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RESUME

Le peuplier faux-tremble (Populus tremuloides L.) est ’espéce a croissance rapide la
plus largement répandue dans la forét boréale mixte de I’Est canadien. Cette espece a
la capacité de se reproduire facilement par drageonnement, phénomene par lequel des
individus génétiquement identiques apparaissent de manicre clonale. Ce phénoméne
peut conduire a la création de zones d'arbres de méme génotype. Les objectifs de ce
projet sont de déterminer I’influence du génotype sur la composition chimique des
feuilles et du sol ainsi que sur la composition et la diversité des communautés
microbiennes de celui-ci et sur le sous-bois environnant. Des échantillons de feuilles
et de sol de 10 clones de peupliers faux-trembles situés a la forét d’enseignement et de
recherche du lac Duparquet ont été récoltés pour ensuite étre analysés en termes de
composition chimique (feuilles et sols) et microbienne (sols). Un inventaire du sous-
bois environnant a aussi été réalisé. Les résultats montrent une variation au niveau de
la composition chimique des feuilles et du sol entre les génotypes ; en particulier au
niveau des minéraux comme le manganese (Mn), le magnésium (Mg), le calcium (Ca)
ou encore 1’azote (N). En ce qui concerne les communautés, végétale d’une part et
microbienne d’autre part, leur diversit¢é et leur composition étaient aussi
significativement impactées par le génotype. En effet, pour ce qui est des
communautés microbiennes, I’abondance relative de la majorité des genres bactériens
(parmi les 20 plus abondants) différait entre les génotypes dans les couches de sol
organique et minéral. L’effet du génotype sur les communautés fongiques était moins
important, surtout dans le sol minéral. Une analyse de piste globale intégrant les
différentes composantes de I’écosystéme ayant été mesurées (i.e. chimie dusol et des
feuilles, composition du sous-bois et du microbiome) a révélé une influence directe du
génotype du peuplier faux-tremble sur la composition chimique du sol et sur la
communauté bactérienne du sol organique. Cependant, I'influence du génotype sur la
communauté végétale du sous-étage et sur les communautés fongiques (dans les deux
couches du sol) et bactériennes (dans le sol minéral) est indirecte. Cette étude apporte
de nouvelles informations sur I’effet que peut avoir la variabilité génétique
intraspécifique d’une espece sur différentes variables de 1’écosystéme.

Mots clés : Microbiome du sol, peuplier faux-tremble, sous-bois, propriétés physico-
chimiques du sol, variation intraspécifique.



CHAPITRE I

INTRODUCTION GENERALE

1.1 Mise en contexte et problématique

La forét boréale est un biome trés représenté au Canada et se situe au cceur des
préoccupations sociales, économiques et environnementales (Gauthier et al., 2015).
Les changements climatiques menacent le maintien des fonctions de cet écosystéme,
telles que le stockage du carbone ou encore le maintien de la biodiversité (Thom et
Seidl, 2016; Diaz-Yafez et al., 2021). Des projections de modeéles climatiques ont
montré qu’une augmentation de la température allant jusqu’a 4-5 degrés serait possible
d’ici 2100 en forét boréale (Price et al., 2013). Les changements climatiques peuvent
affecter la communauté forestiere, que ce soit a 1’échelle du peuplement, en affectant
les capacités de croissance et de régénération (i.e. les espéces se retrouvent mal
adaptées a leurs nouvelles conditions climatiques), ou encore, a I’échelle du paysage,
en affectant la compétition interspécifique et la succession (Boulanger et al., 2018).
Les régimes de perturbations naturelles devraient eux aussi étre affectés. Ainsi, une
augmentation des feux de forét et des €épidémies de ravageurs pourrait aboutir & une
modification de la structure et de I’age des foréts ainsi que des communautés
d’organismes associés aux arbres, tels que les microorganismes du sol (Price et al.,
2013; Boulanger et al., 2014; Seidl et al., 2020). En effet, le microbiome du sol subira

lui aussi des modifications directes ou indirectes des changements climatiques, que ce



soit au niveau de sa composition ou de ses fonctions (Hacquard et al., 2022; Baldrian

et al., 2023).

L’Est canadien est composé de peuplements forestiers mixtes, au sein desquels le
peuplier faux-tremble (Populus tremuloides) est 1'une des especes les plus abondantes.
L’abondance de cette espece est lice a plusieurs facteurs, dont une reproduction
végétative par drageonnement, qui peut conduire a une diminution de la diversité
clonale des populations (Bengtsson, 2003; Tinschert et al., 2020), et par conséquent a
la prolifération d’un nombre limité de génotypes. Cette espéce montre une capacité de
régénération notable apres feu et de colonisation des sites perturbés (Marchais et al.,
2022). Elle possede différentes caractéristiques qui font d’elle un excellent modele
d’étude dans un contexte de changements climatiques, que ce soit au niveau génétique
ou au niveau des interactions plantes/micro-organismes (Bradshaw et al., 2000; Lin et
al., 2018). Parmi ces caractéristiques figurent son génome de petite taille (<500 Mbp),
sa capacité a subir des modifications génétiques, ainsi que sa facilit¢ de propagation en

culture de tissus (Bradshaw et al., 2000; Lin et al., 2018).

L’omniprésence des micro-organismes dansnos €cosystémes, leur role fonctionnel ou
encore leur diversit¢é a tous les niveaux rend leur étude indispensable. La
multifonctionnalité du sol est liée a la communauté microbienne qui le compose, les
micro-organismes y jouant un role central dans différents processus chimiques et
biochimiques (Luo et al., 2017; Jiang et al., 2021). De plus, les interactions
plantes/micro-organismes sont considérées comme un élément clé en ce qui concerne
la santé de I’arbre, la productivité et la fonctionnalité des écosystémes (Berg et al.,
2014; Berg et al., 2015). En forét boréale, ces interactions sont réalisées soit avec les
especes de la canopée ou celles du sous-bois composé d’arbuste ligneux, de graminées
et d’herbes. La composition végétale de ce sous-bois est étroitement liée a la richesse
en especes de cet écosysteme, car il abrite la majeure partie de la diversité des plantes

forestieres (Gilliam, 2007; Barbier et al., 2008). La couche inférieure a ces différentes



strates est le ‘sol forestier’, composé de mousses, de lichens, mais aussi de la liticre,
influencée elle-méme par les strates supérieures notamment a travers l'apport de la
matiere organique, la modulation de la lumiére et la régulation de l'humidité

(Majasalmi & Rautiainen, 2020).

De nombreuses recherches se sont concentrées sur les effets de la diversité
interspécifique des arbres sur le microbiome du sol (Nagati et al., 2019 ; Gao et al.,
2024). En ce qui concerne I'impact la variation génétique a l'intérieur d'une méme
espece sur les différentes composantes de I’écosystéme forestier, un certain nombre
d’étudea étéréalisé. En effet, ces recherches ont montré que les différences génétiques
au sein d'une espéce, comme celles observées chez les arbres, peuvent moduler la
composition des communautés au sol, tels que les communautés végétales et les
communautés microbiennes (Whitham et al., 1999; lason et al., 2005; Lamit et al.,
2016; Bonito et al., 2019; Rheault et al., 2020). La structuration des communautés
biologiques et de leurs relations écologiques sont également modulées par l'identité
génétique sous-jacente des plantes individuellement (Witham et al., 2012; Lamit et al.,
2015). Les processus écosystémiques tels que la décomposition et le cycle des
nutriments peuvent eux aussi étre influencés (Schweitzer et al. 2004). Ces variations
intraspécifiques jouent donc un role notable dans la structuration des écosystémes
forestiers. Pour ces raisons, notre étude s’intéressera a la compréhension de I’impact
du génotype du peuplier sur la composition chimique de ses feuilles, de son sous-bois
ainsi que sur la composition en éléments chimiques et en communautés microbiennes
du sol (couches organique et minérale du sol). Les résultats de cette étude apporteront
de nouvelles connaissances sur ’effet de la variabilité génétique intraspécifique sur

I’environnement qui viendront complémenter les connaissances déja acquises.



1.2 Etat des connaissances

1.2.1 La forét boréale canadienne

La forét boréale est le deuxieéme plus grand biome terrestre, elle est considérée comme
I’'une des foréts les plus ‘intactes’ au monde (Astrup et al., 2018, Watson et al., 2018).
Elle est présente en Amérique du Nord, en Russie et dans une partie de ’Europe et de
I’Asie. La forét boréale canadienne représente a elle seule 28% de la forét boréale
mondiale et couvre environ 270 millions d’hectares sur le territoire canadien (Brand et
al., 2013). Les bénéfices associés a celle-ci sont nombreux, que ce soit au niveau
économique par le biais des ressources forestieres telles que le bois d’ceuvre et la pate
a papier, des ressources mini€res ou encore des ressources énergétiques (Bogdanski,
2008, Eggers et al., 2022). Au niveau culturel, la forét boréale prend une place
importante dans la vie dela population, particulierement pour la population autochtone
(Smith, 2015). En plus d’étre un lieu de vie, elle permet la pratique de nombreuses
activités essentielles pour la population, tels que la chasse, la péche, la cueillette, le
piégeage, mais aussi des activités touristiques et récréatives (Teitelbaum et al., 2023).
Enfin, au niveau environnemental, les services écosystémiques qu’elle rend sont
multiples et incluent son role de réservoir de biodiversité et de carbone biogénique ainsi
que son impact sur la régulation du climat. En effet, plusieurs études ont montré que
les foréts boréales stockent pres de 33% ducarbone mondial (Pan et al., 2011; Gauthier

et al., 2015).

Le climat particulier des foréts boréales est caractéris€¢ par des hivers longs et froids
ainsi que des étés courts qui condensent les précipitations (Hui et al., 2015). Il existe
un gradient de température entre le Sud et le Nord ainsi qu’un gradient d humidité entre
I’Est et ’Ouest (Brandt et al., 2013). On distingue trois aires du Sud au Nord le long

d’un gradient, dans un premier temps la forét fermée, suivie de la forét ouverte, puis la



toundra foresticre (Payette, 1992). La forét boréale reste dominée par des coniféres tels
que les genres Abies, Picea, et Larix. Malgré cette dominance coniférienne, certains
feuillus occupent de plus ou moins grandes portions dela forét boréale, tels que le genre
Populus dont Populus tremuloides et le genre Betula dont Betula papyrifera; on parle

alors de forét boréale mixte (Hamadldinen et al., 2023).

Les changements climatiques influencent I’ensemble des écosystémes sur terre et la
forét boréale n’y échappe pas. En effet, elle est confrontée a de nombreuses
perturbations, qu’elles soient anthropiques, tel que I’aménagement forestier, en
particulier la production de bois, ou encore naturelles, tels que les feux de forét et les
invasions d’insectes (Burton et al., 2007; Boucher et al., 2014). Ces perturbations
impactent la dynamique forestiére et de ce fait I’hétérogénéité des paysages (Bergeron

et Fenton, 2012; Thompson et al., 2013).

Le maintien de la biodiversité et des processus €écologiques est nécessaire au maintien
dans le temps d’une production forestiére raisonnée et contrdlée, ce qui fait de la

gestion forestiére une préoccupation majeure des communautés et gouvernements.

1.2.2 La composition du sous-bois en forét boréale mixte

La composition et la structure de la forét boréale influencent la composition de son
sous-bois (Légare et al., 2002). En effet, le peuplement forestier impacte directement
les especes de sous-bois a un niveau local, par le biais de I’accés a la lumiere, a 1’eau,
aux nutriments ou encore en influencant les propriétés physico-chimiques du sol par le
biais de la litiere (Ewers et al., 2002; Bartemucci et al., 2006; Yu et Sun, 2013). Par
exemple, les especes a croissance rapide comme le peuplier faux-tremble facilitent, par

apport en liticre, le remplacement d'une proportion significative de nutriments dans le



sol (Gonzalez et al., 2020). Cela impacte directement les autres especes de la canopée,
telle que I’épinette noire (Picea mariana) en forét boréale mixte, mais aussi la
composition du sous-bois (Légaré et al., 2005; Laganicre et al., 2010; Errington et
Pinno, 2021). L’influence de la canopée et d’autres facteurs environnementaux sur les
especes de sous-bois a été largement étudice (Fourrier et al., 2015; Kumar et al., 2018).
Le génotype exerce une influence sur divers traits susceptibles d'affecter les plantes du
sous-bois. Par exemple, il peut affecter le contenu nutritionnel des feuilles, et par
conséquent celui de la litiére, ainsi que la phénologie de celles-ci, qui peuvent, par la
suite, influencer la transmission de la lumiére. Ainsi, il devient essentiel d'examiner les

liens entre le génotype des arbres et la composition du sous-bois.

1.2.3 Le genre Populus

1.2.3.1 Taxonomie

Le peuplier appartient au genre Populus qui, avec le genre Salix, composent la famille
des Salicaceae, de I’ordre des Salicales (Cronquist, 1981). Les peupliers sont au
nombre de 13 espéces au Canada dont 9 sont indigénes : peuplier baumier (Populus
balsamifera), peuplier de I’Ouest (Populus trichocarpa), peuplier deltoide (Populus
deltoides) composé de 2 sous-especes (Populus deltoides ssp. deltoides & Populus
deltoides ssp. monilifera), peuplier hybride de Jack (Populus xjackii), peuplier a
feuilles accumulées (Populus x acuminata), peuplier a grandes dents (Populus
grandidentata), peuplier a feuilles étroites (Populus angustifolia) et peuplier faux-

tremble (Populus tremuloides) (Farrar, 2017).



1.2.3.2 Caractéristiques du genre Populus

Le genre Populus est un groupe pionnier tres représenté en Amérique en général avec
une importance particuliere au Canada. Il s’agit d’une espéce de feuillue intolérante a
I’ombre dontle systéme racinaire est étenduet profond (Braatne etal., 1996). Il impacte
positivement 1’écosystéme forestier via son effet sur le cycle des éléments nutritifs sur
la fertilité du sol (Pardon et al., 2017). Le peuplier a longtemps été utilisé en foresterie
comme source de combustible et de fibre, I’ensemble des espeéces du genre Populus
représentant 8,3% des approvisionnements de I’industrie forestiere au Québec (Royer
et al, 2012). D’autres applications environnementales sont étudiées, comme la
phytoremédiation ainsi que la production de biomasse et de biocarburant (Dias et al.,

2019; De Oliveira et al., 2020; Zadeh et al., 2021; Abreu et al., 2022).

Le peuplier démontre des attributs fonctionnels et physiologiques telle qu’une
croissance rapide, qui lui permet d’arriver a maturité en 40 ans, mais aussi une
propagation végétative par le processus de drageonnement (Cooke et Rood, 2007). En
effet, la reproduction sexuée chez le peuplier est faible parce que les conditions
nécessaires a la germination de la graine sont rarement réunies (Romme et al., 2005),
ce qui favorise la régénération végétative. L aire de répartition importante de cette
espece est en partie expliquée par sa capacité a utiliser les deux modes de reproduction,

sexuée et asexuée (Mackenzie, 2010).

Le peuplier possede aussi des caractéristiques moléculaires et génétiques qui font de
cette espece un modele d’étude. Parmi ces caractéristiques, on retrouve des variations
génétiques importantes dans les populations naturelles, une facilit¢ d’hybridation
interspécifique ou encore un génome de petite taille (Bradshaw et al., 2000). En effet,
le génome de P. frichocarpa est le premier génome d’arbre a avoir été séquence, il
contient 485 Mb répartis sur 19 chromosomes (Tuskan et al., 2006). Un grand nombre

d’études a été réalisé pour mettre au point des plants de peupliers transgéniques ayant



une meilleure résistance aux perturbations, un meilleur taux de croissance ou encore
un bois demeilleure qualité (Thakur etal., 2021). Cette effervescence a abouti a la mise
a disposition de nombreuses séquences génomiques et transcriptomiques du genre

Populus, dont celle de P. tremuloides (Tuskan et al., 2004; Kim et al., 2021).

1.2.3.4 Populus tremuloides, une espece d’intérét

1.2.3.4.1 Importance écologique

Le peuplier faux-tremble est I’espece feuillue la plus abondante au Canada (Fig. 1.1).
Grace a une régénération rapide, cette espeéce a la particularité d’étre 'une des
premicres, avec le bouleau a papier (Betula papyrifera), a coloniser et dominer la
canopée en forét boréale aprés une perturbation importante, qu’il s’agisse d’un feu ou
d’une coupe (Bergeron, 2000). Cependant, la faible longévité du peuplier aboutit a son
remplacement lors dela succession écologique. En effet, des espéces de coniféres telles
que les épinettes noires et blanches ou le sapin baumier, dont la croissance est lente,
mais la tolérance a ’'ombre est importante, transforment le peuplement de feuillus en
peuplement mixte (Lecomte et al., 2006). Pour compléter son intérét environnemental,
les caractéristiques uniques du peuplier faux-tremble influencent la composition et la
diversité du sous-bois en modifiant les conditions de lumiére, en enrichissant le sol, en
se régénérant apres des perturbations et en créant des micro-habitats variés (Macdonald
et Fenniak, 2007; Powell et Bork, 2007; Bergeron et al, 2014). Ces facteurs
augmentent la richesse et la diversité¢ des especes végétales et animales dans les

¢cosystemes ou il est dominant.

De plus, le peuplier faux-tremble sert également aux animaux sauvages qui 1’utilisent
comme habitat. Il sert notamment de lieu de nidification et de repos pour les

communautés d'oiseaux cavicoles (Blanc et Martin, 2012; Cadieux et al., 2023) en plus



d’étre I'un des bois préférés des castors (Rosell et al., 2005). Pour ’ensemble de ces
raisons, Populus tremuloides joue un role fondamental dans le maintien de la

biodiversité.

Figure 1.1 Aire de répartition initiale de Populus tremuloides (d'apres Perala, 1990)

1.2.3.4.2 Importance économique

L’importance économique du peuplier faux-tremble est loin d’étre négligeable. En
effet, il fait partie des 5 essences foresti¢res ayant les plus grands volumes marchands
au Québec (Boulanger et al., 2021). Malgré une utilisation tardive de cette essence due
a une sous-estimation du potentiel de son bois, elle est aujourd’hui une essence
fortement recherchée dans I’industrie forestiere, le besoin de bois a bas prix ne cessant

d’augmenter. Une des particularités du bois de peuplier est sa faible densité, ce qui est
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un grand avantage lors de son utilisation (Balatinecz et Kretschmann, 2001; Isebrands
et Zalesny, 2020). Le peuplier faux-tremble est principalement utilisé en industrie de
premicre transformation, comme pour la production de fibre de bois (Thiffault et al.,
2020). D’autres applications telles que 1'utilisation potentielle dupeuplier faux-tremble
en tant que matiere premiére pour la production de biocarburant, ou encore I’utilisation
desa biomasse résiduelle comme source de composés antimicrobiens, sont aujourd ’hui

¢tudiées (Cregger et al., 2018; St-Pierre et al., 2018).

1.2.3.4.3 Importance sociale

En ce qui concerne ’aspect social, le peuplier faux-tremble a longtemps été utilisé par
les Premicres Nations nord-américaines dans un but médicinal. Par exemple, les
différentes parties de ’arbre peuvent servir a soigner les coupures, les maladies
cardiaques et les rhumes ou encore comme purgatifs (Dickmann et al., 2001). Cette
espéce était aussi utilisée dans d’autres aspects de la vie courante comme

I’alimentation, ’hygiene ou durant des cérémonies (Arnason et al., 1981).

1.2.4 Les interactions plantes/micro-organismes

Le microbiote représente 1’ensemble des micro-organismes tels que les champignons,
bactéries, archées, et protistes colonisant un écosystéme. Etant considéré comme un
facteur clé de productivité et de santé chez la plante, il a beaucoup été étudi¢ dans le
domaine de I’agronomie (Hartman et al., 2008; Trivedi et al., 2021). Le microbiome
caractérise l’ensemble des génomes du microbiote (Marchesi et al., 2015). La
colonisation dela plante par le microbiote peut s’effectuera différents sites spécifiques

de la plante, telles que ses racines (thizosphére), ses tiges, ses feuilles (phyllosphere)
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et méme a l'intérieur de ses tissus (endosphere) de la plante (Gopal et Gupta, 2016).
Les micro-organismes peuvent exercer une influence positive ou négative sur leurs
hotes, allant du mutualisme au parasitisme en passant par le commensalisme (Hirsch,
2004). Les bénéfices des micro-organismes sont variés, ils facilitent I’absorption de
phosphore, de potassium ou encore de micronutriments ainsi que de 1’eau par le biais
des racines (Van der Heijden et al., 2015). Ils contribuent également a la nutrition
azotée, notamment grace a la capacité de certaines bactéries a fixer I’azote (Burns et
al., 2012; Pii et al., 2015). Leurs implications ont été mises en évidence dans la
stimulation de la résistance systémique et la protection contre les pathogeénes par le
biais de la production d’antibiotiques (Berendsen et al., 2012, Pineda et al., 2015), ou
encore la croissance des plantes et leur tolérance aux stress abiotiques (Taghavi et al.,

2009; de Zelicourt et al., 2013).

L’importance desmicro-organismes du sol dans les écosystémes par le biais dusoutien
a la croissance des plantes, du recyclage des nutriments et de la séquestration de

carbone, fait du sol un compartiment d’étude idéal (Jansson et Hofmockel, 2018).

1.2.4.1 Les champignons

Les champignons jouent un role clé¢ dans nos écosysteémes, et plus particulierement en
forét boréale ou ils influencent la résilience des écosystemes forestiers face aux
changements environnementaux (Taylor et al., 2010; Whitman et al., 2022). Leur
omniprésence dans!’environnement, leur role fonctionnel ainsi que leur diversité a tous
les niveaux poussent la communauté scientifique a s’y intéresser. Ce sont des
organismes eucaryotes hétérotrophes, ils possedent un appareil végétatif sous forme de
thalle qui peut étre soit unicellulaire (levure), soit pluricellulaire, on parle de mycélium

(champignons filamenteux) (Webster et Weber, 2007). Les champignons sont
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regroupés a I’heure actuelle en 19 phyla en considérant les champignons fossiles, mais
ce nombre est en constante discussion (Wijayawardene et al., 2020). Ils possedent
différents modes de vie leur permettant d’acquérir du carbone, issu dela photosynthese
des plantes, soit par une acquisition en surface par le biais de la litiére, soit au niveau

souterrain par le biais des racines (Hogberg et al., 2001).

Tout d’abord, il y a les champignons mycorhiziens, qui, en réalisant une symbiose avec
les plantes, favorisent la nutrition en eau et minéraux (tels que: N, P, K) de ces
dernic¢res par le biais d’hyphes, mais aussi une résistance aux pathogenes et a la
sécheresse (Smith et Read, 2010; Tedersoo et al., 2014). Il existe sept différents types
de symbioses mycorhiziennes : les mycorhizes a arbuscules, les ectomycorhizes, les
ectendomycorhizes ainsi que les mycorhizes arbutoides, monotropoides, éricoides et
orchidoides, ces symbioses permettent aux champignons mycorhiziens d’interagir avec
environ 90% des espéces terrestres (Brundrett et Tedersoo, 2018). Elles se différencient
par le groupe taxonomique de leurs partenaires, pouvant étre des Ascomycetes, des
Basidiomycetes, des Gloméromycetes et des Mucoromycetes (Smith et Read, 2010).
Les symbioses mycorhiziennes les plus présentes en forét boréale sont, d’une part,
celles en lien avec une famille de plantes dominantes, les Ericacées, qui forment des
mycorhizes ¢éricoides (ERM) dont le partenaire fongique est généralement un
Ascomycete, ou plus rarement un Basidiomycete (WeiB et al., 2016; Fanin et al., 2022).
D’autre part, les champignons ectomycorhiziens (ECM) qui eux s’associent avec un
grand nombre d’espéces de la strate arborée telles que celles de la famille des Pinacées
et dont le phylum associ¢ est le plus souvent un Basidiomycéte, ou plus rarement un
Ascomycéte ouun Zygomycete (Read et al., 2004 ; Tedersoo et al., 2010). La symbiose
ectomycorhizienne touche prés de 10% des especes végétales terrestres et son
importante adaptation aux conditions environnementales explique sa dominance en
forét boréale mixte (Després, 2012). En effet, en forét boréale, les conditions extrémes
aboutissent a un sol faible en nutriment, a tendance acide et humide. L’azote est limitant

dans cet écosystéme, ce qui peut impacter la croissance des plantes et la productivité
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de la forét boréale (Maynard et al., 2014; Kieloaho et al., 2016). L’assimilation de
I’azote par la plante est possible a 80% grace aux champignons mycorhiziens (Hogberg
et al., 2021). Le transfert de carbone provenant de la photosynthese des arbres vers les
champignons en échange d'azote peut aussi conduire au maintien d'un écosystéme
forestier limité en azote (Franklin et al., 2014; Hogberg et al., 2017). Concernant le
stockage du carbone, il est principalement régulé en forét boréale par les interactions
plantes/champignons (Baskaran et al., 2017). 11 a été mis en évidence que les
¢cosystemes ECM présentent une capacité de stockage plus élevée de carbone dans le
sol que ceux ou les champignons mycorhiziens a arbuscules (MA) dominent (Wu et
al., 2022). Néanmoins, ces écosystémes sont plus vulnérables aux changements
climatiques et a I'impact de certaines pratiques humaines comme 1’augmentation de
l'utilisation des terres. L'anthropisation conduit & une augmentation de la quantité
d'azote dans le sol, ce qui entraine une transition des foréts a dominance

ectomycorhizienne vers des foréts a dominance arbusculaire (Jo et al., 2019).

La symbiose endomycorhizienne, dont les mycorhizes a arbuscules (MA) sont les plus
répandues, est quant a elle classée dansun phylum distinct, les Gloméromycetes (Smith
et Read, 2010). Bien que les MA soient les plus communes au niveau mondial, 84%
des Angiospermes €tant mycorhizés, elles sont moins abondantes que les ECM et les
mycorhizes éricoides (ERM) en forét boréale (Brundrett,2009). Certaines graminées
et herbacées ainsi que des espéces d’arbres telles que celles des genres Populus et Salix

peuvent former des symbioses avec des MA en forét boréale (Opik et al., 2008).

Les champignons saprophytes, quant a eux, se nourrissent de la matiére organique en
décomposition et leur role dans le recyclage des nutriments est donc important
(Thormann, 2006). Leur capacité a pénétrer dans les cellules et a dégraderdes substrats
telle que le bois est lié au nombre important d’enzymes extracellulaires qu’ils sont

capables de synthétiser (Baldrian, 2008 ; Després, 2012).
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Cependant, les bactéries aussi ont leurs roles a jouer dans les €cosystémes terrestres,

en particulier en forét boréale.

1.2.4.1 Les bactéries

Les bactéries sont trés abondantes et diversifiées dans le sol, de I’ordre 10!°-101
bactéries et 55 000 espéces bactériennes par gramme de sol (Horner-
Devine et al., 2003; Roesch et al.,, 2007). Ce sont des organismes unicellulaires
procaryotes, leur classification peut étre basée sur leurs caractéristiques (morphologie,
métabolisme, coloration), leurs fonctions ou encore sur la base de leurs génomes. Une
¢tude de grande ampleur réalisée sur 6 continents a permis de caractériser les
phylotypes les plus abondants dans le sol. Elle a mis en évidence que 5 phylotypes
(Alphaprotéobactéries, Bétaprotéobactéries, Actinobactéries, Acidobactéries et
Planctomycetes) représentaient a eux seuls 42% de ’abondance relative bactérienne du
sol. En forét boréale, les Protéobactéries représentent 30% de I’abondance relative
dans les sols (Delgado-Baquerizo et al., 2018). Les bactéries appartenant a ce phylum
bactérien sont reconnues pour leur capacité a utiliser une gamme importante de
substrats carbonés dérivés des racines et pour leur croissance rapide (Philippot et al.,
2013). Le pH du sol joue un role important dans la structuration de la communauté
bactérienne, le pH faible qui prévaut dans les sols de la forét boréale a donc une

importante conséquence a ce niveau (Xiong et al., 2018).

Dans le sol, les bactéries sont responsables de plusieurs activités telles que la
décomposition de la matiére organique ainsi que le recyclage et ’acquisition des
nutriments (Khatoon et al., 2017). Par exemple, les bactéries sont nécessaires a de
nombreuses ¢étapes du cycle biogéochimique de I’azote, telles que la fixation

biologique de I’azote, la minéralisation, la nitrification et la dénitrification (et al.,
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2019). Les bactéries fixatrices d’azote atmosphérique peuvent notamment contribuer a
la nutrition azotée des plantes. Ces bactéries peuvent étre présentes de manicre
indépendante dans le sol ou établir des symbioses (Mahmud et al., 2020). En forét
boréale, ce sont des bactéries en association avec des arbres comme le genre A/nus, des
lichens et en grande partie des mousses qui réalisent la fixation biologique de I’azote
(Myrold et Huss-Danell, 2003; DeLuca et al., 2008; Darnajoux et al., 2017). Les
cyanobactéries sont prédominantes dans cet écosystéme et leurs associations avec les
mousses représentent une source indispensable de N pour les écosystémes boréaux,
allant jusqu’a 50% des apports (Rousk et al., 2013; Renaudin etal., 2022). Les bactéries
peuvent aussi impacter négativement la plante. C’est le cas des bactéries pathogenes,
comme Pseudomonas syringae, qui peut infecter le peuplier faux-tremble en causant
la nécrose des tissus et la pourriture des racines (La Porta et al., 2023). De nombreuses
rthizobactéries, regroupées sous le terme Plant Growth Promoting Rhizobacteria
(PGPR) sont pour leur part connues pour leurs effets positifs sur les plantes
(Olanrewaju et al., 2017). Les PGPR peuvent notamment améliorer la croissance des
plantes, I’acquisition des nutriments et la résistance aux stress abiotiques (Grobelak et

al., 2015; Pii et al., 2015; Pérez-Jaramillo et al., 2016).

La spécificité, I’abondance et la diversité des micro-organismes présents dans un
écosysteme, quelle que soit la niche écologique visée, dépendent de I’hdte avec lequel

ils sont en interaction ainsi que de différents facteurs biotiques et abiotiques.

1.2.4.2 Structuration des communautés microbiennes du sol

Différents facteurs ont un impact sur la structuration des communautés microbiennes
du sol, tels que, les parametres physico-chimiques du sol, les facteurs géographiques,

la matiére organique, le type de végétation ainsi que la diversité génotypique et



16

phénotypique de celle-ci, en plus des interactions entre ces variables (Weinert et al.,
2009; Aira et al., 2010; Lundberg et al., 2012; Bonito et al., 2014; Hacquard et Schadt,
2015). Les facteurs physico-chimiques, notamment le pH, sont des prédicteurs
importants de la composition et I'abondance des communautés microbiennes dans les
sols de surface (Zheng et al., 2019). Cependant, le pH influence de fagon plus
importante la communauté bactérienne (Rousk et al., 2010; Lladé et al., 2017), alors
que la communauté fongique est plus influencée par la composition de la végétation

(Baldrian, 2017).

Il est important de considérer le sol comme une niche écologique, avec ses propres
moteurs structurant la communauté microbienne (Brown et al., 2020). Les sols des
foréts boréales se caractérisent par une stratification distincte comprenant des couches
de litiere, de sol organique et de sol minéral. La couche de maticre organique, peut, par
paludification, s’accumuler & la surface du sol et augmenter I’humidité au niveau du
sol (Laamrani et al., 2014). Ces couches possedent des propriétés variées qui
influencent de manicre significative la diversité et la composition des communautés

microbiennes (Naylor et al., 2022).

1.2.4.3 Communautés microbiennes du sol associées au peuplier

La composition des communautés microbiennes qui interagissent avec le peuplier a
largement été étudiée (Beckers et al., 2017; Hacquard et al., 2017; Zanin et al., 2024).
De nombreuses interactions ont été développées par le genre Populus, qu’elles soient
mutualistes avec des champignons mycorhiziens, des champignons endophytes et des
bactéries, ou encore parasitiques avec des champignons saprophytes et pathogenes
(Bonito et al., 2017; Cregger et al., 2018; Bonito et al.,, 2019). Le peuplier a la

particularité de pouvoir a la fois développer des associations ECM et arbusculaires ; le



17

ratio entre ces deux types de mycorhizes dépend du génotype de I’hote ainsi que de

facteurs externes tels que le type de sol, I’aération dusol et la teneur en eau (Karlinski
et al., 2010; Ghotsa Mekontchou et al., 2022).

Malgré une connaissance du microbiome du peuplier dans ces différents
compartiments et de I'impact de différents facteurs environnementaux ou de I’espece
de plante sur celui-ci, le degré de spécificité plantes-microorganismes pour différents
génotypes d’une méme espéce reste peu connu (Beckers et al., 2017 ; Cregger et al.,
2021). Explorer comment les variations génétiques au sein d'une méme espéce peuvent
moduler ces interactions spécifiques pourrait nous aider a mieux comprendre comment
les génotypes influencent la structuration et la fonctionnalit¢ des communautés
microbiennes associ¢es. Comprendre comment ces interactions microbiennes affectent
la capacité des plantes a s'installer et a survivre dans divers environnements peut étre
intéressant a approfondir. Une telle compréhension pourrait également ouvrir la voie a
des stratégies de gestion des sols, optimisant les interactions bénéfiques entre plantes
et microorganismes pour améliorer la santé des écosystemes et la productivité,

particulierement dans les systémes pérennes.

1.2.5 Impact du génotype sur différents compartiments de 1’arbre

1.2.5.1 Impact du génotype sur la composition chimique des feuilles et la composition

du sous-bois

La variation génétique influence les populations et les écosystémes a différents
niveaux. Au niveau de la plante, le génotype influence de nombreux traits
phénotypiques foliaires, dont la composition chimique des feuilles (Whipps et al.,

2008 ; Vorholt, 2012 ; Bodenhausen et al., 2014). Une différence significative a
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notamment été établie au niveau foliaire entre différents clones de peuplier faux-
tremble en ce qui concerne 1’azote, ’amidon et les métabolites secondaires, tels que les
glycosides phénoliques ainsi que les tanins condensés (Lindroth et Hwang, 1996 ; Osier

et Lindroth, 2001).

La wvariation intraspécifique des métabolites secondaires influence aussi la
décomposition de la litiére, qui a lieu suite de la chute des feuilles (Schweitzer et al.,
2004). La décomposition de la litiere est un processus clé¢ durecyclage des nutriments
en forét boréale (Prescott, 2010). La composition en nutriment de la litiére du peuplier
faux-tremble varie entre différents génotypes et cela peut se traduire en une variation
du taux de décomposition, mais aussi par une variation du taux de nutriments libérés
(Madritch et al., 2006; Leroy et al., 2012). La variation du taux de décomposition
semblait plus importante entre différentes espéces qu’entre différents génotypes dans
d’autres écosystemes (Liet al., 2017). Le facteur génotypique a toutefoisun role a jouer

qu’il convient d’examiner.

En effet, la liticre agit a son tour de manicre directe ou indirecte sur 1’écosystéme. Au
niveau chimique, la litiere influence le cycle du carbone et des nutriments dans les
écosystémes forestiers, par le procédé de minéralisation de la matiére organique
(Prescott, 2010; Mueller et al., 2015; Hobbie, 2015). C’est par ce procédé que la
microflore ainsi que la faune du sol décomposent la litiere et rendent disponibles les
nutriments et le dioxyde de carbone (Berg et al., 2014). Concernant la disponibilité du
sol en nutriment, il a été mis en évidence qu’elle est positivement corrélée avec le taux
de décomposition de la liticre foliaire (Prescott, 2002). Par ailleurs, la teneur en
minéraux du sol ainsi que du pH au niveau de la couche organique du sol influence la
composition et la diversité des espeéces du sous-étage, celle-ci ayant des exigences
différenciées les unes des autres (Hedwall et al., 2021). Cependant, la litiére n’est pas

le seul facteur influengant la composition du sous-bois en forét boréale.
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Un principe de mosaique génétique a été mis en €vidence dans différentes études. 11
s’agit d’un principe selon lequel la variation intraspécifique crée des parcelles aux
fonctions écosystémiques variables, en ce qui concerne par exemple la décomposition,
la production primaire, le taux de minéralisation de I’azote (Whitham et al., 2006;
Madritch et al., 2009). Cela appuie I'importance de la diversité génétique et de ses

effets sur les processus €cosystémiques.

L’effet du génotype peut aussi agir au niveau de traits phénotypiques racinaires, un
effet largement documenté par diverses études. En effet, il a été¢ démontré que les traits
racinaires tels que le diameétre des racines ou encore l'abondance des extrémités
racinaires varient significativement d’un individu a I’autre, soulignant I'importance de
la diversité génétique dans la structuration de ’architecture racinaire (Hajek et al.,
2013; Bui et al., 2015). De plus, il est important de considérer que ces effets sont
spécifiques aux especes, ce qui montre que la réponse phénotypique des racines est
étroitement liée aux dynamiques génétiques propres a chaque espece (Weemstra et al.,
2020; Guo et al., 2024). D'autres traits phénotypiques, comme la croissance des arbres,
l'efficacité hydraulique et I'anatomie du bois, ont révélé des variations intraspécifiques
significatives, ce qui a des implications importantes pour la sélection des arbres mieux
adaptées aux conditions environnementales spécifiques (Clair et al., 2010; Schreiber et

al., 2011).

1.2.5.2 Impact du génotype sur la communauté microbienne

Les communautés microbiennes associées aux arbres sont aussi influencées par le biais
des métabolites et de la concentration des €¢léments dans les différents compartiments
(Cordovezet al., 2019; Veach et al., 2019). Auniveau du sol, I'impact du génotype sur
la communauté microbienne a été étudié dans différentes conditions, qu’il s’agisse de

conditions contrdlées dans des serres, de conditions naturelles dans des peuplements
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forestiers, ou encore entre les deux dans des plantations, mais aussi dans différentes
niches telles que la rhizosphére ou ’endospheére racinaire. Auniveau de la rhizosphere,
des ¢tudes menées en serre sur P. balsamifera et P. deltoides ont mis en évidence que
le génotype influence la composition de la communauté microbienne via les propriétés
physico-chimiques du sol (Bonito et al., 2019; Rheault et al., 2020). Une étude réalisée
sur les champignons ECM associés a P. angustiflora dans une plantation a aussi
démontré une différence au niveau de la communauté ECM, mais aussi au niveau des
phyla fongiques dominants entre les génotypes (Lamit et al., 2016). Cette étude avance
I’'idée que la variation au niveau de la communauté fongique observée entre les
génotypes d'arbres pourrait avoir une origine génétique et E&tre liée avec les
communautés de pathogenes fongiques foliaires; par le biais d’un seul géne qui affecte
plusieurs traits phénotypiques différents (pleiotropie) ou de plusieurs génes différents,
mais liés non aléatoirement (déséquilibre de liaison). En utilisant le rapport de la
biomasse champignons/bactéries (C:B), il a été mis en évidence que les bactéries et les
champignons présents dans la rhizosphére de P. deltoides et leurs contributions sont
influencés par le génotype de ’arbre et I’environnement du sol (Karlinski et al., 2020).
De plus, la composition chimique des exsudats racinaires, qui est en partie déterminée
par le génotype, peut moduler la composition et l'abondance des communautés
microbiennes dans la rhizosphere. Des études ont montré que différentes lignées de
plantes peuvent excréter des métabolites spécifiques qui favorisent la prolifération de
certaines especes microbiennes tout en inhibant d'autres (Bulgarelli et al., 2013). La
structure physique des racines, influencée par le génotype, peut également affecterle
microbiome en créant des niches micro-environnementales favorables a certaines
communautés microbiennes (Badri et Vivanco, 2009). Cependant, cette étude ne s'est

pas intéressée aux mécanismes internes a ces différenciations.
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1.2.6 Les outils actuels de génomique

Les techniques d’isolement et de culture des micro-organismes permettent de
dénombrer seulement 1 a 10% du microbiome du sol, cette faible proportion de micro-
organismes cultivables étant due a leurs besoins parfois inconnus et leurs dépendances
a d’autres organismes (Nannipieri et al., 2003). Ces techniques laborieuses et peu
représentatives ont laissé la place aux techniques du type « omique » telles que la
métagénomique. La métagénomique est définie comme un séquengage ‘aléatoire’ de
I’ADN collecté dans I’environnement (Thomas et al., 2012; Brag et Tyson., 2014). La
technique du métabarcoding environnemental permet de réaliser un séquencage a haut
débit sur une région spécifique utilisée pour I’identification taxonomique d’un groupe
d’organismes, que ce soit chez les champignons, les bactéries ou d’autres groupes
taxonomiques d’intérét. Les séquences issues du métabarcoding, c’est-a-dire les
variants de séquence d’amplicon (ASVs), dans notre cas, seront ensuite identifiées en

comparant ces séquences a celles d’une banque de référence (Callahan et al., 2017).

1.2.7 Les indices de diversité

Les indices de diversité sont des outils quantitatifs utilisés pour mesurer la biodiversité
au sein d'une communauté ou d'un écosysteme (Morris et al., 2014). Dans le cas de
notre ¢étude, la diversité¢ alpha () ou diversité locale a été calculée pour les
communautés végétales du sous-bois ainsi que les communautés microbiennes.

Différents indices ont été mesurés, tels que :

e La richesse spécifique qui indique le nombre d'especes présentes dans une

communauté sans considérer 'abondance relative de chacune d'elles.
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e L'indice de Shannon qui prend en compte a la fois la richesse spécifique (le
nombre total d'espéces) et I'équitabilité¢ (la répartition des individus entre ces
especes).

e L'indice de Pi¢lou, ou équitabilité de Pi¢lou qui est une mesure de I'équitabilité
dans une communauté, c'est-a-dire de la fagon dont les individus sont répartis

entre les différentes especes.

1.3 Hypotheses et objectif de I’étude

1.3.1 Objectif de I’étude

Ce travail de recherche a pour objectif de déterminer I'influence du génotype du
peuplier faux-tremble sur la chimie de ses feuilles, la communauté végétale de son
sous-bois ainsi que sur la chimie et le microbiome du sol sur lequel il se développe. Un
sous-objectif est de mettre en contexte les effets du génotype sur ces différents groupes
de variables dansune analyse globale intégrant les interactions entre ces groupes ainsi

que différents facteurs environnementaux.

1.3.2 Hypotheses de I’étude

Nous avons formulé trois hypothéses :

e Lapremiere hypothése est qu’il existe une différence en termes de composition
chimique des feuilles, de composition de la strate de sous-bois et de propriétés
physico-chimiques du sol (organique et minéral) environnant les différents

génotypes du peuplier faux-tremble.
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La deuxieme hypothése est que le microbiome du sol organique et minéral du
peuplier faux-tremble varie également entre les génotypes.

La troisieme hypothése est que le génotype agit directement sur la chimie des
feuilles et indirectement sur 1’ensemble des autres compartiments, tels que le

sous-bois, le sol et le microbiome.
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2.1 Abstract

Trembling aspen (Populus tremuloides L.) is a fast-growing species and widely
distributed species of boreal forests having the ability to reproduce easily by suckering,
a phenomenon by which genetically identical individuals appear clonally. This
phenomenon can lead to the creation of areas of trees of the same genotype. This project
aimed at determining how the trembling aspen genotype influences the chemical
composition of leaves and soil as well as the composition and diversity of surrounding
undergrowth and of soil microbial communities. Leaf and soil samples from 10 aspen
clones forming discrete patches in a natural forest stand located at the Lac Duparquet
teaching and research forest were collected and analysed for their chemical
composition (leaves and soil) and microbial taxonomic composition (soil). An
inventory of the undergrowth was also carried out. The results showed a variation in
the chemical composition of leaves and soil among genotypes, particularly for minerals
such as manganese (Mn), magnesium (Mg), calcium (Ca) and nitrogen (N). The
diversity and composition of plant communities (undergrowth) and microbial
communities (bacteria and fungi of the organic and mineral soil) were also significantly
affected by the genotype. The relative abundance of a higher number of bacterial genera
(among the 20 most abundant) than fungal genera differed between genotypes, and the
effect on fungal genera was only detected in the organic soil. A global path analysis
integrating the various ecosystem components measured (i.e. soil and leaf chemistry,
understory composition and microbiome) revealed a direct influence of trembling
aspen genotype on soil chemical composition and on organic soil bacterial community.
However, the influence of the genotype on the understory plant community and on the
fungal (in both soil layers) and bacterial (in the mineral soil) communities is indirect.
This study provides new information on the effect of intraspecific genetic variability
on different ecosystem variables, including theunderstory, an aspect that has been little

explored to date in the scientific literature.
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2.2 Résumé

Le peuplier faux-tremble (Populus tremuloides L.) est ’espece a croissance rapide la
plus largement répandue dans la forét boréale mixte de I’Est canadien. Cette espece a
la capacité de se reproduire facilement par drageonnement, phénomeéne par lequel des
individus génétiquement identiques apparaissent de maniere clonale. Ce phénomene
peut conduire a la création de zones d'arbres de méme génotype. Les objectifs de ce
projet sont de déterminer I’'influence du génotype sur la composition chimique des
feuilles et du sol ainsi que sur la composition et la diversité des communautés
microbiennes de celui-ci et sur le sous-bois environnant. Des échantillons de feuilles
et de sol de 10 clones de peupliers faux-trembles situés a la forét d’enseignement et de
recherche du lac Duparquet ont été récoltés pour ensuite étre analysés en termes de
composition chimique (feuilles et sols) et microbienne (sols). Un inventaire du sous-
bois environnant a aussi été réalisé. Les résultats montrent une variation au niveau de
la composition chimique des feuilles et du sol entre les génotypes ; en particulier au
niveau des minéraux comme le manganése (Mn), le magnésium (Mg), le calcium (Ca)
ou encore I’azote (N). En ce qui concerne les communautés, végétale d’une part et
microbienne d’autre part, leur diversit¢é et leur composition étaient aussi
significativement impactées par le génotype. En effet, pour ce qui est des
communautés microbiennes, I’abondance relative de la majorité des genres bactériens
(parmi les 20 plus abondants) différait entre les génotypes dans les couches de sol
organique et minéral. L’effet du génotype sur les communautés fongiques était moins
important, surtout dans le sol minéral. Une analyse de piste globale intégrant les
différentes composantes de I’écosystéme ayant été mesurées (i.e. chimie dusol et des
feuilles, composition du sous-bois et du microbiome) a révélé une influence directe du
génotype du peuplier faux-tremble sur la composition chimique du sol et sur la
communauté bactérienne du sol organique. Cependant, I'influence du génotype sur la

communauté végétale du sous-étage et sur les communautés fongiques (dans les deux
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couches du sol) et bactériennes (dans le sol minéral) est indirecte. Cette étude apporte
de nouvelles informations sur I’effet que peut avoir la variabilité génétique

intraspécifique d’une espece sur différentes variables de 1I’écosystéme.

Mots clés : Microbiome du sol, peuplier faux-tremble, sous-bois, propriétés physico-

chimiques du sol, variation intraspécifique.
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2.3 Introduction

Southern boreal forests are made of mixed forest stands in which trembling aspen
(Populus tremuloides) is one of the most abundant species. Trembling aspen is a key
species in boreal forest. It contributes to biodiversity by providing essential habitats for
many species, such as cavity-nesting bird communities (Cadieux et al., 2023).
Additionally, it contributes to the end cycling of soil nutrients by replacing, through its
litter, a significant proportion of soil nutrients (Gonzalez et al., 2020). Thanks to its
rapid regeneration, trembling aspen is one of the first species, along with paper birch
(Betula papyrifera), to colonize and dominate the boreal mixedwood forest canopy
after a major disturbance, such as fire or logging (Bergeron, 2000). This species has a
number of characteristics that makes it an excellent model to study intraspecific
variations, both at the genetic level, as it is one of the most genetically diverse plant
species on the record, and in terms of plant/micro-organism interactions (Lin et al.,
2018). Trembling aspen also has the capacity to reproduce vegetatively through
suckering, which leads to the formation of areas dominated by a single genotype with
ramets that vary in number (Whitham et al., 2003). Suckering leads to a reduction in
the clonal diversity of poplar populations (Bengtsson, 2003; Namroud et al., 2005,
2006; Tinschert et al., 2020).

Genotype is a fundamental factor in the structuration of biodiversity and ecological
processes (Vellend et al., 2005; Hughes et al., 2008). While studying the impact of tree
species on their environment has been the focus of numerous previous studies, it has
been shown more recently that intraspecific variations could also influence the
surrounding environment of trees, and in turn the communities associated to them,
through effects on primary production, plant inputs (including root tissues and
exudates), litter decomposition, and nitrogen mineralization (Whitham et al., 2006;
Crutsinger et al., 2008; Genung et al., 2012; Schweitzer et al., 2018). In fact, the study

of DesRoches et al. (2018) showed that ecological effects of intraspecific variation can
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be similar or even stronger than those of interspecific variation, mainly due to indirect
responses induced by trophic cascades. The principle of genetic mosaic, refers to the
concept where different areas within a single species' habitat develop distinct genetic
variations, leading to spatial patches with unique ecosystem functions. These patches,
each influenced by the genetic differences within the species, contribute to the overall
diversity and complexity of the ecosystem. This idea has been highlighted by research
showing that intraspecific variation (variation within a species) can create areas with

specific ecological roles and functions (Madritch et al., 2009).

Links between the host genotype and the chemistry of its leaves have been
demonstrated for species of the Populus genus (Osier et Lindroth, 2001; Bodenhausen
et al.,, 2014). Such links were also found with the surrounding soil, the associated
microbial communities and the understory plant communities (Iason et al., 2005;
Schweitzer et al., 2011; Lamit et al., 2016; Perez-Iquierdo et al., 2017, 2019). The
genetic identity of individual plants also affects the organization of biological
communities and their ecological interactions (Whitham et al., 2012; Lamit et al.,
2015). Additionally, ecosystem processes such as decomposition and nutrient cycling
are influenced by these genetic variations (Schweitzer et al., 2004). This highlights the
importance of genetic diversity and its effects on ecosystem processes, as
microorganisms play key roles in multiple soil functions such as biogeochemical
cycling of nutrients, tree productivity, water and mineral nutrition, and resistance to
pathogens and drought (Smith et Read, 2010; Tedersoo et al., 2014; Hogberg et al.,
2021). This is especially true in boreal forest, where nitrogen is a major limiting factor
to tree growth (Maynard et al., 2014). At the soil level, micro-organisms interact with
plants, which may be a species of the canopy and/or those of the understory community
(i.e. woody shrubs, grass, and herbs), which harbors most of the plant diversity in forest
ecosystems (Gilliam, 2007; Barbier et al., 2008). All of these elements (litter quality,

understory vegetation and soil microbial communities) are essential components of
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forest ecosystems that can be affected by the host genotype and interact with each other.

Tree genetics can therefore play an important role in ecosystem function and dynamics.

In this study, we worked in a mapped and genotyped hectare of trembling aspen where
clone identity was shown to influence leaf spring phenology, growth response to
climatic variables and insect epidemics, and long-term growth rate (Drobyshev et al.,
2019). We focused on understanding the impact of the poplar genotype on leaf
chemistry, understory plant communities, soil chemistry, and soil microbial
communities. The results of this study will provide new knowledge on the effect of

intraspecific genetic identity on the tree environment.

2.4 Material and methods

2.4.1 Study site

Study site is located in the Lake Duparquet Research and Teaching Forest (FERLD), a
forest areca of 8045 hectares in the northwest of Abitibi, Quebec (79°10 W, 48°300 N).
The FERLD is dominated on clay soils by mixed boreal forest composed of different
species, such as trembling aspen (Populus tremuloides), balsam fir (4bies balsamea),
white spruce (Picea glauca) or white cedar (Thuya occidentalis) depending on the
successional stage (Bergeron, 2000). An area of one hectare in size of the FERLD is
dominated by a trembling aspen population originating from a fire that occurred in
1923. This controlled area is part of a larger-scale silviculture project, called the SAFE
(Sylviculture et Aménagement Forestiers Ecosystémique) (Brais et al., 2004).

Genotyping of every trembling aspen was carried out using 7 nuclear microsatellites
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and led to the identification of 17 clones (Drobyshev et al., 2019). Ten clones were

selected for this study (Fig. 2.1).

position clone

€ $4 b o . No. Clone
O+++++ ++++ 3 8 g 1
0 # T 4 @ gl (@) 2
= O + _f‘i'# 24 + *u .t ’ -+ 4
£ T \‘;7'* & ® @ " 13 2 6
o'+ oo 1E0g -
8 - o 9
10
B . O, * 1
g % O ® 12
) R % ) ® 13
o 8% @4 @ 3 15
8 - 050 ¥ #3 8 17
- Je P PP €
. ®
o - » & L
T T T T
0 20 40 60 80 100

Figure 2.1 Map of trembling aspen clones in the studied 1-ha stand. Selected
individuals are indicated by black circles (Drobyshev et al., 2019).

2.4.2 Sampling methodology and sample preparation

2.4.2.1 Foliar sampling

A total of 30 trees from 10 clones (3 trees/clone) were sampled. Leaves from the top
third of the crown of each tree were collected using a shotgun. The leaves sampled
were dried in an oven for at least 24 hours at 60 °C and ground to 0.5 mm (Carter et

Gregorich, 2007) prior to further analyses.

2.4.2.2 Inventory of the understory plant community
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Five individual trees per clone were selected for the inventory of the understory,
resulting in a total of 50 individuals, some of them being different from those from
which the leaves were sampled. The selection was made by considering clones with
many spatially grouped individuals. Within each clone, five individuals with the
greatest possible distance from individuals of neighboring clones were selected. For
that reason, some of the selected individuals were different from those used for the
foliar sampling. Three replicates of a 1 m?> quadrat were established around each
individual at a distance of 2 m from the tree. The understory plant community in the
quadrat was inventoried in the summer of 2022 by assessing the cover of each species
(%) and the percentage of soil covered by litter; the total cover exceeds 100% due to

species overlapping.

2.4.2.3 Soil sampling

Soil samples were collected in the center of each quadrat (3 quadrats per individual)
established previously for the understory plant community (5 individual/genotype). At
each sampling location, litter was first removed, and then the organic soil layer
(approximately 5 cm depth) and mineral soil (10 cm depth) were collected separately.
The soil samples of the 3 quadrats from each individual tree and depth were mixed to
make a composite sample. The utensils were cleaned with 90% alcohol before and
between each individual in order to reduce cross contamination. All samples were kept
on ice in a sterile bag and transported the same day to the laboratory for further
processing. Each composite sample was passed through a 6 mm sieve for the organic
layer and 2 mm sieve for the mineral soil layer. A 15 mL tube was filled with
homogenized soil and stored at -80 °C for molecular analyses. The remaining soil was
dried at 30 °C in an oven for 48 hours for organic soil and 24 hours for mineral soil
(Gauthray-Guyénet et al., 2021). Dried soil samples were sent to the soil laboratory of
the Laurentian Forestry Centre of the Canadian Forest Service for physico-chemical

analyses.
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2.4.3 Physico-chemical analysis

Foliar total carbon and nitrogen concentrations were measured by dry combustion
using a Leco TruMac (Leco Corp., St-Joseph, MI, USA). Major and minor nutrients
(P, K, Ca, Mg, Mn, Cu, Zn, Al, Fe, Mn, B, Sr, Na) were analyzed by inductively
coupled plasma (ICP) using an optical emission spectrometer (Optima 7300 DV,
PerkinElmer, Waltham, MA, USA) after ashing at 500°C for 2 hours and recovery in
IM HCl following Kalra (1997).

Soil pH was measured both in CaCl> and demineralized water solutions with a glass
electrode and a pH meter (Orion 2 Star) (Carter et Gregorich 2007). Phosphorus (P),
potassium (K), calcium (Ca), magnesium (Mg), manganese (Mn), aluminum (Al), iron
(Fe), and sodium (Na) were extracted with a Mehlich III extraction (Carter and
Gregorich 2007) and analyzed by inductively coupled plasma (ICP) using an optical
emission spectrometer (Optima 7300 DV, PerkinElmer, Waltham, MA, USA). The
effective cation exchange capacity (CEC) was computed as the sum of exchangeable
base cations (K, Ca, Mg, Mn, Al, Fe, Na). Total carbon (TC), total nitrogen (TN)
concentrations were measured by dry combustion using a Leco TruMac CNS analyzer

(Leco Corp., St-Joseph, MI, USA) after grinding the samples to 0.5 mm.

2.4.4 DNA extraction and sequencing

DNA was extracted from 250 mg of soil using the DNeasy PowerSoil Pro kit
(Qiagen, United States) following the manufacturer’s protocol. One negative control
by groups of 20 DNA extraction samples was processed and sequenced following the
same conditions. A total of 100 DNA extracts (95 soil DNA extracts and 5 negative

controls) were shipped to the Centre d’expertise et de services Génome Québec
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(Montréal, Canada) for metabarcoding library preparation and sequencing of
prokaryotic and fungal communities. Primers used for PCR amplification were the
primers  515F-Y/926R  (515F-Y: GTGYCAGCMGCCGCGGTAA, 926R:
CCGYCAATTYMTTTRAGTTT) targeting the V4-V5 region of the 16S ribosomal
DNA forthe prokaryotic community (Parada etal., 2016; Edgeet al., 2020) and primers
ITSOF/ITS4R (ITS9F: GAACGCAGCRAAIIGYGA, ITS4R:
TCCTCCGCTTATTGATATGC) targeting the ITS2 region of ribosomal DNA of
fungi (White et al., 1990; Menkis et al., 2014). Sequencing was conducted on and
[llumina MiSeq platform using a PE300 kit (Illumina).

2.5 Data analyses

2.5.1 Bioinformatic analyses

We obtained 12,867,679 raw reads for both the ITS and the 16S sequences from the
MiSeq platform. Bioinformatic analyses for each sequence dataset obtained from soil
DNA extracts were performed using QIIME2 V. 2020.8 (Bolyen et al., 2019) within
the Q2Pipe bioinformatic pipeline (https:/github.com/NRCan/Q2Pipe). Briefly,

sequencing reads were truncated at their 5° and 3’ ends based on 1) the length of the
primer (16S) or specific primer sequence (ITS) and 2) per base sequence quality score.
The QIIME2 plugin DADAZ2 (Callahan et al., 2016) was selected as the denoising
method, which allowed for filtering, dereplication, merging paired-end reads, and
chimera identification. This resulted in inferences of amplicon sequence variants
(ASVs). The least abundant ASVs were filtered if their frequency was less than 5% of
the mean ASV frequency. A naive Bayes trained SILV A classifier was generated from
the corrected and amended SILVA SSU database V.138-99 (Quast et al., 2013).

Taxonomic assignment of 16S and ITSS sequences was then performed, using the


https://github.com/NRCan/Q2Pipe
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QIIME2 plugin feature-classifier classify-sklearn, which is a machine-learning-based
classification method that requires trained classifiers. For the 16S rRNA gene, ASVs
assigned to Eukaryota, mitochondria, chloroplast, as well as ASVs unassigned at the
kingdom level were filtered out. For the fungal ITS2 region, taxonomic assignment
followed the same process but using UNITE v8.3 dynamic fungal database (Koljalg et
al., 2013), whereas taxonomic filtering was performed to keep only Fungi. ASV tables
of the fungal ITS region were further analysed with FUNGuild (Nguyen et al., 2016)
to infer the ecological guilds of fungi based on their taxonomy. The data have been

rarefied: 47,866 sequences for the ITS and 17,496 sequences for the 16S rRNA gene.

2.5.2 Statistical analysis

Effects of the P. tremuloides genotype on different response variables (leaf chemistry,
understory plant communities, soil chemistry, and microbial communities) were
assessed. All statistical analyses were performed using the R software, version 4.2.2 (R
Core Development Team, 2021) and the graphic representations using R packages
ggplot? version 3.4.1 and ordiplot (Wickham, 2016). In all tests, differences were

deemed statistically significant when P < 0.05.

Principal component analyses (PCA) were performed using the prcomp function of the
R package stats (Chamber et al., 1992) to explore the variation in both leaves and soil
(organic and mineral) physico-chemical properties and to visually observe potential
clustering by genotype. Prior to this analysis, the physico-chemical concentration data

were standardised to ensure comparability, as the measurements were in different units.

To investigate and explore the patterns of variation in the understory plant community,
a Principal Coordinate Analysis (PCoA) was conducted using the cmdscale function

from the basic R package stats. The analysis was based on a Bray-Curtis dissimilarity
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matrix calculated with 9999 permutations using the vegdist function of the vegan R
package. The principal coordinate calculation was based on the square root of
dissimilarity values, providing a solution that entirely relies on Euclidean distance

(Borcard et al., 2018).

Non-metric multidimensional scaling (NMDS) analysis based on Bray—Curtis
dissimilarities with 9999 permutations was performed to visualize microbial
community compositional differences among samples. (metaMDS function in the
vegan package). A total of 4 distinct NMDS were performed for the bacterial and
fungal communities of the organic soil layer and the mineral soil, respectively.
Taxonomic profiles of the 20 most abundant genera were created for bacterial and

fungal community and for both soil layers.

Statistical significance between genotypes, in terms of composition, was assessed by
PERMANOVA using the adonis2 function from the vegan R-package (version 2.6-2)
due to data not meeting linearity, normality, or homoscedasticity assumptions. The
analysis used Bray-Curtis dissimilarities with 9999 permutations to evaluate
differences in both leaves and soil physico-chemical properties (organic and mineral),
understory plant community as well as bacterial and fungal communities also across

the two soil layers.

In terms of diversity, the understory plant community and microbial community
(bacteria and fungi) in each layer between the different genotypes was analyzed. We
used specific richness and alpha diversity indices, such as Shannon and Pielou indices
for microbial communities and Shannon and Simpson for understory plant
communities, calculated with the “diversity” function from the vegan package

(Oksanen et al., 2022).

Effect of genotypes on each individual chemical property and understory plant

community was also assessed. We used a one-way ANOVA with the function aov
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(basic stats R package) to test if all the assumptions, including linearity, normality
(function shapiro.test), homoscedasticity (function leveneTest of the car package),
were met. Diagnostic graphs were used to validate these assumptions. If any of the
assumptions was not met, the Kruskal-Wallis test was applied using the kruskal.test
function from the basic R package stats. When the ANOVA was significant, the
Tukey’s post-hoc multiple comparison test was performed with the function emmeans
in the emmeans R package, version 1.8.3 (Lenth, 2022) to identify significant
differences between genotypes. Similarly, when the Kruskal-Wallis test was
significant, a post-hoc test was conducted using the pairwise.t.test function with
Bonferroni correction, fromthe R package stats. The same approach was applied to all
univariate analyses for the assessment of the genotype effect on alpha diversity indices
index (plant and microbial communities) and the relative abundance of every microbial

genera (fungi and bacteria).
Path analysis

We used structural equation models (SEM) with lavaan R-package (Rosseel et al.,
2017) to test the direct and indirect correlation of the genotype with each compartment
analysed (leaf chemistry, understory plant communities, soil chemistry, microbial
communities). Different set of variables were used to represent each of the
compartments. For the understory communities, soil chemistry, and microbial
communities, weused the first and second axis of their respective multivariate analyses
(i.e., PCoA for the understory plant community, PCA for soil chemical properties and
the NMDS for the soil microbiome as input variables in the SEM, as the first two axes
capture the main patterns of our data. For the leaf chemistry, average values for each
individual property had to be included in the SEM because the number of replicates for
these analyses was not the same as for the other compartments (3 replicates against 5

for the other analyses).
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Based on literature, we chose 3 path analysis models (Fig. 2.2), each of which was
applied to the 4 types of microbial community: fungi in the organic layer, fungi in the

mineral layer, bacteria in the organic layer, and bacteria in the mineral layer.
A-Model 1, based on leaves:

In the first model was based on several hypotheses, the first one being that the genotype
has a direct impact on nitrogen, carbon, and phosphorus concentrations of trembling
aspen leaves (Madritch et al., 2009). The nutrients in the leaves would then have an
impact on the composition of the soil chemistry and pH through litter decomposition,
and in turn on the understory (Wherry, 1927). Finally, these changes in soil physico-
chemical properties and understory would have an impact on the composition of the

soil microbial communities (Cox et al., 2010, Maynard et al., 2014, Leff et al., 2015).
B- Model 2, based on soil:

The second model was based on the hypothesis that genotype influences soil
composition directly through its root system (Lindroth et Hwang, 1996, Madritch et

al., 2009). The assumptions derived from the soil are the same as in model 1.

C- Model 3:

In the third model, genotype influences each compartment directly: the leaf nutrients,
soil chemistry, understory, and soil microbial composition (Korkama et al., 2006; Leski
et al., 2010; Lamit et al., 2016). The assumptions derived from leaves and soil are the

same used in model 1.

In each model, we added the percentage of conifers and the topography from FERLD's
permanent hectare monitoring program. The percentage of conifers was calculated
considering living trees with a minimum diameter of 5 cm on the entire hectare. The

topography was determined using a ZIPLEVEL® PRO-2000 high-precision altimeter
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at each post positioned every 10 meters throughout the hectare. By interpolation, it was
possible to associate a topography value with each individual of interest by considering
its geographical position in the hectare. The best model was selected on the basis of
goodness-of-fit indices such as the Chi-squared p-value (P > 0.05), Comparative Fit
Index (CFI) and Tucker-Lewis Index (TLI) (as close as possible to 1 for both).
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Figure 2.2 Schematic diagram of the different path analysis models.



2.6. Results

2.6.1 Effect of genotype on each compartment

A significant effect of the genotype on the various compartments (i.e. chemical

composition of leaves and soil, understory plant communities, bacterial and fungal

communities) was detected. Results of PERMANOVA are summarized in Table 1.

Table 1 Statistical results of PERMANOV A on Bray-Curtis dissimilarities showing the

effect of genotype on each compartment.

Compartments P-value R? F Df
Leaf chemical composition 0.001 0.66 4.34 9
Organic soil composition 0.001 0.40 3.48 9
Mineral soil composition 0.001 0.49 | 15.88 9
Understory plant community 0.0001 0.21 4.27 9
Bacterial composition in the organic layer 0.001 0.40 | 2.79 9
Bacterial composition in the mineral layer 0.001 0.49 4.19 9
Fungal composition in the organic layer 0.001 0.30 1.76 9
Fungal composition in the mineral layer 0.001 0.26 1.58 9
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2.6.1.1 Effect of genotype on the leaf chemical composition

Leaf samples were grouped by genotype in a PCA based on their chemical composition
(Fig. 2.3), and the genotype effect was found significant by PERMANOVA (R?=0.66,
P =0.001), with genotypes C1 and C10 harboring the most distinct properties. When
analyzed individually, a significant effect of the genotype was detected for most of the
leaf chemical elements. This was the case for the main elements, such as carbon
(ANOVA, F-value = 4.388, P < 0.001), nitrogen (ANOVA, F-value = 9.797, P <
0.0001), and phosphorus (ANOVA, F-value = 5.147, P < 0.001), as well as
macronutrients like potassium (ANOVA, F-value = 2.417, P < 0.05), calcium
(ANOVA, F-value = 7.309, P <0.0001), magnesium (ANOVA, F-value = 15.82, P <
0.0001) and other micronutrients (Table S1).
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Figure 2.3 Principal components analysis (PCA) of the chemical properties of the
leaves from trees of different genotypes (in color). The ellipse provides a graphical
representation of the data dispersion for each genotype. Arrows represent the
correlation between leaf chemical properties and ordination axes (P < 0.05).



2.6.1.2 Effect of the genotype on the understory plant diversity and composition
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Thirty-two plant species were identified (5 woody and 27 herbaceous species) during

the inventory of the understory community. Two of them were only identified at the

genus level (Table S2). A significant effect of genotype on the plant community
composition was detected (PERMANOVA,R2=0.21, P=0.0001), although grouping

of samples in the ordination (Fig. 2.4) was not as clear as for the chemical properties

of the leaves. When analyzed individually, a significant effect of the genotype was

detected for 15 species of theunderstory plant community with the top 5 most impacted

being Dryopteris spinulosa (Mueller) Watt.; Mitella nuda L.; Pyrola elliptica Nutt.;

Maianthemum canadense Desf.; Acer spicatum Lam. (Table S3).
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Figure 2.4 Principal Coordinates Analysis (PCoA) of the understory plant community
of different genotypes (in color). The ellipse provides a graphical representation of the
data dispersion for each clone.
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In terms of alpha diversity, the genotype had a significant effect on specific richness
(Kruskal-Wallis, chi-squared = 32.799, P <0.001), Shannon’s index (Kruskal-Wallis,
chi-squared =30.327, P <0.001) and Simpson’s index (Kruskal-Wallis, chi-squared =
34.285, P <0.0001) (Fig. 2.5) of underground plants. Of note, alpha diversity indices

had higher values near genotypes C6 and C10 and lower near genotypes C2 and C4.
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Figure 2.5 Alpha diversity of the understory plant community in quadrat located near
different trembling aspen genotypes: (A) Specific richness, (B) Shannon index, (C)

Simpson index.
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2.6.1.3 Correlation between genotype and soil chemical composition

A significant effect of the genotype on the soil chemical composition was detected in
both the organic layer (PERMANOVA, R? = 0.43, P = 0.001) and the mineral soil
(PERMANOVA, R? = 0.78, P = 0.001) (Fig. 2.6), with the C1 and C9 genotypes
leading to the most distinct soil properties in both layers. When analyzed individually,
most of the chemical elements of the organic layer and the mineral soil were
significantly affected by the genotype. The genotype effect was only significant for
carbon in the mineral soil (Kruskal-Wallis, chi-squared = 18.27, P <0.05) and nitrogen
in the organic layer (ANOVA, F-value = 3.28, P = 0.004), while phosphorus was
significant in both (organic: ANOVA, F value= 2.40, P =0.003, mineral: ANOVA, F-
value =6.75, P<0.0001). The effect of genotype was significant for all macronutrients
in both the organic layer and the mineral soil: potassium (organic : ANOVA, F-value
=4.08, P<0.0001, mineral : Kruskal-Wallis, chi-squared = 16.95, P <0001), calcium
(organic : ANOVA, F-value =4.32, P <0.0001, mineral : Kruskal-Wallis, chi-squared
= 38.35, P < 0.0001), magnesium (organic : ANOVA, F-value = 9.06, P < 0.0001,
mineral : Kruskal-Wallis, chi-squared = 35.53, P <0.0001). A significant effect of
genotype on pH (organic: ANOVA, F-value = 5.60, P<0.0001, mineral: ANOVA, F-
value = 9.69, P <0.0001) and cation exchange capacity (CEC) (organic: ANOVA, F-
value = 5.61, P < 0.0001, mineral ANOVA, F-value = 9.68, P < 0.0001) were also
observed. Genotype effect on micronutrients concentrations varied according to the

soil layers (list of elements, Table S4).
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Figure 2.6 Principal components analysis (PCA) of the soil physico-chemical
properties in the organic (A) and mineral (B) layer for the different genotypes (in
color). The ellipse provides a graphical representation of the data dispersion for each
clone. Arrows represent the correlation between soil chemical properties and ordination
axes (P <0.05).



47

2.6.1.4 Effect of genotype on microbial community composition and diversity

A total number of 17,496 bacterial ASVs assigned to 36 phyla and 432 genera were
detected across all soil samples. When considering the diversity and composition of the
microbiota, the effect of genotype was different according to the soil type (organic vs
mineral) and the group of organisms (bacteria vs fungi). Bacterial community
composition was significantly impacted by the genotype in both the organic layer
(PERMANOVA,R?=0.40, P = 0.001) and mineral soil (PERMANOVA,R?=0.49,
P =0.001) (Fig. 2.7). While genotypes C1 and C9 had the most distinct bacterial
communities in both the organic and mineral soil layers, genotype C13 and C15 were
relatively close. Several soil chemical properties were significantly correlated to the

bacterial community composition (Fig. 2.7).
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Figure 2.7 Two-dimensional non-metric multidimensional scaling (NMDS) based on
Bray-Curtis dissimilarity of bacterial ASVs in the organic (A) and mineral (B) soil
from the different genotypes (in color). Arrows were added a posteriori and represent

the correlation between soil chemical properties and ordination axes (P < 0.05).
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Relative abundances of individual taxa varied depending on the soil type (organic vs
mineral) and the genotype. The relative abundance of the most abundant bacterial
genera (relative abundance > 1%) as a function of the genotype is shown in Fig. 2.8
Taxonomic profiling of the bacterial communities showed a considerable heterogeneity
at the genus level between soil layers. Moreover, the number of genera was high, and
their respective relative abundance was low. The relative abundance of 16 bacterial
genera was significantly impacted by the genotype in both the organic layer and
mineral soil. Ofnote, the genera Bradyrhizobium was among the most abundant in both

soil layers and its relative abundance varied according to the genotype.
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Figure 2.8 Taxonomic profiles at the genus level (relative abundance > 1%) for the
bacterial community in the organic (A) and mineral layer (B). The red stars represent
genera that are significantly different between genotypes, determined using ANOVA
test. The significance of the values is * = P <0.05; ** = P <0.001; *** = P <0.0001.
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In the organic soil layer, genotype had a significant effect on specific bacterial richness
only (Kruskal-Wallis chi-squared = 17.831, P = 0.037) (Fig. 2.9.), while the Shannon
and Pielou indices were not significantly affected. Alpha diversity of the mineral
bacterial community was more affected by the genotype, with significant effects
detected for the specific richness (ANOVA, F-value = 3.63, P = 0.002) (Fig.2.9.),
Shannon’s index (Kruskal-Wallis, chi-squared = 24.43, P = 0.003) and Pielou’s index
(Kruskal-Wallis, chi-squared =24.43, P =0.003).
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Figure 2.9 Effect of genotype on bacterial specific richness of the organic (A) and
mineral (B) soil

The number of fungal ASVs in the soil was 47,866 distributed between 6 phyla and 61
genera representing different proportions depending on the soil type and the genotype.
Fungal community composition was also significantly influenced by the genotype in
both soil types (organic: PERMANOVA, R?> = 0.30, P = 0.001, mineral:
PERMANOVA, R?=0.26, P =0. 001) (Fig. 2.10).
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the different genotypes (in color). Arrow was added a posteriori and represent the
correlation between soil chemical properties and ordination axes (P < 0.05).
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Taxonomic profiling of fungal community revealed less heterogeneity between soil
layers than observed for bacteria (Fig. 2.12). The relative abundance of some genera,
such as Piloderma, was higher in the organic soil whereas Leohumicola was higher in
the mineral soil. The organic soil had more genera (11 genera) significantly influenced

by the genotype compared to the mineral soil (4 genera).
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Figure 2.11 Taxonomic profile of relative abundance at the genus level (relative
abundance > 1 %) for the fungi community in the organic (A) and mineral layer (B).
The red stars represent genera that are significantly different between genotypes,
determined using an ANOVA test. The significance of the values are * = P <0.05; **
=P <0.001; *** =P <0.0001.
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The fungal community trophic mode within the soil primarily consisted of
ectomycorrhiza, followed by saprotrophs and pathogens. The difference between
genotype was significant for the relative abundance of pathogens in the organic layer

and both pathogens and saprotrophs in the mineral layer (Fig. 2.12).
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Figure 2.12 Percentages of trophic mode abundance between genotypes for the fungi
community in the organic (A) and mineral layer (B). The red stars represent genera that
are significantly different between genotypes, determined using an ANOVA test. The
significance of the values are * = P <0.05; ** = P <0.001; *** = P <0.0001.

In terms of alpha diversity, the impact of the genotype was less important than for
bacteria with only specific richness being significantly affected for both organic
(ANOVA, F-value = 4.695, P =0.00032 ) and mineral soil (ANOVA, F-value = 2.42,
P=0.027) (Fig. 2.13).
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Figure 2.13 Impact of genotypes on specific richness of the organic (A) and mineral
fungal community (B).

2.6.2 Path analysis

The global model had the best data fit and was the most significant (model 3, Fig. 3).
The p-value of Fischer’s test was between 0.351 and 0.446, the CFI was between 0.987
and 0.999, the TLI was between 0.973 and 0.997 (Table 1). Model 1 did not show
significant correlations, while model 2 showed significant correlations at a threshold
of 0.05 (Table S4). For all models, canopy composition and topography were not
selected in the best statistical model, therefore they are not represented in the following

graphs.
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Table 2 Statistical results of the Chi-square test p-value, the Comparative Fit Index

(CFI) and Tucker-Lewis Index (TFI) of the global model for each compartment.

Compartment P-value (Chi-square) CFI TLI
Organic bacteria 0.431 0.997 0.993
Mineral bacteria 0.450 0.999 0.999
Organic fungi 0.316 0.973 0.955
Mineral fungi 0.351 0.987 0.973

To begin with bacteria in the organic soil layer (Fig. 2.14), the genotype was

significantly correlated with the second axis of the bacterial community NMDS (axis

2:0.025) and the first axis of soil chemical composition PCA (axis 1: 0.540). Total leaf

phosphorus (P) and carbon (C) were significantly correlated with the first axis of the

soil chemical composition PCA (axis 1: -0.893, axis 2: 1.096). Both axes of the soil

chemical composition PCA were correlated with the first axis (axis 1: 0.064, axis 2: -

0.071) of the bacterial community NMDS, as well as the first axis (axis 1: 0.050, axis

2: -0.041) and second axis (axis 1: 0.009, axis 2: 0.005) of the understory plant

community PCoA. The soil pH was correlated with each axis of the bacterial

community NMDS (axis 1: -0.170, axis 2: 0,127) and the second axis of the understory

plant community PCoA (axis 2: 0.044).
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Figure 2.14 Direct acyclic interaction diagram of the path analysis model for organic
bacterial communities. Significant interactions are represented by 2 types of arrows
(green arrows: positive interaction, red arrows: negative interaction).

For the bacterial community of the mineral soil (Fig. 2.15), the genotype was
significantly correlated with the first axis of soil chemical composition PCA (axis 1:
0.480). PCA soil axes were significantly correlated to the first understory plant
community axis (axis 1: 0.041, axis 2: -0.037) and on the first axis (axis 1: 0.133, axis
2: -0.049) and second axis (axis 1: 0.086, axis 2: 0.031) of the bacterial community
NMDS. Finally, the soil pH showed a significant correlation with both axes of the
understory plant community (axis 1: 0.058, axis 2: 0.068). The soil pH was also
correlated with the second axis of the NMDS bacterial community (axis 2: 0.200).
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Figure 2.15 Direct acyclic interaction diagram of the path analysis model for mineral
bacterial communities. Significant interactions are represented by 2 types of arrows

(green arrows: positive interaction, red arrows: negative interaction).

In the analysis of the organic fungal compartment (Fig. 2.16), the genotype was again
significantly correlated with the first axis of the soil PCA (axis 1: 0.571). The total leaf
phosphorus (P) and carbon (C) were also significantly correlated with the first axis of
the soil PCA (P: 1.240, C: -0.944). The first and second axis of the soil PCA were
correlated to the first axis of the understory plant community PCoA (axis 1: 0.050, PC2
: - 0.037) and the first axis of the fungal community NMDS (axis 1: 0.060, axis 2: -
0.053). Both axes of the understory plant community PCoA was significantly

correlated with the second axis of fungal community NMDS (axis 1: -0.372, axis 2: -
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0.418). In contrast, the soil pH was significantly correlated with the second axis of the
understory plant community PCoA (axis 2: 0.045) and with both axes of the fungal
community NMDS (axis 1: - 0.111, axis 2: 0.056).
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Figure 2.16 Direct acyclic interaction diagram of the path analysis model for organic
fungal community. Significant interactions are represented by 2 types of arrows (green
arrows: positive interaction, red arrows: negative interaction).

For the fungal community of the mineral soil (Fig. 2.17), the genotype was correlated
with the second axis of the fungal community NMDS (axis 2: -0.028) and the first axis
of the soil chemical PCA (0.511). The total leaf carbon (C) was also correlated with
the first axis of the soil chemical PCA (axis 1:0.866). The first axis of the soil chemical
PCA was only correlated with the first axis of the understory plant community PCoA
(axe 1: 0.041) and the first axis of the fungal community NMDS (axis 1: 0.103). The
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second axis of the soil chemical PCA only impacted the first axis of the understory
plant community PCoA (axis 1: -0.037) and the first axis of the understory plant
community (axis 1: -0.037). The soil pH was correlated with both axes of the
understory plant community PCoA (axis 1: 0.058, axis 2: 0.045) and of the fungal
community NMDS (axis 1: -0.094, axis 2: -0.125).
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Figure 2.17 Direct acyclic interaction diagram of the path analysis model for mineral
fungal community. Significant interactions are represented by 2 types of arrows (green
arrows: positive interaction, red arrows: negative interaction).
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2.7 Discussion

This study explored the effects of intraspecific genetic diversity on various components
of the forest ecosystem under natural conditions in a unique experimental site
characterized by the presence of discrete areas of various genotypes of P. tremuloides
showing distinct characteristics, including leaf spring phenology and long-term growth
rate (Drobyshev et al., 2019). Correspondingly, our results showed significant
differences among these genotypes in terms of understory plant community, leaf and
soil chemistry, and soil microbial diversity and composition when the analysis was
performed separately for each compartment. However, a path analysis integrating the
various compartments suggested that the genotype is influencing some compartments
more than others and that its effect is not always direct. The path analysis also
highlighted the complexity of the interactions between the various compartments of the
ecosystem and the importance of considering multiple layers (i.e. understory plants,
organic soil layer, mineral soils) and types of variables (i.e. biotic and abiotic
properties) to better assess the impact of tree genetic diversity on forest ecosystems, as
different layers and variables respond differently, as discussed in the following

sections.

First of all, natural spatial clustering of individuals by clone raises questions of spatial
autocorrelation. In fact, the difference between genotypes could have more to do with
geographical position than intraspecific variation. To best account for structure, we
used environmental parameters such as canopy composition (i.e. percentage of
conifers) and topography (i.e. depth) in the path analysis model, but they were not
retained in our best model. This indicates that the variation does indeed appear to be

genotype related even if we include spatial variable.
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Effect on leaf chemistry

In terms of leaf chemistry, our findings indicated significant differences in the overall
chemical composition between genotypes for all elements except iron. However, the
influence of genotype was more pronounced for manganese, magnesium, nitrogen,
calcium and phosphorus. This corroborates the results of a previous study on another
poplar species (P. angustifolia), which found that the percentages of N and P in leaves
varied between genotypes, supporting the idea that genetic variation within a single
species can generate spatial patches with specific ecosystem functions (Madritch et al.,
2009). Numerous studies showed that mineral nutrients, such as Mn, Mg and Ca, have
a major role in plant energy metabolism, photosynthesis, and membrane transport of
plants (Berg et al., 2013; Yu et al., 2021). The primary source of these nutrients is the
decomposition of litter (Zhou et al., 2021). Litter decomposition, i.e. the availability
of mineral resources, influences biochemical cycles and therefore the efficiency of

decomposer organisms (Keiluweit et al., 2015).

Surprisingly, despite the clear genotype effect on the leaf chemical composition
detected by PERMANOVA and by the comparison of individual properties, no
significant correlation between the genotype and the leaf chemical properties was
detected in the path analysis. It is important to consider, however, that the integration
of leaves chemical composition into the path analysis showed some limitations. First,
the individuals selected during leaf sampling were not exactly the same as for the
understory inventory and the soil sampling. Moreover, the number of replicates was
also different, forcing us to average out values. This could be the reason why the
genotype effect on leaf chemistry was not detected using this approach. Nevertheless,
we did, however, find a direct link in the path analysis between the leaf phosphorus (P)
and nitrogen (N) content and the soil chemistry in both soil layers for P and in the

mineral layer only for N, further highlighting the important role of litter in forest
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ecosystems through its impact on soil nutrient cycling and availability (Prescott,2010;

Hobbie, 2015; Mueller et al., 2015).
Effect on understory plant communities

The link between genotype and the composition of the understory plant community
was also assessed in our study. Although, the difference in composition was less
pronounced than for other components of the ecosystems, such as the chemical
composition of leaves, our results showed that genetic differences within the same tree
species seems to have an influence on the diversity of the understory plant community.
Moreover, the five most impacted species (Table S3) have ecological commonalities,
such as their preference for moist, shaded forest habitats with soils rich in organic
matter (Johnson et Smith, 2010), indicating that the tree phenology and the soil
humidity, which were not included in our analysis, could also be factors to consider
when trying to elucidate how the genotype is affecting its environment. Our results
highlight differences in nitrogen concentration both in leaf tissues and in soil layers
among genotypes. Specimens that accumulate more nitrogen in their leaves can enrich
the surrounding soil with this nutrient through the decomposition of their litter (Prescot
etal., 2010). This enrichment can promote the transition from communities dominated
by dwarf shrubs (Ericaceae family) to those dominated by graminoids (Hedwall et
Brunet., 2016; Hedwall et al., 2019). Concurrently, local variations in soil nitrogen
availability may favor species that are better adapted to absorb this nutrient, leading to

changes in the understory composition.

Interestingly, the path analysis indicated that the genotype is influencing the understory
community composition indirectly, through its effect on soil properties of the organic
soil layer and mineral soil, rather than directly. Edaphic factors, such as chemical
properties of the soil, including pH, are known to influence understory plant
communities, as shown in various studies (Hart et Chen., 2007; Perring et al., 2024).

In fact, soil nutrients and pH shape the composition and diversity of understory species,
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which have different growth requirements (Hedwall et al., 2021). Here, the correlation
between the soil pH and at least one of the understory plant community compositions
PCoA axis was significant in all path analyses, highlighting the importance of this
parameter for understory plants.The composition and diversity of plant communities

are complex and multifactorial.
Effect on soil physico-chemical properties

Soil physico-chemical properties showed the same general trend than other
compartments, with both significant effects of genotype on chemical composition and
on individual properties detected. In both soil layers, some of the elements that were
significantly impacted were the same as in the leaves, including Ca, Mg, and N. Other
studies have reported similar findings for soil elements such as carbon and nitrogen
associated with various genotypes of P. angustifolia and P. tremuloides (Lindroth et
Hwang, 1996; Madritch et al., 2009). The soil pH also differed between genotypes,
which could impact directly or indirectly the other soil properties, notably Al and P
concentrations, as well as other components of the ecosystem, such as the understory
plant and microbial communities, which are known to be strongly influenced by the

pH.

Path analysis revealed a direct link between the genotype and the soil properties, which
appeared to play a central role in connecting the genotype to the understory community
composition, as indicated above, but also to the microbial community composition.
While the chemical composition of the litter is one of the factors that could explain the
strong impact of the genotype on the soil properties, other factors, such as litter
abundance, or the abundance, structure, and composition of the root system, could also
be involved and would be interesting parameters to consider in future studies conducted
on this experimental site. It is important to remember that when using path analysis,
unidirectional relationships must be established. In this case, the focus is on the impact

of the genotype on the physico-chemical composition of the soil, related to our research
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hypotheses. However, the relationship could also go from soil to genotype, as the
chemical properties of the soil can influence gene expression (phenotype). This, in turn,
can affect natural selection and ultimately alter the frequency of certain genotypes
within a population (Richards et al., 2017). This concept has not been evaluated here,

but it could be interesting to explore this in a future study.
Effects on microbial communities

Our results also revealed links between host genotype and associated microbial
communities. This confirms a large number of studies carried out on the topic
(Schweitzer et al., 2011, Perez- Izquierdo et al., 2017, 2019) and suggested that the tree
genotype could have an effect on the structuration of soil microbial communities in
forest ecosystem by influencing the presence, the proportions, and the diversity of

associated bacterial and fungal taxa.

Regarding the fungal communities, our results showed a significant effect of genotype
on fungal richness and community composition. Of note, more genera were
significantly impacted by the genotype in the organic layer, with 12 out of the 20 most
abundant genera, in comparison with 4 out of 20 for the mineral soil. This highlights a
differential effect of the genotype depending on the soil layer, with more effect on
fungal communities in the organic layer than in the mineral soil. Similarly, the links
between the fungal community composition and the various components of the
ecosystem included in the path analysis were distinct in the organic soil layer and in
the mineral soil. In the organic layer, the genotype effect on the fungal community
composition occurred indirectly through its effects on soil properties and on understory
plant communities, while in the mineral soil, an indirect effect through the soil
properties, but also a direct effect of the genotype, were detected. This direct effect
could be linked to differences in root system architecture, which can be impacted by
intraspecific variation and influence microbial associations, especially mycorrhizae

(Pérez-Jaramillo et al., 2017; Puet al., 2023). The root system impacts soil biophysical
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properties and create micro-environments and ecological niches for diverse microbial
species (Saleem et al., 2018; Zhang et al., 2022). Root exudates, which can play a
pivotal role in shaping the microbial community structure within the rhizosphere (Bais

et al., 2006; Denis et al., 2010), may also vary between genotypes.

In terms of fungal guild, the ectomycorrhizal (ECM) community was the most
abundant, especially in the organic layer. However, only the relative abundance of
pathogens in the organic layer and both pathogens and saprotroph in the mineral layer
were significantly different between genotypes. This indicates that while the relative
abundance of some ECM genera, such as Piloderma and Russula, varied between
genotypes, the overall proportion of ECM remained the same, potentially to maintain
ecological balance (Trivedi et al., 2020). These results are in line with a study carried
out on ECM fungi associated with Populus angustiflora in a plantation, which
highlighted a difference in the ECM community, but also in the dominant fungal phyla
between genotypes (Lamit et al.,, 2016). On another scale, significant differences in
fungal communities were observed between individuals of Populus deltoides and
hybrid individuals of Populus trichocarpa x deltoides during a study conducted in an
experimental cultivar trial (Cregger et al., 2018). Studies carried out on other tree
species, this time in a natural environment, produced contrasting results. For example,
there was a significant effect of genotype on fungal community for Pinus edulis, but

no significant effect for Fagus sylvatica (Gehring et al., 2013; Lang et al., 2013).

Regarding the bacterial community, our results also showed a significant difference
between genotypes for the community composition. A study on 4 genotypes of P.
deltoides in natural riparian habitats reported the same trend, i.e. an impact of the tree
genotype on bacterial community composition (Bonito et al., 2018). Interestingly, a
higher number of bacterial genera differed between genotypes in our study (16 of the
20 most abundant in both soil layers) when compared to fungi. Similar findings were

reported in a study on the impact of the tree genotype on microbial assemblages in the
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rhizosphere of balsam poplar, in which a stronger effect of genotype on bacterial
communities than fungal communities was detected (Rheault et al., 2020). In line with
our findings for fungal communities, the factors influencing bacterial community
composition appeared to be different in the organic layer and the mineral soils. Indeed,
while an indirect effect of genotype (via soil properties) was detected in both soil
layers, a direct link between the genotype and the bacterial community composition
was detected in the organic layer only. Although it is not clear why a direct link between
genotype and community composition was detected in the mineral soil for fungi but in
the organic layer for bacteria, these differences between soil layers highlight the
importance of considering multiple soil depths when assessing the impact of tree

genetic diversity on soil microbial communities.

As discussed in the case of soil chemistry, the choice of interactions direction can vary
depending on the research question. Indeed, various studies have shown an impact of
the microbial community on the genotype of the tree through ecological processes or

their impact on soil chemistry (Schweitzer et al., 2008).

2.8 Conclusion

For the first time, this study provides simultaneous evidences that the tree genotype has
an effect on (1) leaf chemical composition; (2) organic and mineral soil chemical
composition; (3) understory plant community composition and alpha diversity; (4)
bacterial and fungal community composition and alpha diversity. This study also
revealed the direct and indirect links between intraspecific variation and all the
compartments of forest ecosystems mentioned above. Further studies should target the
root system in terms of root structure and root exudates but in a controlled environment
to better capture the direct effect of intraspecific variation on soil properties and

microbial communities.
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CHAPITRE III

CONCLUSION GENERALE

L’objectif principal dece projet était de déterminer I’influence du génotype dupeuplier
faux-tremble a différents niveaux, allant des feuilles au microbiome du sol, en passant
par la communauté végétale de son sous-bois ; en contextualisant cette influence dans
une analyse globale intégrant ’ensemble des interactions pour refléter au mieux
I’écosystéme forestier. Les variations fonctionnelles au sein d'une méme espéce
peuvent avoir un impact significatif sur les différentes composantes de 1'écosysteme
forestier. Ces variations peuvent moduler les processus écosystémiques, la composition
des communautés ainsi que leurs interactions (Schweitzer et al., 2004 ; Iason et al.,
2005; Albert et al., 2011; Rheault et al., 2020). De plus, il a été mis en avant qu’elle

pouvait &tre aussi importante que la variation interspécifique (DesRoches et al., 2018).
Le peuplier faux-tremble un bon modele d’étude

Le peuplier faux-tremble est une espece abondante en forét mixte, jouant un role dans
la stabilisation et les cycles géochimiques du sol (Gonzalez et al., 2020). Cette espece
montre une capacité de régénération notable apres feu ainsi qu’une colonisation des
sites perturbés (Marchais et al., 2022). Elle a la capacité de se reproduire de fagon
végétative par drageonnement, ce qui aboutit a des individus de la méme espéce, mais
qui peuvent avoir des profils génétiques différents. Des études génétiques ont mis en

évidence une diversité clonale significative au sein des populations naturelles de
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trembles (Mock et al., 2008; De Woody et al., 2009). De plus, au niveau génétique,
cette espéce dispose d'un petit génome (<500 Mbp) et présente une capacité a subir des
modifications génétiques, ainsi qu'une grande facilit¢ de propagation en culture de

tissus (Bradshaw et al., 2000; Lin et al., 2018).
Un site d’étude particulier

Cette étude a été réalisée sur un hectare naturel dominé de peuplier faux-tremble issu
d’un feu en 1923. Cet hectare a la particularité d’étre composé de parcelles discretes
de divers génotypes de peuplier faux-tremble, cartographiés et génotypés (Drobyshev
etal., 2019). Cemicro-écosysteme apermis decibler I’effet du génotype dans un milieu
naturel. Cependant, la structure spatiale de I’hectare, c’est-a-dire le groupement naturel

des individus par clones, a posé des questions d’autocorrélation spatiale.
Le génotype participe a la structuration de 1’écosysteme

Nos résultats ont révélé des différences significatives entre les génotypes en ce qui
concerne la communauté végétale du sous-étage, la chimie des feuilles et du sol, ainsi
que la diversité et la composition microbienne du sol, lorsque chaque compartiment a
¢été analysé séparément. En ce qui concerne la chimie des feuilles, la concentration de
la plupart des éléments chimiques varie selon les génotypes. Pour certains éléments,
comme [’azote, cette variation se retrouve également dans la chimie du sol, cela
pourrait s'expliquer par le processus de décomposition de la litiere (Prescot et al.,
2010). La chimie du sol quant-a-elle peut modifier la communauté de sous-bois et la
communauté microbienne (Hedwall et al., 2019). Concernant les communautés
microbiennes, nos résultats ont révélé un effet significatif du génotype sur la diversité
et la composition des communautés, avec des variations selon la couche du sol
(organique ou minérale). Pour les champignons, le génotype semble exercer une

influence plus marquée sur la composition des genres fongiques dans la couche
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organique du sol, tandis que pour les bactéries, 1'effet du génotype est similaire entre

les deux couches de sol.

Une analyse de piste entre les différents compartiments a par la suite démontré que le
génotype influence certains compartiments de maniére plus marquée que d'autres, et
que cet effet est parfois indirect. En effet, il a été mis en évidence un effet direct du
génotype sur la composition chimique du sol. Contraster avec un effet indirect du
génotype sur la composition dela communauté végétale dusous-bois et la communauté
microbienne. Cependant, le génotype n’est pas la seule variable responsable des
différences observées, cela souligne I’'importance de considérer 1’écosystéme dans sa

globalité et sa complexité.
Une vision globale de I’écosystéme

Les analyses de pistes ont permis d'obtenir une vision plus globale de 1'écosystéme, en
considérant non seulement l'effet du génotype, mais aussi les interactions entre les
différentes variables. Cela a notamment permis d'établir la notion derelation directe ou
indirecte du génotype. Concernant la chimie des feuilles, bien que leur inclusion dans
les mode¢les statistiques présente des limites qui seront discutées ultérieurement, il a été
mis en évidence qu’elle avait un impact direct sur la chimie du sol. Nos mod¢les
montrent que la chimie du sol joue un réle central dans I'écosysteéme forestier. En effet,
elle influence, dans la plupart des cas, la communauté végétale du sous-bois ainsi que
la communauté microbienne. Il semble que le génotype impacte ces deux communautés

principalement a travers son effet sur la chimie du sol.
Limites et améliorations de I’étude

Notre étude s’est concentrée sur I’effet des variations intraspécifique en milieu naturel,
cela permet de comprendre comment ces variations se manifestent et influencent les
écosystemes dans des conditions réelles. De plus, cela donne des résultats plus

représentatifs et applicables aux situations écologiques réelles. Cependant, une limite
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de cette approche est que le milieu naturel comporte de nombreuses variables non
contrdlées, ce qui peut rendre difficile l'isolation des effets des variations
intraspécifiques ainsi que I’'interprétation des résultats. Compléter notre étude avec des
expériences menées dans des conditions controlées en serre pourraient étre une
solution, cela permettrait aux chercheurs de manipuler différents facteurs
environnementaux tout en étudiant l'effet du génotype, mais aussi les systémes

racinaires des peupliers (difficiles a étudier en milieu naturel).

L'analyse des pistes révele certaines limites liées a l'inclusion des données de chimie
des feuilles. En effet, le nombre de réplicas a varié¢ entre I'échantillonnage dusol et les
autres types d'échantillonnages, ce qui nous a contraints a réaliser une moyenne des
valeurs de concentration des éléments chimiques, pour obtenir une seule mesure par
génotype. Cette approche complique la modélisation et I'interprétation des résultats,
car elle ne permet pas d'évaluer la variance au sein des différents niveaux de facteur.
Réaliser un nouvel échantillonnage, comprenant le méme nombre de réplicas
(5/individus) a la méme période de I’année pourrait nous permettre d’éviter ce biais.
De plus, cela permettrait d’explorer et de confirmer I’effet des variations
intraspécifiques sur la chimie des feuilles de I’arbre et sur les autres composants de

I’écosysteme par le biais de la litiere.

Les interactions unidirectionnelles imposées par 'analyse de pistes peuvent limiter la
compréhension des mécanismes ¢€cologiques. En effet, la direction des relations
¢tablies repose sur nos hypothéses de recherche, mais d'autres relations pourraient
¢galement exister. Par exemple, l'effet du génotype sur la composition physico-
chimique du sol pourrait étre réciproque, avec la possibilité que la chimie du sol
influence a son tour le génotype. Les propriétés chimiques du sol peuvent affecter
I'expression des génes (phénotype), influencer la sélection naturelle et, finalement,
modifier la fréquence de certains génotypes au sein d'une population (Richards et al.,

2017). De plus, les communautés microbiennes peuvent €galement impacter sur le
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génotype de l'arbre a travers divers processus écologiques (Schweitzer et al., 2008).
Au-dela de l'impact sur le génotype, d'autres interactions entre les éléments de
'écosysteme méritent d'étre explorées dans des directions variées. Les communautés
microbiennes, par exemple, peuvent influencer la chimie du sol en participant a des
processus tels que la décomposition de la matiére organique ou encore la minéralisation
des nutriments (Garbeva et al., 2004 ; Hermans et al., 2020). La communauté de sous-
bois peut contribuer a la dynamique chimique du sol mais aussi étre influencer par les
cortéges microbiens présent dans le sol (Van der Putten et al., 2013). Examiner en
profondeur ces interactions et leurs rétroactions pourrait fournir de nouvelles réponses
concernant le fonctionnement des écosystémes forestiers et I’implication des variations

intraspécifique.
Futures recherches

Des recherches supplémentaires sont indispensables pour approfondir notre
compréhension des effets des variations intraspécifiques. Un axe prioritaire serait
d'explorer les aspects racinaires, notamment en examinant la phénologie et la structure
des racines (Pérez-Jaramillo et al., 2017; Pu et al., 2023). Il serait également pertinent
d'étudier les communautés associées a ces racines, telles que les champignons
mycorhiziens a arbuscules (AMF), étant donné que les peupliers sont parmi les rares
arbres a former a la fois des associations ectomycorhiziennes et arbusculaires
(Karlinski et al., 2010). 11 serait intéressant d'examiner I'effet du genre pour déterminer
si les réponses varient en fonction du sexe (male et femelle) de I'arbre. Par ailleurs, une
étude comparative sur I’influence des feuilles et des radicelles sur les composantes de
I’écosystéme pourrait offrir des perspectives supplémentaires. Il serait également
pertinent de reproduire cette étude sur d'autres sites afin d'intégrer au contexte paysager

les questions relatives aux variations intraspécifiques.



73

Notre étude est un premier pas vers la compréhension des interactions variation
intraspécifique/environnement qui faconnent les écosystémes forestiers dans leur

ensemble.



ANNEXE A SUPPLEMENTARY INFORMATION CHAPTER II

Table S1 Results of One-Way ANOV A assessing the effect of each chemical property
of the leaf. The significance of the values are * = P <0.05; ** = P <0.001; *** = P <
0.0001.

Chemical component DF F-value P-value Code
Carbon 9 4.388 0.00284 ** C
Nitrogen 9 9.797 1.34e-05 *** N
Phosphorus 9 5.147 0.00111 ** P
Potassium 9 2.417 0.0481 * K
Calcium 9 7.309 0.000113 *** Ca
Magnesium 9 15.82 2.9e-07 *** Mg
Manganese 9 18.1 9.26e-08 *** Mn
Zinc 9 5.168 0.00109 ** Zn
Aluminium 9 5.746 0.000562 *** Al
Iron 9 1.222 0.336 Fe

Boron 9 2.1707 0.0022 ** B




Table S2 List of the vascular species identified at a species levels.

Species Growth Habit Code
Abies balsamea (L.) Mill. Woody ABI
Acer spicatum Lam. Woody ACE
Amelanchier Spp Herbaceous AME
Aralia nudicaulis L. Herbaceous ARA
Carex Spp Herbaceous CAR
Clintonia borealis (Aiton) Raf. Herbaceous CLI
Cornus canadensis L. Herbaceous COR
Corylus cornuta Marshall Woody COC
Diervilla lonicera Mill. Herbaceous DIE
Dryopteris disjuncta (Rupr.) Morton  Herbaceous DRD
Dryopteris spinulosa (Mueller) Watt. Herbaceous DRS
Epipactis helleborine (L.) Crantz Herbaceous EPI
Euonymus obovatus Nutt. Herbaceous EUO
Eurybia macrophylla (L.) Cass. Herbaceous EUR
Lonicera canadensis W. Bartram ex LOC
Marshall Herbaceous

Maianthemum canadense Desf. Herbaceous MAI
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Mitella nuda L.

Moneses uniflora (L.) A. Gray
Picea glauca (Moench) Voss
Pyrola asarifolia Michx.
Pyrola elliptica Nutt.

Pyrola secunda (L.)

Ribes americanum Mill.

Ribes lacustre (Pers.) Poir.
Ribes triste Pall.

Rosa acicularis Lindl.

Rubus pubescens Raf.

Sorbus americana Marshall
Streptopus roseus A. Michaux.
Thalictrum pubescens Pursh.
Trientalis borealis Raf-

Viburnum edule (Michx.) Raf.

Herbaceous
Herbaceous
Woody

Herbaceous
Herbaceous
Herbaceous
Herbaceous
Herbaceous
Herbaceous
Herbaceous
Herbaceous
Woody

Herbaceous
Herbaceous
Herbaceous

Herbaceous

MIT

MON

PIC

PYA

PYE

PYS

RIA

RIL

RIT

ROA

RUB

SOR

STR



https://www.florelaurentienne.com/flore/Auteurs/M.htm#Michaux
https://www.florelaurentienne.com/flore/Auteurs/N_O_P.htm#Pursh
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Figure S1 Effect of genotype on bacterial alpha diversity of the mineral soil : (C) Pielou
index, (D) Shannon index.

Table S3 Results of One-Way ANOVA test performed on each understory plant
community individually to show the effect of the genotype. The significance of the
values are * = P < 0.05; ** =P <0.001; *** = P <0.0001.

Understory plant

community code DF F-value P-value
ABI 9 2.46 0.0246 *
ACE 9 4.494 0.000405 ***
AME 9 1 0.456
ARA 9 4.001 0.00105 **
CAR 9 0.782 0.634
CLI 9 3.714 0.00184 **
CcocC 9 0.724 0.684
COR 9 1.254 0.291

DIE 9 0.83 0.593
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DRD

DRS

EPI

EUO

EUR

GAL

LIC

LIT

LOC

LOH

LON

MAI

MIT

MON

MOU

PIC

POA

PYA

PYE

PYS

RIA

RIL

2.829

5415

1.327

1.254

1.427

1.967

0.178

2.176

6.133

5.647

1.39

1.363

0.8

1.107

2.667

1.363

2.219

0.0113 *
7.55e-05 ***
0.254

0.456

0.292

0.209

0.456
0.0695
0.995
0.0448 *
0.456
2.2e-05 ***
5.03e-05 *#*
0.456

0.225

0.237

0.618

0.38
2.75e-05 ***
0.0159 *
0.237

0.0409 *
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RIT

ROA

RON

RUB

SOR

STR

2.133

2.641

3.564

0.984

2.667

3.905

0.66

0.0491 *

0.456

0.0168 *

0.00249 **

0.468

0.0159 *

0.456

0.00126 **

0.739
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Table S4 Results of One-Way ANOVA or Kruskal test performed on each chemical
property and pH of organic soil to show the effect of the genotype.

Chemical Test F-value or chi-
P-value
component Code type DF squared
C Kruskal-
Carbon 9 13.362 0.1469
Wallis
Nitrogen N ANOVA 9 3.283 0.00442 **
Phosphorus P ANOVA 9 2.4026 0.00278 **
Potassium K ANOVA 9 4.084 0.00089 ***
Calcium Ca ANOVA 9 4.322 0.000563 ***
Magnesium Mg ANOVA 9 9.061 2.65e-07 ***
Mn Kruskal-
Manganese 9 34.309 7.885e-05%**
Wallis
Al Kruskal-
Aluminium 9 19.094 0.0244*
Wallis
Iron Fe ANOVA 9 1.564 0.16
Na Kruskal-
Sodium 9 13.939 0.1245
Wallis
Cation exchange @C.E.C ANOVA
. 9 3.793 0.00158 **
capacity
Hydrogen pH
ANOVA 9 5.605 5.41e-05 ***

potential
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Table S5 Results of One-Way ANOVA or Kruskal test performed on each chemical
property and pH of mineral soil to show the effect of the genotype.

Chemical F-value or
Test type DF P-value
component Code chi-squared
Carbon C Kruskal-Wallis 9 18.271 0.03215*
Nitrogen N Kruskal-Wallis 9 16.78 0.05228
Phosphorus P ANOVA 9 6.755 7.96e-06 ***
Potassium K ANOVA 9 16.95 4.61e-11 ***
Calcium Ca  Kruskal-Wallis 9 38.347 1.51e-05%**
Magnesium Mg  Kruskal-Wallis 9 35.53 4.803e-05%**
Manganese Mn  Kruskal-Wallis 9 11.869 0.2208
Aluminium Al Kruskal-Wallis 9 33.817 9.615e-05%**
Iron Fe ANOVA 9 3.426 0.00329 **
Sodium Na ANOVA 9 7.301 3.39e-06 ***
Cation exchange C.E.C
. ANOVA 9
capacity 11.61 1.07¢-08 ***
Hydrogen pH 9.689 1.15e-07 ***
ANOVA 9

potential

The significance of the values are * = P<0.05; **= P <0.001; *** = P <0.0001. We
used a one-way ANOVA if all the assumptions, including linearity, normality,

homoscedasticity were met, if not we used Kruskal-Wallis test.
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