intéressant d’ajouter a ces variables, liées aux facteurs d’états,
la perturbation humaine dans nos parcelles. En effet, ['ajout de variables telles que le
nombre de coupes de forestiere que les parcelles ont subi, la proximité a la grande ville la
plus proche ou encore la présence de mines a proximité aurait permis de savoir comment
la perturbation anthropique affecte la présence de nos micro-organismes ainsi que la

multifonctionnalité des écosystemes a I’aide de relations causales.

4.4.2.2 Fonctionnement écosystémique

Tout comme les variables abiotiques, les variables reliées au fonctionnement
¢cosystémique sont tirées de la littérature sur le sujet. Toutefois, la productivité primaire
aurait pu €tre mesurée plus directement qu’a ’aide du NDVI qui est souvent critiqué,
lorsqu’utilisé comme indicateur de la productivité primaire. En effet, le NDVI ainsi que
I’indice de vert arborescent mesurent le feuillage présent dans nos parcelles, mais la
productivité primaire contient aussi, mais pas exclusivement, la production de biomasse
de bois. L utilisation d’un proxy plus directement lié¢ a la productivité primaire, telle que
’estimation d’un volume marchand, aurait peut-€tre changé les corrélations observées.
En eftet, les deux indices utilisés dans notre étude montraient probablement une différence
entre les feuillus et les coniferes (feuillus vert plus élevé que conifere) malgré le fait que

la biomasse de bois soit potentiellement comparable dans les deux cas.

Dans notre étude, le cycle du phosphore ne semblait pas étre influencé par les micro-
organismes alors qu’il est bien connu que les micro-organismes sont importants dans
chacun des cycles biogéochimiques. La mesure utilisée et traiter comme €tant le « cycle
du P » était la quantité en mg kg ' de Phosphore inorganique et donc biodisponible pour
les plantes. Cependant, le phosphore qui est principalement utilis¢é par les micro-
organismes est le P organique provenant de la litiere et de la fertilisation des sols. 11 aurait
¢été pertinent de réaliser une expérience de minéralisation comme celle effectuée pour la
minéralisation de I’azote. Cela nous aurait permis d’obtenir un taux de minéralisation du

phosphore et donc de I’activité microbienne directement reli¢ au phosphore disponible.
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Mis a part ces fonctions qui auraient pu &tre améliorées, je crois que les mesures de
fonctionnement utilisé dans le cadre de ce projet sont suffisantes afin d’effectuer une
caractérisation partielle du fonctionnement écosystémique permettant de répondre a notre
questionnement initial. Bien évidemment, les fonctions que nous avons utilisées sont
reliées au service écosystémique de fonctionnement, mais d’autres variables pourraient

étre mesurées afin de caractériser d’autres types de services écosystémiques.

4.4.2.3 Classification des micro-organismes

Il est possible d’effectuer une classification des champignons soit selon leur
taxonomie ou bien selon leur mode de nutrition. Toutefois, mis a part une classification
taxonomique aucune autre méthode compléte n’est présentement comparable pour les
bactéries en €cologie terrestre. En effet, il serait trés pertinent d’obtenir de nouvelles
catégories de bactéries classifiées selon leur type de fonctions au sein des écosystemes.
Ce type de classification permettrait de mieux expliquer le role respectif des champignons

et des bactéries sur les écosystémes.

Une piste ayant été explorée, mais qui aurait demandé trop de temps a réaliser dans
le cadre de ce projet de maitrise, était d’effectuer une classification basée sur la présence
de genes (KEGG), qui eux, auraient été reliés a une ou plusieurs fonctions écosystémiques.
Plus précisément, les bases de données KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes) permettent de comprendre les significations fonctionnelles et utilités d’un
organisme a partir de ses informations génomiques (Kanehisa et al., 2004). En effet,
afin de pouvoir réaliser une fonction biochimique quelconque comme c’est le cas dans les
cycles biogéochimiques dans les écosystémes, certains génes précis doivent étre présents
dans les organismes afin de pouvoir étre réalisé. Récemment, une équipe de chercheurs
du Canada a réalisé une étude en jumelant les différents genes associés aux cycles de
I’azote et du carbone dans cing biomes de I’Amérique du Nord. lls ont réussi a associer a
chaque étape des cycles biogéochimiques un gene chez les bactéries et chez les archées
qui permettait de réaliser I’étape biochimique puis réaliser un tableau reliant le geéne

(et son abondance) a la taxonomie bactérienne (Cardenas ef al., 2018). Il faudrait ainsi
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étre en mesure de réaliser ce méme type de classification allant du géne a I’écosystéme
pour plusieurs fonctions €cosystémiques. Non seulement les cycles de I’azote et du
carbone, mais aussi les autres cycles du systtme CHNOPS nécessaire a la productivité
primaire et au grand recyclage des nutriments essentiels pour effectuer les différents

services €cosystémiques.

Une analyse basée sur la présence de KEGG aurait permis d’obtenir de I’information
a savoir s’il existe de la redondance fonctionnelle au sein des communautés microbiennes
étudiées et aurait peut-€tre permis d’expliquer davantage la faible importance des
communautés microbiennes dans la régulation de la multifonctionnalité en foréts boréales
Québécoise. En effet, lorsqu’une communauté microbienne subit une perturbation dans
son environnement, elle peut réagir de plusieurs manieres. Elle pourrait étre résistante,
c’est-a-dire que la composition de celle-ci ne changera pas, pourrait étre résiliente ou la
composition est altérée, mais peut retourner a sa composition initiale, étre redondante
fonctionnellement ou la composition est altérée définitivement, mais performera comme
la composition originale ou étre complétement changer autant dans la composition que la

performance (Figure 4.12).
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Figure 4.12 Schéma permettant d’expliquer comment les communautés microbiennes
peuvent changer & la suite d’une perturbation de leur environnement.
(Tiré de Allison ef al., 2008.)

La redondance fonctionnelle est toutefois difficile a étudier et a établir puisque,
selon la définition de la figure 4.12, il faut avoir une bonne connaissance de la composition
et de la performance fonctionnelle de la communauté avant une perturbation et pouvoir
I’étudier suite a celle-ci. De plus, une communauté qui serait fonctionnellement
redondante sous certaines conditions environnementales pourrait ne pas [’étre sous
d’autres conditions (Allison ef al. 2008). Une €tude menée en eau douce (microcosmes et
lacs) sur la diversité des communautés bactériennes par Delgado-Baquerizo et al. (2016)
a permis de démontrer qu’il y a un manque de redondance fonctionnelle au sein de la
relation BEF. Ce résultat suggére que la perte d’un petit nombre d’espéces pourrait avoir

des conséquences négatives sur le fonctionnement de I’écosysteme (Delgado-Baquerizo
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et al., 2016). Cependant, I'utilisation du nombre d’OTUs a pu mener & ce manque de
redondance fonctionnelle. En 2018, Louca et al. (2018) ont analysé la redondance
fonctionnelle selon la composition taxonomique (familles et OTUs) et selon la
composition génomique (KEGG et groupes métaboliques). Leur résultat de la figure 2
(Chapitre I1I) démontre bien qu’il existe une conservation, une redondance, au niveau des
génes et des fonctions métaboliques dans la communauté comparativement a lorsque le

tout est analysé a I’aide de la taxonomie (Louca et al., 2018).

Finalement, comme discuté précédemment, la redondance fonctionnelle est un
concept intéressant et pertinent a inclure dans les études portant sur la relation BEF chez
les micro-organismes, mais est toutefois difficile a mesurer. L’approche basée sur les
KEGQG et les groupes métaboliques semble étre la plus adaptée pour €tudier la redondance,
mais présente aussi des difficultés puisqu’il faut créer soi-méme les différents groupes
métaboliques. Aucun groupe métabolique n’est actuellement, & ma connaissance,

uniforme entre les études.

4.5 Conclusion

Les différents résultats présentés dans ce mémoire ont permis de répondre a
notre questionnement initial qui était de savoir s’il existe une relation entre les
micro-organismes de sol (champignons et bactéries) et les multiples fonctions
¢cosystémiques. Nous souhaitions aussi mieux comprendre comment des variables
abiotiques comme le pH et le Eh, qui est trés rarement €tudié, pouvaient moduler les

communautés microbiennes.

Il existe bel et bien une relation BEF chez les micro-organismes de la forét boréale
du Québec. Cette relation est principalement modulée par la matieére organique puis par
’hétérogénéité des communautés bactériennes. Le pH et le Eh ont des effets surtout
indirects sur la multifonctionnalité via la régulation de la présence des bactéries et des
champignons, respectivement, laissant croire que ces micro-organismes ne sont pas

présents dans les mémes niches écologiques. Ces trois variables abiotiques sont ainsi des
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facteurs clés dans la régulation du fonctionnement €cosystémique boréal. De plus,
notre étude permet d’appuyer davantage la force de I’histoire évolutive et de I’effet de la
derniere glaciation sur les €cosystémes ainsi que de comparer deux milieux boréaux
maintenant étudiés, c’est-a-dire au Québec et en Chine. En effet, les champignons
semblent avoir plus d’impact sur la régulation des fonctions écosystémiques lorsque les
sols des écosystemes sont agés et que les communautés bactériennes ont libéré des niches.
Les fonctions seraient d’abord soutenues par des facteurs aléatoires puis par des

phylotypes plus spécialisés par la suite.

Ce projet de maitrise ajoute de nouvelles informations sur le milieu boréal québécois
qui n’était jusqu’a présent, a notre connaissance, inexistant dans la littérature sur les
relations BEF. Elle servira potentiellement comme base comparative a de nouvelles études
sur le sujet au Québec. De plus, les gestionnaires des écosystémes pourront utiliser ces
nouvelles informations afin de mieux gérer le territoire en protégeant et limitant les
perturbations du sol menant a des changements en qualité et quantité de matiere organique.
Par exemple, au lieu d’utiliser de la chaux pour tenter de réguler le pH du sol, il serait
pertinent de mettre les efforts d’abord sur la matiere organique disponible puis viendra la
régulation du pH et les micro-organismes adaptés au fonctionnement de 1’écosysteme.
Nous avons d’autant plus réussi a montré I’importance du potentiel redox comme variable
abiotique et devrait étre davantage utilis€ dans les €tudes portant sur la compréhension
écosystémique. Pour de futures recherches sur le sujet, il pourrait étre intéressant de
réaliser ces mémes mesures a I’échelle des différents biomes du Québec, du sud au nord,
atin de comprendre davantage I’héritage de la derniere glaciation et de I’histoire évolutive.
Cela permettrait aussi de mieux comprendre a |I’échelle régionale nos €cosystemes et
permettrait potentiellement d’effectuer des recommandations quant a la gestion des

€cosystemes dans des contextes de changements climatiques.
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Abstract

Fungi play important roles in forest ecosystems and understanding fungal diversity
is crucial to address essential questions about species conservation and ecosystems
management. Changes in fungal diversity can have severe impacts on ecosystem
functionality. Unfortunately, little is known about fungal diversity in northern temperate
and boreal forests, and we have yet to understand how abiotic variables shape fungal
richness and composition. Our objectives were to make an overview of the fungal richness
and the community composition in the region and identify their major abiotic drivers.
We sampled 262 stands across the northern temperate and boreal Quebec forest located in
the region of Abitibi-Témiscamingue, Mauricie, and Haute-Mauricie. At each site,
we characterized fungal composition using [llumina sequencing, as well as several
potential abiotic drivers (e.g., humus thickness, soil pH, vegetation cover, etc.). We tested
effects of abiotic drivers on species richness using generalized linear models,
while difference in fungal composition between stands was analyzed with permutational
multivariate énalysis of variance and beta-diversity partitioning analyses. Fungi from the
order Agaricales, Helotiales, and Russulales were the most frequent and sites from the
north of Abitibi-Témiscamingue showed the highest OTUs (Operational Taxonomic Unit)
richness. Stand age and moss cover were the best predictors of fungal richness. On the
other hand, the strongest drivers of fungal community structure were soil pH, average
cumulative precipitation, and stand age, although much of community variance was left
unexplained in our models. Overall, our regional metacommunity was characterized by
high turnover rate, even when rare OTUs were removed. This may indicate strong
environmental filtering by several unmeasured abiotic filters, or stronger than expected
dispersal limitations in soil fungal communities. Our results show how difficult it can be
to predict fungal community assembly even with high replication and efforts to include

several biologically relevant explanatory variables.
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Introduction

Fungi represents the most diverse groups on Earth after insects [1]. They are diverse
in terms of shape, color, and lifestyle and they are distributed throughout the globe in all
types of terrestrial and aquatic ecosystems, and even in extreme life conditions such as
those prevailing in the Antarctic [2,3]. They play pivotal roles in ecosystem functioning
by modulating nutrient cycling, organic matter decomposition, carbon storage, and plant
nutrition through the formation of mutualistic symbiosis [4-7]. Several studies have shown
that ecosystems functionality is altered when changes occur in soil fungal diversity [5,6]
which is why they are used as a forest and soil health bioindicator [8,9]. In addition,
some species, especially edibles, are an important source of income and a significant
component of the diet, particularly in developing countries and remote regions [10].
Unfortunately, fungal diversity can change because of time, climate, biota, topography,
natural disturbance, or human caused perturbation and contamination [11-14]. For these
reasons, there is interest in developing approaches to predict various facets of fungal
diversity, and how it is likely to change over space and time in natural and managed

ecosystems.

Fungal species richness, an intuitive component of fungal diversity, is often used to
compare habitats, as species diversity is often assumed to reflect, at least partly, niche
diversity when limiting similarity drive species coexistence [ 15]. Fungal richness has also
been linked to key ecosystem parameters and functions such as litter decomposition rates
[16] or soil and plant nutrient content [7]. Many abiotic variables can influence species
richness. In the case of fungi, climatic variables such as mean annual precipitation and
temperature are important drivers of fungal richness at global scale [17], but other
variables such as vegetation cover [ 18], tree species [19], and soil texture [20] can have

positive or negative impacts on richness.

Beyond the simple counting of species number (i.e., a-diversity), another way to
characterize biodiversity is to study the composition of the community and how it changes
across sites (i.e., B-diversity). Understanding compositional pattern of species helps

researchers to understand different aspects of species interaction and ecosystem function
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[21,22]. B-diversity patterns can also guide conservation practices, for example by
providing knowledge about the uniqueness of community composition in the
landscape [23]. Community dissimilarity can stem from two mutually exclusive,
and thus additive, components: richness difference (i.e., nestedness) and compositional
turnover/replacement [21]. Because these components are additive fractions of
community B-diversity, they can easily be mapped in a ternary plot linking nestedness,
turnover, and community similarity (i.e., [-B) [22]. Such B-diversity partitioning analyses
can help formulate more specific hypotheses regarding the potential drivers of community

dissimilarity in a metacommunity [24].

Nevertheless, in Quebec, Canada, fungal diversity in northern temperate and boreal
forests is generally poorly described. A reliable and exhaustive global description of the
fungal diversity is needed for the protection and conservation of fungal species, and to
further predict changes in fungal richness and community composition in our forests.
This lack of data represents an obstacle for mycologist and for companies working with
natural resources, and data is needed to improve forest fungal biodiversity conservation
and management. The main aim of this study was to sample the northern temperate and
boreal Quebec forests; to (1) make an overview of the fungal richness and the community
composition; and (2) identify the main environmental drivers of these facets of fungal

biodiversity.

Materials and Methods
Study Sites and Soil Sampling

The sampling design consisted of 262 sites that were located in three different
regions in the province of Quebec (Canada). The sites were divided in 130 stands located
in Abitibi-Témiscamingue (AT), 50 stands in Haute-Mauricie (HM), and 82 stands in
Mauricie (MAU) (Figure 1). We used a forest inventory database composed of 75 abiotic
variables and 33,000 stands, released in 2009, through the served to identify and locate

sites according to four ecological parameters used by stakeholders: the stand age,
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the dominant tree species, the level of drainage, and the surficial deposit. We selected sites
to obtain the largest diversity of ecological parameters combinations that characterized
each region. Sites also had to be accessible by road. Sites were sampled between June and
September 2017. For each site, we used ropes to delimitate a representative area of 400 m*
(20 x 20 m). In each site, two 20 m transects were established 10 m apart from one another.
The forest litter was removed from the surface and 6 soil cores of 20 cm depth were
collected every Sm along the transects. Soil samples were pooled, mixed and a subsample
was taken for DNA analyses and stored immediately on ice and at —20 °C at the end of
the day. The rest of the soil samples were sieved and stored at different temperature

depending of the future analyses (see below).
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Figure 1. GPS localization of the 262 sampled sites divided in three regions representing
130 sites in Abitibi-Témiscamingue (AT), 50 sites in Haute-Mauricie (HM) and 82 sites in
Mauricie (MAU). The map represents the province of Québec and each yellow triangle
represents a site sampled between June and September 2017.

Clustering of Sites into Climatic Domains

Using georeferenced information of the 249 stands (positive at sequencing step), we
extracted historical climatic data ranging from 1974 to 2008, from the site of the
government of Canada (https://ouvert.canada.ca) (Table S1). Total degree-days (based on

0, 5, and 10 _C), mean length of the season without frost (T min <0, —1, =2, =3, and
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—4 °C), mean length of the growing season, average cumulative precipitation during the
growing season, and the mean temperature during the growing season (calculated with the
total degree-days based on 0 divided by the length of the growing season) were used for
K-means clustering with kmeans function and cluster package in R software v.3.5.3
[25,26]. This resulted in three climatic domains distributed as follows: 70 sites, mostly
localized at the north of Abitibi-Témiscamingue (exception of four sites in
Haute-Mauricie and two in south of Abitibi), were grouped in domain 1 (NAT), domain 2
(MAU) contained 79 sites situated in Mauricie and domain 3 (SAT-HM) included
100 sites from the south of Abitibi-Témiscamingue (exception of five sites at the north)

and Haute-Mauricie (Figure S1).

Site Characterization

We used forest inventory databases (see above) to get information about stand age,
dominant tree species, level of drainage and surficial deposit (Table S1). In addition,
we measured in the representative area a series of variables that are known to modulate
fungi presence [27-29]. For the vegetation stratum (trees, shrubs (diameter at breast height
(DBH) <9 c¢m), herbaceous, mosses, and lichens), the coverage percentage (between 0%
to 100%) values were attributed for each stratum at each end of the 400 m? area.
Then, means were calculated and density cover classes was assigned according to the
protocol of Ministere des Foréts du Québec, Service des Inventaires Forestiers [30].
For the statistical analysis, the density classes were changed to an ordinal scale
between 0 and 7 ((81%-100%) = 7, (61%-80%) = 6, (41%-60%) = 5, (26%-40%) = 4,
(6%-25%) =3, (2%-5%) =2, (1%) =1, 0=0). Thickness of the litter layer was represented
by plant residues on the surface of the soil (dead leaves, needles, and living mosses) and
thickness of humus by the organic layer in the soil (represented by the horizon F and H).

Both were measured in centimeter (cm).
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Soil Analyses

Part of the soil sample from each site was dried at room temperature to measure pH
(hydrogen potential) and Eh (redox potential) with the method proposed by
Husson et al. [31]. Measurements were made using platinum M24 1Pt electrodes and a
10Mhoms resistance multimeter inside a Faraday cage. The measure was considered
stable after 30 s. Because Eh and pH are strongly correlated values, Eh was standardized
for a pH of 7 based on Equation (1) where the Eh is measure in volts, R the perfect gas
constant (8.314471 JK!' mol™), F the Faraday constant (96485.3383 C mol™'), and T the

temperature (Kelvin):

EhpH7 = Eh - RT/F * Lnl0 * (7 - pH) (1

Temperature and pH were taken with a pH electrode (HI 1292D HANNA)
immediately after the Eh. Organic matter (OM) was measured by mass loss ignition
(550 °C during 5 h). After heating, the soil was analyzed for texture using a Fritsch

Analysette 22 microtech plus to get the content (%) of silt, sand, and clay.

Soil DNA Extraction, Amplification, and Sequencing

Soil for DNA was kept frozen in -20 °C until extraction and then DNA from 0.30 g
of soil was extracted with the DNeasy PowerSoil kit (Qiagen, Montreal, QC, Canada)
according to the manufacturer’s instructions. 200 pL of 100 uM ammonium aluminium
sulfate (AINH4(SO4)>) was added, as an additional step, in the column to remove inhibitors
such as humic acid and increase PCR effciency on several types of soil (clayey, sandy)
[32]. DNA was eluted in 100 pl. PCR reactions were performed in a volume of 25 uL
containing 2.5 pL of 10x standard Taq buffer (100mMTris-HCI, 500 mM KClI,
1S mMMgCl,), 0.5 uL of ANTPs (10 mM), 0.5 pL of primers (20 mM), 0.25 pL of standard
Taq DNA polymerase, 2 uL of total soil DNA and 18.75 pL of nuclease free water. We
amplified the ITS2 region with the universal fungal primers fITS7 and ITS4 with a CS1
(ACACTGACGACATGGTTCTACA) and CS2 (TACGGTAGCAGAGACTTGGTCT)

tag added at the 50 extremities [33,34]. Three different melting temperatures were used
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for each PCR reaction with the following thermocycling conditions: 34 cycles of 30 s at
94 °C, 30 s at three different melting temperatures of 48, 51, and 58 °C, and [ min 30 s at
72 °C. Reactions were preceded by a 3 min denaturation step at 94 °C and terminated with
a 5 min elongation step at 72 °C. If no PCR band was obtained, a 1/10 dilution of the total
soil DNA was prepared. Positive PCR from the same sites (3 PCR x 256 sites) were pooled
and sent for sequencing. A second PCR was done to add adapters and barcodes
(one barcode per site), libraries were quantified and the sequencing was performed with
Ilumina MiSeq PE 300 following the procedures of Quebec Genome Innovation Center

of McGill University (Montreal, QC, Canada).

Bioinformatic Analysis

Raw sequences were demultiplexed and adapters and barcodes were removed for
249 sites (7 samples didn’t work at sequencing). The sequences were uploaded to the
Galaxy web platform v.[.1.2-806.1 and analyzed for quality using the FastQC Read
Quality reports v.0.72 [35,36]. Then sequences were filtered and trimmed (trimleft = ¢
(19, 20), truncLen = ¢ (230, 200), maxN = 0, maxEE = ¢ (2, 2), minLen = 150) using
dada2 package v. 1.7.9 in R [26,37]. Only sequences longer than 150 bp with a mean
number of expected errors below 2 were kept, trimming these to keep only the first 230 bp
for the forward reads and the 200 bp for the reverse reads. Paired-ends sequences were
merged using Fastg-join (pN = 0, mN = 20) in the Galaxy web platform [38].
Then Fastq files were converted in Fasta files with FASTX-toolkit v.1.0.2 and ID
sequences were changed for the unique number ID of the sites using Segkit v 0.8.0[39,40].
The open source software [TSx v. I.1.1 was used to remove conserved regions (5.8S and
28S) may be present in our I'TS2 amplicon [41]. Finally, dereplication procedure for each
site was independently (sample level) applied using Vsearch v. 2.8.0 and then all files
(249 files corresponding to 249 sites) were combined in one single Fasta file in order to
obtain one OTU data file and compare fungal composition between all sites [42]. Then,
the dereplication procedure was repeated, but across all sequences. We removed
singletons (minuniquesize = 2) chimera sequences using the reference database

(UNITE/UCHIME reference datasets v.7.2) and de novo chimeras, and we clustered
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sequences (id = 0.97) and performed taxonomic assignation (id = 0.98) with our local
barcode database containing 169 barcodes from fungi collected in Canada (mostly in
Quebec province) (Document file S1) and public reference databases (USEARCH/UTAX
reference datasets v.7.2 from UNITE and 600,000 ITS2 sequences download
from the National Center for Biotechnology Information Search database
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/)) using Vsearch v. 2.8.0. Non fungal OTUs were

removed.

Statistical Analysis

We obtained two databases, one with the abiotic variables for each site and the one
with presence/absence OTUs by site. All statistical analyses were coded in R [26].
Taxa frequency bar chart was created using ggplot2 [43]. To identify major abiotic
drivers, we correlated fungal occurrences in 240 sites (we excluded 9 sites with missing
environmental variables) with 18 abiotic variables from these sites (Table S1). Percentage
of sand was not used because of high correlation with clay and silt content.
Mean temperature during the growing season and average cumulative precipitation during
the growing season were used as climatic variable for each sites. Other climatic data were
excluded from the statistical analyses because of high colinearity. Continuous numerical
variables were standardized prior to analysis. Generalize linear model with negative
binomial family error distribution was used to identity the drivers of fungal OTU richness,
using the MASS and MuMIn R packages for model selection based on dredge and
importance functions [44,45]. A pairwise site dissimilarity matrix based on Jaccard’s
index was computed for 240 sites keeping only 14 000 OTUs appearing in these 240 sites.
A PERMANOVA analysis using the adonis2 function (vegan R package) was used to
explain our fungal distance/dissimilarity matrix using our set of 18 abiotic variables [46].
Prior to running the PERMANOVA analysis, we verified the assumption of multivariate
dispersion using the function betadisper (vegan R package) [46]. To verify the
homogeneity of variance for the continuous predictors, we quantified the distance of each
sample in the ordination to the overall metacommunity—Wide centroid, and correlated this

value to the continuous variable. Principal coordinate analysis (PCoA) was used to
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visualize fungal community composition among sites. Beta-diversity partitioning analyses
were used to evaluate whether shifts in fungal community structure were mostly due to
species replacement or differences in fungal richness among sites using the beta.div.comp
function (coef =*J”) from Legendre (2014) [21]. This beta-diversity partitioning could be
visualized on a ternary plot using the R package Ternary [47]. Species indicator analysis
was used to determine whether some species were preferentially associated with specific

site characteristics [48].

Results

Taxonomic Diversity

[llumina sequencing of our fungal amplicon resulted in 12,455,757 raw sequences
which was pruned to 264,000 unique reads after bioinformatics treatment. Clustering at
97% yielded 14,755 OTUs (6687 singletons), out of which 4796 could be assigned to a
known taxon. We merged OTUs (and their frequencies) if they received the same
taxonomic assignation and removed OTUs that were assigned to non-fungal organism for
a total of 252 removed OTUs. For the 249 sites, 14,503 OTUs, including 4544 OTUs with
taxonomic assignation, were obtained. Figure 2 presents a global view of the taxonomic
diversity, the 20 most frequent orders for all the sites and their frequency is represented
for each climatic domain. The Agaricales represented the most frequent order with a mean
of 22 OTUs per site for the bioclimatic domain NAT, 19 OTUs for domain MAU and
12 OTUs for domain SAT-HM. The second and third most frequent order were
respectively the Helotiales and the Russulales with 17 and 6 mean OTUs per site for
domain NAT, 13 and 4 OTUs for domain MAU and 9 and 4 OTUs for domain SAT-HM.

Other common orders were Cantharellales, Boletales, and Hypocreales (Figure 2).
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Figure 2. Taxa bar-chart for each climatic domain representing the frequency of the 20 most
frequent fungal orders. In the X axis, NAT represents the sites clustered in the north of
Abitibi-Témiscamingue, MAU in Mauricie, and SAT HM in the south of
Abitibi-Témiscamingue and in Haute-Mauricie. Y axis represents the mean OTUs
(Operational Taxonomic Unit)/site. Each different color represents taxa.

Fungal Richness

OTUs richness varied between 26 to 825 OTUs across the sites with a mean of
193 OTUs per site. Lower OTUs richness was observed in domain SAT-HM compared
with domain NAT and MAU (Figure 3). We could also observe a tendency of OTUs
richness to decrease in presence of higher moss cover and in older stand age but, to
increase with high herb cover (Figure 4a-c). OTUs richness also varied depending on the
dominant tree species. Intolerant hardwood (IH) stands showed high fungal richness as

opposed to jack pine stands (JP) (Figure 4d).
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Figure 3. Box-plot indicating the distribution of the OTUs richness (249 sites) for
each climatic domain. In the X axis, NAT represents the stands clustered in the north of
Abitibi-Témiscamingue, MAU in Mauricie and SAT HM in the south of
Abitibi-Témiscamingue and in Haute-Mauricie. The Y axis represents the OTUs richness
(number of OTUs/site).
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Figure 4. Box-plot representing the distribution of the OTUs richness (240 sites), depending
on: (a) moss cover; (b) stand age; (¢) herbaceous cover; (d) dominant tree species. For (a) and
(c) X axis represents the density classes ((81%-100%) = 7, (61%-80%) = 6, (41%-60%) = 5,
(26%-40%) =4, (6%-25%) =3, 2%-5%) =2, (1%) =1, 0 =0)). For (b) X axis indicates stand
age (1 =20-79 years and 2 = 80 years and over). For (d) X axis indicates the different dominant
tree species in the sites (BF = Balsam fir, BS = Black spruce, IH = Intolerant hardwood,
JP = Jack pine, P_JP = Jack pine plantation, P MC = Mixed coniferous plantation, RM = Red
maple, TA = Trembling aspen, WB = White birch, and WS = White spruce). Y axis represents
the OTUs richness (number of OTUs/site).

A generalized linear model was used first, with all the habitat variables, and used in
dredge to performed model selection and model averaging. The dredge function generated
a set of 262,144 possible combinations (Table S2). Model at the first rank (lowest AICc)
included the variables stand age, average precipitation, herb cover, moss cover, soil pH
and silt content, but all first six models were equivalent in weight and for Akaike’s
information criteria (AICc). Variables that were not included in all the first six models
were deposit, drainage, EhpH?7, litter, organic matter, and shrub cover. These variables

also have low sum of Akaike weights, meaning they appeared in few models (Figure 5).
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The moss cover and the stand age stood out as the most important predictors of fungal
OTUs richness with a sum of Akaike weights close to one (appeared in almost all the
models) (Figure 5). Herb cover, average precipitation, silt content and lichen cover could
also important predictors of fungal richness with a sum of Akaike weights over 0.5,

indicating that they appeared in half of the possible models (Figure 5).
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Figure 5. Bar-chart representing the importance of each of the 18 habitat variables from all
possible model combinations (262,144). Y axis represents the sum of Akaike weights.

Fungal Community Composition

Soil pH has a significant effect on fungal composition, followed by the average
cumulative precipitation and stand age (Table 1 and Figure 6). For stand age, older stand
(blue) seemed slightly nested into those from younger stand (red) (Figure 6c).
The multivariate dispersion analysis indicated that the assumption of variance

homogeneity was violated for stand age (F = 3.68, p =0.06) (Document file S2). However,
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given the robustness of the PERMANOVA test to this assumption, this should not
translate as a major bias in our downstream analyses [49]. For the continuous variables,
no statistically significant correlations with their distance to the centroid were found for

soil pH and average precipitation, the two best predictors (Document file S2 and

Figure S2).

Table 1. Results of the PERMANOVA for the global fungal community. Stars indicate the p
value significance *** p <0.001; ** p <0.01; * p <0.05.

Variables R2 F Pr (>F)
Dominant tree species 0.040 1.123 A
Deposit 0.021 1.072 *
Drainage 0.004 1.038
Stand age 0.005 1.301 i
Tree (%) 0.004 1.018
Shrub (%) 0.004 1.011
Herb (%) 0.004 1.090
Moss (%) 0.004 1.179 >
Lichen (%) 0.004 1.229 >
Litter (cm) 0.004 1.060
Humus (cm) 0.004 1.018
pH 0.006 1.589 S
EhpH7 0.004 1.055 *
Organic matter (%) 0.004 1.183 il
Clay content (%) 0.005 1.245 A
Silt content (%) 0.004 1.098 *
Mean temperature 0.005 1.189 >
Average precipitation 0.006 1.385 A

Residual 0.840
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Figure 6. Sites scores for principal coordinate analysis (PCoA) with presence/absence data
for 14 000 OTUs (dissimilarity matrix based on Jaccard’s index) and 240 sites. Each point in
the PCoA represents a site and points close to one another indicate that they are similar in
their fungal composition. Values in brackets on the axes show the amount of variation in
fungal composition explained by each axis; (a) Sites colored according to their soil pH values
(range between 2.98 to 7.10). Color represents a gradient from low (red) to high (blue) soil
pH; (b) Sites colored by their average cumulative precipitation (range between 489.36 mm to
638.03 mm). Color represents a gradient from low (green) to high (blue) average precipitation;
(c) Sites colored by their stand age. Young stand (20-79 years) are colored in red and old stand
(80 years and more) in blue.

We analyzed the fungal community structure with a simplex analysis of
beta-diversity partitioning from pairwise comparisons of stands by using different indices
that measure similarity (number of share species), relativized richness difference and
relativized species replacement according to the R-script methods of Legendre et al.
(2014) [21]. Values obtained were positioned into an equilateral triangle, the so-called
ternary plot. High species turnover, perfect nestedness, and richness identity could be
easily recognized because the points are positioned on a given side of the triangle.
This analysis shows an alignment of the majority of the pairwise site comparison at the
bottom of the ternary plot, which evidences species replacement as the major driver of

community dissimilarity in this regional metacommunity (Figure 7a). This could be due
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to a very high frequency of rare taxa, which could have inflated the turnover component
of beta-diversity. Yet, a similar pattern of strong turnover was observed even when only
the most frequent fungi (appearing in more than 30 sites) were retained for the analysis
(Figure 7b). Likewise, the pattern held constant when considering only the rarer fungal

taxa (Figure 7c).
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Figure 7. Triangular plot representing a beta-diversity partitioning analysis with
presence/absence data with 14,000 OTUs and 240 sites: (a) including the total OTUs (14,000);
(b) only the OTUs appearing in more than 30 sites; (¢) rarer OTUs appearing in less than
10 sites. Each blue point represents a pair of sites and their position is determined by three
indices, the relativized species replacement (R), the relativized richness difference (D) and
similarity (S) (dissimilarity matrix based on Jaccard’s index) calculated from the R code script
from Legendre (2014), values on the axis represents the contribution in percentage of each
indices.
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Discussion

Fungal Diversity in Temperate and Boreal Quebec Forest

Diversity in the regional species pool could be explained by the large environmental
heterogeneity across our sampled sites and the sequencing depth used. Indeed, our study
gathered data on highly contrasted sites differing in dominant tree species, geological
substrate origin, drainage, climate, and abiotic soil parameters (Table S1). Many studies
and reviews have supported the role of environmental heterogeneity in supporting greater
species diversity through niche partitioning [50-52]. A study published by Tedersoo et al.
(2014) also reported very large fungal richness; they sampled 365 sites across the world
divided in eleven different biomes (not limited to boreal and temperate forest) and
detected 44,563 nonsingleton fungal OTUs that corresponded to approximately half of
the described fungal species on the globe [17]. They also observed that boreal and
temperate forests were also more diverse in ectomycorrhizal and several other fungal
guilds than other biomes. The three most frequent orders that characterized our regions
were the Agaricales, Helotiales, and Russulales (Figure 2). These three groups are
generally dominant in boreal forest [11,53-55]. The genus Lactarius and Russula,
from the order Russulales, are abundant and diverse ectomycorrhizal fungi in northern
forests, especially because there are host generalists [14,56,57]. In our data, the genus
Russula and Lactarius represented 84% of the OTUs from the Russulales (Table S3).
Helotiales are common and frequently associated with roots in boreal forest [11,54],
whereas the Agaricales are known to associate with bryophytes a dominant component of
the boreal forest understory [58]. Agaricales and Russulales are also known to be abundant
and diverse in temperate forests [59-63], which represented 32% of sites included in our
study. In temperate forests, Agaricales are mostly represented by the genus Cortinarius
and Inocybe [60,63]. Cortinarius genus represented 24% and /nocybe 14% of our OTUs

belonging to the Agaricales (Table S3).

Soil was collected from June to September, which included a sampling done over
two seasons (summer and beginning of fall). Fungal groups do not seem to change

between season, although their abundance may change [64,65]. Active mycelium can
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decrease at the soil surface in the middle of summer, because of drought, but remains
detectable [66]. Season should not have an impact on the global biodiversity retrieved.
Unknown OTUs also represented a large proportion of the fungal diversity in our study,
which was comparable to other studies using similar high-throughput sequencing
methodologies [11,17,67,68]. Despite all the progress in fungal DNA barcoding, most of
the fungal species in the world remains unknown for many reasons. Some species are not
easily identifiable, difficult or impossible to growth in vitro, they are only represented by

only one discovered specimen and in some case it is truly the first encounter [69,70].

Abiotic Drivers of Fungal Richness

We found that predictors of the fungal richness were the stand age and the moss
cover. The first ranked model included the variables stand age, average precipitation,
herb cover, moss cover, soil pH and silt content, but all first six models were equivalent
in weight and for Akaike’s information criteria (AICc) (Table S2). Among these variables
stand age and moss cover come out as the most important predictors of fungal OTUs

richness (Figure 5).

For moss cover, a decrease of OTUSs richness was observed when the moss cover
was higher (Figure 4A). Fungi living in moss covered stand, would have considerable
potential to degrade carbon substrates contained in moss residues and in peatlands [71].
Mosses are well known to be recalcitrant substrates and they can affect conditions growth
by maintaining high water level and slowing down the nutrient cycle [72]. They also
produce secondary metabolites which would make them difficult to digest for most
decomposers [73]. Only a few specialist fungi would be able to decompose moss tissues

[74,75]. This could explain a lower fungal richness compared to other type of stands.

In addition to moss cover, stand age come out as an important predictor (Figure 5).
A decline of OTUs richness was observed in our older stand (Figure 4b). A general trend,
observed in animals and plants, is the colonization of young stand, normally newly

exposed, by opportunistic species followed by an increase of species richness [76,77].
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In the case of fungi, generally mature coniferous forests can support a larger number of
fungal species and provide a higher fungal richness [78,79]. Blaalid et al. (2012) also
observed for root-associated fungi a high fungal richness in the recently exposed area
(young stand), followed by a decrease to finish with an increase of richness in more
established ecosystems [80]. In these studies, only one fungal guild (mycorrhizal fungi)
was taken into account. In our case the total fungal composition was measured and as such
included several fungal groups. Another study compared the presence of several fungal
groups over three successional forest stages (2 years, 65 years, and 110 years) and they
detected fewer different groups of fungi (species richness) in the older forest than in the
young and intermediate forest taken together [81]. In our data, old forests are more than
80 years old (Table S1). Such a high richness in early successional stands contrasts with
other findings in western Canada where fungal richness increased over time after clearcuts
or fires [82]. Early-successional stands may have increased primary productivity and also
potentially higher plant diversity and theses two factors can determine the diversity of soil
fungal guilds [83]. Mature forest may not be able to support a large diversity of fungi
because of loss and changes in nutrient and plant species. Forest productivity will reach a
plateau around 40 years old for most of the tree species [84,85]. After the maximum
growth, we can observe a decrease of the primary production, photosynthesis, nutrients,

and an increase of dead woods [86].

Other predictors appeared in more than half of all possible models as herbaceous
cover, lichen cover, average precipitation, and silt content (Figure 5). In the case of
herbaceous cover, an increase in OTUs richness was observed with higher herb cover
(Figure 4c). Tedersoo et al. (2016), identified that fungal richness was positively affected
by herb cover [18]. Several groups of root-inhabiting fungi are related to herbaceous plants
and a majority of herbaceous plants are dependent on mycorrhizae to survive especially
in phosphorus poor soil [87,88]. Higher density of herbaceous cover could provide more
colonizable roots for fungi and results in a higher fungal richness [89]. For lichen cover,
no information was found to explain how lichen cover can directly affect fungal richness.
In our study, we evaluated cover from macrolichen living on the soil surface.

One explanation would be that the type of stand where there is high abundance of lichen
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is not favorable for fungi. Lichen can grow on several extreme environments: on dry and
hot environments, on bare rock, walls, gravestones, roof, exposed soil surfaces, etc. In our
study, high lichen cover (covering more than 40% of the area) was found in stand
plantation dominated by jack pine. Pine stand is known to have lower fungal richness
because of forest litter that could be more acid [18,19,90]. Tree species can differentially
influence fungal richness, either because of their partner selectivity or because of the local
soil conditions they create [19,90]. We can see this variation in OTUs richness depending
on the dominant tree species in our sites, with especially low richness under jack pine

stands (Figure 4d).

One edaphic factor that appeared to be important predictor is silt content, with an
importance over 0.50 and was included in the lowest AICc model (Table S2 and Figure 5).
Fungal response to soil texture has been found elsewhere [91]. Higher global fungal
richness was previously observed in fine-textured soils [20]. A reason for that may be the
higher propension of fine particles to be bound within aggregates. It is well known that
aggregates formation can create microenvironments for soil microbes and create refuges
from predators (e.g., collembolas) in inaccessible micropores [92], but also protection for
desiccation [93], heat [94], and pH fluctuation [95]. Such creation of microenvironments
may have favored fungal niche partitioning locally, thus potentially increasing richness
[96]. Providing more isolate microhabitat demonstrated an increase in microbial species

richness [97].

Average cumulative precipitation during the growing season was also an important
predictor (Table S2 and Figure 5). Tedersoo ef al. (2014), previously identified mean
annual precipitation as a strongest predictor with a positive effect on global fungal
diversity [17]. They compared fungal richness between tropical regions and Africa,
the latter had a lower fungal richness because mean annual precipitation is relatively
lower. Another study noticed that the number of soil fungal taxa increases significantly
with increasing mean annual precipitation [98]. An explanation of the role of precipitation
on richness would be related to the fact that most of the mesophilic fungi fail to grow at
less than 96% humidity. A study from Talley e al. (2002), showed that relative fungal

richness increase in presence of high relative humidity (> 50%) [99].
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Drivers of Fungal Community Composition

Soil pH was the main driver of fungal community composition (Table | and
Figure 6a). This is consistent with previous studies showing that soil pH 1s the primary
driver of fungal community composition and it is a main determinant on fungal
community composition across the globe [11, 17,67,100-102]. Fungi generally grow,
without significant inhibition, on a wide pH ranges [103-105]. However, soil pH could
drive fungal composition by changing the abundance of some fungal groups [106],
on microorganism diversity [107], and soil nutrients [108]. Acidic soils are characterized
by a low cation exchange capacity, particularly in magnesium and calcium, and then
cations are not available to organisms, which may act as a strong environmental filter to
few adapted and specialized species [109,110]. Soil pH is here confirmed as must be part
of the toolkit for modeling the mushroom niche, for conservation and management

purposes.

Average precipitation was also identified as important drivers of fungal community
composition (Table 1 and Figure 6b). In a previous study, fungi directly responded to
variation in precipitation with more abundant, diverse, and consistent communities under
drought conditions and more variable communities with an increase in rainfall,
but difference in the community composition was more evident when rainfall difference
was over 200 mm [111]. For our sites, average cumulative precipitation range was
between 489.36 mm to 638.03 mm (Table S1). Fewer sites (blue) were at the opposite of
the first PCoA axis corresponding to sites with an average cumulative precipitation over
581 mm (Tables S1 and S4). Over a specific stress threshold, biotic factors such as
competition will be more present and determine coexistence [96]. Hawkes et al. (2011)
observed increase diversity in dry periods and suggested that drought stress moderates
competition among fungal taxa [l111]. The species have therefore acclimated to
specific precipitation conditions and to a certain level of competition and then specific
groups of species should be indicative of some stands depending on precipitation level.
A species indicator analysis was used to identify some indicator species between the
different levels of precipitation. Fourteen genera were identified as significant indicators

of low average cumulative precipitation and only three as mid average cumulative
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precipitation, compared to fifty-two for high average cumulative precipitation (Table S5).
Species belonging to [nocybe, Trichoderma, and Clitocybe are examples of significant

indicators of high average cumulative precipitation (Table S5).

For stand age, old stands (blue) seemed slightly nested compared to those from
younger stands (red) (Figure 6¢). Stands could be different in community composition,
because of some species unique to an age-class [47,112]. We identified two genus as an
indicator of old stand (80 years and more), Gloioxanthomyces and Urnula (Table S5).
Among all the OTUs, 590 OTUs were only detected in old stand (Tables S1 and S3).
Difference in fungal species composition among forest age classes was previously found
in several studies. They explained the difference by changes in plant species composition,
because plant communities evolves with time [113,114]. Additionally, accumulation of
some recalcitrant plant litter is not favorable for the survey of some fungi [115]. One study
found that fungal diversity reached a plateau in 26 years-old stand and community
composition was similar for stand between 65-100 years, but differ among stand over
100 years-old [82]. Another explanation could be after the maximum growth of a stand, a
decrease of the primary production, photosynthesis, nutrients, and an increase of dead
woods is observed and then competition to survive could be more present. Models of
fungal primary succession showed that few selected species are able to colonize new area

and with time they are joined or replace with more competitive species [116,117].

The fungal community structure is however characterized by a high turnover rate
across the region (Figure 7). This specifically means that there were no cosmopolitan
generalist fungal taxa that were present in the vast majority of our sites. Such a high
replacement or turnover of fungal OTUs could reflect either (1) narrow fungal niches and
strong environmental filtering [118], (2) strong interspecific competitive exclusion,
or (3) historical contingencies with priority effects allowing early colonizers to prevent
the establishment of latecomers [21,22,24]. Without additional data, it is impossible to

determine in our dataset what the major cause of such a strong species turnover was.
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Conclusion

A global overview of the fungal diversity and richness was assessed across the
northern temperate and boreal Quebec forests. [t allowed to localize area with high fungal
richness and identified abiotic predictors across the sampled region. This could be used as
a tool to follow fungal richness through time and to anticipate future changes that could
be damaging to forests. A high moss cover, old stand (over 80 years) and some dominant
tree species (pine stands) are not suitable for a high fungal richness contrary to herb cover
and average precipitation. The structure of the fungal community in the region was
unknown and now is it characterized by a high turnover rate. Fungal composition is shaped
by several abiotic drivers, but we identified soil pH, average cumulative precipitation, and
stand age as the most important drivers among the sampled variables. This effort to use
meta-barcoding will allow a better characterization of fungal biodiversity and community
structure from soil samples across various stands in the province of Québec. Collectively,
our results show how difficult it can be to predict fungal community assembly even with
high replication and efforts to include several biologically relevant explanatory variables:
this poses a significant challenge for fungal conservation and biodiversity management in
a changing climate, as it seems that suitable fungal niches will be hard to track.
The inclusion of functional traits and phylogeny could be a way to better understanding

fungal biogeography [119].

Supplementary  Materials: The  following are available online at
http://www.mdpi.com/1999-4907/10/12/1096/s1, Figure S1. K-means clustering of
249 sites based on the historical climatic data extracted from the site of the government of
Canada using the GPS localization. Group 1 (black) includes 70 sites, mostly localized at
the north of Abitibi-Témiscamingue (exception of four sites in Haute-Mauricie and two
in south of Abitibi) and represents the domain NAT. Group 2 (red) has 79 sites situated in
Mauricie and named domain MAU. Group 3 (green) includes 100 sites from the south of
Abitibi-Témiscamingue (exception of five sites at the north) and Haute-Mauricie and
represents the domain SAT-HM. Figure S2. Plots representing values from soil pH (a)

and (b) average precipitation and in y axis, their distances to the centroid.
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Document file S1. Local fungal ITS DNA barcode reference; Document file S2.
Multivariate dispersion results; Table S1. Environmental database; Table S2. Dredge
results; Table S3. OTU database; Table S4. Ordination scores; Table S5. Results of

species indicators analysis.
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Environmental Effect on Enzymatic Activities of Boreal and

Temperate Forest Soils
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Ecosystem productivity is parlly determined by organic
matter recycling efficiency. To estimate recycling.
enzymatic aclivily can be quantified for enzymes
catalyzing terminal reaclions producing Dbioavailable
nutrients for plants'. This study aims to belter
understand (1) how ecosystems habitat variables
regulate enzymatic activities within carbon (C}, nitrogen
{N) and phosphorus (P) cycles and (2) if enzymes are
regulated independeantty from each other
A e .

1. For habitat variables, we predict a stronger influence
of intermal factors (draining, surface deposits...) on
enzymatic activities than extemal factors (climate).

2. Every acosystem will be limited by a different nutrient
based on envionmental condilions  limiting
Interactions between enzymes and nutrients

2"+ 260 forest sites across Abitibl-

¥ Temiscamingue and Mauricie, Québec,
Canada
= 4 soil cores of 20 cm depth from avery
sites
Habitat variables (Ecoforestry maps)
« Soil deposits: 5 levels
« Draining : 3 levels
- Forest age : 2 levels
= Bioclimatic domain ° 5 levals
* Dupiicate of every combination
Enzymatic ectivity quantification’?
» Enzymes extraction in solution
« Fluorescence by spectrofluorimetry
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Figure 1 : Enzyme activity in diffacent imatic d ns of
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The biociimatic domain and hydrogen potential (pH) of
soils are the strongest predictors of measured enzymatic
aclivity from the habitat. Also, as depicted in the
litterature, we observed a regulation between enzymes
maintaining an equal ratioc at all times. An enzyme
representation in soil would afiow to predict the activity of
the other enzymes using a linear slope of =1

|__Perspectives |
These results insert themselves into my masler's project,
having for mein objectives to (1) venfy the existence of a
relationship between microbial diversity and ecosystem
mullifunctionnality and (2) to belter understand the
importance of pH and redox potenlial in boreal and
temperate forests solls. We will look at the results by
modelisation using path analysis.

We wish to thank Marcel Otis,
Roger Lanviére, Dany Bouchard,

Quabec | sugar maple-yeliow birch (ERA_BJ). sugar mapie-
basswood (ERA_TIL), Balsam fir-white bwch (SAB_BS) and
{ha Balsam fir-yeliow birch (SAB_BJ) in Abilibi-Témiscamingue
(AT) and Mauricie (Hi).

Table 2 : Ratio (C: N: P) of log enzymalic activity in all habitals.
Mean ratios comespond to the expected values from the
terature.
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