UNIVERSITE DU QUEBEC A MONTREAL

LES PROCESSUS ECOLOGIQUES IMPLIQUES DANS L’ASSEMBLAGE DES COMMUNAUTES
ARCHEES, BACTERIES, ET EUCARYOTES VARIENT DANS L’EAU SOUTERRAINE DES AQUIFERES DES
LAURENTIDES A UN NIVEAU REGIONAL

MEMOIRE
PRESENTE
COMME EXIGENCE PARTIELLE

AU PROGRAMME DE MAITRISE EN BIOLOGIE

PAR

BENJAMIN GROULT

JUIN 2022



UNIVERSITE DU QUEBEC A MONTREAL
Service des bibliothéques

Avertissement

La diffusion de ce mémoire se fait dans le respect des droits de son auteur, qui a signé
le formulaire Autorisation de reproduire et de diffuser un travail de recherche de cycles
supérieurs (SDU-522 — Rév.04-2020). Cette autorisation stipule que «conformément a
larticle 11 du Reéglement no 8 des études de cycles supérieurs, ['auteur] concéde a
'Université du Québec a Montréal une licence non exclusive d'utilisation et de
publication de la totalité ou d’'une partie importante de [son] travail de recherche pour
des fins pédagogiques et non commerciales. Plus précisément, ['auteur] autorise
I'Université du Québec a Montréal a reproduire, diffuser, préter, distribuer ou vendre des
copies de [son] travail de recherche a des fins non commerciales sur quelque support
que ce soit, y compris I'Internet. Cette licence et cette autorisation n’entrainent pas une
renonciation de [la] part [de 'auteur] a [ses] droits moraux ni a [ses] droits de propriété
intellectuelle. Sauf entente contraire, [I'auteur] conserve la liberté de diffuser et de
commercialiser ou non ce travail dont [il] posséde un exemplaire.»



REMERCIEMENTS

Je tiens tout d’abord a remercier ma directrice Cassandre LAZAR, pour sa confiance, sa pédagogie et ces
conseils qui m’ont permis d’intégrer sereinement le monde de la recherche. Je veux aussi remercier Vicky
Saint-Jean pour son implication dans la réalisation de I’échantillonnage et Marie Laroque ainsi que Sylvain
gagné sans qui ce projet n’aurait pas été possible. Le travail de recherche peut effrayer par la solitude qui
I’entoure, spécialement durant les années difficiles qui ont précédé. C'est pourquoi je souhaite remercier
mes collégues de bureau et amis, Julia Meyer, Divya Patel, Elise Lhoste et tout particulierement Karine

Villeneuve qui a été d’un soutien sans faille dans les moments de doutes.



TABLE DES MATIERES

REMERCIEMENTS L.cettiet ittt ettt sttt e sttt e e s s et e e e s sttt e e e s seabee e e e s abteeeesassbeeeessnbeaeeseasseaaeeeaassaeesesnssenesesnnsens i
LISTE DES FIGURES ..ot iititiee i eciteee s eittee s sttt e s sttt e e sttt e e s s abte e e e seabteeeesssabeeaessnbeeeessanseeaeeessssaeesesnssanesennnsens v
LISTE DES TABLEAUX .....ettitte ettt ettt e sttt e e sttt e e s sitee e e s sabee e e s ssabeeeesssasbaeessssbeeaessanseaeesesnseeaesssnssenesesnssens Vi
LISTE DES ABREVIATIONS, DES SIGLES ET DES ACRONYMIES.........ocvcueveuereereeeteeseeeeieeseeesssessssssssseesessesesenans vii
RESUME ...ttt sttt s e e e se s s e s e s e s s et s s s e se s e s snaes ix
2 I 137 Y G L TP X
1 I 2(0 510 L 1 @ 1 RPN 1
0.1 Biogéographie des MiCrOOrZaNISIMES. .........ciiiiiiiiiieeeciiiee e ettt e e eecrreeeeeeitreeeeeeeaaeeeeeeatseeeeeasraeeeesnsaeeanan 1
0.2 L'eau Circulant SOUS NOS PIEAS .......uuuiiiiiiiieeie ettt e e e e e e e e ere e e e e e e e e e s e e esabsbreaaeeeaaeesessasnssssssneeees 2
0.3 Les microorganismes dans les habitats d’eau SOULErraing .........ccocveeeeeieei e 3
0.4 Interactions biotiques entres organismes MICrobIENS..........cccciiiiiiiiici e 3
0.5 Les mécanismes d’assemblage des communautés MicrobienNEeS .........cceeeeeeeiiiiieeciieeeeeccieee e, 4
0.6 ObjeCtifs @ NYPOTNESES ..ot ettt e e et e e e e e ta e e e e e eaaaeeeeesassaeeesansaeeanan 5

CHAPITRE 1 Ecological processes differ in community assembly of Archaea, Bacteria and Eukaryotes

during a biogeographical survey of groundwater habitats.........ccccoieeiiiii e 7
0 R U 111 N PSPPI 7
R 2 1\ {0 1o T P UPR 7
1.3 EXPERIMENTAL PROCEDURES......coiiiitititiiitiite e eecitee e seitee e sttt e e e s satee e s s ssabeeeesssnbaeaessnastaeesssnsaeeessnnsens 9
1.3.1 Sampling sites and SAMPle ProCESSING.....cuiiiiiiii it e e e e e e e e e esesrrarrereeaeeeseeesnnsenns 9
1.3.2 DNA extraction and [lumina SEQUENCING .......cc.euuiiiiiiiiiie et e e eececrree e e e e e e e e e e e ennnnees 10
1.3.3 16S and 18S rRNA geNne SEQUENCE PrOCESSING .....uurrrrrrrereeeeeeeiiiirrrrrereeeeeeseeiaassrrsrseeeeesessessassssnes 10
1.3.4 Phylogenetic diversity and multivariate analySes.......cccceeeeieiiiiiiiiiiiiee e 11
1.3.5 Ecological processes associated with the distribution of microorganisms.........ccccccceeeiiiiecnnnnns 12
1.3.6  CO-OCCUITENECE @NAIYSIS turiiiieeeiiieiiciiitiitee et e e e e ee ettt reeeeeeeeeeeesssasbtaaeeeeeaaesessasansssssaeasaaaessennannnrnnes 12
R Y Y U | 1PN 13
1.4.1 Microbial diversity and taxonomy COMPOSITION ........ceeeiiiiiiiiiiiiiiieeeee e e 13
1.4.2 Geographic distribution of microbial commMUNItIES .....ccoeeiiiiiiiii e 13
1.4.3 Environmental drivers of microbial community composition ........cccccceeeiieiiiiiiiiieeee s 14
1.4.4 Ecological process involved in microbial community assembly.........cccooiiiiiiiiiieeene s 16
1.4.5 Co-occurrence of Bacteria, Archaea and EUKAryote .........ooooviiiiiiieie e 17
1.5 DISCUSSION ..cetiiiiiiiitiee sttt e ettt e e sttt e e s sttt e e s sabeeeeesaabeaeeesasteeeessasseaeessansaaeeesasteeeessnssaeaessnseneessnnne 20
1.5.1 Groundwater microbial communities' dispersal at a regional scale...........cccccvrviieeeeeeiriecccciinnns 20

1.5.2 Influence of ecological niche composition on groundwater microbial community structure....21



1.5.3 Impact of potential biotic interactions on groundwater microbial communities....................... 22

1.5.4 Differences between bacterial, archaeal and microeukaryotic communities .......ccccccceeeecunnnne 23
1.6 ACKNOWNLEDGEMENTS ... .eiittiitteeteentte ettt ettt bt e st e s be e sae e sateesheesabeesbeesabeesbeeeabeesbeeeabeenseesabeeasaenas 25
CHAPITRE 2 DiSCUSSION BENEIAIE......ceiiiiiiiee ettt ettt e e ettt e e e e et e e e e e araeeeeeaaaee e e e nnraeaeeennrenas 26
CONCLUSION ...ttt ettt ettt ettt ettt h e st e bt e sat e e be e sate e beesateeabeesaeeeabeesaeeeabeesaeesabeeabeesabeenaeesaseas 31
ANNEXE A Méthode d’analyse des processus par model MUl ..........cocoovciiiiiiiiiiee e 32
ANNEXE B Sequence processing using DADA2 package (Callahan et al., 2016)........ccccccovecvieeeeccieee e, 34
ANNEXE C Result validating the choice of rarefaction ..., 35
ANNEXE D Mean relative abundance of the 10 most abundant phyla for each domain..............cc.......e. 37
ANNEXE E Distribution of COOCUreNCE VAlUES .........oooiuiiiiiiiiiiiie ettt s 38
ANNEXE F Distance decay relationship based on B-MPD...........ccccoiiiiiiiiiie e 39
ANNEXE G Methods used for environmental parameters measurement.......ccccceeeeeeeciiiiieieeeeeeeeeeeeecinnns 40
F N\ L) € o T o 8 o T o ¢ V= 41
ANNEXE | PCR CONAITIONS ...eeiiiiieiiieeiiiee ettt ettt ettt ettt ettt s e st e st e e sne e e sabeeesbeeesabeeesabeeesnseesaneeesanenenane 42
ANNEXE J Water COmMpOSItioN SUMMAIY .....oooiiiiiieieeieieieieceressss s e s e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeesesannnn i eeeeeeas 43
ANNEXE K Correlations between each domains distribution iNdeX.........cccceevveeriieeiiiieeniieeecee e 44
ANNEXE L Validity of PCNIM dbRDA MOE ......ooiiiiiiiiiiiiietete ettt st st 45
BIBLIOGRAPHIE ...ttt ettt ettt ettt et a e st esat e st e e sae e e ate e sh e e s abeesbeesabeesbeeeube e bt eeabeenstesabeensaenas 46



LISTE DES FIGURES

Figure 1.1 Map of the sampled wells’ distribution in the Laurentians and Lanaudiére regions in Quebec
(USING The QIS SOTTWAIE). ..eeeeeiiiiiee ettt e e et e e e e et e e e e e e etbaeeeeeeabaeeeeseatbseeeseasranaeennes 9

Figure 1.2 Distance decay relationship based on a Bray Curtis dissimilarity index (A), a B-MNTD
phylogenetic dissimilarity index (B), and geographic distance (km) analyzed by Spearman rank
(oo T £=1 =X o 1RO PRSPPI 14

Figure 1.3 Processes involved in microbial community turnover between wells, inferred using a bin-based
null model from Stegen et al. (Stegen et al., 2015) using the iCAMP package (Ning et al., 2020). (A)
Applied independently on the Archaea, Bacteria, and Eukaryotes domains; (B) Decomposed at the
phylum level for each domain and ranked from left to right by decreasing total relative abundance.

Figure 1.4 Spearman correlation between most abundant bacterial, archaeal and eukaryotic ASVs. The
strength of positive (red) and negative correlation (blue) are shown. Correlations are considered
significant (*) if p > 0.05 after multiple pairwise testing correction by the “BH” method................. 19



LISTE DES TABLEAUX

Table 1.1 Significant environmental variables explaining microbial community composition (p < 0.05) after
applying a dbRDA model and forward selection on the B-MNTD phylogenetic distance matrix, the B-
MPD phylogenetic distance matrix and the Hellinger transformed.............ccccoocviiiiieciiie e, 15

Vi



LISTE DES ABREVIATIONS, DES SIGLES ET DES ACRONYMES

ANOVA Analysis of variance
ASV Amplicon sequence variant
BH Benjamin Hoichberg
CERMO-FC Centre d'Excellence en Recherche sur les Maladies Orphelines — Fondation
Courtois
DIC Dissolved inorganic carbon
DL Dispersal limitation
DNA Desoxyronucleic acid
DOC Dissolved organic carbon
HeS Heterogeneous selection
HoD Homogeneous dispersion
HoS Homogenous selection
MNTDab Abundance weighted mean nearest taxon distance
MPDab Abundance weighted mean pairwaise distance
NCBI National center for biotechnology
PACES Programme d’aquisition des connaissances sur les eaux souterraines du
Quebec

vii



PCA

PCNM

PCR

RC

rRNA

UCpP

Principal coordinate analysis

principal coordinates of neighbourhood matrix

Polymerase chain reaction

Raup-crick

Ribosomal ribonucleic acid

Ultra clean production

viii



RESUME

Les milieux d’eau douce souterraine sont, en raison de leur difficulté d’acces, trés peu étudiés. lls
constituent cependant I’habitat d’une grande part des microorganismes terrestres. Des représentants de
chacun des trois grands domaines de la vie y sont présents : des archées, des bactéries et des eucaryotes.
Bien qu’adaptés a cet environnement oligotrophe, ils sont potentiellement sensibles a la composition de
leurs environnements. Connaitre les mécanismes qui régissent leurs distributions permettrait donc de
mieux comprendre I'écosystéme que forme I'aquifere, source de la majorité de I'eau douce potable au
Canada. Nous avons donc étudié la distribution biogéographique des microorganismes dans |'eau
souterraine des aquiféres des Laurentides. Pour cela 35 puits répartis sur une surface de 10 000 km? ont
été échantillonnés afin d’identifier par une approche génomique les microorganismes qui y résident. Les
données obtenues nous ont permis d’analyser I'impact de la distance géographique, de la composition de
I’eau et des interactions entres espéces sur ces communautés. Une analyse par modeéle nulle a aussi été
réalisée afin de s’affranchir des paramétres mesurés et d’observer les processus écologiques dirigeant
I’assemblage de ces communautés. Les résultats obtenus confirment I'impact important de la distance sur
la composition des communautés des trois domaines. Son influence est plus importante que celle des
parametres de composition de I'eau analyse. Le pH et une association de plusieurs éléments (sodium,
magnésium, carbone inorganique dissout, et conductivité) permettent d’expliquer une part de la variation
chez les communautés microbiennes. Mais celle si n’est que tres faible comparé a la part des mécanismes
de sélection impliqués tirés de I'analyse des processus écologiques. Cette méthode nous a permis
d’observer la prépondérance des mécanismes déterministe sur les mécanismes stochastiques dans
I"'assemblage des commutés des trois domaines. Nous avons aussi pu observer une certaine similarité dans
la part des mécanismes impliqués entre ces trois groupes. Cette apparente similarité ne reflete cependant
pas I'hétérogénéité observée au niveau de I'assemblage des phylums. Ces résultats mettent en lumiere la
nécessité de considérer I'importante diversité que cache chagque domaine pour mieux comprendre le

fonctionnement d’un écosysteme.

Mots clés : Biogéographie, Processus écologiques, Limite de dispersion, archées, bactéries, eucaryotes,

aquiféres.



ABSTRACT

Because of the difficulties to access groundwater environments, these habitats are seldom studied.
However, they are home to a large part of earth microorganisms. Representatives of each of the three
major domains of life are present: Archaea, Bacteria and Eukaryotes. Although adapted to this oligotrophic
environment, they are potentially sensitive to the composition of their biotope. Understanding the
mechanisms that control their distribution would allow us to better understand the ecosystem that forms
the aquifer, the source of a major part of fresh water in Canada. Therefore, we decided to study the
biogeographical distribution of microorganisms in the groundwater of Laurentian aquifers. To this end, 35
wells spread over an area of 10,000 km? were sampled to identify the resident microorganisms, using a
genomic approach. We analyzed the impact of geographic distance, water composition and species
interactions on these microbial communities. A null model analysis was also performed to circumvent the
measured parameters and to observe the ecological processes controlling the assembly of these
communities. The results confirm the important impact of distance on the composition of the communities
of the three domains. Its influence is more important than that of the water composition parameters
analyzed. The pH and a combination of several elements (sodium, magnesium, dissolved inorganic carbon
and conductivity) explain a part of the variation in the communities. However, this variation is only very
small compared to the part of the selection mechanisms involved from the analysis of ecological processes.
This method allowed us to observe the preponderance of deterministic mechanisms over stochastic
mechanisms in the assembly of the communities of the three domains. We were also able to observe a
certain similarity in the share of mechanisms involved between these three groups. Nevertheless, this
apparent similarity does not reflect the heterogeneity observed in the assembly of the phyla. These results
highlight the need to consider the important diversity hidden in each domain to better understand the

functioning of the ecosystem they constitute.

Keywords: Biogeography, Ecological processes, Dispersal limitation, Archaea, bacteria, eukaryotes,

aquifers.



INTRODUCTION

0.1 Biogéographie des microorganismes

La biogéographie est définie comme I'étude de la biodiversité a travers le temps et I'espace. Cette
composante de la biologie et plus particulierement de I'écologie est étudiée depuis des siecles, focalisée
sur I'analyse de la distribution des plantes et des animaux. Elle a notamment permis d’observer I'existence
d’especes endémiques ou cosmopolites. Cette approche n’a été appliquée aux microorganismes que bien
plus tard, avec les travaux de Baas-Becking discutant le caractére ubiquitaire des microorganismes dont la
distribution ne serait que sélectionnée par I’environnement, « Tout est partout, mais |'environnement
sélectionne ». Cependant, les méthodes utilisées a cette époque ne permettaient d’identifier qu’une
fraction des microorganismes présents. Le développement de la biologie moléculaire a permis de prendre
conscience de I'immensité du nombre d’especes microbiennes capable de cohabiter dans la plupart des
milieux. Les méthodes génomiques basées sur I'analyse des génes 16s et 18s codant pour la petite sous-
unité des ribosomes permettent de contourner les méthodes reposant sur les cultures ou sur I'observation
des organismes a identifier. L'utilisation de ces marqueurs génétiques implémentés par Carl Woese a
révolutionné l'identification et le dénombrement des microorganismes peuplant leurs écosystémes
(Woese et al., 1990). Le développement en parallele, du séquencage haut débit et des analyses bio-
informatiques, a permis d’augmenter I'efficacité des méthodes génomiques tout en diminuant infiniment

le colt de telles méthodes.

L’étude de la biogéographie des microorganismes a énormément profité de ces avancées permettant de
caractériser la diversité des communautés microbiennes de multiples écosysteémes, et ainsi I'analyse de
schéma de dispersion des espéces. Malgré cela I'existence d’une biogéographie des microorganismes a
longtemps été sujette a débat (Finlay, 2002; Martiny, J. B. H. et al., 2006). La grande quantité de données
récoltées a travers le monde ont depuis permis d’établir I’existence de facteurs influencant la distribution
des microorganismes. Et cela, dans divers écosystémes tels que le sol (Bahram et al., 2018; Karimi et al.,
2018), I'eau douce (Astorga et al., 2012) ou 'océan (Sunagawa et al., 2015). Trois facteurs principaux
semblent jouer un role clef dans la régulation de la diversité microbienne a une échelle régionale. Ceux si
sont la composition biogéochimique de I'environnement, la distance entres les sites analysés et les
interactions entres les especes qui y réside. Leurs importances relatives dans le contréle de I'abondance

et de la richesse des taxons microbiens restent cependant trés discutées. Notamment, car celle-ci est



fortement dépendante de I'environnement étudié. Et L'environnement étudié dans le cas de ce projet

présente d’autant plus de difficultés qu’il n’est ni visible ni facile d’acces: il s’agit de I’eau souterraine.

0.2 L’eau circulant sous nos pieds

Le terme d’eau souterraine définit toutes les eaux se trouvant sous la surface du sol, généralement dans
la zone poreuse pouvant étre saturée en eau qu’on nomme aquifere. Les microorganismes issus des 3
grands domaines du vivant et tout particulierement les archées et les bactéries sont les héritiers des
premiers étres vivants. Peu importe les hypothéses ou I'époque, les premiers étres vivants se sont formés
dans I'eau. Cet élément, terreau de I’évolution, est ainsi logiquement resté propice a I'épanouissement de
la vie. Il n’est donc pas étonnant de trouver des espéces appartenant a chacun des 3 domaines dans des
sources d’eau, si inhospitaliéres soient-elle. Cependant, I'eau souterraine, qu’elle circule dans des
fractures rocheuses a un débit presque imperceptible, ou qu’elle s’écoule a travers un sol sédimentaire au
gré des précipitations, est un milieu particulierement hostile a la vie. Ceci est d0 a un renouvellement
limité en composés organiques notamment durant des périodes de faibles précipitations ou de gel du sol
qui entrainent un arrét des apports extérieurs. L’absence de lumiere est aussi un frein au développement

d’organismes autotrophes habituellement a la base des chaines alimentaires.

N

Ces caractéristiques, communes a tous les aquiféres, s’accompagnent de spécificités telles que la
stratigraphie. Le type de matrice rocheuse exerce une influence directe sur les minéraux disponibles et la
capacité d’attachement des microorganismes. Cet impact sur la formation de communautés sessile,
organisé ou non en biofilm, est primordiale, car ce mode de vie est celui de la majorité de la biomasse
microbienne souterraine (Flemming et Wuertz, 2019; Griebler et al., 2002). Allié a la topologie, la
stratigraphie va aussi définir I'importance des recharges et donc des apports externes. De faibles apports
en oxygene ou en carbone organique peuvent entrainer une sélection des organismes adaptés et donc des
changements majeurs dans les communautés (Schmidt et al., 2017). Enfin la complexité géologique de ces
écosystémes est tres variable allant de petits aquiferes conscrit et liés au lit d’'un fleuve a de larges
structures a une échelle régionale dont les connections sont particulierement complexes (Griebler et
Lueders, 2009). Malgré cela, la subsurface terrestre héberge, selon les estimations les plus récentes, de 1
a 6x10%° de cellules ou 12 a 20% de la biomasse terrestre, dont la majorité sont des microorganismes
procaryotes (Bar-On et al., 2018; Magnabosco et al., 2018). Parmi ces microorganismes et principalement

ceux contenus dans la subsurface profonde, la plupart se trouvent dans les aquiféres.



0.3 Les microorganismes dans les habitats d’eau souterraine

Le terme de microorganismes est trop souvent associé aux seules bactéries alors qu’ils désignent tous les
organismes dont la taille ne permet pas de les distinguer a I'ceil nu (inférieur a 1mm). Ceci comprend donc
aussi les archées et les microeucaryotes qui représentent une grande part des microorganismes présents
dans I'eau souterraine. Ces deux domaines sont indissociables des dynamiques qui permettent d’expliquer
le fonctionnement des écosystemes souterrains. lls apportent une diversité de fonctions et de
métabolismes inconnus des bactéries. Des représentants de chacun de ces 3 domaines (bactéries, archées
et eucaryotes) sont retrouvés dans tous les aquiferes analysés, indifféremment des conditions retrouvées
(Boulton et al., 2008; Griebler et Lueders, 2009; Purkamo et al., 2018). Ces microorganismes sont
particulierement adaptés aux milieux oligotrophes. Pour cela ils ont développé différentes stratégies telles
que la dénitrification, I'oxydation du sulfure ou la capacité d’oxyder I'ammonium en condition anoxique.
La chimiolithoautotrophie est un exemple de capacité permettant aux communautés microbiennes de
pallier un manque de carbone organique (Herrmann et al., 2017; Kumar et al., 2018; Kumar et al., 2017).
La production d’énergie reste alors possible par I'utilisation du carbone inorganique. Ces stratégies
semblent étre trés courantes dans les aquiféres ou elles peuvent s’accompagner de modifications
morphologiques telles que la diminution de la taille par 'abandon de génes non essentiel afin de diminuer
leurs besoins énergétiques et de survivre a des conditions oligotrophes (Luef et al., 2015; Nakai, 2020;

Schwab et al., 2017). Ces capacités jouent un role crucial dans la distribution des microorganismes.

0.4 Interactions biotiques entres organismes microbiens

Les microorganismes sont par essence de petite taille, ils ne possedent donc qu’une diversité de
métabolismes limités. Afin d’améliorer leurs plasticités et leurs capacités a survivre dans des milieux en
constante évolution, ils ont besoin d’interagir entre eux. Une des relations les plus étudiées est la
syntrophie qui se caractérise par une activité métabolique mutuelle obligatoire entre au moins 2
microorganismes (Morris et al., 2013). Celle si se matérialise le plus souvent par des échanges
d’intermédiaire réactionnels permettant de compléter des cycles biochimiques. Ces métabolites sont la
monnaie d’échange des microorganismes dans leurs interactions et peuvent étre excrétés dans leurs
environnements, transmis par le biais de structure telle que les nanotubes ou dispersés sous forme
d’aérosols (Phelan et al., 2012). Ces échanges peuvent induire des interactions synergiques, antagoniste
ou neutre. Plusieurs exemples soulignent le caractére obligatoire de certaines interactions, notamment
chez des bactéries marines n’étant capables de croitre qu’en présence de siderophores exogénes

sécrétées par d’autres organismes (D'Onofrio et al., 2010; Phelan et al., 2012). Cette dépendance chimique



a d’autres organismes est aussi fréquente dans le cas de la méthanogenese en condition anaérobique (Ho
et al., 2016). Ce processus chimique, impliquant plusieurs étapes et intermédiaire, peut étre médié par
une collaboration entre des organismes méthanogéne et fermenteurs. Ces organismes peuvent méme
appartenir a des domaines différents tels que des archées et des bactéries. On observe alors une mise a
profit des spécialisations métaboliques de plusieurs organismes permettant la survie de tous. En plus
d’interagir directement avec leurs pairs, les microorganismes peuvent modifier le pH, le potentiel redox
ou méme la concentration en sel de leurs environnements. Ces mécanismes semblent étre principalement
le fait des microorganismes sessiles qui, organisés en biofilms, affectent les interactions entre I'eau et la
matrice rocheuse en augmentant la dissolution de divers éléments. La capacité des bactéries réductrices
de fer en est un bon exemple. Elles utilisent le fer sous forme ferrique présent dans la matrice rocheuse
gu’elle réduise sous forme ferreuse en utilisant le carbone organique comme donneur d’électron. Les ions
ferreux dissous sont alors rendus disponibles pour les microorganismes planctoniques qui ne bénéficient
pas d’un acces direct a cette source (Flemming et Wuertz, 2019; Geesink et al., 2018; Pedersen, 1997). Les
interactions entre microorganismes peuvent aussi avoir un effet négatif sur I'une, I'autre ou méme les
deux parties impliquées. Les relations de prédation entre les eucaryotes et les procaryotes sont légion
dans les environnements aquatiques, les microeucaryotes brouteurs vont y consommer des bactéries et
des archées (Ballen-Segura et al., 2017; Hahn et Hofle, 2001). Cette relation peut donc entrainer une
diminution des populations prédatées tout en permettant I'accroissement de I'abondance des prédateurs.
Enfin, la compétition pour la disponibilité des ressources, qui prend place dans la quasi-totalité des
écosystémes, existe aussi dans les aquiféres. Cette relation antagoniste est défavorable pour la totalité
des espéces impliquées et peut se traduire, dans les environnements étudiés, par des cooccurrences

négatives entres les espéces partageant des besoins similaires (Hibbing et al., 2010).

0.5 Les mécanismes d’assemblage des communautés microbiennes

Les microorganismes sont donc les principaux habitants de cet écosystéme a 'apparence inhospitalier
gu’est la subsurface terrestre. Et comme tout autre étre vivant, leur présence est régie par plusieurs
mécanismes écologiques. Ce ne sont cependant pas n‘importe quels organismes. lls sont, par leurs
productions de biomasse et leurs implications dans de multiples cycles biogéochimiques a la base de la
chaine alimentaire (Seymour et al., 2017). Plusieurs études ont cependant montré que les parametres
mesurables (biogéochimiques, e.g., carbone organique dissout, carbone inorganique dissout, physico-
chimique, e.g., pH, température) ne suffisent pas a définir I'intégralité des forces qui structurent les

communautés microbiennes (Fillinger et al., 2019; Liu, K. et al., 2020). Le fait que certains parametres



mesurables puissent avoir un impact sur I'abondance, la composition et la distribution des individus est
basé sur la théorie de la niche (Niche based theory). Celle si défend le fait que toutes les espéces sont
sélectionnées par leurs environnements en raison de leurs différences et de leurs besoins. Les mécanismes
impliqués sont donc déterministes et potentiellement mesurables et prévisibles (Chesson, 2000;
Nemergut et al., 2013). Cette vision s’opposait initialement a celle de la théorie neutraliste qui mettait
I’emphase sur I'influence des processus stochastiques, qui stipulait que la structure des communautés ne
dépendait pas de l'identité des especes qui la compose, mais uniquement de processus non prévisibles
comme la colonisation, I'extinction, la mort, la naissance, et la spéciation (Stegen et al., 2012; Zhou, J. et
Ning, 2017). Les travaux de Vellend (2010) ont permis de réconcilier les deux visions en montrant que
I"'assemblage des communautés est le résultat d’'une part de mécanismes déterministes et stochastiques.
On peut appliquer cette théorie en utilisant la méthode développée par Stegen et al, 2013, et ainsi
déterminer la part de processus stochastiques et déterministes dans I'assemblage des communautés

microbiennes dans les habitats d’eau souterraine.

Les parts de chaque processus écologique impliqué dans la différence entre 2 communautés peuvent étre
estimées par une méthode d’analyse par modeéle nul. Pour cela deux analyses successives sont réalisées
afin d’observer, tout d’abord, la différence de composition phylogénétique puis la différence en termes
d’abondance et d’occurrence des espéces (Stegen et al., 2013). L'utilisation de cette méthode est possible
en supposant 'existence d’un signal phylogénétique, soit le fait qu’une proximité phylogénétique entre 2
communautés se traduit par une similarité écologique. L'utilisation d’un modele développé par Ning et al.
(2020) permet donc de comprendre les processus impliqués dans I'assemblage des communautés, et ainsi
de mettre en perspective I'influence des parametres mesurables a I'aide d’'une méthode quantitative

basée directement sur la composition de la communauté (Voir Annexe A).

0.6  Obijectifs et hypothéses

Une meilleure connaissance des mécanismes régissant leur distribution est donc indispensable a la
compréhension de I’écosystéme global qu’est I'aquifere. Nous avons donc réalisé une étude régionale
dans 34 puits a travers la région des Laurentides (Voir Annexe M), dans le but de trouver une réponse a
deux questions. Quels mécanismes jouent un réle dans I'assemblage des communautés microbiennes des
aquiféres? Ces mécanismes sont-ils différents en fonction du domaine d’appartenance de ce
microorganisme? Pour répondre a ces questions, nous nous sommes d’abord tournés vers les parametres

mesurables pouvant définir la niche écologique de ces organismes. Trois principaux ont été choisis, la



distance géographique entre les puits, les caractéristiques biogéochimiques de I'eau et I'existence de
potentielles interactions entre les espéces. Nous nous sommes ensuite intéressés aux processus
écologiques impliqués dans I'assemblage des communautés, en utilisant une analyse par modeles nuls.
Des représentants des archées, bactéries et eucaryotes sont présents dans chacun des sites étudiés, leurs
distributions sont donc généralisées. Cependant, comme expliquées précédemment, leurs tailles, leurs
aptitudes métaboliques ou leurs capacités d’interactions sont tres différentes. Ces différences peuvent
avoir un effet sur leurs capacités de dispersion ou de colonisation d’'un nouvel environnement. C'est
pourquoi nous formulons I’hypothése que la distribution des microorganismes sera fonction de leurs
domaines d’appartenance. Mais aussi que cette distribution sera différemment influencée par les
parameétres mesurés que sont la distance et la composition de I'’eau. Enfin cette variation se reflétera dans

la proportion relative des processus écologiques impliqués dans I'assemblage de ces trois communautés.

Les résultats obtenus dans le cadre de cette étude ont permis la rédaction d’un article destiné a étre
soumis dans une revue scientifique. Le prochain chapitre de mon mémoire est donc composé de ce
manuscrit qui sert de base a la présentation de la méthodologie utilisée. Mais aussi des résultats et des

conclusions principales qui en ont été extraites.



CHAPITRE 1
Ecological processes differ in community assembly of Archaea, Bacteria and Eukaryotes

during a biogeographical survey of groundwater habitats

1.1 SUMMARY

Aquifers are inhabited by microorganisms from the three major domains of life: archaea, eukaryotes and
bacteria. Although interest in the processes that govern the assembly of these microbial communities is
growing, their study is almost systematically limited to one of the three domains of life. Archaea, bacteria
and eukaryotes are however interconnected and essential to understand the functioning of their living
ecosystems. We, therefore, conducted a spatial study of the distribution of microorganisms by sampling
35 wells spread over an area of 10 000 km?2. The obtained data allowed us to define the impact of
geographic distance and water composition on the microbial communities. A null model approach was
used to infer the relative influence of stochastic and determinist ecological processes on the assembly of
the microbial community from all three domains. We found that the organisms from these three groups
are mainly governed by deterministic mechanisms. However, this apparent similarity does not reflect the
differences in the processes that govern the phyla assembly. The results obtained highlight the importance

of considering all the microorganisms without neglecting their individual specificities.

1.2 INTRODUCTION

Aquifers are water-saturated heterogeneous geological formations found in the terrestrial subsurface.
They exist in multiple forms and sizes ranging from local confined aquifers of a few km? to regional aquifers
covering several millions km? (Shamsudduha et Taylor, 2020). They can be sedimentary, karst, or fractured
and their geological composition is equally extremely variable. The groundwater flowing through aquifer
ecosystems thus offer microorganisms habitats that are both vast and diverse, and host up to 20% of the
prokaryotic biomass on Earth (Bar-On et al., 2018; Magnabosco et al., 2018). This heterogeneity of
groundwater habitats plays a major role in the resident microbial diversity and in the mechanisms that

govern microbial distribution (Schmidt et al., 2017).

Physical dispersal limits apply to microorganisms by limiting their colonization capabilities and thus
geographic distances affect microbial diversity following a distance decay relationship (Barreto et al., 2014;

Hanson et al., 2012; Langenheder et Lindstrém, 2019). The biogeochemical composition of the water (e.g.



nutrients, carbon sources) also influences the constitution of communities as well as their phylogenetic
composition (Fillinger et al., 2019; Langenheder et Lindstrom, 2019; Nemergut et al., 2013). Although
these measurable parameters play an important role in defining microbial community assembly in
groundwater ecosystems, a large part of non-measurable mechanisms remains. Recent studies have
established that the biogeographic distribution of different types of microorganisms is primarily governed
by a combination of deterministic and stochastic mechanisms (Fillinger et al., 2019; Nemergut et al., 2013;
Wang, J. et al., 2013). Deterministic mechanisms are a function of niche composition, considering
biogeochemical composition, spatial distance but also interactions between the species. Stochastic
mechanisms are a function of random processes such as historical contingency, births, deaths, and
migrations (Vellend, 2010; Vellend et al., 2014; Zhou, J. et Ning, 2017). These deterministic and stochastic
mechanisms can be represented by five ecological processes: heterogeneous selection (HeS), homogenous

selection (HoS), dispersal limitation (DL), homogeneous dispersion (HoD) and drift (Vellend, 2010).

Through their control of biogeochemical cycles and associated biomass production, microorganisms are
at the base of the food web (Seymour et al., 2017). However, they are not a homogeneous group, including
organisms from all domains of life: Bacteria, Archaea and microeukaryotes. Although they share the same
ecological niches and a comparable size, they are very different. Microeukaryotes have a more complex
cell structure than prokaryotes and are potential predators for prokaryotes (Massana et Logares, 2013).
According to the theory of "size plasticity", prokaryotes benefit from a better functional versatility and
therefore a better capacity to respond to rapid environmental changes (Farjalla et al., 2012; Wu et al.,
2018). Archaea possess a cell wall, membranes as well as enzymes unique to their domain, different from
other domains(Woese et al., 1990). Considering these differences, especially in a heterogeneous
environment, a distinct distribution of these three groups is expected (Chénard et al., 2019; Ul-Hasan et
al., 2019). Despite this and the growing interest in microorganisms and the mechanisms governing their
distribution, most studies focus on only one of these three groups, inevitably obscuring much of the
complexity of the ecosystems studied. This is particularly true for freshwater groundwater ecosystems,

where the parallel study of all three microbial domains has rarely been undertaken.

Therefore, in this study, we analyzed separately microbial community diversity belonging to the three
domains, in 35 wells scattered over an area of 10,000 km?2. The geochemical heterogeneity of the sampled

groundwater as well as the variable distance between wells allowed us to establish the influence of these



two factors on the microbial communities at a regional scale. The share of each ecological process within

each domain was identified based on the computation of a null model.

1.3 EXPERIMENTAL PROCEDURES
1.3.1 Sampling sites and sample processing

Groundwater sampling took place in the summer of 2019, during which 35 samples were collected from
artesian wells located in the Laurentians and Lanaudiére regions in Quebec, part of the PACES program
(Fig.1.1). Before sampling, two well volumes of groundwater were discarded to get rid of stagnant water
and allow a stable measure of physicochemical parameters on site (pH, temperature, dissolved oxygen,
and conductivity). Samples for dissolved organic and inorganic carbon were collected in gas free glass
bottles after filtration on 0.45um polyethersulfone filters (Sarstedt®, USA). 43 other environmental
variables were measured by an independent laboratory (Voir Annexe G). Samples for microbial
identification (2L) were collected last in sterilized polypropylene bottles (Nalgene®, USA) and stored at 4°C
in the dark during transport. Filtration for microbial analyses was carried out using a 0.2 um
polyethersulfone filter (Sartorius®, Germany), on the same day as sampling, and filters were stored at -
80°C.

Figure 1.1 Map of the sampled wells’ distribution in the Laurentians and Lanaudiere regions in Quebec (using
the Qgis software).
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1.3.2 DNA extraction and lllumina sequencing

DNA was extracted from the filters using the DNeasy power water kit (Qiagen, Germany) according to the
manufacturer’s instructions. Bacterial and archaeal 16SrRNA, as well as eukaryotic 18SrRNA genes, were
amplified using the polymerase UCP hiFidelity PCR Kit (Qiagen, Germany) for a better sensibility and
specificity on low DNA concentration. PCR was carried out following conditions described in the annexes
(Voir Annxes H et ). PCR products were normalized and purified before sequencing. Sequencing for each
domain was performed using lllumina Miseq at the CERMO-FC genomic platform (Centre excellence en
recherche sur les maladies orphelines — fondation Courtois, Université du Québec a Montréal) using the
Miseq reagent kitV3® (2 X 300 cycles, lllumina, United states). Negative control for the PCR amplification
of all 3 domains was sequenced as well. All sequences obtained were deposited on the National center for

biotechnology (NCBI) database under the PRINA701529 accession number.

1.3.3 16S and 18S rRNA gene sequence processing

Sequences were processed as amplicon sequence variant (ASV) using the DADA2 package (Callahan et al.,
2016) in R version 4.0.2 (R Core Team, 2020), according to steps described in the annexe B. ASV’s found in
the negative control or with less than 15 copies in all samples were discarded from all samples. The three
resulting community tables (Bacteria, Archaea and Eukaryote) were rarefied to the lowest ASV number by
sample: 8101 for Bacteria, 3280 for Archaea and 5397 for Eukaryote. The validity of these rarefactions was
verified by performing an extrapolation of species richness using the iNEXT package (Voir Annexe C). All
wells with a total abundance below the rarefaction value were deleted. These deletions were then
standardized between the 3 domains, bringing the number of analyzed wells to 35. Taxonomy was
assigned using IdTaxa (Murali et al., 2018) based on the SILVA database r138 (Quast et al., 2012) for the
16S rRNA sequences and Pr2 v4.14.0 (Guillou et al., 2012) for the 18S rRNA sequences, with a confidence
threshold value of 50%. The unidentified archaeal 16S rRNA sequences were assigned using a custom
database containing sequences belonging to the Woesearchaeota and Bathyarcheota phyla (Liu, X. et al.,
2018; Zhou, Z. et al., 2018). Only ASVs assigned to the domain level were kept. For Eukaryotes, taxa
belonging to the vertebrate phylum were removed as well to keep only microbial Eukaryotes. To infer
phylogenetic relations, sequences were aligned using AlignSeqs from the DECIPHER package (Wright,
2016), and used in FastTree (Price et al., 2010) to build an approximately-maximum-likelihood

phylogenetic tree.
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1.3.4 Phylogenetic diversity and multivariate analyses

For phylogenetic analysis, the tree from each domain was used to measure phylogenetic beta diversity
using the picante package (Kembel et al., 2010) in R. Two indices of beta diversity were used to analyze
phylogenetic distribution. We used the abundance weighted B mean nearest taxon distance (B-MNTDab)
index which is more representative of the recent evolution of the community, as it is based on the tip of
the phylogenetic tree; and the abundance weighted B mean pairwise distance (B-MPD) index which allows
greater analysis of the total phylogenetic composition by considering the distance between each individual
of two communities. A third dissimilarity matrix that represents the composition of the communities was

calculated using Bray-Curtis dissimilarity index based on Hellinger transformed ASV abundance data.

Among the measured environmental parameters only 13 were selected based on their known effect on
microbial communities (sulphate, potassium, chloride, calcium, nitrate and nitrite dissolved, pH, DOC,
temperature and dissolved oxygen). Non-normal variables were box-cox transformed to approach a
normal distribution using the BoxCoxTrans function from the caret package (Kuhn et al., 2020). Most of
the measured elements were log transformed to compensate for a left skewed distribution (Voir Annexe).
However, a large part of the variables showed strong collinearity. We discarded the variables with a
correlation greater than 0.6 to reduce the variance inflation and replaced them by the first principal
component from a PCA of the collinear variable (conductivity, DIC, sodium and magnesium), named PCcor

in the following analyses.

A distance based redundancy analysis (dbRDA) was applied to the distance matrix and the selected
transformed abiotic variables using the dbrda function from the vegan package (Dixon, 2003). Spatial
variables from the the principal coordinates of neighbourhood matrix (PCNM) were added to the dbRDA
model and an ANOVA-like permutational test was applied to test the significance of the complete model.
Then we selected the significant independent variables using forward selection against the response
matrix with 9999 permutations. The Holm procedure was applied to correct the p-value for multiple
testing. Explained variance of the remaining significant variable was partitioned to separate the effect of

individual variables using varpart function from the vegan package.

The sampled wells span an area of 10 000 km?. To assess the impact of this large geographic scale on the
microbial distribution we first measured Spearman rank correlation between diversity matrix and

geographic distance using the cor.test from the stats package. In addition, we calculated PCNM using the
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pcnm function within the vegan package in R version 4.0.4. This transformation allows the distances to be
expressed normally so that they can be integrated into a dbRDA model with environmental variables

(Borcard et Legendre, 2002).

1.3.5 Ecological processes associated with the distribution of microorganisms

The relative importance of the five main ecological processes driving community assembly: heterogeneous
selection (HeS), homogenous selection (HoS), dispersal limitation (DL), homogeneous dispersion (HD) and
drift, was determined using a phylogenetic binning based on null model (Stegen et al., 2013; Vellend et al.,
2014). The approach is based on a bin clustering of the phylogenetically close ASVs, and was processed
using the iCAMP package (Ning et al., 2020). The sequenced taxa were first grouped according to their
phylogenetic proximity with the taxa.binphy.big function. A mantel test based on the correlation between
the phylogenetic distance and the niche difference was performed to measure the phylogenetic signal
associated with each bin using the ps.bin function. The main process governing each bin was inferred by
null model analysis using the icamp.big function. The Beta net relatedness index (B-NRI) and Raup-Crick
index (RC) were respectively used to infer phylogenetic beta diversity and taxonomic beta diversity. For
each bin the fraction of pairwise comparison within a predefined threshold of 1.96 for B-NRI allowed us to
define the relative proportion of HeS and HoS processes in the microbial assembly (Stegen et al., 2015;
Zhou, J. et Ning, 2017). The partitioning of the remaining pairwise comparison was done using the RC index
within a 0.95 threshold to determine the proportion of DL and HD in the assembly. The remaining
comparison was attributed to drift which is the share of stochastic process in opposition with the previous

deterministic process (Stegen et al., 2013). This analysis was carried out using the rarified ASV tables.

1.3.6 Co-occurrence analysis

To investigate the existence of co-occurrence patterns in the distribution of microbial Eukaryotes, Bacteria
and Archaea we measured Spearman correlations between ASV abundance from all three domain. ASVs
present in less than three sites were discarded to avoid correlations due to taxa present in only one site.
For each domain, Shannon and evenness diversity index were correlated with each other using Spearman

correlations.
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1.4  RESULTS
1.4.1 Microbial diversity and taxonomy composition

The microbial community composition sampled showed a great diversity of taxa and high variability of
alpha diversity (Voir Annexe D). For the bacterial 16S rRNA gene dataset, 43 independent phyla were
identified, and the Shannon diversity index varied from 2.69 to 5.35 across the different sites.
Proteobacteria, Actinobacteria and Bacteroidota were the most abundant phyla representing 55.1%, 12.7%
and 6.2% of the total relative abundance respectively. The archaeal 16S rRNA gene dataset showed 13
different phyla, dominated by Woesearchaeota 37.6%, Crenarchaeota 24.2% and Halobacterota 14.0%.
The archaeal diversity measured by the Shannon index varied from 1.18 to 5.26 across sites. The eukaryotic
18S rRNA gene dataset contained 57 phyla, dominated by Ascomycota 18.7%, Ciliophora 8.6% and
Cercozoa 7.9%. We also observed a great variability of the alpha diversity between the sites with a Shannon
index varying from 1.11 to 5.57. This variation, although present in all three domains, did not follow the
same distribution. The diversity indices of the three domains were not correlated with each other (Voir

Anexe K) (P < 0.05 for Shannon, Faith phylogenetic diversity and Species richness index).

1.4.2 Geographic distribution of microbial communities

The wide geographic dispersion of sampled wells allowed us to analyze the impact of distance on
groundwater microbial diversity. The Bray Curtis community dissimilarity matrix was correlated with
geographic distance between sites (Fig. 1.2A). Spearman rank correlation indicated a positive correlation
of 0.28 (P < 0.001) for Bacteria, 0.14 (P < 0.001) for Archaea and 0.1 (P < 0.001) for Eukaryotes. These
results indicate a difference in community composition that increases with geographic distance. This trend
was confirmed for Bacteria and Eukaryotes when comparing the phylogenetic composition, based on the
B-MNTD dissimilarity matrix, to the geographic distance (Fig. 1.2B). Bacterial phylogenetic dissimilarity
exhibited a significant correlation with the geographic distance (Spearman rank correlation of 0.22
(P<0.001). Phylogenetic similarity seemed to be partly related to the geographical proximity, especially for
the bacterial diversity. Deeper phylogenetic composition, based on a B-MPD matrix (Voir Annexe E), was

also correlated with geographic distance, with a correlation only significant for Archaea (P<0.001).
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Figure 1.2 Distance decay relationship based on a Bray Curtis dissimilarity index (A), a B-MNTD phylogenetic
dissimilarity index (B), and geographic distance (km) analyzed by Spearman rank correlation.
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1.4.3 Environmental drivers of microbial community composition

The relationship between phylogenetic diversity (B-MNTD matrix) and groundwater environmental
parameters was determined using multivariate analysis. The B-MNTD matrix index reflects the superficial
phylogenetic difference between sites. The complete model was significant according to an anova-like
permutation test for Archaea (P < 0.01) and Bacteria (P < 0.001). The forward selection was therefore
applied on the dbRDA model to identify the significant environmental variables influencing community
structure for these two domains. Individual constrains explaining variation in microbial composition
differed according to the domain (Table 1.1). Bacterial phylogenetic composition variation was explained
in part by PCcor (11.4 %) while potassium explained some of the variations in the phylogenetic composition
of the archaeal communities (33.5 %). Explanatory variables tested did not explain any variation in the

phylogenetic structure of the eukaryotic communities (P > 0.05).
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Table 1.1 Significant environmental variables explaining microbial community composition (p < 0.05) after applying
a dbRDA model and forward selection on the B-MNTD phylogenetic distance matrix, the B-MPD phylogenetic
distance matrix and the Hellinger transformed (PCcor: First PCA 150mponent obtained from the colinear cations).

Response Domain Variables R2adj F P
matrix
B -MNTD Bacteria Pccor 0.114 3.435 0.007
Archaea Potassium 0.335 6.951 0.001
Eukaryote - - - -
B -MPD Bacteria pH 0.017 1.286 0.024
Archaea - - - -
Eukaryote - - - -
Bray-Curtis Bacteria Pccor 0.015 1.459 0.001
pH 0.022 1.207 0.012
Archaea pH 0.020 1.607 0.001
Potassium 0.029 1.277 0.028
Eukaryote Pccor 0.007 1.232 0.003
Sulfate 0.011 1.105 0.027

We performed this analysis again using B-MPD as a response matrix. This one is representative of a deeper
phylogenetic distance between the sites, allowing us to identify the environmental parameters explaining
variance at this phylogenetic scale. The results show that only pH is significant and only for the bacterial
domain (Table 1.1). The environmental parameters have therefore a greater influence on the shallow

phylogenetic distance represented by the B-MNTD matrix.
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To identify the parameters of importance, we applied the dbRDA model described above on the Bray Curtis
dissimilarity matrix, itself derived from the ASV composition of each site. The complete model was
significant for Archaea, (P<0.001), Bacteria (P < 0.0001) and Eukaryotes (P<0.001). Several variables had a
significant impact on the communities’” composition (Table 1.1). pH explained 2% of the variance in
Archaea and Bacteria. Variables obtained from the colinear cations (Pccor) had an impact on the structure
of bacterial (1.5 %) and eukaryotic communities (0.7%). Potassium explained 2.9% of the variance in the

composition of Archaea while sulphate explained 1.1% of the Eukaryote composition.

To include the spatial distance in the variance partitioning model, we performed a principal coordinate of
neighbour matrices (PCNM). This allowed us to obtain variables representing the spatial dispersion of the
wells, and thus the aquifers. The obtained variables were integrated into the phylogenetic and community

composition model but none of them was significant for any of the three domains (Voir Annexe L).

1.4.4 Ecological process involved in microbial community assembly

The use of the bin-based null model quantified the relative share of deterministic and stochastic processes
structuring the microbial community (Ning et al., 2020). The results revealed that deterministic processes,
including heterogeneous selection (HeS), homogenous selection (HoS), dispersal limitation (DL) and
homogeneous dispersion (HoD) had a greater impact on microbial community assembly than stochastic
processes (Fig. 1.3A). This observation was true for Archaea, Bacteria, and Eukaryotes, for which the
deterministic processes accounted for 56%, 57.7% and 68.6% of the total processes involved respectively.
DL alone was the most important deterministic process structuring every community with 36.1% to 39.2%
of the explained variance. In comparison, the influence of the variable selection (HoS and HeS) was much
less important with 14% and 19.4% of the variation for Archaea and Bacteria. Eukaryotic communities
were also influenced by DL (38.8%), but the effect of the variable selection was more important with 28.5%
of variance explained. The impact of measurable variables was therefore undeniable. However, stochastic
prosses also had an impact, here represented by the drift, which accounted for 31.4 to 44% of the

processes in the turnover for each domain.

The fraction of the different ecological processes in the community assemblages of the 3 domains were
quite similar (Fig. 1.3A). However, since a domain contains a multitude of very different species with
distinct metabolisms, we used a bin-based model to measure the preponderance of processes at the

phylum level (Fig. 1.3B). The results showed a strong variability among the most abundant phyla within
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one domain. Within the Eukaryotes, HD importance varied from 50.7% for Basidiomycota to 1.8% for
Nematozoa. Within the Bacteria, HeS ranged from 34.8% for MBNT15 to 5.1% for Bacteroidota. For
Archaea, HoS varied from 50.7% for lainarchaeota to 2.5% for Micrarchaeota. Contrasting with these
deterministic processes, the drift share seemed to be more stable within the most represented phyla
(maximum variation of 5.3 times in one domain). When comparing the results of the two taxonomic levels,
the share of deterministic processes was more important in the most abundant phyla than in the domain
average. This pattern is confirmed when we focus on the processes related to the selection by abiotic
variables (HeS and HoS), which represented 14% of the archaeal assemblage based on every archaeal ASV.
If we consider only the 10 most abundant phyla, HeS and HoS represented 49.8% of their assembly. This
trend is similar in Bacteria and Eukaryotes with a respective decrease in drift from 42.3% to 17.5% and
31.4% to 19.2% and an increase of variable selection related processes (19.5 to 49.3 for Bacteria and 28.5

to 31.4% for Eukaryotes).

Figure 1.3 Processes involved in microbial community turnover between wells, inferred using a bin-based null
model from Stegen et al. (Stegen et al., 2015) using the iCAMP package (Ning et al., 2020). (A) Applied
independently on the Archaea, Bacteria, and Eukaryotes domains; (B) Decomposed at the phylum level for each
domain and ranked from left to right by decreasing total relative abundance.
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1.4.5 Co-occurrence of Bacteria, Archaea and Eukaryote

To investigate co-occurrence at the ASV level between each domain, Spearman rank correlation was

calculated between the three abundances matrix. These co-occurrences do not necessarily indicate a
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symbiotic relationship between the two organisms, but they put forward a similar distribution. Significant
co-occurrences were observed between Archaea, Bacteria and Eukaryotes. Most of the observed
significant co-occurrences were positive (Fig. 1.4), and this was true when considering the entirety of the
dataset (Voir Annexe E) although there were some negative ones as well. The share of significant
relationships in the abundance of two ASVs differed according to the domains. Indeed, 1.3% of bacterial
and archaeal ASVs showed significant co-occurrence, while they represented 1.4% of Archaea and
Eukaryotes and 1% of Bacteria and Eukaryotes. The interconnection of eukaryotic and archaeal

communities would thus be more important than it is with bacterial communities.
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Figure 1.4 Spearman correlation between most abundant bacterial, archaeal and eukaryotic ASVs. The strength of
positive (red) and negative correlation (blue) are shown. Correlations are considered significant (*) if p > 0.05 after

multiple pairwise testing correction by the “BH” method.
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When we focused on the most abundant taxa (Fig. 1.4), some strong correlation (adjR? > 0.8) occurred in
the abundance of the 3 domain ASVs. Eukaryotic ASV262 and 263 assigned to the genus Cryptocaryon and
bacterial ASV157 affiliated with the genus Crenothrix showed an R? greater than 0.85 (P < 0.0001). Archaeal
ASV94 assigned to the class Woese 24 and the Bacterial ASV197 affiliated with the genus Gallionella also

19



showed a strong correlation. These results may suggest that these ASVs occupy the same niches or co-
depend on each other. Apart from these individual strong cooccurrences, there was a pattern in the
abundance of archaeal and bacterial taxa that belonged to methyl and methane-using groups. Bacterial
ASV 158 (genus Methylobacter), 597 (genus Methylotenera) and the ASV 155 assigned to the genus
Crenothrix were all highly correlated in their abundance with the archaeal ASV 133 (genus Candidatus

Methanoperedens), 201 and 200 (family Methanobacteriaceae) and the ASV 269 (class Bathyarchaeia).

1.5 DISCUSSION

Groundwater microorganisms belonging to the three domains of life are very different in terms of needs
and capacities. Therefore, we analyzed separately the Archaea, Bacteria and Eukaryotes to determine
what explains and influences differences in their community diversity, structure, and assembly at a
regional scale. Such parallel analyses of these three domains have only been carried out very rarely in
groundwater systems. However, omitting one of these three microbial domains greatly underestimates
the diversity of the studied ecosystem. Indeed, the interaction between these microorganisms drives and
control the assembly of the communities through symbiosis, competition, and predation mechanisms.
Other factors influence community assemblies, such as the abiotic components of the ecological niche and
the distance between the studied sites. The latter, also known as the distance decay relationship, has been
extensively tested for macroorganisms (Soininen et al., 2007). In the case of microbial communities,
different studies showed its impact in multiple environments such as rivers (Astorga et al., 2012), lakes
and their sediment (Barreto et al., 2014; Comte et al., 2016; Liu, K. et al., 2020), soil, (Bahram et al., 2018),

in oceans (Sunagawa et al., 2015), or marshes (Martiny, J. B. et al., 2011).

1.5.1 Groundwater microbial communities’ dispersal at a regional scale

Analysis of groundwater microbial communities in aquifers ranging from 1 to 165 km distance between
them, allowed us to observe the importance of this factor on the 3 microbial domains analyzed separately.
We showed that a large distance between sites led to an increase in community dissimilarity, confirming
the existence of a distance decay relationship. This same difference was observed for the phylogenetic
distance. However, these observations were not confirmed by the dbRDA model integrating the spatial
structure variables (PCNM). These vectors from different dispersal patterns were not representative of
community dispersal. Nonetheless, the results of the null model analysis showed a significant impact of
dispersal limiting factors (DL) on the community assemblage for the 3 domains. It is therefore likely that

the lack of effect of the PCNM variables is a reflection of aquifer geological characteristics. In particular,
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the movement of groundwater and the microorganisms living in it depend on the porosity of sediments
that make up the aquifer (Freimann et al., 2015; Schmidt et al., 2017). Geographic distance remains a
limiting factor for environmental colonization but is not representative of the importance of the dispersal
boundary in the distribution of subsurface microorganisms. Which are dependent on water movement

and interconnections between aquifers.

The large geographic scale at which the study was conducted had great importance on the observed
mechanisms that control community assembly. The greater the distance between two locations, the more
colonization of the environment will be limited for the species inhabiting it (Langenheder et Lindstrom,
2019). In our case, we observed a preponderance of the dispersal limitation mechanism in the assembly
of communities regardless of the domain to which the microorganisms belonged. This demonstrated the
importance of dispersal restraints on planktonic communities in aquifer subsurface habitats, whether
these limiting factors were due to habitat structure or to a lesser extent, distance. Our results were
contrary to the assumption that active dispersal abilities, or microorganism size, played a dominant role
in media colonization (Heino et Soininen, 2006; Martiny, J. B. H. et al., 2006; Zhou, J. et Ning, 2017). Here
larger microeukaryotes with more complex cell structures than prokaryotic microorganisms showed
similar sensitivity to dispersal limitation (DL) mechanisms. Eukaryotes were even less sensitive to
geographical distances than Bacteria. These results have previously been observed in surface water
(Isabwe et al., 2019; Liu, K. et al., 2020; Logares et al., 2018; Vass et al., 2020). It is likely that water
movement, and thus passive transport, was the primary mechanism for the dispersal of microorganisms

in aquifers.

1.5.2 Influence of ecological niche composition on groundwater microbial community structure

The biogeographic distribution of microorganisms is not only a function of geographic distance but is also
impacted by ecological niche composition (Fillinger et al., 2019; Hanson et al., 2012; Langenheder et
Lindstréom, 2019; Nemergut et al., 2013). We used several environmental variables measured in the
sampled water to define this niche. The variation in community composition explained by these variables
was highly dependent on the domain to which these microorganisms belonged (Liu, K. et al., 2020; Vass
et al., 2020). pH significantly structured the archaeal and bacterial communities while the measured
cations significantly influenced Bacteria and microeukaryotes. This is probably the result of the pH
characteristic which in addition to changing the form and bioavailability of other elements is also a

mediator of intercellular pH (Lund et al., 2020; Xiong et al., 2012). The Pccor axis is composed, among
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other cations, of sodium which is an important intermediary for active transport and control of cell
osmolarity (Gunde-Cimerman et al., 2018). However, the measured environmental parameters had a
limited effect on the diversity of these communities. This effect was much more important on the
phylogenetic structure based on the B-MNTD indices. This index measures the shallow phylogenetic
structure and reflects turnover between taxa with low phylogenetic distance. Environmental variables for
Archaea and Bacteria as well as spatial spacing for Bacteria and Eukaryotes strongly impacted surface
phylogenetic diversity. This effect was not reflected in the deep phylogenetic structure of communities
measured by the B-MPD index (Fine et Kembel, 2011). The deep phylogenetic structure is mainly
influenced by historical biotic and abiotic events that contribute to the early colonization of environments
(Fukami, 2015; Zhou, J. et Ning, 2017). The results obtained from the null model analysis confirmed the
importance of historical contingents. Indeed, in terms of ecological processes, the influence of historical
events was considered mainly as a stochastic mechanism associated with the drift process (Verhoef et
Morin, 2010). We observed a preponderance of drift as a controlling parameter for the community
assembly of all 3 domains. This was more important in prokaryotes than in Eukaryotes. It may be a result
of the aquifer’s characteristics which are oligotrophic environments facing little environmental fluctuation
compared to surface habitats. The first organisms to colonize these environments may have therefore
benefited from its stability, allowing them to grow and limit the establishment of new species by the
reduction of available resources or the modification of the occupied niche to their advantage. This
phenomenon is also known as “priority effect” benefits early settlers (Fukami, 2015). This process may be
important in our study and may have greatly advantaged the current aquifer local communities. The
environmental and spatial factors responsible for the observed differences between microbial ecological
niches primarily resulted in changes in the shallow phylogenetic structure of these communities (B-MNTD).
This indicates relatively recent adaptations in response to changes in their environments (Fillinger et al.,

2019).

1.5.3 Impact of potential biotic interactions on groundwater microbial communities

The null model analysis showed that the relative importance of selection-related assembly processes
differed for Archaea, Bacteria, and Eukaryotes. Eukaryotes were more impacted by deterministic
processes (homogeneous and heterogeneous selection) than Bacteria and Archaea. However, measured
environmental variables explained a larger part of the prokaryotic diversity. The selection processes
(homogeneous or heterogeneous) not only refer to the biogeochemical composition of the environment

but to all ecological forces that act on community structure, such as biotic interactions (Langenheder et
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Lindstrém, 2019; Zhou, J. et Ning, 2017). Analysis of potential community interactions suggested strong
co-occurrences between microorganisms belonging to the 3 domains. These biotic interactions undeniably
contribute to the formation and maintenance of communities through competition, predation (Grazing,
viral infection) or syntrophic mechanisms (Graham et al., 2017, Romdhane et al., 2021; Souffreau et al.,
2015; Verreydt et al., 2012). Thus, in our study, the importance of selection processes in eukaryotic
community turnover is likely explained by biotic interactions. As the observed co-occurrences were mainly
positive, these interactions between individuals of the 3 domains should be mainly beneficial to the two
individuals involved, implying a majority of syntrophic interactions (Morris et al., 2013). This hypothesis
was corroborated by the strong potential co-occurrence between archaeal taxa belonging to Candidatus
Methanoperedens and Methanobacteriaceae, and bacterial taxa belonging to methylotrophic genera
Methylobacter and Methylotenera. These 2 archaea are methanotrophs, which have the capabilities to
assimilate methane and produce CO, (Haroon et al., 2013). These methane-oxidizing prokaryotes were
shown to be involved in many symbiotic relationships whether with eukaryotes (nitrogen and methane
cycles interaction with Sphagnum or microalgae fueling aerobic methane oxidation) (Van der Ha et al.,
2011; Vile et al., 2014), or other prokaryotes (Sphingopyxis can promote methane catabolism of
methanotrophs) where they act as primary producers in methane driven environments (Agasild et al.,
2014; Ho et al., 2016; Jeong et al., 2014). Methylotrophs are characterized by their ability to use one-
carbon compounds as a carbon and energy source (Kalyuzhnaya et al., 2010). The strong co-occurrences
observed between these 2 types of microorganisms could be the result of metabolite exchanges during
syntrophic interactions such as organic matter derived from methanotrophy (He et al., 2012; Rani et al.,

2021).

1.5.4 Differences between bacterial, archaeal and microeukaryotic communities

The regional distribution of microeukaryotes, Bacteria and Archaea in groundwater was primarily
influenced by deterministic mechanisms. These results support the hypothesis of the importance of
dispersal boundaries and niche composition on microbial community diversity. However, stochastic
mechanisms played an important role in the community assembly of the 3 domains. Archaea, Bacteria and
Eukaryotes were studied independently to observe the mechanisms governing their distributions.
Although the species belonging to these three domains are very different, we observed a comparable
share of the five ecological processes involved in their distribution. This contradicts the hypothesis that
the physiological differences between these species would have a strong impact on the mechanisms

involved in their distribution. These results question the relevance of the domain as a factor of separation
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between the microorganisms studied. The three domains identified by Carl Woese put together organisms
with similar evolutionary distance (DelLong et Pace, 2001; Woese et al., 1978). Microeukaryotes are larger
and have a more complex cell structure than prokaryotes, with compartmentalized organelles that give
them additional capacities, including phagocytosis. This places them at a higher trophic level than
prokaryotes, although they were studied here in parallel. On the contrary, the simpler cellular organization
of prokaryotes gives them large functional versatility due to a great number of metabolisms possessed or
exchangeable by gene or reaction intermediate transfer (Massana et Logares, 2013). Although Archaea
are prokaryotes of similar size compared to Bacteria, several elements, notably their genomic material,
bring them closer to eukaryotes (Baker et al., 2020; Doolittle et Logsdon Jr, 1998). However, each of these
three domains includes a multitude of species with completely different capacities and needs. And, each
of the taxa forming the microbial community should be influenced differently by the 5 ecological processes

identified by Mark Vellend (Vellend, 2010), particularly according to their metabolic capabilities.

The framework developed by Ning et al. quantifies the share of ecological processes by previously
performing binning based on the phylogenetic proximity of taxa composing the communities. This method
analyzes the ecological processes involved in turnover between individuals rather than communities (Ning
et al., 2020). We can thus reconstruct the processes involved at a lower taxonomic level than the domain
level. Our results showed a very large disparity between the different phyla composing each domain. This
disparity has rarely been considered and can lead to underestimating the impact of certain processes (Vass
et al., 2020; Yeh et al., 2015). If we take the example of spatial dispersal patterns, these may be dependent
on the type of microorganisms which, depending on their dispersal abilities, will be sensitive to a distance
decay relationship (Hanson et al., 2012). The use of a lower taxonomic level such as phylum or even bins
grouping phylogenetically close taxa can mitigate this bias. What we observed in the case of the
communities present in the Laurentian groundwater was that the selection processes were on average
more important in the most abundant phyla than in the associated domains. This was accompanied by a
less important drift. This observation translates a preponderance of deterministic mechanisms on the most
abundant phyla, probably the result of a better establishment of these taxa which would be less subject
to stochastic processes (Zhou, J. et Ning, 2017). Low abundance taxa are themselves sensible to a slight
change of their environment resulting in their potential extinction (Nemergut et al., 2013; Pedrds-Alig,
2006). Studying ecological processes at the community scale comprising several thousand unique
individuals provides an idea of the average of the processes involved. However, this average does not

reflect the immense inter-individual disparity.

24



In conclusion, our study has shown the impact of geographic distance and deterministic processes on the
composition of archaeal, bacterial and eukaryotic communities across a regional aquifer. While
highlighting the need to consider mechanisms acting on less abundant taxa that are neglected in total

community-based analyses.
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CHAPITRE 2

Discussion générale

L'objectif de cette étude était d’établir les mécanismes qui génerent et maintiennent la diversité
microbienne dans les eaux souterraines des aquiféres des Laurentides, et ce, a une échelle régionale. Ces
mécanismes agissent sur la totalité des organismes habitant ces écosystemes. C'est pourquoi nous avons
choisi d’étudier en parallele les bactéries, les archées et les microeucaryotes qui forment a eux trois
I’écrasante majorité de la vie dans I'eau souterraine. Notre étude est une des premieres a étudier cet
aspect global des communautés microbiennes souterraines a si large échelle. Il a été montré que la
multitude d’espéces qui composent ces trois groupes, ne sont pas ubiquitaire, mais présentent des aires
de distribution précise. L’existence d’'un endémisme microbien est la preuve concrete de I'existence de
schéma de distribution biogéographique chez les microorganismes (Hanson et al., 2012). Sa
matérialisation la plus évidente serait donc une influence de la distance géographique sur la distribution
des espéces. Ce lien entre la taille de la zone étudiée et le nombre d’espéces a été généralisé sous la forme
d’une des premieres lois fondamentales de la distribution globale des organismes (Lawton, 1999). Cette
généralisation n’a atteint que tardivement le monde des microorganismes, mais, depuis peu, de
nombreuses études se sont attelées a démontrer I'existence d’une relation entre distance et décroissance
de la présence des espéces (Astorga et al., 2012; Horner-Devine et al., 2004). Notre étude a permis de
montrer l'existence de cette relation chez les archées, les eucaryotes et les bactéries dans I'eau

souterraine.

Cependant la distance n’est pas un parameétre exempt de toute interaction ou colinéarité, il est possible
gue son effet soit additionné a celui de parametres environnementaux structuré spatialement (Souffreau
et al., 2015). On peut exclure de cette hypothése les paramétres mesurés qui n’expliquent que peu de
variation et ne présentait aucune colinéarité avec les coordonnées géographiques. Mais de nombreux
parameétres définissant la niche écologique des microorganismes nous restent inconnus. La diminution de
I'abondance d’une espéece avec la distance géographique peut donc étre liée a son inadaptation au milieu.
Enfin I'influence de la distance n’a de sens que s'il existe un mouvement. Ce mouvement peut étre passif
et uniqguement le fait de I’environnement étudié. Dans notre cas l'aquifere, comme présenté
précédemment, dispose de nombreuses limites au mouvement des organismes qu’il héberge. La
colonisation de nouveaux environnements peut aussi étre active, elle dépend alors des capacités de

dispersion des microorganismes eux-mémes. Dans le cadre de cette étude, deux mesures se réferent
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indirectement aux facteurs limitant la colonisation. L'impact de la distance géographique et la part du
processus de limite de dispersion. On observe que la part du processus de limite de dispersion reste
relativement similaire entre les domaines. Contrairement a I'influence de la distance géographique sur la
dissimilarité des communautés, qui est plus importantes pour les bactéries que pour les archées et les
eucaryotes. Il semble donc que la distance soit un parametre primordial dans le contréle de I’établissement
et du maintien des communautés, mais que celui si n’agisse pas de la méme facon sur les différents
microorganismes. Les bactéries sont majoritairement dépendantes de leurs incapacités a se rendre dans
un nouvel environnement alors que les archées et les eucaryotes semblent moins impactés par la distance
gue par une incapacité a s’établir dans leur nouvel environnement. Une généralisation excessive de
I'aspect quantitatif de la relation de distance/décroissance serait donc une erreur, du moins dans le cas

des microorganismes. Car, dans un environnement similaire celle si n’agit pas de la méme fagon sur les

différents microorganismes qui y résident.

Les caractéristiques biogéochimiques de I'eau présentent, comme les microorganismes qui y résident, une
distribution hétérogene. Les besoins métaboliques de chaque microorganisme étant particulierement
différents, cette hétérogénéité va participer a définir leurs propres distributions. Ce mécanisme est appelé
le triage des especes, et correspond a une sélection des espéeces les mieux adaptées aux caractéristiques
de la niche qu’ils colonisent. Les résultats que nous avons obtenus montrent que la part de variation
expliquée par les variables abiotiques mesurées est relativement faible. Cependant, le pH participe a
définir la distribution des bactéries et archées, plus que la plupart des nutriments nécessaires a la
croissance de ces organismes. Cette observation peut notamment s’expliquer par le role que joue le pH
dans les différents cycles biogéochimiques. On sait par exemple que le pH peut affecter la minéralisation
du carbone organique et donc sa disponibilité pour les organismes hétérotrophe (Wang, C.-Y. et al., 2019).
En plus d’avoir un effet sur leurs environnements et la disponibilité des nutriments, le pH peut agir
directement sur les microorganismes en dénaturant des protéines indispensables a leurs fonctionnements
telles que les enzymes, ou méme en changeant la charge ionique de certaines molécules. La plupart des
microorganismes ont une croissance optimale a un pH proche de 7. Mais certains d’entre eux se sont
adaptés a des conditions de pH extréme tels que les bactéries ou les archées acidophiles (Sharma et al.,
2012). Ces organismes procaryotes ont de meilleures capacités d’adaptation a des milieux extrémes que
les microeucaryotes, méme si ces derniers ont certains représentants capables d’y vivre (Amaral-Zettler,

2013). Le pH est donc un facteur clef de la distribution des microorganismes procaryotes principalement
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dans les environnements ou ses concentrations sont variables. Ce qui est le cas des puits que nous avons

échantillonné ou il varie de 4.9 3 8.9.

Un deuxieme parametre semble expliquer une part importante de la composition des communautés, cette
fois, chez les eucaryotes et les bactéries : I'axe PCcor, obtenu a partir des concentrations en carbone
inorganique dissous, sodium, magnésium ainsi que des mesures de conductivité. Ces différents éléments
peuvent avoir un effet direct ou indirect sur la croissance des microorganismes. Le magnésium, tout
d’abord, est essentiel a la vie de tous les organismes en raison de son réle de cofacteur enzymatique, de
stabilisation des composants cellulaire et de son implication dans la signalisation cellulaire. Il est donc
communément admis que la présence de magnésium dans un milieu va favoriser la croissance des
microorganismes (Demishtein et al., 2019; Groisman et al., 2013). Une concentration faible a modérée
sera donc bénéfique a I'accroissement de la plupart des communautés alors qu’une concentration
anormalement élevée causera une inhibition de la production de biofilm et donc potentiellement du
développement de certains microorganismes (Oknin et al., 2015). Le sodium est lui aussi un élément
indispensable aux besoins des cellules. C'est un des facteurs les plus importants dans le controle de la
distribution des archées et bactéries a une échelle globale (Auguet et al., 2010; Lozupone et Knight, 2007).
Ceci en raison notamment du maintien de I'osmolarité associé a des concentrations croissantes en sel. De
méme que pour le pH, plusieurs microorganismes ont développé des mécanismes d’adaptation a des
concentrations tres élevées en sels. Ces organismes halophiles ont initialement été identifiés parmi les
bactéries et les archées, mais on sait maintenant qu’il existe aussi des microeucaryotes présentant ces
capacités (Harding et al., 2017). La concentration en sodium et en magnésium influent sur la diversité
microbienne, mais aussi, en leurs qualités de sel, sur la mesure de conductivité. Ce parametre, pris en
compte dans I'axe PCcor, est fonction de la quantité de sels dissous dans I'eau. D’olu sa forte colinéarité
avec les deux cations cités précédemment. Enfin, le dernier élément incorporé, et non des moindres, est
le carbone inorganique dissous. Celui-ci se trouve principalement sous la forme de dioxyde de carbone
dissous, d’ions carbonate et de bicarbonate issu notamment de la dissolution du CO, atmosphérique ou
du carbonate composant les roches des aquiferes fracturés (Ma et al., 2014). Cette source de carbone
inorganique peut ensuite étre utilisée par les organismes chimiolithoautotrophes, qui, par leurs
croissances et leurs productions de composés organiques, sont des producteurs primaires importants
(Nowak et al., 2017). Dans les aquiferes étudiés, la distribution de ces quatre facteurs est similaire. Leurs
impacts sur les microorganismes ne peuvent donc pas étre dissociés. On peut en conclure a un effet

combiné du DIC et des cations (sodium et magnésium) qui eux méme influence la conductivité.
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Ces facteurs expliquent une partie de la dissimilarité dans la composition des 3 communautés au niveau
du domaine, soit chez les bactéries, archées et eucaryotes. La variance expliquée reste cependant assez
faible. C'est pourquoi plusieurs parametres non mesurés jouent certainement un réle pour expliquer
I'assemblage des communautés. L'analyse par modele nul nous a permis de mieux comprendre les
mécanismes écologiques impliqués dans cet assemblage. Et de maniere cohérente avec l|'analyse
précédente, la part des processus de sélection est relativement faible parmi les mécanismes expliquant
I'assemblage des communautés. Le processus écologique de sélection fait référence a toutes les forces
écologiques liées a la composition de la niche écologique des organismes, et qui entrainent une pression
de sélection (Zhou, J. et Ning, 2017). Dans le cas des aquiferes cela comprend la composition géochimique
de I'eau, mais aussi I'interaction entre les différentes espéces qui y résident. Bien que faible, la part de ces
processus de sélection représente jusqu’a 28.5% des processus impliqués chez les eucaryotes. Ceci nous
laisse supposer que les variables mesurées ne sont pas les seules impliquées dans les pressions de

sélection exercées.

Les 5 processus écologiques identifiés a I'aide du modele nul nous ont montré la prépondérance des
mécanismes déterministes dans |'assemblage des communautés appartenant aux 3 domaines de
microorganismes. Cependant, I'apparente uniformité dans la part des processus impliqués n’est qu’une
moyenne et n’illustre que grossiérement la distribution des individus qui composent ces communautés.
Tout particulierement la distribution des groupes dont I'abondance est faible et qui sont donc sous
représentés dans I'ensemble que constitue les domaines. La réalisation de groupes phylogénétiques
proche préalablement a I'application du modeéle nul, suivant la méthode développée par Ning et al. nous
a permis de décomposer les processus écologiques impliqués pour chaque phylum (Ning et al., 2020). On
observe alors de fortes variations dans les processus impliqués dans I'assemblage de chacun de ces sous-
groupes. Si I’'on prend I’'exemple du phylum eucaryote Basidiomycota, qui regroupe une grande partie des
mycetes, on observe que la sélection semble n’avoir que trés peu d’effet sur sa distribution. Au contraire
la dispersion joue un role prépondérant et tout particulierement la dispersion homogéne. Cette
observation peut signifier |’existence d’'une mobilité particulierement efficace. On peut remarquer que la
dispersion est aussi le processus le plus important chez les ascomycetes. Ces deux phylums appartiennent
au regne des Fungi et sont parmi ces représentants les plus abondants dans les écosystemes souterrains
(Egidi et al., 2019). Cette distribution quasi ubiquitaire est cohérente avec I'existence chez ces espéces de
bonne capacité de dispersion. Si I'on s’intéresse aux phylums archées, on peut observer que la distribution

des Euryarchaeota et des Lainarchaeota est a plus de 80% contrdlée par des processus de sélection, et ce
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bien que la majorité des archées ne soit que faiblement sujette a ces processus (14%). Le phylum des
Euryarchaeota est un groupe particulierement hétérogene d’archées présentant des spécificités telles que
I'acidophilie, I’'halophilie ou la thermophilie (Oren, 2019). Ces particularités liées a une adaptation des
microorganismes a leurs environnements peuvent s’accompagner de sensibilité a des changements trop
importants de leurs milieux. Prenons I'exemple des microorganismes halophiles, cette capacité a vivre
dans des milieux a forte concentration en sel devient un motif de sélection lorsque ces organismes ne sont
plus capables de survivre dans des milieux peu salés. Les organismes halophiles obligatoires ne peuvent
maintenir leurs osmolarités que dans des milieux présentant une concentration en sel supérieur a 9%
(Harding et al., 2017). Cette sensibilité explique potentiellement la prédominance des mécanismes de
sélection chez les Euryarchaeota. Ces résultats démontrent la nécessité de considérer a la fois la
communauté totale, dans notre cas le domaine, et les différentes individualités qui compose ce groupe,
ici les phylums. Cette démarche met en avant les différences de capacités et de besoin des espéces
composant un écosysteme. Les conclusions de cette étude permettent de mieux comprendre les
mécanismes en jeu dans le fonctionnement des écosystemes microbien de I'eau souterraine. Et ce en
mettant en avant les mécanismes importants dans I'assemblage des communautés. Cette compréhension
ouvre la voie a une meilleure conservation de ces milieux et tout particulierement par I'analyse conjuguée
des 3 domaines microbiens. Ces organismes qui partagent les mémes milieux semblent, par leurs
cooccurrences, particulierement interconnectés, mais une analyse expérimentale de ces interactions

permettrait de confirmer cette hypothese.

Ces conclusions sont issues de I'interprétation des résultats de séquencage du gene ARNr 16S présents
dans les échantillons d’eau souterraine prélevés. Bien que cette eau a été, pour tous les échantillons,
prélevés durant une courte période de I'été 2019, I'ADN gu’elle contient n’est pas seulement le reflet des
communautés vivant a cet instant. Celle si contient aussi de I’ADN fossile provenant d’organismes n’étant
plus présent lors de I’échantillonnage. Cet élément ajouté aux biais intervenant lors des différentes étapes
de séquencage, donne aux résultats une subjectivité qui ne permet pas de comparer des études réalisées
a un moment, ou dans des conditions différentes. Une deuxiéme limite de cette étude réside dans
I'interprétation des coocurence observé dans I'abondance relative des différents ASV. La présence dans
un méme environnement et dans une abondance relative similaire de 2 organismes ne permet pas de

conclure sur leur interaction, cette observation peut étre le fait de préférence similaire.
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CONCLUSION

La subsurface terrestre est, de par sa difficulté d’acces, un écosysteme peu étudié, bien qu’il contienne la
majorité de la biomasse microbienne terrestre. Cette étude a donc permis d’identifier les microorganismes
et les processus régissent leurs distributions a une échelle régionale, dans les Laurentides. Afin de
considérer la totalité des microorganismes peuplant ce milieu, les archées, bactéries et eucaryotes ont été
analysés en parallele. Nous avons ainsi observé que la distance géographique joue un réle important dans
I’établissement des communautés principalement bactériennes, mais aussi archées et eucaryotes. Ceci
confirme I'existence d’une distribution biogéographique des microorganismes dans un environnement
peu perméable comme les aquiféeres. La composition biogéochimique de I'eau joue, elle aussi, un role de
sélection des organismes composant les communautés. Le pH semble ainsi avoir un réle important sur la
composition des communautés archées et bactérienne. Alors que, les concentrations en sodium,
magnésium, et DIC jouent un rble dans la composition des communautés eucaryotes et bactériennes.
L'influence de ces variables mesurées reste trés limitée, des variables de composition de la niche non
mesurées ont donc certainement un effet sur les microorganismes. Un des facteurs dont l'influence
guantitative n’a pas pu étre mesurée est I'interaction entre les especes. Nous avons observé par I'analyse
de cooccurrence, la forte interconnexion probable entre les microorganismes des 3 domaines. Cette
hypothése a été confirmée par I'analyse des processus régissant I'assemblage des communautés
déterminé par modele nul, montrant une influence de la sélection plus importante que la variance
expliquée par les variables abiotiques. Ces résultats ont aussi démontré que les processus affectant, dans
les mémes sites, les archées, bactéries et eucaryotes, sont différents. Les processus déterministes sont
prépondérants pour les 3 domaines, mais la sélection par les variables de niches semble affecter plus
fortement les eucaryotes que les bactéries et les archées. Au contraire des mécanismes stochastiques qui
sont plus importants chez les archées que les bactéries et les eucaryotes. Malgré ces différences,
principalement dues aux caractéristiques physiologiques de ces organismes, la part des processus
écologiques calculés au niveau du domaine reste assez proche. C’est pourquoi nous avons décidé de nous
intéresser a la part de ces processus a un niveau taxonomique inférieur, le phylum. Cette initiative nous a
permis d’observer I'immense hétérogénéité couverte par chaque domaine. Mettant en avant des espéces
présentant des besoins et des capacités distinctes et induisant la nécessité de s’intéresser aux espéces que

compose un écosystéme pour mieux comprendre son organisation.
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ANNEXE A

Méthode d’analyse des processus par model nul

Les parts de chaque processus écologique impliqué dans la différence entre 2 communautés peuvent étre
estimées par une méthode d’analyse par modéle nul. Cette méthode comprend deux analyses successives
basées sur la composition phylogénétique plus la différence de composition des communautés en termes

d’abondance. Nous avons appliqué la méthode développée par Ning et al. (2020) détaillé ci-dessous.

La premiere étape a pour but de définir la force du processus de sélection par I’environnement. On observe
pour cela la différence entre la matrice de dissimilaritée phylogénétique et sa matrice nulle obtenue par
randomisation. Une différence négative importante (< -2) indique que les especes des 2 communautés
sont trop phylogénétiquement proche pour que cela soit di au hasard. L'existence d’un signal
phylogénétique nous permet ainsi de conclure a une sélection des mémes espéces dans les deux
environnements en raison de leurs sensibilités équivalentes a la composition de leur niche. Le processus
écologique impliqué ici est la sélection homogéne. Dans le cas d’une différence positive significative (> 2)
les especes des 2 communautés, sont trop phylogénétiquement éloignée pour que cela soit di au hasard
et on en conclut a une sélection d’espeéces différentes du a deux niches écologiques distinctes. Soit un

processus de sélection hétérogéne.

Le cas d’une différence modéré ou nul (< 2) la déviation est considérée comme trop faible pour que la
sélection en soi la source. On considére donc la matrice de dissimilarité dans la composition des
communautés. Celle si ne considere pas la relation phylogénétique, mais uniquement I’'abondance et
I'occurrence des espéces présentes. La méme analyse par modele nul est réalisée et les différences
significativement positives entre la matrice randomisée et observée sont interprétées comme une limite
de dispersion. Une communication limitée entre les deux puits entrainerait donc une évolution différente
des deux communautés. Au contraire une différence négative importante indique une similarité de
composition, que lI'on traduit par une communication accrue entre les 2 sites, résultant en des
communautés similaires. Ce dernier processus est nommé dispersion homogéne. Pour finir dans le cas des
sites présentant une différence non significative entre matrice nulle et observée, on en conclut que les
mécanismes écologiques impliqués sont stochastiques. Ce phénomeéne est appelé drift. (Stegen et al., 2013;

Zhou, J. et Ning, 2017)

32



La méthode développée par Ning et al. 2020, que nous avons utilisé, présente une étape préliminaire. Les
différents taxons sont regroupés en fonctions de leurs proximités phylogénétiques afin que le modele
décrit précédemment soit appliqué a chacun de ces groupes. Il a été montré qu’au sein d’'une communauté
I'impact des processus écologiques n’est pas homogéne, leurs actions varient pour chaque taxon qui
compose cette communauté (Hanson et al., 2012; Nemergut et al., 2013). Une moyenne basée sur la
totalité de la communauté entraine donc inévitablement une simplification en maximisant I'influence des

taxons majoritaire. La similarité phylogénétique des groupes formés permet de réduire ce biais.
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ANNEXE B

Sequence processing using DADA2 package (Callahan et al., 2016)

After controlling the quality of the reads, the first ten nucleotides were removed for each domain to get rid
of the barcode. Truncation length was then chosen depending on the length and quality of the target 16S or
18S fragment using filterAndTrim. Forward and reverse sequences were trimmed at 280 and 250 bp
respectively for bacterial sequences and 250 and 250 bp for eukaryotic sequences. For archaeal sequences,
only 210 bp of the forward reads were kept due to the poor quality of reverse reads. Quality filtering was
performed to discard reads with quality less than 2, all reads containing at least one N, and reads with more
than two DADAZ2 errors. The error rates were inferred using the LearnErrors function the cleaned sequences
were merged, and chimera removed using the mergePairs and removeBimeraDenovo functions. Resulting

in 3 ASV community tables.
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ANNEXE C

Result validating the choice of rarefaction

Figure S1. Rarefaction curve displaying the species richness against the number of sequences before
rarefaction. Red dashed lines show the number of sequences used for rarefaction. (A) The number of
sequences was extrapolated (Blue curve) using the INEXT' package (Hsieh et al., 2016); (B) Comparison
between Shannon diversity of the rarefied and extrapolated dataset; (C) Correlation between species

richness of the rarefied sand extrapolated dataset.
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ANNEXE D

Mean relative abundance of the 10 most abundant phyla for each domain

Figure S2. Mean relative abundance of the 10 most abundant phyla for each domain across all studied wells.
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ANNEXE E

Distribution of coocurence values

Figure S3. Distribution of the spearman rank correlation values of co-ocurence patterns between the 3

domains Archaea, Bacteria and Eukaryotes. Significant values (“BH” adjusted P< 0.05) are in blue and non-

significant values are in red.

Bacteria and Archaea Bacteria and Eukaryote Eukaryote and Archaea
10000
10000
10000
1000
1000
- 1000
o
=
[
=}
g 100
100 100
10 10 10
1 1 1
0 0 0
-05 0.0 0.5 1.0 -05 0.0 0.5 1.0 -05 0.0 0.5 1.0
Adjusted spearman correlation coeficient Adjusted spearman correlation coeficient Adjusted spearman correlation coeficient

38



ANNEXE F

Distance decay relationship based on B-MPD

Figure S4. Distance decay relationship based on B-MPD phylogenetic dissimilarity index and geographic

distance (km) analysed by Spearman rank correlation.
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Methods used for environmental parameters measurement

ANNEXE G

Table S1. Laboratory analyses methods used to measure the environmental parameters.

Conservation Detection

Method agent limit (mg/L)
pH Hanna instrument multiprobe - -
Temperature Hanna instrument multiprobe - -
Sulfate MA.300 —ions 1.3 R3m / Chrom. lon. - 0.3
DOC TOC Analyzer* - 0.02
Oxygen dissolved Hanna instrument multiprobe - -
Potassium MA. 200 — Met 1.2 R5m / icp-MS HNO3 0.1
Sodium MA. 200 — Met 1.2 R5m / icp-MS HNO3 0.1
Chloride MA.300 —ions 1.3 R3m / Chrom. lon. - 0.05
Conductivity Hanna instrument multiprobe - -
Calcium MA. 200 — Met 1.2 R5m / icp-MS HNO3 0.3
Nitrate and nitrite MA.300—ions 1.3 R3m / Chrom. lon. - 0.02
dissolved
Magnesium MA. 200 — Met 1.2 R5m / icp-MS HNO3 0.1
DIC TOC Analyzer* - 0.02

*Heated persulfate wet oxidation using a TOC Analyzer (Aurora 1030W; Ol Analytical, USA).
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ANNEXE H

PCR primer

Table S2. PCR primer pairs used for 16S/18S rRNA gene amplification and sequencing.

Domain Primer Target  Sequence (5°-3°) Reference
region
Bacterial B341F V3-4 CCTACGGGAGGCAGCAG (Klindworth et al., 2013;
16SrRNA Wear et al., 2018)
B785R V3-4 CTACCAGGGTATCTAATCC (Klindworth et al., 2013;
Wear et al., 2018)
Archeal A340F V3-5 CCCTACGGGGYGCASCAG (Ovreds et al., 1997)
16STRNA
A915R V3-5 GTGCTCCCCCGCCAATTCCT (Ovreds et al., 1997)
Eukaryotic ~ E960F V7 GGCTTAATTTGACTCAACRCG  (Debroas et al., 2017;
18SrRNA Gast et al., 2004, Van de
Peer et al., 2000)
NSR1438R V7 GGGCATCACAGACCTGTTAT (Debroas et al., 2017,

Van de Peer et al., 2000)
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ANNEXE |

PCR conditions

Table S3. PCR conditions used for 16S/18S rRNA gene amplification and sequencing.

Domain Cycle

Denaturation Annealing Extension Final extension

Bacterial Number of 33 1
16STRNA  cycles

Time 30 sec Imin Imin 10min
Temperature ~ 98°C 57°C 72°C 72°C
Archeal Number of 40 1

16STRNA  cycles

Time 30 sec 30sec Imin 10min

Temperature ~ 98°C 58°C 72°C 72°C
Eukaryotic Number  of 40 1
18SrRNA  cycles

Time 30 sec 30sec Imin 10min

Temperature ~ 98°C 56.6°C 72°C 72°C
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ANNEXE J

Water composition summary

Table S4. Summary of the groundwater environmental variables measured at the different well sites.
Minimum (Min), maximum (Max) and mean were weighted by standard deviation. Last column shows the

transformation applied before multivariate analysis (Transfo).

Min Max Mean Transfo
pH 4,9 8,89 6,9+1 None
Temperature 6,56 13,72 9,3+1,6 Log
Sulfate 0 180 15,8+29,6 Log+1
DOC 0,4 19,3 3,6+4,1 Log
Oxygen dissolved 0 225 67,2458,2 Log+1
Potassium 0,17 17 2429 Log
Sodium 0,78 610 34,54+95,8 Log
Chloride 0,12 370 26,1+66,9 Log
Conductivity 31 2596 311,6+434  Log
Calcium 3 94 24,3+20,2 Log
Nitrate and nitrite dissolved 0 5,2 0,5+1 Log +1
Magnesium 0,33 29 4+5,5 Log
DIC 5,4 271 32,8+42.1 Log
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ANNEXE K

Correlations between each domains distribution index

Table S5. Spearman correlation between Shannon diversity indices.

P R2
Bacteria and Archaea 0.5599 -0.1085
Bacteria and Eukaryote 0.5866 0.1012
Eukaryote and Archaea 0.1365 0.2734

Table S6. Spearman correlation between species richness.

P R2
Bacteria and Archaea 0.4480 -0.1414
Bacteria and Eukaryote 0.5715 0.1057
Eukaryote and Archaea 0.1425 0.2696

Table S7. Spearman correlation between Faith’s phylogenetic diversity indices.

P R2
Bacteria and Archaea 0.3038 -0.1903
Bacteria and Eukaryote 0.6170 -0.0931
Eukaryote and Archaea 0.1579 0.2597
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ANNEXE L
Validity of PCNM dbRDA model

Table S8. Results of anova-like permutation test on dbRDA model with the 5 first PCNM variables as an

explanatory matrix and diversity matrices as response.

Domain Response matrix P
Bacteria Bray-Curtis 0.0447 *
B-MPD 0.684
B-MNTD 0.8561
Eukaryote Bray-Curtis 0.19
B-MPD 0.9258
B-MNTD 0.4523
Archaea Bray-Curtis 0.368
B-MPD 0.4076
B-MNTD 0.8208

*Complete model is significant, but no significant variable were identified after forward selection and

Holm correction for Pairwise comparison.
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ANNEXE M

Coordonnée géographiques des puits échantillonés

Table S9. Coordonnées géographiques des puits échantillonés selon une projection Lambert du Quebec

Latitude Longitude
-464186 252921
-476006 254375
-464806 248117
-465375 249459
-421573 217685
-430720,62 222687,29
-440260,99 210940,542
-432473 218531
-418209 222286
-531330 297146
-531812 295940
-526902 295424
-526118 300255
-519810 309453
-508478 302965
-514734 307649
-511269 302374
-496274 302670
-501849 305761
-456849 262945
-486678 242631
-476775 247004
-547456 254182
-513916 312637
-518297 318335
-464543 216510
-452804 218137
-410863,38 217071,688
-395973,28 204828,649
-395293 207180
-453854,02 263173,354
-403954,42 207332,809
-395790,84 211817,045
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