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R®s um®

Les écosystemes dunaires remplissent plusieurs fonctions écologiques essentielles
commecellede prot®ger |l e |littoral gr ©ce ° l eur c
vagues des temp°tes. Les dunes jouent aussi |
la nappe phréatique, le maintien de la biodiversité, en plus de présenteraiircaltiurel,
récréatif et touristique. Les milieux dunaires sont trés dynamiques et incluent plusieurs stades
de succession végétale, passant de la plage de sable nu a la dune bordiere stabilisée par
l 6ammophil e ) l i gul e counbébi s dengeuretl | d 6 gouetrrmes
doarbustes et, ®ventuell ement, ddébar bres. Or ,
microorganismes du sol. Les champignons du sol interagissent intimement avec les racines des
plantes, modifient la structure desls, et contribuent a la décomposition de la matiere
organique et “ |l a disponibilit® des nutri meni
sols et contribuent a la stabilisation des dunes. Malgré cela, la diversité et la structure des
communatés fongiques, ainsi que les mécanismes influencant leur dynamique écologique,
demeurent relativement méconnus.

Le travail présenté dans cette thése explore la diversité des communautés fongiques a
travers le gradient de succession et de conditions édaghiy d 6un ®cosyst me d
afin déam®liorer | a compr®hension de |l a dyna
collecte de données sur le terrain a été réalisée sur une plaine de dunes reliques se trouvant aux
Cles de |l a Madeheinkel om@Qr® @Plolas ®e 80 sites 1
systeme dunaire et caractérisé les champignons du sol grace au séquencage a haut débit. Dans
un premier temps, j 6 ai deddooransusa@tés dongique® dutsal ia t do
travers les di#rentes zones desdunBsn pl us do6éune description ta.
vie fongiques ont été prédits afin de mieux comprendre comment les variations au niveau des
communautés de champignons du sol peuvent se traduire en changements fonclianreels.
observé un niveau de diversité fongique élevé (plus de 3400 unités taxonomiques
opérationnelles au total) et des communautés taxonomiquement et fonctionnellement

distinctes a travers un gradient de successiate conditions édaphiques. Ces résultats ont



aussi indiqué que toutes les zones des dunes, inclaanbne pioniere, supportemtes
communautés fongiques diversése

Ensuite, le lien entre les communautés végétales et fongiques a été étudié a travers
| 6ensembl e de | a s ®asuoatmordgré whe augmemtagion cldre de lar ® s u |
ri chesse sp®ci fique ve®g®t al e, ai nsi gudune
déacqui sition de nuliéalan#toh des pflantesasoitycerhizeowai t er r a i
arbuscule, ectomycorhizie, mycor hizien ®ricoide, fixateur
aussi pu établir une forte corrélation entre les champignons du sol et la végétation, qui
semblent tous deux réagir de fagon similaire aux conditions physicochimiques du sol. Le pH
du sol hfluencait fortement les communautés végétales et fongiques. Le lien observé entre les
communaut ®s ve®g®t al es et fongiques me t | der
biotiques positives au fil de la succession dans les environnements pauvres emtsutrime

Final ement , ] 6ai compar ® | es communaut ®s
associ ®es aux ©principales esp ces arborescen
richesse importante, avec un total de 200 unités taxonomiques opérationnelles
ectomycohiziennes, appartenant principalement aux Agaricomyceétes. Une adalgsean
néa pas perdeimsdulesdcestdre descoumr oupes dobéesp ces en
ce qui indiqueun faible niveau de spécificité des associations ectomycorhegee plus, je
n 6 a i obspraéde différences en termes de richesse ou de structure des communautés entre
les quatre espéces hotes.

En conclusion,j 6 puiobservera travers la succession dineades communautés
diversifiéeset des structures distirs selon la zone de la dune, tant chez les champignons que
chez les planted.a succession sembteutefoismoins marquée au niveau des communautés
fongiques, par rapport aux patrons observés chez les pl@gggésultats ont alimenté une
réflexion sur kB potentiel et les pgrectives, mais aussi sur les limitatiodes approches

reposant sur lséquencage a hadébit en écologie microbienne.

Mots-clés: Dunes cétiéres; Succession écologiques; Microbiome du sol; Champignons du sol;

Champignons ectonegrhiziens; Interactions plantebampignonsSéquencage a hadébit



Abstract

Coastal dunes provide several key ecosystem services, such as erosion mitigation and
protection of the littoral by forming a barrier against wind and wave action. These ecosystems
also importantly contribute to water filtering, groundwater replenishmeaintemance of
biodiversity, and have a cultural, aesthetic and recreational importance. Dune ecosystems are
highly dynamic and characterized by stark ecological successional gradients. The sequence of
plant communities along the gradient extends from uppach to the foredune stabilized by
pioneer species such as beach grass, which facilitates the establishment of other herbs, shrubs
and eventually, trees. Plant growth and survival can be limited by environmental factors such
as wind, salinity, drought annutrient deficiency, and is therefore strongly linked to the
presence of soil microorganisms. Soil fungi in particular are important plant symbionts and
major regulators of organic matter decomposition, nutrient cycling and soil structure. Hence,
they ae key drivers of soil and vegetation dynamics, as well as important contributors to dune
stabilisation. Still, the diversity and structure of soil fungal communities, as well as the
mechanisms responsible for their ecological dynamic, remain incompletiystood.

In this thesis, | aimed to characterize fungal communities along a successional and
edaphic gradient in a coastal dune in order to improve our understanding of soil dynamics in
sand dunes ecosystemspdrformed a comprehensive sampling oflssand aboveground
vegetation at over 80 sites on a relic foredune plain. Soil fungi were characterized using high
throughput sequencing. A general description of soil fungal communities across dune zones
was produced andn addition to a taxonomic desgmtion, | assigned putative roles to all
fungal genera to determine how variations in fungal community can be translated in functional
changesl recorded high level of fungal diversity (over 3400 operational taxonomic units) and
described distinct commuies along the successional and edaphic gradient. These results
demonstrated thpresence ofaxonomically ad functionally diverse communitiegcross the
dune sequence, including in the barren foredunes.

| also investigated the links between plant amibfd communities across the edaphic
and successional gradient. These results showed a clear increase in plant species richness, as
well as in the diversity of nutriergtcquisition strategies (belowground trait related to plant

nutrition: arbuscular mycoripal, ectomycorrhizal, ericoid mycorrhizal, nitrogBxing or



unspecialized). | also found a very strong correlation between aboveground vegetation and soll
fungal communities, which both responded to soil physicochemical properties. Soil pH
importantly #aped plant and fungal communities, and could act as an important
environmental filter along this relic foredune plain. The coordinated changes in soil microbial
and plant communities highlight the importance of abovegrdagholwground linkages armf
postive biotic interactions during ecological succession in hutpear environments.

Finally, I compared the ectomycorrhizal fungal communities associated with four co
occuring tree species in the forested zone of the relic foredune idigim.ectomycorrizal
fungal richness was observed across the four hosts, with a total of 200 ectomycorrhizal
operational taxonomic units, mainly belonging to the Agaricomycetes. Network analysis did
not detect models(i.e. subgroups of interacting species), indicatigvalevel of specificity
in these ectomycorrhizal associations. In addition, there were no differences in
ectomycorrhizaiversityor community structure among the four tree species.

To conclude, | was able to describe diverse communities and distinochwaty
structuresacross the dune sequenéar both plants and fungiSuccession howeveeemed
less pronouncenh fungal communities compared to patteobserved in plantshese results
fueled a refletion on the potential and spectives, as well athe limitations, of high

throughput sequencing approachethim field ofmicrobial ecology.

Keywords : Coastal dune€cological successioisoil microbiome Soil fungi;

Ectomycorhizal synbiosis; Plafitngi interactionsHigh-throughput sequencing
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Chapitre 1 | pade

Chapifflmgd roducti on g®n®r al e

1.1 Les microorganismes du sol

1.1.1Abondance, diversité et fonctions

Le sol, oula pédosphere, est a la foisdapport de la vie terrestre et son produit. Les
sols sont le résultat de la transformation et de la dégradation de lameoheet de

| 6i nt ®gration de mati re organi queatpdroideésr {
entre | 6atmosph re, |l a |ithosph re, |1 6dhydrosp
comprenant min®raux et mati re organique, de
déorgani smes vivant s, | e lexesseb Hysmamigquesn Ce sdné s sy
probabl ement par mi |l es syst mes qui demeur ent
niveau de | eur fonctionnement gue de | a dive
(Gobat et al, 2004) . Léampi e®r ededéal dabhendance d:e
(bact ®r i es, virus, champignons, al gues, et c.
surprenante. Par exemple, un s ed%0"pactériesne de s

600050000 especes bacefhnes et jusqudé”™ 200 m deteyphe fo
2008).

Les micro@ganismes, ainsi surnommés lanajorité invisible' », remplissent plusieurs
fonctions essentielles dans les sols. Notamment, ils contribuent de facon importante a la
nutrition des plantes par la décomposition de la matiére organique et la dégradation de la roche
gui per mettent | 6appor etald2009nQourtyet al) @01@).Biere s sent i
gue la contribution des microorganismes aux cycles biogéochimigiésrgement reconnue,
| 6i mpact des microorganismes du sol sur | e f
ainsi que sur la productivité et la diversité des plantes demeure mal compris (van der Heijden
et al, 2008).

! Expression introduite pahitmanet al. (1998), qui estimairt la masse totale des microorganismes & plus du

tiers de la biomasse de la terre.



Chapitre 1 | pag2

1.1.2Les Eumycetes

Le régne ds champignons, les Eumycetes, constitue un des groupes du vivant les plus
di versi fi ®s. Le nombre dbéesp ces d®etralbt es
2014) , mai s | e nombr e t ot8aal5l milfoass(pfawksemsth, e st i mE
2001; Blackwell, 2011). Il resterait donc plus de 90 % de la diversité fongique a découvrir.

Les champignons sont présents en abondance dans les sols et, en paimcgaaix
régulateurs de la décomposition, de la séquestration de carbone (Clempteaise2013) et
de la respiration,leur importance y est incontestable. Ills contribuent aux cycles
biogéochimiques et régissent la disponibilité de plusieurs nutriments. En plus de décomposer
| a mati re organi que ) | 6aidaal 20F), cetalng | pl es
champignons onta capacité de éjraderla roche (Landeweertt al, 2001). La sécrétion
ddbacides organiques et d esolubilisenla cosh® et deplibé®n o | i q u

des nutriments comme le phosphore qui sont essentiels a la nutrition des plantes.

Boite 1.1i Considérations méthodologiques

Les Eumycetes étant principalement microscopiques, des contraintes méthodologiq
l ongtemps | i mhta®pl §@bnde dde s ol ) | 61

cultiv®s en | aboratoire ou ~ | dexamen
des échantillons de sol. Or, la majorité des champignons du sol ne peuvent étre
(Hawksworthet al, 2 0 0 1) et pl usi eurs ®tudes on
représente souvent assez mal la structure des populations (Horton and Bruns
Kowalchuk et al, 2002; Tedersoet al, 2010). Ainsi, de telles études ne peuvent

dresser un portraincomplet des populations fongiques du sol.

Les avancées technologiques importantes des dernieres années, notamn
d®vel oppement des outils mol ®cul aires
des communautés microbiennes, fournissent demramités de décrire la diversi
fongique des sols comme jamais auparavant (Tedetsah 2014), et ce, a des codts
plus en plus bas. En effet, ces méthodes ont considérablement accéléré la découv
description do6esp esdaaniemrd anméesh(bahraln 2044). tes
s®quen-age doéamplicons ° partir dO6ADN
utilisant des marqueurs ciblant des régions variableso mme | 6 | T &nsc(ibied
spacer) qui est largeant utilisé che les champignons (Nilssat al, 2012; Lindahket al,
2013)71 a rendu possible le profilage taxonomique des communautés microbienne
des environnements diversifiés, incluant les sols (exO 6 Btral, 2005; Buéeet al,
2009; Tedersoet al, 2014 ).
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1.1.3Modes de vie fongiques

Les Eumycetes sont un groupe trés vaste et diversifié parmi lequel skgelappés
différents modes de vie associés a des stratégies nutritionnelles distinctes. La majorité des
champignons sont dits saprotrophes : ils produisesé@etent des enzymes extracellulaires
gui d®gradent |l a mati re organique inerte afi
| 6azot eet &MY (Eigure 1.1A). Les champignons saprotroptiésomposent
efficacementa lignine, la celluloset la chitine, soit les biopolymeres les plus abondants dans
les biomes terrestres principales sourca de carbone dans les sols forestiers (Baldetaal,
2011). Les saprotrophes produisent différentes enzymes qui leur conferent des capacités
métabdiques distinctes. Par exemple, lesvkite-rot fungi» comprennent environ 2000
espéces de champignons (principalement des Basidiomycétes) qui métabolisent la lignine,
alors que les Brownrot fungi» sont spécialisés dans la dégradation de la cellgbse
| 6h®mi cel | el a,s e2 QMo)o.r eLes champignons saprot
importance dans les sols a cause de leur contribution a la décomposition de la litiere des débris
végétaux et animaux, et de leur participation directe aux cyelesdut r i ment s ¢ o mme
et le carbone (Baldriaet al.,2011).

Déautres sonadipraer agu &ielss tci'reesnt part. de |
Souvent pathogénes, ces champignons peuvent causer des maladies et entrainent parfois la
mort de eur héte qui peut étre végétal, animal ou méme fongique. Certains ont des stratégies
qui se rapprochent de la prédation, comme certains champignons nématophages qui forment
des structures mycéliennes spécialisées, des anneaux constricteurs, leur pedaettant

capturer, puis de tuer et digérer des nématodes (Barron, 197t;4liu2009) (Figure 1.1B).

Enfin, certains champignons vivent en symbiose avec un autre organisme vivant. Par
exempl e, | 6associati on des c¢ hampiguegum échawgemy c or
nutritionnel entre le champignon et son héte. Le champignon est approvisionné en sucres
photosynthétiques par la plante; en contrepartie, le réseau de mycélium associé au systeme
racinaire de la plante continue de se développer darsoljedigérant et absorbant des
nutriments ainsi gue de | 6eau quodil partage

plusieurs types dbéassociations mycorhiziennes
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Les mycor hizes 7 arbuscules qubéon retrouve
vasculaires sont de loin les plus répandues (Wang & Qiu, 2006; Brundrett, 2009). Cette
symbiose est le résultat de la colonisation des racines par des hyphes de champignons
appartenant a la classe des Gloméromyceétes.-€éux s 6i ns rent dans | es
racinaire, entre la paroi et la membrane cytoplasmique, ou ils forment des structures
caractéristiques appelées arbuscules (Figure 1.1C). Les hyphes fongiquesnéxplsol au

dela de la rhizosphere et mobilisent des nutriments, principalement du phosphore, qui seront
transportés vers les arbuscules ou ont lieu les échanges. Les champignons mycorhiziens a

arbuscules (CMA) sob6ass oci appartenant aux angiogpermmesd e d i

gymnosper mes et pt®ridophytes, et <ce, depuis
plantes terrestres (Simaat al, 1993; Redeckeet al, 2000; Corradi & Bonfante, 2012).
Déautre part, | e sforédsrbbréakes et rmpérées dont cdraxterisés pas

| 6associati on de |l eur s racines ) certains

basidiomycetes et ascomycetes) qui forme un autre type de symbiose, les ectomycorhizes.

Cette association qui impliqgue erm 3% des spermatophytes (plantes a graines) incluant la

maj orit® des arbres forestiers, est reconnue
| azot e, mai s aussi -Motenop2003)s ehhyphes dgs Bhampiinods P e r ¢
ectomycorhiziensec ouvr ent |l es racines fines de | 6htt

| 6 ®pi der mdu,,cortextheznes gymnospermgsour former le réseau de Hartig, site

des échanges bidirectionnels entre les deux partenaires (Figure 1.1D). Tout comme dans le

cas des champignons mycorhiziens a arbuscules, les hyphes des champignons
ectomycorhiziens se propagent hors de la racine. Le réseau mycélien qui se forme dans les sols
s®cr te diff®rentes enzymes afin de intek@®yr ader
(Smith & Read, 2008). Une des particularités des champignons ectomycorhiziens est leur
capacité a former de vastes réseaux appetéswnon mycorrhizal networks connectant des

arbres, de la méme espéce ou pas, et permettant un transfert eficade d e a u , des nut
et du carbone entre les individus (Simatdal, 2012). Les symbioses mycorhiziennes a
arbuscules, ainsi que les symbioses ectomycorhiziennes, sont aussi reconnues pour

| 6am®l i oration de | a r®simtdaancleé max etatdhdeo gl a ¢
stress abi ot i gteanoetdl,d95; Pazd& AzamguiRmn 20&7; Evelin

et al, 2009; Wehneret al, 2010). Enfin, les mycorhizes éricoides impliquent certains
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ascomycetes du sol associés a des plaletés famille des éricacées, alors que les mycorhizes
les orchidoides sont essentiels a la germination des graines des orchidées (Smith & Read,
2008).

Figure 1.1 Différents modes de vie fongiquesLes champignons du genkéycena(A) sont
saprotrophes®t se développent sur la matiére organique en décomposition comme sur des

souchesDrechslerella anchonig B) est un n®matophage; on Vvoli
pris au piege dans ses anneaux constricteesschampignons mycorhiziensagibusculegC)
produisentdes arbuscules et des hyphes intercelluladresn s | es racines doben

plantes vasculaireManchon mycellien formé pam champignon ectomycorhizi€D) sur les
racines finesl 6 u n aldrarde feuilles

Source desmages: (A)Mohamed Hijri (B) GeorgesL. Barron, https://atrium.lib.uoguelph.cqC) Mohamed
Hijri. (D) Etienne LalibertéToutes les images ont été reproduites avec la permission des auteurs.

1.2 Interactions entre le sol et les plantes

Plusieurs des modes de vie et fonctions décrilsaat sont liés directement ou
indirectement - | 6®t abli ssement , ) | a croi ss:

structure de leurs communautés (van der Heigteal, 2008). Les microom@nismes du sol et


https://atrium.lib.uoguelph.ca/
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l es plantes interagissent et soéinfluencent mi
des mécanismes spécifiques demeurent incompris. Les communautés vegétales et fongiques
sont liées par divers mécanismes complexes, inclemefiets positifs ou négatifs, et directs

ou indirects, qui ont été revus par quelques auteurs dans les derniéres annéesefvdhrdle

2004; van der Heijdert al, 2008; Beveet al.,2010).

1.2.1Effet des champignons du sol sur les plantes

Les modedde vie et fonctions des champignons ont été décritaui et ne seront
gudexpos®s rapidement danssdle, cprmitrexitpa ldemnse nti
des communautés. Les champignons parasites et pathogenes ont un effet négatif sur la
croissance des plantes hoétes et alterent la composition et la diversité des communautés
végétales (Hansen & Stone, 200B)6 a u t r & charapighons mycorhiziens favorisent la
survie et la croissance des plantes auxquelles ils sont associés. Ces deux tyei nt er act i
respectivement négative et positive, agissent de facon directe et ont un impact différentiel
selon | 6identit® de | 6h?letat, 1997, vad der Puteem, 2083).ai r e f
Ainsi, les interactions parasitiques et symigjoés ont un impact important sur la composition
des communautés végétales. Les champignons du sol ont aussi plusieurs effets indirects,
notamment en ce qui a trait a la nutrition des plantes par la décomposition de la matiere
organi que, | @ a jachaine atineentdire desndetsitivores, la solubilisation des
minéraux et la dégradation de la rocRedd & PereMoreno, 2003; Smith & Read, 2008;

Baldrianet al.,2011).

1.2.2 Effet de la végétation sur les champignons du sol

De nombreuses étudee s sont i nt ®r ess ®e s ) | 6ef fet
communautés microbiennes du sol (&ourtev et al, 2003; Aponteet al, 2010; Beveret
al., 2013; Prescott & Grayston, 2013Roy et al, 2013; Barberanet al, 2015). Un des
principaux effets de la végétation sur le sol est lié a la production de litiere et de matiere
organique (Apontet al, 2010; Prescott & Grayston, 2013). En effet, la quantité et la qualité
des d®bris V®g®t aux vparcieent bdandementLad&@wm
communauté végétale aura donc une influence sur les conditions du sol (notamment la

guantité et le type de carbone organique ajouté au sol par la litiere, sur le pH ou sur la
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disponibilité des nutriments) et surdamposition des communautés de champignons, dont
plusieurs sont saprotrophes (van der Heijég¢nal, 2008; Prescott & Grayston, 2013).
Déautres effets connus de | a v®g®tation sur |
par les racines des plas qui peuvent aussi modifier le pH et la solubilisation des nutriments,

en plus de faire de la rhizosphére un environnement riche en carbone (Gedyatoh997;

Baiset al, 2006). Les exsudats racinaires influencent également les interactianplantes

et champignons du sol par la production de mol&algesignalisation qui peuvent attirer ou

repousser les microorganismes (Lugtenbety al, 2002) . Les groupes
intimement liés aux racines, comme les champignons mycorhiziens,istnéncés par la
composition de | a v®g®tation. Par exempl e, I
meilleur prédicteur de la composition des communautés de champignons ectomycorhiziens
dans plusieurs études (Ishigiaal, 2007; Morris et al, 2009 ; Murataet al, 2013; Tedersoo

et al, 2013) . Toutefoi s, c e p h @ws effecw)edenrearenm® | 6
partiellement incompris et il néexi ste pas de
son importance. De plus, les irdetions entre les plantes et le sol ainsi que leurs effets sur les
communautés végétales et fongiques sont largement dépendants du contexte et peuvent étre
influenc®s par des acteurs appartenant ~ dobal
qui rend difficile la généralisation des mécanismes et la prédiction des réponsesdBaiver

2010) . De pl us, | 6assembl age des communaut ®s
facon indépendante en réponse a des conditions abiotiques du sol sem(plaidset al,

2006), ou a des échelles temporelles et spatiales différentes (Batdge2005).

1.2.3Interactions entre groupes fongiques

Il existe aussi des effets antagonistes connus entre différents modes de vie fongiques.
Par exemple, | 6interaction des plantes avec d
contre les pathogenes (Wehee¢ial, 2010). Les champignons ectomycorlims joueraient un
réle semblable en formant une barriere physique autour des racines (Marx, 1972) et en
produisant des antibiotiques (Duchesteal, 1988). Ainsi, les champignons mycorhiziens
(EM et A M) pourraient av oi re champigmofisfpathogeme® g at i f
dans la rhizosphére des plantes avec lesquelles ils interagissent. Aussi, plusieurs auteurs ont

observé une corrélation négative entre les CMA et les champignons ectomycorhiziens qui
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pourrait étre due a de la compétition (exapeyrie & Chilvers, 1985; Lodge & Wentworth,
1990).

Les interactions, multiples et complexes, entre la végétation et les microorganismes du
sol prennent place dans tous les écosystémes terrestres. Les effets de la végétation sur les
microorganismes du sol (@ice-versa) sont difficiles a prédire et dépendent largement du
contexte et des caract ®r ietal, 2004) €es intdractionsdsenh v i r o n
en effet dynamiques et varient avec le développement des écosystemes éKatgd@013).
L idnportance relative des différents acteurs ainsi que la nature des interactions sont influencés
par |l es changements dans |l es conditions en:

écosystemes en développement comme les milieux dunaires.

1.3 Ecosystémes etéveloppement les dunes cotiéres

Les ®cosyst mes dunaires sont depuis long
pour les écologistes intéressés par les dynamigégétaleset la succession primaire (ex
Cowles, 1899 Olson, 1958 Lichter, 1998 Laliberté et al, 2012. Les milieux dunaires
présentent un gradient complexe de contraintes environnementales qui ont un impact
différentiel sur la survie, la croissance et la reproduction des différentes espéces végétales,
créant ainsi une séquence rqueée de communautés végétales et types de sol. Les jeunes
dunes situées a proximité du littoral sont caractérisées par de forts vents, des hauts taux
déensabl ement et doé®rosi on, et des sol;s tr s
Lichter, 19 8 ) . Le peu de mati re organique qui soy
vent et les vagues, sous forme de débris marins (Mzual, 2009). Les conditions

environnementales varient selon | 60@getdude | a ¢
littoral, on observe typiquement une rr ®duct.
| 6embrun salin gr©ce ~ |l a pr®sence de | a dun:«

1998). Les jeunes dunes sont colonisées par une végétaimmeoe, souvent quasi moeno
spécifique, qui permet la stabilisation des premieres lignes de dune (dunes bordiéres). Au fil
du d®vel oppement de | 6®cosyst me, | a ve®g®t ¢

complexes typiquement caractérisées par une augnoentde la diversité végétale et la
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pr®sence accrue doesqhagc2082) (Figug ri.@)uEneabsenteLde!| i ber
perturbations anthropiques, ces changements ¢
de matiére organique dans les solsiainsque dodéune augmentation d
carbone et doazot e, de |l a formation graduell
r ®t enti on do e a@ilson, (968 lactter,M@08). Oh Bbéerve aussi genméeaie

une acidification de sols causée phira pr oducti on dbdéacides organi
décomposition de la matiére organique (Olson, 19%&hter, 1998), et un déclin du
phosphore disponible dans |l e cas 0% | 6®cosyst
& Farrington, 1997 Lichter, 1998 Lalibertéet al, 2012.

Plage Dune bordigre Dune semi-fixée Dune fixée

Figure 1.2. Profil typique de succession végétale dans un écosystéme dungseurce:
Attention Fragiles)

1.3.1 Etude de la succession écologique

La succession écologique, telle que décrite rapidemehauti pour les milieux

dunaires, se définit comme un changement directionnel dans la composition et la structure

déoune communaut ® Cbest | e processus isteat ur el
en | a recolonisation doéun :nféu) inoadations,ucoupes ur
foresti res) ou dbéun milieu vierge dans | e

®col ogi que d®cr it sériése gque tavdise ene cosumauts dt impligus (¢

une multitude de processus et mécanisinggar exemple des interactions inggécifiques

comme | a comp®tition, (exd iConhell B iSkatyep 177/ qui | a f a«
définiront la direction des changements. La successioh u#s des plus vieux concepts en

écologie et demeure une source de débats et de divergences au sein de la communauté
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scientifique. Certains voient la succession écologiqgue comme un phénomeéne ordonné, linéaire
et prédictible qui est le résultat de propgtémergentes des communautés et liée aux

caractéristiques de chacune des espéces (Gurevitch et al. 2002). Le climax est la communauté

t h®orique qui correspond © la finalit® de | a
extréme, certains écolmit e s d®f i ni ssent |l a succession C
i mpr ®visibles qui r®sul tent des interactions
et al. 2002).

Comme | a succession v®g®tale est g®nN®r al el

échele de temps relativement longue, il faudrait des décennies pour observer une succession
compl te. Une des fa-ons traditionnelles de
chronos®quence, soit une s®gquence dnees sit es
caractéristiques (abiotiques, climatiques, géographiques, écologiques). Cette approche repose
sur la substitution espatemps, c'es&kd i r e gudune progression da
correspondre © une variati onrdesphérobetessuruhe s si t
p®ri ode de temps beaucoup plus |l ongue que | 60

Cowles (1899) a éteuln des premiergcologistesa utiliser cette approche, dans un
systeme de dune dwac Michigan. Le recul du Lac suiéela derniére glaciation a entrainé la
formation dbébune s®quence de cr°tes dunaires.
cette s®rie de dunes dbé6©ges diff®ents et d®
suite, plusieurs écologsts o n't eu recourt ) | pourtétudier mat i on
successionDachnowski( 1 91 2) , par exempl e, sbest interes
Oosting (1942) aux champs abandonnés. Des plaines glacieres, ou le recul des glaciers fait
pace © des sols dbé©ge croissant, forment aus:
Al aska a doéaill eur s:Codp®, 1928) Ciocken & Major, @35%).d es®e ( e
"l es vol cani qGQrewset al, 8995 aewvla chionogéqurencerthire de JurieBay
en Australie (ex Laliberté et al , 2012) sont déoautres exempl e
connues des ®col ogi stes. Cette approche deme
de la succession écologique (Johnsolliganishi, 2008).

L6O®tude de | a succession ®col ogique 7 | 6
limitations qui ont été séverement critiquées par certains écologistes J@nson &

Miyanishi, 2008). Notamment, la supposition fondamentale a cettecy@irac'esta-dire que
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chacun des sites de | a s®quence ne diff rent
se d®vel oppent de | a m° me f al estrsoucent@eu,lvaerse si t e
pas support®e danga tlese shro®sequdnees (Jehdsonn&t Miyamishis a n
2008). Une utilisation inappropriée des chronoséquences peut amener a des conclusions
fausses sur les dynamiques temporelles et les processus impliqués dans la succession. Par
exemple, Cowles (1899) décrivaitelsuccession basée sur la facilitation, plus précisément sur

la modification des conditions édaphiques et de lumiére par les plantes qui entrainerait un
changement directionnel progressif de dunes a Ammophile vers des foréts mésiques. Or,
plusieurs études n t par l a suite fournit des ®vidence
(revues dans Johnson & Miyanishi, 2008). De plus, Olson (1958) a aussi étudié la succession
végétale desdunesdd@a ¢ Mi chi gan. 1 a pu do®t erummdemer | 0C
sites du méme age supportaient des végétations trés différentes. Les communautés végétales
établies a un endroit donné semblent donc dépendre beaucoup plus de la localisation
topographique et de | 6hi st or i qilitation.dMalgréoces t ur b at
critigues, les chronoséquences demeurent pertinentes pour clarifier les dynamiques
®col ogiques temporelles de | a v®g®t ati on. En
étudier le développement des écosystemes a long tdbmeplus, en interprétant les
observations avec prudence et en formulant les conclusions avec conscience des limitations de

| 6approche, | 6®t ude des chronos®quences peut

compréhension de la dynamique des écosyst@Wakkeret al, 2010).

1.32 Interactions plantesmicroorganismes dans les sols en développement

(! exi ste une l ittt ®ratur e abondant e sur
développement des écosystémes, mais relativement peu sur les communautésnmesrolol
sol dans ce contexte (Dickiet al, 2013). Le peu de connaissances sur la succession
microbienne, bien que largement lié a des contraintes méthodologiques (voir boite 1.1), est
contradictoire avec le fait que les microorganismes du sol soiepludeen plus reconnus

comme des moteurs du développement du sol et des communautés végétales.

Quelques chronoséquences ont été étudiées particulierement extensiviement

not amment Gl aci er bay, Jurien bastale2008etne s ®r
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Lalibertéet al, 2013)i et ont permis | 6acquisition dobéune
entre la pédogénese et les dynamiques de la végétation. De facon générale, on a observé une
augmentation de la diversité végétale liée au développemdntdd®c o sy st etmk ( War d
2008; Lalibertéet al, 2013; Zemunilet al, 2015). A Jurien Bay, une chronoséquence dunaire
australienne vieille de 2 mihbtkpote dediodivérsitd) n ®e s ¢
on a oObserv® une augmentation significative
(Lalibertéet al, 2013; Zemuniket al, 2015). Des patrons semblables ont été constatés dans
déautres chranleet &.20@Bnea &udié la diversité des arbres et plantes
vasculaires a 6 sites différents et observé une diversité croissante (sauf pouraingite)
gudune augmentation des plantes ayant une st
Bay, on sbest aussi i nt ®ress® aux traits | i ®:
nutriments a travers les phases de progressionetdg réteos si on de I1Hay®T osyst
et al, 2014; Zemunilet al, 2015). En effet, les plantes ont recours a différents mécanismes

pour acquérir des nutriments, dont plusieurs sont liés a des microorganismes du sol. Lambers

et al. (2008)ontproposé unmd | e d®cri vant | es changements
nutriments avec | 63 delon deersodelg,olds splanfes- forghant @es 1 .
symbioses avec des CMA seraient dominantes dans les sols jeunes, suivpantis
ectomycohiziennes, pis éricoides. Finalement, les sols les plus matures seraient
principalement colonisés par des plantes adoptant des stratégiemycanhiziennes,

not amment | es racines proteopudes que | d6on r
Proteaceae, Betulaceabeguminoseae, Myricaceae et autres. La diversité des stratégies
débacquisition de nutriments a ®t ® propos®e c
au niveau taxonomique (Zemurek al, 2015; Lambergt al, 2008). En effet, la combinaison

destat ®gi es, ai nsi gue | dacc s 7 des ressource
compétition interspécifique et favoriser la diversité locale (Turner, 2008; Laliberéd,

2013). Il existerait méme une complémentarité entre certainegggtée qui favoriserait la

croi ssance dbéesp ces Vvoisines util i sant des

diversité et la productivité globale du systeme (Tettd, 2014).
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1.33 Importance des champignons du sol dans les milieux dunais

Les fonctions remplies par les champignons peuvent prendre une importance
particuliere dans des milieux ou les conditions abiotiques et les propriétés du sol limitent la
croissance, voire menacent la survie des plantes (Maun, 2009). Dans les dames, afds

syst mes pauvres en eau et en nutriments (Li

pl antes ainsi gue | es symbiotes fongiques I
significativement | 6 assembl arget al,d2@08). Enm effatmu n a u t ¢
plusieurs ®tudes ont d®montr® | 6i mportance d:

mycorhiziens plus particulierement, dans les écosystémes dunaires.

Primary
miyeorrhizal
colonisers

| Arbuscular
S : — | mycorrhizal =
2 ' —-ﬁ Ectomycarrhizal
—— . —
I mycorrhizal
| Mycorrhizal
ﬂ with simple E}—

clusters Mon-

mycorrhizal E__-_-_:—_-—""
with simple
i P Non- e

MNioa clusters o i
mycarrhizal
with
compound
clusters

Ancient, highly
weathered

TRENDS in Ecology & Evolution

Figure 13.Changements dans | a concentration de ph
(bl eu), ai nsi gue dans | 6abondance des diff ®
en foncti on die dé Larcbgret ald2083). s ol s .

Les premiéres études sur lget (Webleyet al, 1952; Brown, 1958) suggéraient déja
un r'le cl ® des microbes du sol pourethla mat ur

(1952) a observ® une augmentation au ni vea
champignons cultivables d s |l e d®but de | a cc
changement dans la structure des communautés microbiennes liés aux changements d

ve®g®t ati on, sugg®r ant une contribution I mpor:

| avancement de | a succession v®g®tale et
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(Brown, 1958, Frankl|l and, 1998) qui gigue, satobservetda®s e s s ®e
une chronoséquence dunaire en Angleterre des communautés de-chazwpignons

distinctes en fonction du stade de succession. La plus grande diversité fut observée dans les
dunes semfixées, ou les plantes pionnieres et les commuisaudgétales typiques des stades

successionels plus tardifs se chevauchent.

De nombreuses ®tudes se sont consacr ®es
utilisant principal ement -ale s em®tblexchane nt rmaod ipth
des sporegt/ou la quantification de la colonisation des racines) et ont montré une présence
importante de CMA en milieux dunaires (eilicolson, 1959; Koske & Halvorson, 1981,

Koske & Polson, 1984; Gemmat al, 1989; Corkidi & Rincon, 1997; Koske, 1997;

B g a s Z«ik&oGaeyniawska, 2011; Sturmeit al, 2013). Plus précisément, un lien entre la

perf or mance des Ammaphila breviligaladenmq fa plante pionfiere des

dunes par excellence en Amérique du nord) et une activité élevée des CMA dans la
rhizosphére a été établi dans plusieurs études indépendantes (Nicolson, 1959; Nicolson, 1960;
Koske and Halvorson 1981, Koske and Pol son,
avec des CMA sur le terrain a amélioré significativement les taux de sutaieretissance

des plantul es détal.ne8d)pCes résaltaty IWgga@nentadonc un rble clé des

CMA pour | 6®t abl i ssement , l a survie et |l a ¢
dunaires, particuli r ementa la stabillsaienndesoduries. | e , C
Kowalchuket al. (2002) ont atteint des conclusions semblables, soit une relation significative
entre |l a vigueur des peuplements doéammophil e

ayant recours a une méthode moléculaire @e).

Bien que les dunes de sable aient été largement investiguées au niveau des CMA, trés
peud 6 ®t udes se sont i nt ®r ess®es ° | 6ensembl e
précédemment, les interactiomsultiples et complexes opéramntre lesplantes et les
communautés fongiques, incluant différents modes de vie, sont déterminants de la diversité et
de | 6assembl age des communaut ®s v®g®t al es et
ces effets seraient plus importants dans des milieussarni de fortes contraintes abiotiques
comme la sécheresse et des sols pauvres en nutriments (Latinhkgr2008).De plus, les

récentes avancées technologiques en matiere de séquencage (voir boite 1.1) offrent maintenant
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la possibilité de caractériste | es communaut ®s microbiennes du

plus fiable, détaillée et rapide.

1.4 Objectifs de la thése

Les plantes et les champignons présentent des interactions multiples et complexes, qui
semblent prendre une importance particulieresdas milieux dunaires, ou les organismes

vivants font face a de fortes contraintes environnementales (sécheresse, salinité, sols pauvres

en nutriments). Oramaconnai ssance, |l a diversit® fongi
recenss®e de f aaddomr ehocelni sstdiignute®r ecsGseasntt ~ | 6dens
des groupes taxonomiques, dans des dunes c?tt

plaine dunake dans les différents stades de dévelopentastte these a@onc pour objectif

g®n ®r al | 6acquisition doune meill eure compr ®I
bi ologiques déun ®des yndti plisPrécséneatiaidgmamiqtiet i er .
®col ogique des communaut ®s de champignons dan
succession au niveau des interactions fongiques et de décrire le lien entre les communautés de
champignons, la végétation et les conditions abiotiques.

Pluspr ®ci s®ment, cette th se sdarticule autour

1) Décrire la composition des communautés fongiques, leur diversité et leurs fonctions a
travers un gradient de succession et de conditions édaphiques dans un écosysteme dunaire

cotier ;

2) Décrire les changements au niveau de la végétation et des principales stratégies
déacquisition de nutri ments "’ travers l e s

communautés de champignons du sol et les communautés végétales ;

3) Décrire et comparetes communautés de champigeosssociées aux principales
esp ces arborescentes des dunes et ®tudier | ¢

communaut ® microbienne qudil supporte ;

Chacun de ces objectifs est traité dans un chapitre @eticette (chapitres 2, 3 et 4).
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1.5 Sommaire de la méthodologie

151Terrain doé®tude
Les Cles de | a Madeleine (47A 23N N, 61A

Laurent, entre la péninsule gaspésienne, Teeaeve, le CaBreton en NouvellEcosse,

| 6-QuUPenceEdouard et |1 6Cle doéAnticosti. Loéarchip
dont sept sont reliées par des cordons sableux. Le climat y est tempéré a forte influence
maritime avec une température annuelle moyenne d€ 46 des précipitions annuelles

totalisant 987 mm dont le tiers tombe sous forme de neige (Grandtner, 1967; Houle, 2008). Le
territoire est continuellement balayé par des vents violents, facteur affectant de facon
importante les sols et la végétation. Ces vents, plenses durant la saison hivernale,

soufflent a une vitesse moyenne de 31 km/h avec des pointes pouvant dépasser les 100 km/h.

Les dunes de sable, qui couvrent environ 30% du territoire et représentent plus de 50%
de |l a longueur de e barieujieresauxrilgs dedld Madedeind anelles t a n ¢
remplissent plusieurs fonctions importantes (Bernatehat, 2008). Par exemple, ce sont les
dunes qui relient les Tles entre elles et permettent la communication et le transport au sein de
| 6archipel . Ell es forment aussi un ®cran pro
| 6ensabl ement esadutesl Deiphgy les écdsysemes dunaires constituent un
habitat essentiel a de nombreuses especes végétales et animales, par exemple pour la
nidification de plusieurs oiseaux migrateurs,
menacées commde pluvier siffleur Charadrius melodusgt, | 6 As tLaurent d u St
(Symphyotrichum laurentianynet le Coreme de Conra@drema conrad)i selon la Loi sur

les espéces menacées ou vulnérales du gouvernement du®Québec

Bord®e doun c!t ® remarlalhgane, faesérie det dundsefosdile® a u t
communémentppelée Les Sillons (Figure ).4st une formation dunaire particulierement
int ®ressante du point de vue de | 6histoire g¢

couvrent un eviros LOKes suf 1 km ideelongl € @mprennent une soixantaine de

2 Pour la faune http://www3.mffp.gouv.qc.capour la flore: http://www.mddelcc.gouv.gca


http://www3.mffp.gouv.qc.ca/
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cr°tes parall | es qui correspondent " ddéanci
reliques est la plus grande formation de ce type dans le Canada Atlantique (Giles and King
2001). On etrouve dans Les Sillons, en plus de la séquence de végétation typique des
écosystemes dunairésc 6 e s t " dire plage, dune bordi re
dunairei une alternance de crétes et de creux qui abritent respectivement des landes ou des
foréts et des milieux humides. En effet, certains creux ont atteint un niveau inférieur a celui

de la nappe phréatique, entrainant la formation de milieux humides comme des tourbiéres ou

des marécages. On peut donc observer dans ce systeme de durrés grentle diversité
dohabitats. Cet ®cosyst me a dobéailleurs int®
Grandtner (1967), ainsi que Gisele Lamoureux (1977) qui a caractérisé la partie littorale de la

flore des Sillons.

Figure 14. Vue sur la Dune du Sud et Les Sillons

Ce syst me de dunes sbest d®vel opp® dur ¢
L6l nlandsis | aurentien qui recouvrait une bon
de la Madeleine, lors de la derniere glaciation de 95538 k a ( mi éslavamt nosre d 6 an n
re) pouvait avoir jusqud”® 3 ou 4 km doéo®pai
de | 6l nlandsis a provogu® des augmentations
provision importante de sédiments (Giles and King 20Bijsi, ce systeme dunaire fut en
progradation mal gr® | 6augmentation du niveau
significatif. Au fil du t emps, l a formati on ¢
entrainé la croissance de laaipke de dunes vers le large. Finalement, la plaine de dunes
reliques des Sillons, de par son histoire g®c

est un systeme écologiquement trés intéressant. De plus, il présente plusieurs avantages pour
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@t ude des dynamigqgues ®col ogiques et de | a su
marqué sur une courte distance géographique, ce qui diminue la variation desfacte

confondants comme le climat.

1.5.2 Echantillonnage sur le terrain

Af i n dERomnunaatés de champignons associées aux différentes zones de la
dune, une collecte de données sur le terrain fut réalisée sur les Sillons, aux iles de la
Madel ei ne, Qu®bec, - |l 6®t ® 2011. Di x points
danschacune des zones de végétation suivant un gradient édaphique et sutelessitt de
la plage aux foréts, et aux milieux humides précédant la lagune. Un total de 80 sites, furent
visités pour une saisie de données environnementales (type de sqléfasatiton, etc.) et un
recensement de la végétation. Des échantillons de sols et de racines furent également prélevés
puis transportés au laboratoire pour des analyses de sol (pH, salinité et pourcentage de matiére
organi que) et p o champibgndris dyréce tau fequengage aohaut débits Un
deuxi me ®chantillonnage sob6est (cdesréchanillbors® s ur

de sols et de racines associés aux quatre principales espéces arborescentes furent prélevés.

1.5.3 ldentification des champignons

En premier | ieu, | 6ADN g®nomi que a ®t® ex
racines. La région ITS (internal transcribed spacer) située entre la grande et la petitétéous
ribosomale a ensuite été amplifiés pé&actions B chaine polymérase (PCRyec un couple
déamor ceest (IITTS4MA)F per mettant | 6amplification d
englobe, en plus du géne intercalaire 5.8S, les deux zones tres variables ITS1 et ITS2 et
présente donc un degré de vaomatinterspécifigue pouvant permettre la différentiation des
taxons fongiques. En utilisant des marqueurs ciblant les génes ribosomaux adjacents (18S et
28S) qui sont bien conserv®s, i est possi bl e
champgnons (Lindahlet al, 2013). Cette région est trés frequemment utilisée pour la
caractérisation des communautés de chanopigiet est donc bien représent@as les bases
de données. LePCR ont été réalisées avec des amorces fusionnées qui compreneent u
séquence de nucléotides unique a chaque échantillon (communément appelée MID) et un

adapteurs directionels nécessaires pour le pyroséquencage. Les amplicons ont ensuite été
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purifiés, quantifiés, puis regroupés a des concentrations égales. Le volunseite éné
corrig® par pr®cipitation ~ | 6®t hanol afin di¢
ng/ ul , et enfin envoy® au centre doéinnovati ol
séquencage avec la plateforme 454-FiX+ de Roche Life Sences. Les séquences

obtenues ont ensuite été traitées avec différents outimfoionatiques afin de contréler la

gualité des séquences, de les regroupéddpemational Taxonomic Unit€OTUSs) et de leur

attribuer une classificatiom a x 0 n 0 mi qaclke. molécdlaare pinsi que les analyses

bioinformatiquesitliliséesseont détaillées dans les chapitres suivants.



Chapiffr®axXgnamivestr smotd@ds de vVvi e

communaut ®s fongiqgues du sol
®daphi queeseaieol sdans un &@rceosyst

cltier

Pour commencer, nous avons voulu dresser
de champignons dwka travers les différentes zones des dukes. pl us doéune des
taxonomique dérivée de marqueurs ITS, nous avons tenté de prédire les modes de vie
fongiques selon les informations disponibles dans la littérature. Par cette approche, nous
souhaitios mieux comprendre comment les variations au niveau des communautés de

champignons du sol peuvent se traduire en changements fonctionnels.

Ce chapitre a été publié dans la relmvironmental Micobiology Reporten juin 2015.
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2.1 Abstract

Coastal sand dunes are extremely dynamic ecosystems, characterized by stark
ecological succession gradients. Dune stabilization is mainly attributed to plant growth, but the
establishment and survival of dumdabiting vegetation is closelfinked to soil
microorganisms and to the ecological functions they fulfill. Fungi are particularly important in
this context, as some interact intimately with plant roots, while others are critical to soil
structure and nutrient availability.

Our study aned to wholly describe fungal diversity and community composition in a
secluded coastal dune ecosystem at eight different stages of succession. We comprehensively
sampled a relic foredune plain, which is part of an archipelago in the Gulf of Saint Lawrence
(Québec, Canada), by collecting soils from 80 sites and measuring soil characteristics. Soil
fungal communities were characterized by pyrosequencing, followed by taxonomic
classification and assignment of putative roles. Even though we did not obsarveatterns
in diversity, we were able to detect distinct taxonomic and community composition signatures
across succession stages, which seemed to translate into variations in fungal life strategies.
Our results show that a taxonomically and functionallyeide fungal community exists at

each dune succession stage, even in the barren foredunes.

2.2 Keywords

454-sequencing / coastal sand dunes / fungal community / microbial diversity and functions /

primary ecological succession / soil ecology

2.3 Introduction

Coastal dune ecosystems act as transition zones between marine and continental
environments, and are globally distributedM a r t&2Pswyz 2008) Dune ecosystems are
present on most major coastlines, and often reduce coastal erosion and iinysdctdnes by
providing a barrier against wave and wind action (Maun, 2009). They also contribute to water

filtering, groundwater replenishment, maintenance of biodiversity, and are of cultural,
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aesthetic, and recreational importajggerardet al, 201L0). These services, however, depend
on the integrity of the dune ecosystem, and on the ecological interactions that take place
within it.

Both fungi and bacteria perfororucial ecological functions in nearly barren habitats
such as sand dunesjcluding nitrogen fixation, decompositiomf organic matterinto
compounds thaire easily assimilatethy plants and rock degradation, whichreleases
essential nutrients such as phosph¢basideweeret al, 2001; Van Der Heijdeat al, 2008)

Fungi have partgarly important roles in decomposition and in affecting plant nutrition and
diversity (Van Der Heijderet al, 2008). Within the estimated 1.5 x°1fingal species on

Earth (Hawksworth, 2001)there are many known lifestyles that both directly and intlyre
impact plant survival. For instance, mycorrhizal fungi are ubiquitous plant partners, and
increase plant nutrient absorption while protecting them against pathogen attacks and abiotic
stressegRead, 1992; Smitl& Read, 2008)Saprotrophic fungi relsa a range of enzymes

into soils, contributing to organic matter decomposition and nutrient cy(ialgirianet al,

2011) and converting nutrients into forms that are available to plants. Some fungi are
parasites of plants and/or animals, while otheesrematophagous, and may alter the impact

of pathogenic nematode populations on plant performance. The combined activities of these
functional guilds ultimately determine the suitability of soil habitats for ecosystem
development.

In coastal dunes, the qgence of plant communities along the spatial gradient
extending from upper beaches to fixed dunes is often used to study plant succession. The
foredune is colonized by pioneer species with dense root systems, allowing dune stabilization,
and facilitatingthe colonisation obther herbs, shrubs, and eventually, trees. Iethese
extreme environments, plant survival, growth, and reproduction are greatly limited by
environmental factors such as wind, salinity, and drought. As a result, the development of
pioneer vegetation is strongly linked to the presence of soil microorganisms, and fungi in
particular, since these microbes help to offset the negative impacts of environmental
constraintfKoske& Polson, 1984; Maun, 2009)

lles de laMadeleine is an ahipelago in the Gulf of St Lawrence in Québec, Canada,
containing different successional stages, which are each represented by characteristic plant

communities, over a short spatial gradient (generally < 1 km). The simplicity of island
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ecological systemsna the compacted succession gradients of dunes make each a model
system for ecological studies (Lichter, 1998a; Vitousek, 2002), and this system possesses both,
reducing the confounding effects of geography and complex biotic interactions. The functional
importance of fungi in coastal dunes is not fully understood, but the positive effect of some
fungal groups mainly mycorrhizal taxd on plant establishment, survival, and growth, has
been clearly demonstrated (eGprkidi & Rincén, 1997Gemma& Koske, 1997; reviewed in

Read, 198p In this study, we used pyrosequencing of the fungal ITS region to
comprehensively describe soil fungal composition and diversity across eight zones of an
isolated foredune plain afa. 10 km? in the Tlesde la Madelene archipelago. Based on
previous research on soil microbial populations in forested ecosystemegt(@a®015) and

in successional habitats such as glacier retrédataggponen, 2003; Blaal&t al, 2012; Brown

and Jumpponen, 2013we expected to obsve important shifts in fungal community
composition and in soil abiotic parameters across successional stages. In addition to shifts in
taxonomy, we estimated shifts in functional guilds of fungi across dune zones by assigning our
fungal genera to the rsb probable functional roles based on the literature, and on existing
databases. While the functional capacity of soil bacterial communities has been estimated
from 16S rRNA gene data (Langilét al, 2013; Barberaet al, 2014), this type of approach

has only been applied to fungi in a few recent studies (e.g. Clemmehaén2013; Tedersoo

et al, 2014; Clemmenseret al, 2015). We aimed to determine whether functional
assignments of fungal taxa would reflect the taxonomic patterns we observederor e
strengthen them.

2.4 Results and discussion

2.4.1 Study site description and soil properties

Our unique study site is an isolated coastal dune system kndves &llonsand was
selected because of the large habitat diversity that it supports, as described by Grandtner
(1967) In this system, it is possible to observe a complete ecological succession sequence,

from the beach to a relic foredune plain, including fockated wetland habitats (Figure2].
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The study site comprised eight different zones belonging to three larger regions: the
coastal region encompassing the 1) pioneer zone, 2) front of the foredune, 3) back of the
foredune and 4) mobile dune; the forested region including the 5) heathlar@) &orest
dune, and the humid region with the 7) intielge swale, and 8) lagoon wetland. The coastal
region consists ofounger sites located close to the shore, which are characterized by dry
sandy soils and a plant community that is largely dominatedrmmophila breviligulata
Fern., the American beachgrass, as well as a few herbaceosssplanasArtemisia stellaria
andFestica rubrain areas that are not directly exposed to wind and salt spray. Heathlands are
dry habitats, dominated by shrubs s Myrica pensylvanicaJuniperus communisggnd
Spiraea alba,and these transition into black spruce, fir, and pine forests. The humid region
encompasses the intedge depressions and the wetlands that are located close to the lagoon,
and harbour an exdmely diverse array of vegetation, including sevErataceae Sphagnum
andCarexspeciesThe dominant plant species for each zone are listed in Tadlel8 terms
of environmental variables, we observed variations in elevation, slope and soil type at
sampling sites from different zones (Tabl2.Z3. Physiochemistry also shifted substantially
across the dune succession gradient, with significant increases in organic carbon, total
nitrogen, and bievailable phosphorus at later successional stages.ekhsasvdecreasing
trends in pH and conductivity (Table&.S).

2.4.2 Fungal diversity

After sequence processing and quality filtering, we obtained 233,037 ITS reads that
were clustered into a total of 3406 97% OTUs (after excluding singletons). Readsnpée s
ranged from 449 to 6556, but rarefaction curves were always close to saturation (Supplemental
Figure 2.1ac ) . Il n support of this, t he mean Good?©d:
The sampling effort curve (Supplemental Figui18) shows thathe number of samples
treated (77) allowed us to capture over 75% (3406 OTUSs) of the estimated total diversity
(4492 OTUs).

Although one might expect to find few -existing fungal species in the nutrigrdor,
waterlimited, and windy conditions of sand dunes, diverse bacterial and fungal communities
have been observed in these environm@msbley et al. 1952)and other ad regions(e.qg.

Fierer and Jackson, 2006; Fukagial, 2010; Schmidet al, 2014; reviewed in Zak, 2005)
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We expected to see an increase in soil fungal richness with habitat development, soil

complexity, and diversification of vegetatiGvian Der Heijda et al, 2008; Blaalicet al,

400 A

300

o

Succession zone

by

1 2 3 4 5
Succession zone

Estimated number of OTUs

Pioner zone
» Foredune (front)

& Foredune (back)

& Mobile dune

» Heatland

¢ Forested dune (ridges)
¢ Forested dune (hollows)
¢ Wetland

From 60 to >4DD. OTUs

Shannon dlversity Index
w

Zones: 1-Pioneer zone; 2-Foredune({front); 3-Foredune(back); 4-Mobile dune; 5-Heathland; 6-Forested dune;
T-nterridge swale; 8-Lagoon welland

Figure 2.1 Soil fungal diversity across succession stagd3iversity measures are based on
rarefaction analysis with the Chao richness estimaan¢c) and on the Shannon diversity
index ). The size of the circlesnothe map &) is proportional to the number of estimated
OTUs at each sampling point.

2012; Zumsteget al, 2012) Brown (1958) investigated fungal diversity in coastal dunes of
the UK by cultivation and isolation of fungi from sand samples, and found the greatest fungal
diversity in the semiixed dune, where pioneer and late successional plants overlapped
(reviewedin Frankland 1998)in this study, richness ranged from 54 (in the pioneer zone) to
329 (in the lagoon wetland), with an average of 150 OTUs per sampl&NODWA did not
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reveal significant differences in either the variance or means of the Chao rickinesdaz or

the Shannon diversity index across the succession gradlteere was no clear pattern in OTU
richness, but the highest mean number of OTUs was recorded in the heathland and forested
dune zones (Figur2l).

2.4.3 Fungal community structure aml links to environmental variables

Redundancy analysis indicated thHaigal community composition varied across
succession zones (FiguBe2a), with the objects (sites) clearly segregating into three groups
that were fairly consistent within the threeimets. The cluster located at the right of the graph
consisted mainly of the younger sites of the coastal region. The sites located at the left of the
ordination correspond to sites from the more advanced succession zones and the wetland
lagoon, the upperagst primarily including the drier sites of the forested region, and the lower
portion the humid regiorin fact, PERMANOVA revealed a significant grouping of sites with
respect to the three regions as well as to the eight succession zonés\(alths 0.0001, B
of 0.083 and 0.079, respectively). The pairwise comparisons indicated significant groupings
for all pairs of regions and succession zones at a significance leRek @05 (adjustedP-
values), with the exception of the back foredune, whwels not significantly different from
the front foredune or the mobile dunkhe canonical axes explained 9% and 5% of the
response data variance, for a totaloR0.356, and of 0.141 when adjusted for the number of
observations and degrees of freedom. Tis¢afistic £7,60= 1.654)was significant=0.001).

Despite the clear groupings, compositional shifts were not easily explained by environmental
descriptors alon€Of all explanatory variables included in the model, only total nitrogen (F=
1.388,P= 0.024) and water contenf{ = 1.34, P= 0.04] significantly influenced fungal
composition, and total phosphords; o= 1.22,P= 0.082) had a nearly significant influence

(at the 0.05 level). This suggests that soil properties alone did not have anainengirole

in shaping soil fungal communities. Unlike bacteria, which appear less limited by dispersal
and are shaped heavily by soil parameters, fungi may be somewhat disconnected from the
abiotic environmen{Schmidt,et al, 2014) For example, correlations to soil pH, as has so
often been shown for bacterfiierer and Jackson, 200&re less clear for fungi, possibly
because they have wider pH optifousket al, 2010) Although changes in the community
structure of some funggroups (e.g. EM fungi) have been attributed to shifts in pH, soil
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moisture, and nitrogen availabilitfErland & Taylor, 2003) the factors determining soil
fungal communities remain poorly understood, especially in natural and undisturbed
environmentgVan Der Heijden& Sanders, 2002)Our results could suggest, as previously
supported in microbial studies of glacier retre@smpponen, 2003; Blaalidt al, 2012;

Brown & Jumpponen, 2013; Schmiet al, 2014) that fungal communities assemble in a less
deterministic way than bacteria, and that they might be more sensitive to stochastic processes

such as history and dispersal limitation.
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~NAd | . & _ _ _ ) ]
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g| TotalC . 125 §
Water content | Slope
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I
Total N | l:
6 Bio-available P | pH 118
® . | 1 2 3 4 5 8 7 8
| OOASIAL  FORSIED  HUMID
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Zones: - 1-Pioneer zone 3- Foredune (back) 5- Heatland @ 7- Inter-ridge swale

2- Foredune (front) « 4- Mobile dune ® 6- Forested dune ® 8- Lagoon wetland

Figure 2.2. (a) tb-RDA biplot of the fungal communities in relation to soil properties and

site topographyusing he Hellinger distance and displaying the Hellinger distance in terms of
OTU composition using soil propertie®) Heatmap displaying interplot variability as the
mean Hellinger distance within and between succession zon&ifferent letters indicate
significant differences between pairs of dune regionsRfe10.05).

In comparison to bacteria, fungi, as exclusively heterotrophic organisms, are more
dependent on the presence of organic matter, or on living organisms in the case of obligate
parasites or symbionts. Vegetation could therefore play a key role in shapirfgnsail
communities in this dune system. A more substantial shift in the composition of fungal
communities than bacterial communities following plant host introduction, and based on plant
identity, was already described in contaminated s@sll et al, 2014) Because of the

specificity of root exudates and litter quality, plant communities have been acknowledged as
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important drivers of soil microbial community structiesdwardset al, 2006; Miniaciet al,
2007) In fact, we found that plant speciesmposition did explain a substantial proportion of
the variation in fungal community data in this study that was left unexplained by soil
parameters (unpublished data).

Visual examination of inteplot variability of fungal communities within and between
succession zones (Figuz2b) revealed that community structure was much more similar
within the primary succession zones, and indicated increasing fungal community divergence at
later succession stages. An ANOVA revealed highly significant differencestenplot
distance P < 0.00]) across the different dune successional zones and regions. THepost
Tukey HSD test performed between pairs of regions confirmed that community structure is
more variable in the latter succession stages. -pitérvariablity was lowest within the
coastal region, and highest within the humid region and between the forested and humid
regions. We also observed distinct fungal taxonomic signatures in each of the designated dune
zones, with substantial variation in the relatabundance of most major fungal groups (Figure
S2.2). For example, the relative abundanceaddmeromycotdin terms of number of reads)
was higher in the coastal region, chytrids were found only in the coastal and humid regions,
and theBasidiomycotgegecially theAgaricomycetéswere more abundant in the heathland

and dune forest.

2.4.4 Functional guilds and indicator taxa

Although we have learned a great deal from hlgloughput taxonomic studies of
microbial communities, we need to better undesthow these shifts relate to ecosystem
functioning. One approach is to correlate microbial taxa with measures of ecosystem
productivity, while another is to project functions from previous data annotations.
Metagenomic estimates of the functional diversitybacterial communities rely heavily on
such methods, as tools such as HRGST assign gene sequences to known functional
categories (e.g. nitrogen fixation). While powerful and informative, metagenomics (which
produces detailed functional and metaboliofies by sequencing the vast majority of
abundant genes in a communitgjjuires deep sequencing and substantial analysis, and is still
prohibitive due to its cost. The computational capacity required to assemble such datasets may

limit its application ® complex natural soil systemBy contrast, taxonomic profiles can
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sometimes be used to reliably predict major shifts in soil microbial functional potential with
minimal financial investment, allowing processing of many more samples, and the major

functional abilities obacterial communities can be predicted from 16SARMNirker

Figure 2.3. Changes in fungal life strategies across dune succession stafeselsA-G
show mean and standard er(aor= 10) of the number of reads found in samples for each
functionalguild. Different lower case letters indicate indicatengigant differences between



















































































































































































































































