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RESUME

Les champignons sont des organismes vivants fascinants, que 1’on retrouve dans tous les
types d’habitats terrestres ou aquatiques, sur tous les continents et méme a haute altitude.
Leur richesse est variable en fonction des habitats et elle est modulée par des conditions
environnementales telles que le climat, le type de sol ou la présence de certaines
especes végétales. Du fait de leur diversité, de leur mode de vie et leur fonction,
les champignons vont jouer des roles importants dans les écosystémes en intervenant,
notamment, dans la décomposition de la matiére organique, le cycle des nutriments et
dans la formation de symbioses. Pour les foréts boréales et tempérées des changements
dans les compositions fongiques, peuvent affecter la performance et la fonctionnalité de
ces écosystemes. Certaines especes fongiques sont aussi une source de revenus et
possedent un potentiel commercial important parce qu’ils sont comestibles ou par la
production de molécules d’intéréts. Malheureusement, un des freins majeurs pour la
conservation et le développement de la ressource fongique est le manque de
connaissance sur leur diversité. Dans le cadre de cette thése, trois objectifs ont été ciblés
afin d’augmenter le niveau de connaissance en mycologie et valoriser les champignons
forestiers d’intéréts.

Dans le cadre du premier objectif de cette thése, la diversité fongique globale sur une
partie du territoire québécois a été estimée en plus de I’identification des variables
environnementales influengant la richesse et la composition fongique. La diversité
fongique a été estimée par le séquencage de I’ADN environnemental extrait
d’échantillons de sols récoltés sur plus de 200 peuplements différents qui ont été
caractérisés au niveau de plusieurs variables abiotiques (p. ex. pH du sol, recouvrement,
épaisseur de la liticre et humus). Les résultats obtenus ont démontré que I’age du
peuplement ainsi que le couvert en mousse €taient de forts prédicteurs de la richesse
fongique. La composition fongique a aussi été analysée entre les peuplements et le pH
du sol, les précipitations moyennes pendant la saison de croissance et I’age du
peuplement ont €té identifiés comme des variables qui modulent les compositions
fongiques. De plus, une analyse régionale des communautés fongiques a révélé un fort
taux de remplacement des espéces. Ces résultats ont permis d’avoir une vue d’ensemble
de la diversité fongique a travers la forét boréale et tempérée du Québec.

Le deuxiéme objectif consistait a identifier de forts prédicteurs de présence pour des
especes fongiques d’intéréts et de cartographier leurs sites potentiels de présence.
Les données de séquengage sur I’ADN environnemental d’échantillons de sols ont
permis d’identifier des especes fongiques d’intéréts. Nous avons utilis¢ des modéles
linéaires généralisés (GLMs) pour prédire la distribution des especes fongiques
d’intéréts et appliqué les résultats sous forme de carte. Dans cette étude, Amanita
muscaria a €té utilisée comme exemple. Au total, 131 072 combinaisons possibles de
modeles ont ét¢ générées et la sélection du meilleur modéle (Information Criteria)
comportait le pH du sol, les précipitations moyennes durant la saison de croissance et le
couvert en mousse. Les résultats du modéle ont été¢ appliqués sur des données
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écoforestieres a grande €chelle pour générer des cartes de potentiel de présence a travers
les régions de I’Abitibi et la Mauricie. Ces cartes serviront dans ’avenir comme outil
afin de cibler les sites potentiels de cueillette.

Le dernier objectif de cette theése a permis [’étude d’un de nos champignons
forestiers comestibles, trés recherché sur le marché commercial, le champignon crabe
(complexe Hypomyces lactifluorum/Russula brevipes). Le champignon crabe résulte
d’une infection par un ascomycete Hypomyces lactifluorum sur la russule a pied court
(Russula brevipes). Des tissus, dans différents endroits du sporocarpe, ont été récoltes
afin d’en extraire 'ADN et d’investiguer, au moyen du PCR en temps réel,
la distribution des deux espéces a différents stades d’infection. Les résultats obtenus
ont été des plus intéressants puisqu’ils ont démontré que les deux especes sont présentes
partout dans le sporocarpe, mais que I’ADN de la russule a pied court décline jusqu’a
presque totalement disparaitre dans les stades plus avancés du champignon.
Des analyses de métabolites ont aussi révélé une forte présence de terpeénes chez la
russule a pied court qui sont absents chez le champignon crabe qui est plus abondant en
lipides. Des indices qui pourraient expliquer le changement de saveur.

Brievement, les objectifs ont obtenu des résultats prometteurs. Ils sont présentement a
différents stades de publication et permettront sans doute d’améliorer les notions
scientifiques et les outils de conservation de la diversité fongique du territoire, mais
aussi a développer le marché des champignons forestiers d’intéréts par 1’¢laboration
d’outils et de connaissances qui permettront de mieux les localiser et de cartographier
leur distribution.

Mots-clés : Diversité fongique, Champignon crabe, Métabarcoding, Modeles de
répartition des especes, Cartographie.
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION

1.1  Les champignons

Les champignons sont des organismes vivants fascinants, mais tres méconnus.
On les retrouve pourtant dans tous les types d’habitats terrestres ou aquatiques, sur tous
les continents et méme a haute altitude (Tedersoo, Bahram et al. 2014) . Ces organismes
ont longtemps été regroupés dans le regne des plantes, malgré le fait qu’ils posseédent
des caractéristiques anatomiques et physiologiques différentes des végétaux.
Les champignons se définissent par leur structure cellulaire composée de chitine et non
de cellulose et I’absence de chloroplastes. Ce sont aussi des organismes hétérotrophes
qui se nourrissent en absorbant les nutriments. Aujourd’hui ils constituent un
regne unique, celui des Eumycetes, Fungi ou champignons. Le regne fongique est
constitu¢ de huit groupes majeurs (phylum) :Microsporidia, Blastocladiomycota,
Neocallimastigomycota, Chytridiomycota, Glomeromycota, Zygomycota, Ascomycota et
Basidiomycota (Petersen 2012). Leur structure anatomique est généralement composée
d’une partie végétative appelée mycélium qui est constituée d’un réseau dense d’hyphes
qui colonise, tant que les conditions sont favorables, différents substrats comme
le sol, la litiére et les débris forestiers, le bois mort ou vivant et les tissus animaux ou
végétaux (Figure 1.1). Périodiquement, les champignons vont produire des organes de
reproduction qui sont invisibles a 1’ceil chez la plupart des especes fongiques. Chez les
macromycetes, ces organes sont appelés sporocarpe et sont caractérisés par différentes
formes et grosseurs (Figure 1.2). Les organes de reproduction permettent aux
champignons de produire, d’entreposer et de propager des spores via une reproduction
asexuée ou sexuée. De fagon générale, la reproduction asexuée n’implique aucun
échange génétique et les hyphes peuvent produire des spores a I’aide de cellules

spécialisées comme les conidies. La reproduction sexuée, au contraire, nécessite un



échange du bagage génétique entre deux hyphes du méme individu (reproduction

homothallique) ou entre deux individus différents (reproduction hétérothallique).

Figure 1.1  Représentation de différents mycéliums de champignons.

(A) Etendu d’un mycélium couvrant le sol (B) Hyphes au pied d’un
sporocarpe (C) Hyphes et spores sur boite de Petri (D) Hyphes (structure
blanche et filamenteuse) prés de conidiophores chez Aspergillus niger.
Source : (A) (B) Fernand Miron et Anita Royer (2015). Culture des
champignons sous couvert forestier. Montréal, BouquinPlus, p. 19.
(CXD) Jens H Petersen (2012). The kingdom of fungi. New Jersey,
Princeton University Press, p. 12, 28.

Figure 1.2 Représentation de différents sporocarpes de champignons.
(A) Amanita muscaria (B) Catathelasma ventricosum (C) Cortinarius
violaceus. Source : photos personnelles Genevieve Laperriere.



1.2 Groupes fonctionnels des champignons

Les communautés fongiques sont composées d’une grande diversité d’especes
ayant des modes de vie et des fonctions différentes dans les écosystémes. En fonction de
ces criteres, les champignons sont classés dans trois grands niveaux trophiques :
les saprotrophes, les symbiotrophes ainsi que les pathotrophes. Tous ces niveaux
comportent différents groupes fonctionnels (Nguyen, Song et al. 2016). Les groupes
fonctionnels peuvent généralement €tre identifiés en connaissant le genre auquel le
champignon appartient (Nguyen, Song et al. 2016). Le genre Suillus, par exemple,
est constitué seulement d’individus ectomycorhiziens tandis que chez le genre Puccinia,
tous sont des pathogenes de plantes (Cummins et Hiratsuka 2003, Tedersoo et Smith
2013). Malheureusement, pour d’autres especes, celles-ci peuvent changer de niveau
trophique au courant de leur cycle de vie ou ont la capacité d’€tre dans plusieurs niveaux
a la fois (Cromack Jr et Caldwell 1992, Knapp, Kovdcs et al. 2015, Nguyen, Song et al.
2016). Da a la difficulté d’attribuer un niveau trophique ou un groupe fonctionnel a
certain groupe, |I’utilisation d’isotopes stables est un moyen utilisé pour déterminer si un
champignon est mycorhizien ou saprotrophe. Les champignons mycorhiziens seraient
plus enrichis en azote et pauvre en carbone comparativement aux saprotrophes (Hobbie,
Weber et al. 2001). Les nouvelles avancées en technologie moléculaire permettent aussi
d’attribuer des especes fongiques a un groupe fonctionnel grace au séquencage de
I”’ADN et via les bases de données publiques (Nguyen, Song et al. 2016). Les chercheurs
sont toutefois limités puisque pour plusieurs groupes, 1’information est incompléte ou

inexistante.

Les fonctions qu’occupent les champignons dans un €cosystéme apportent aux
écologistes des informations différentes sur les communautés fongiques et permettent de
cibler certains groupes. Cela permet d’obtenir des informations sur la disponibilité des
niches écologiques, les stratégies trophiques et les groupes fonctionnels dominants qui
peuvent donner des indications sur le fonctionnement, I’état et I’évolution d’un

€cosysteme.



1.2.1 Les saprotrophes

Les saprotrophes colonisent, via le mycélium, du substrat organique vivant ou
mort de différentes tailles et de formes (litiere forestiere, bois, fumier). Selon les
especes, les champignons saprotrophes colonisent et dégradent des substrats spécifiques.
On retrouve des saprotrophes du bois (mort ou vivant), du sol (litiere forestiere, prairie),
des feuilles ou encore de la matiére organique riche (fumier) (Bell 1983, Gilbertson et
Ryvarden 1987, Rosling, Cox et al. 2011, Tedersoo, Bahram et al. 2014). Les genres
Pleurotus et Polyporus sont des saprotrophes du bois bien connus tandis que les
psalliotes du genre Agaricus poussent sur des sols riches en matiere organique (McNeil
2006, Després 2012). Les saprotrophes décomposent de la matiére organique en grande
partie constituée de débris de lignine, cellulose, pectine et chitine provenant de la
paroi cellulaire des organismes (plantes, champignons, insectes) (Baldrian 2008).
Pour dégrader ces polymeres, notamment la lignine, des enzymes extracellulaires de la
classe des oxydoréductases sont sécrét€es par le mycélium et les types d’enzymes
produites, peuvent étre différentes selon les especes fongiques (Hofrichter 2002,

Valagkova, Snajdr et al. 2007).

1.2.2 Les symbiotrophes

Un autre grand groupe trophique chez les champignons est celui des
symbiotrophes qui consistent a former des symbioses avec d’autres organismes.
Lorsque le champignon, via les hyphes, forme des associations avec les racines des
especes végétales, ce type de symbiose est appelé mycorhize. La principale fonction des
mycorhizes est le transfert des ressources du sol vers I’héte. Elles permettent aussi
’augmentation de 1’apport en eau et en nutriment notamment du phosphore et de I’azote,
mais elles permettent aussi a la plante de se développer et de se protéger contre les
pathogenes (Jung, Martinez-Medina et al. 2012). D’ailleurs, les champignons
mycorhiziens sont souvent utilisés en agriculture et plus particulierement, les individus
appartenant au phylum des Glomeromycota (Brundrett, Bougher et al. 1996,
Priyadharsini et Muthukumar 2016, Verzeaux, Hirel et al. 2017). Les associations

mycorhiziennes sont définies et classées par des criteres anatomiques qui sont régulés



par la plante hote. Les principales catégories sont les mycorhizes arbusculaires ou
vasculaires (VAM) et les ectomycorhizes (ECM) (Brundrett 2004). Les hyphes, dans le
cas de mycorhizes arbusculaires ou vasculaires, pénetrent les cellules racinaires et
forment des vésicules ou des arbuscules a I'intérieur de la cellule. C’est le contraire chez
les ectomycorhizes, ou les hyphes ne font qu’entourer les cellules racinaires
(Després  2012). Les symbiotrophes ne sont pas seulement des champignons
mycorhiziens, mais comportent aussi d’autres relations symbiotiques comme les lichens,
qui sont une association algue-champignon, et les endophytes. Les endophytes sont des
micro-organismes qui vivent en symbiose avec une plante sans former de mycorhizes.
Les champignons sont les endophytes les plus étudiés, mais elles incluent aussi les
bactéries, les algues et d’autres plantes (Stone, Bacon et al. 2000). Les plantes hotes
bénéficient de cette association via un gain de leur résistance aux herbivores, aux stress

et aux pathogenes (Saikkonen, Faeth et al. 1998).

1.2.3 Les pathotrophes

Le dernier grand groupe trophique est celui des champignons pathotrophes.
Ces derniers peuvent engendrer des Iésions ou causer des maladies chez les organismes
vivants et provoquer de terribles dommages en agriculture et en foresterie. Certains de
ces champignons sont des pathogénes de plantes, d’animaux ou des parasites d’autres
champignons (Nguyen, Song et al. 2016). Les pathogénes de plantes sont nombreux,
‘mais parmi le top 10 on y retrouve, au premier rang, les genres Magnaporthe, Botrytis et
Puccinia. Tous ces groupes contiennent des especes qui peuvent s’attaquer aux plantes
de culture comme le riz, les tomates et les céréales (Dean, Van Kan et al. 2012).
Chez les humains et les animaux, les champignons pathogenes sont pour la plupart
microscopiques et peuvent provoquer des dermatoses, des maladies respiratoires ou
des allergies (Brown, Denning et al. 2012). Les relations de parasitisme sont aussi
présentes chez les champignons et ils peuvent s’attaquer aux plantes, aux insectes,
aux mammiféres ou a d’autres champignons. Certaines associations mycorhiziennes
pourraient méme étre considérées comme du parasitisme lorsque le colt de la symbiose,

pour la plante, dépasse les avantages (Johnson, Graham et al. 1997). De nombreux



polypores parasitent, a différents niveaux, les arbres et certains d’entre eux comme
Laetiporus sulphureus (polypore soufré) et [nonotus obliquus (polypore oblique ou
communément appelé le chaga) sont comestibles et recherchés par les mycologues
(McNeil 2006). Les champignons peuvent aussi parasiter d’autres champignons, le genre
Hypomyces contient beaucoup d’espeéces parasitaires qui s’attaquent aux amanites,

aux bolets ainsi qu’aux russules et aux lactaires (Beug, Bessette et al. 2014).

1.3 Diversité et abondance des champignons

Les champignons représentent le régne le plus diversifié aprés les insectes
(Blackwell 2011). Avec plus de 120 000 especes acceptées, la diversité fongique serait
estimée jusqu’a 3.8 millions d’especes sur terre (Hawksworth et Luecking 2017).
Le taux de nouvelles découvertes d’especes ne montre aucun signe d’atteinte d’un
plateau, mais plutdt une accé€lération avec ’arrivée des approches moléculaires
(Hawksworth et Luecking 2017). Les nouvelles technologies de s€quengage a haut débit
et le métabarcoding (ADNe) sur les échantillons environnementaux (eau, sol, air, tissus,
contenu gastrique, etc.) permettent d’estimer rapidement et de fagon plus compléte les
organismes ciblés sans la nécessité de voir les espéces, mais via la présence de leur
ADN dans I’environnement (Hebert, Cywinska et al. 2003, Hajibabaei, Singer et al.
2007, Taberlet, Coissac et al. 2012). Beaucoup de séquences d’ADN sont obtenues et
peuvent ensuite étre comparées a des bases de données moléculaires publiques,
afin d’obtenir des assignations taxonomiques. Ces méthodes permettant d’estimer et
d’étudier diverses mesures de la diversité comme la richesse spécifique (diversité alpha),
mais aussi de caractériser la composition des communautés (O'Brien, Parrent et al. 20085,

Schmidt, Balint et al. 2013).

La richesse spécifique est une mesure importante de la diversité, il s’agit du
nombre d’espéces différentes que ’on retrouve a un endroit donné. Les champignons
sont présents dans tous les écosystemes terrestres, mais leur richesse est variable.
Selon des projections a grande échelle de Tadersoo (2014), certaines régions du globe

posséderaient des richesses fongiques beaucoup plus importantes (Figure 1.3).



Figure 1.3  Interpolation de la richesse fongique totale a travers le globe
terrestre.
Les couleurs chaudes (rouge, jaune) indiquent des sites riches
contrairement aux couleurs froides (bleu). Source : Tadersoo et al. (2014).
Global diversity and geography of soil fungi. Science 346; 1256688.

Certains facteurs favorisent une richesse fongique plus élevée dans les habitats.
A 1’échelle globale, la distance par rapport a I’équateur et les précipitations annuelles
moyennes sont des variables influentes sur la richesse fongique (Tedersoo, Bahram et al.
2014). D’autres variables écologiques démontrent aussi, dans la littérature, avoir des
effets sur la richesse fongique. Le couvert en herbacée, la présence d’arbres hotes
(mycorhizes) et les composantes du sol (argile, limon) favorisent une plus grande
richesse fongique (Tedersoo, Bahram et al. 2014, Tedersoo, Bahram et al. 2016,
Hemkemeyer, Christensen et al. 2019), tandis que d’autres variables comme ’age d’un
peuplement et le couvert en mousse ne favorisent pas une richesse fongique élevée

(Kauserud, Mathiesen et al. 2008, Boeraeve, Honnay et al. 2018).

Les habitats ne sont pas seulement caractéris€s par la richesse spécifique,
mais aussi sur la composition de leur communauté. C’est-a-dire quelles especes et a
quelle fréquence elles composent la communauté. Les communautés fongiques changent
a travers les différents biomes forestiers, de grands groupes fongiques comme les
Leotiomycetes sont plus fréquents dans la toundra arctique comparativement aux

Agaricomycetes qui sont en moins grande proportion dans les foréts tempérées du sud



(Tedersoo, Bahram et al. 2014). Le pH, le climat et la végétation sont de forts
prédicteurs des communautés fongiques a I’échelle globale, mais d’autres variables
comme le feu, le broutage et les essences forestieres dominantes modulent et créent des
changements dans les communautés (Tedersoo, Bahram et al. 2014, Nagati, Roy et al.
2018, Santalahti 2018, Day, Dunfield et al. 2019). Différentes variables peuvent agir
comme filtre environnemental et générer des patrons de structure des communautés bien
spécifiques comme un fort taux de remplacement (anti nestedness) ou une forte
différence de richesse (nestedness) (Podani et Schmera 2011). Identifier des variables
qui influencent la richesse et les communautés fongiques peut permettre de favoriser ou
de limiter certains aménagements forestiers (drainage, coupe de bois), établir des zones
de conservations et anticiper comment les especes fongiques peuvent étre affectées par
des évenements perturbateurs. De plus, les écosystemes peuvent étre affectés lorsque

surviennent des changements dans la diversité et les communautés fongiques.

1.4 Fonction des champignons dans les écosystémes des foréts boréales et
tempérées

Les champignons représentent une grosse fraction de la diversité du microbiome
du sol et jouent des rbles essentiels dans le fonctionnement des écosystemes
(Baldrian 2017). Lorsque des changements surviennent dans la diversité fongique,
la fonctionnalité et la performance des écosysteémes sont affectées (Wagg, Bender et al.
2014). Dans les foréts boréales et tempérées, des changements dans la richesse
spécifique peuvent contribuer a affecter plusieurs fonctions dans les €cosystemes
(Delgado-Baquerizo, Maestre et al. 2016, Li, Delgado-Baquerizo et al. 2019).
Les especes fongiques jouent des roles importants au niveau de la décomposition de
la matiere organique, dans le cycle des nutriments et sur les especes végétales en
influengant leur croissance, survie et communauté (Cooke et Rayner 1984, Cromack Jr

et Caldwell 1992, Van Der Heijden, Klironomos et al. 1998).

La décomposition de la matiere organique dans les foréts boréales et tempérées est

principalement déterminée par les activités fongiques (Héattenschwiler, Tiunov et al.



2005). Un apport important de matiere organique dans les sols et principalement dans les
foréts tempérées, est la litiere forestiere (feuilles, bois, aiguilles, mousses, etc.) (Bray et
Gorham 1964). Les champignons permettent le renouvellement de la litiere forestiere
notamment en étant des décomposeurs majeurs de la lignine : un des principaux
composés de la litiere avec la cellulose et I’hémicellulose (Valaskova, Snajdr et al.
2007). La vitesse de décomposition de la litiere est plus rapide dans les sols qui
possedent une richesse fongique riche et chaque taxon serait particulierement associé
avec une composante spécifique de la litiere (Dobranic et Zak 1999, Stursova, Zif¢akova
et al. 2012). Les ascomycetes, par exemple, seraient les organismes les plus impliqués
dans la dégradation de la cellulose présente dans la liticre (Stursové, Ziftakova et al.
2012). Les champignons sont aussi impliqués dans la formation, la dégradation et la
stabilisation des substances humiques, ce qui permet le renouvellement de "humus :
une couche distincte du sol forestier (Steffen, Hatakka et al. 2002). Le renouvellement et
la dégradation de I’humus ainsi que de la litiere sont importants dans le cycle des
nutriments notamment dans le maintien du cycle du carbone (Héattenschwiler, Tiunov
et al. 2005). D’ailleurs des changements dans les communautés fongiques, peuvent faire
varier la concentration des nutriments dans le sol et les plantes (Xu, Thornton et al.

2013).

Les foréts tempérées et boréales représentent les plus grands puits de carbone des
écosystemes forestiers (Kasischke 2000, Pan, Birdsey et al. 2011). Les saprotrophes,
par la dégradation des composés de la matiére organique, recyclent ce carbone
organique, ainsi que d’autres nutriments, et les rendent disponibles pour d’autres
organismes (Steffen, Hatakka et al. 2002, Wardle, Bardgett et al. 2004). Lorsque la
richesse en saprotrophe décroit, le renouvellement de l’azote ainsi que le taux de
phosphore du sol sont diminués (Wagg, Bender et al. 2014). Les champignons
mycorhiziens influencent aussi la dynamique des nutriments en changeant la balance
d’azote et de phosphore du sol par l’investissement d’enzymes extracellulaires
nécessaires a |’acquisition de ces nutriments (Cheeke, Phillips et al. 2017). Dans les
peuplements dominés par des especes fongiques VAM, le ratio d’azote organique versus

inorganique serait plus élevé comparativement aux peuplements ou les ECM sont plus
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abondants (Phillips, Brzostek et al. 2013). Par contre, le phosphore organique serait
disponible en plus grande quantité dans les peuplements abondants en ECM (Rosling,
Midgley et al. 2016). Les VAM auraient des capacités d’acquisition des nutriments plus
limités ainsi, les plantes utiliseraient principalement des formes inorganiques d’azote
qui sont plus mobiles (Smith et Smith 2011). Les peuplements des foréts tempérées,
dominés par les VAM, seralent caractérisés par une décomposition rapide de la litiere et
un taux ¢levé de minéralisation du carbone et de I’azote (Phillips, Brzostek et al. 2013).
Dans les foréts boréales et tempérées, le cycle des nutriments peut étre fortement
influencé par les champignons ECM. Contrairement au VAM, certains champignons
ECM seraient capables de produire des enzymes extracellulaires capables de dégrader
les composantes structurales de la matiere organique du sol, telles que la cellulose,
la lignine et la pectine afin de libérer du phosphore et de I’azote (Read et Perez-Moreno
2003, Courty, Buée et al. 2010). Cela permettrait de faciliter, par une voie directe,
le transfert des nutriments vers les especes végetales, qui sont des facteurs limitants a
leur croissance (Burke, Weintraub et al. 2011). Ce sont des €léments qui démontrent que
lorsqu’il y a des changements dans les communautés fongiques, la décomposition de la

matiere organique et la balance en nutriment sont affectées.

Presque toutes les plantes des foréts boréales et tempérées sont mycorhizées,
soit par des mycorhizes VAM ou ECM, pour augmenter leur apport en nutriments et en
eau (Van Der Heijden, Martin et al. 2015). Les sols des foréts boréales sont
généralement limités en nutriments et spécialement en azote (Chalot et Brun 1998).
La production primaire chez les plantes est généralement limitée par la disponibilité de
ces nutriments, elles ont donc comme principale stratégie d’investir dans les associations
mycrohziennes (Smith et Read 2010). Les mycorhizes ont un impact sur la croissance
des plantes et leur survie. La majorit€¢ des plantes herbacées dans les €cosystemes
boréaux et tempérés sont dépendantes des mycorhizes pour survivre surtout dans les sols
pauvres en phosphore (Rozek, Rola et al. 2019). Tandis que chez les bryophytes,
on retrouve des associations tres exclusives avec certaines especes fongiques (Heilmann-
Clausen, Aude et al. 2005, Ruokolainen, Shorohova et al. 2018). La dépendance

mycorhizienne des plantes est variable selon les especes et tout dépendamment du degré
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de dépendance, leur communauté peuvent étre plus ou moins affectée par des

changements dans la communauté fongique (Van der Heijden, Boller et al. 1998).

1.5 Les champignons forestiers comestibles

Parmi la grande diversité des champignons, certaines espeéces possédent un
sporocarpe visible a ’eeil (Figure 1.2). Ces champignons, nommés macromycetes,
sont caractérisés par différentes formes, tailles et apparences et peuvent fréquemment
étre rencontrés dans les foréts et les champs. La grande majorit€¢ d’entre eux sont non
comestibles ou ne valent pas la peine d’€tre consommés, mais il y a tout de méme
beaucoup d’especes qui sont comestibles. Les guides d’identification des champignons
ne sont souvent pas d’accord sur la comestibilité de certaines especes. Cela s’explique
par la prudence vis-a-vis de certaines espéces qui nécessitent des prétraitements avant la
consommation (blanchissement), peuvent contenir des toxines lorsque accumulées a
long terme sont néfastes ou que certaines consommations locales, dans certains pays,
sont ignorées. La Gyromitra esculenta (Gyromitre commune) est une spécialité culinaire
en Europe, mais au Canada elle est fortement déconseillée (Boa 2006, McNeil 2006).
Les especes comestibles sont réparties dans deux grands groupes, les basidiomycetes et
les ascomycetes (Boa 2006, McNeil 2006). Chez les basidiomycetes, on retrouve des
champignons comestibles divisés en plusieurs catégories selon des caractéristiques
visibles au niveau du chapeau. On retrouve les champignons a lames (Russula,
Lactarius, Catathelasma, Cantharellula, Coprinus, Pleurotus), a aiguillons (Hydnum),
a tubes (Suillus, Boletus, Leccinum), a plis (Cantharellus, Craterellus) et d’autres formes
(Lycoperdon). Chez les ascomycetes, les individus du genre Morchella (morille) et
Tuber (truffe) sont les principaux comestibles. La plupart des champignons forestiers
comestibles sont des macromycetes symbiotiques appartenant a la catégorie des
ectomycorhizes (McNeil 2006, Fortin, Plenchette et al. 2016). Les relations sont tres
complexes entre les champignons et leur environnement. Certaines especes se retrouven!
exclusivement dans certains types de milieux et d’autres peuvent €tre associées a des
types de peuplements trés spécifiques. Le Tricholoma magnivelare (matsutake

américain) connu pour coloniser de vieux peuplements de pin gris, clairsemés, avec un
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sol bien drainé et une litiere forestiere mince (Amaranthus, Pilz et al. 2000, Bergius et
Danell 2000, McNeil 2006) ou encore Craterellus tubaeformis (chanterelle en tube) que
I’on retrouve fréquemment dans des milieux humides avec un fort couvert de sphaignes,
comme les tourbiéres et fortement associ€ée a la pruche (Trappe 2004, McNeil 2006).
Cela rend la culture chez les champignons forestiers comestibles, en dehors de leur
habitat, difficile, voire impossible, et le principal moyen d’obtenir la ressource est la
cueillette en forét, bien que certaines especes fassent exception. Les truffes (Tuber spp),
sont des champignons mycrohiziens qui sont cultivés a grande échelle dans des
plantations de chéne en France, Italie, Espagne et d’autres régions du globe (De Miguel,
Agueda et al. 2014). Des recherches récentes ont aussi permis de cultiver artificiellement
certaines especes a haute valeur commerciale comme la morille noire (Morchella
importuna, Morchella sextalata et Morchella eximiaqui) qui est maintenant cultivée en
Chine (Liu, Ma et al. 2018). Généralement les especes cultivées sont saprophytes.
Elles peuvent étre cultivées sur différents types de substrats comme des copeaux ou des
billes de bois, fumier ou autres substrats organiques (café, cotons de mais). Les especes
dominantes sur le marché mondial sont Agaricus bisporus (champignons de paris),
Lentinula edodes (Shiitake) ainsi que des especes du genre Pleurotus et Pholiota

(Boa 2006).

Les champignons forestiers comestibles fournissent deux bénéfices majeurs a la
population : ils contribuent au régime alimentaire et sont une source de revenus et
d’emplois. Les champignons sont en grande partie constitués d’eau (environ 90 %),
ce qui en résulte une faible quantité de masse seche. Les protéines, les minéraux et les
glucides constituent les composants principaux de leur matiere séche, tandis que la
teneur des lipides est relativement faible (Boa 2006, Kala¢ 2009). Les champignons
forestiers sont faibles en calories, en gras et apportent des bénéfices nutritionnels.
[Is sont une excellente source de nutriments par leur apport en acides aminés essentiels,
en vitamine B comme la riboflavin, mais aussi en sélénium, cuivre et potassium.
[Is apportent aussi une diete riche en fibres via la présence de chitine et de béta-glucanes
(Kala¢ 2009, Feeney, Dwyer et al. 2014). En général, les champignons auraient un

contenu en protéines plus élevé que certaines espéces végétales et une valeur
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nutritionnelle en protéines comparable aux aliments d’origines animales (Friedman
1996, Kala¢ 2009, Wani, Bodha et al. 2010). Les champignons forestiers seraient aussi
une source riche en antioxydants tels que I’ergothionéine et le glutathion (Kalaras,
Richie et al. 2017). 1ls sont d’ailleurs la source alimentaire principale d’ergothionéines,
un antioxydant constitué de soufre qui jouerait des rdles importants chez la santé de
’humain par la forte présence de transporteurs dans de nombreux tissus et €tant un
antioxydant qui protégerait les mitochondries contre le stress oxydatif (Tanret 1909,
Griindemann, Harlfinger et al. 2005, Paul et Snyder 2010). Le glutathion quant a lui, est
un antioxydant intracellulaire présent chez presque tous les organismes. Il aurait aussi
comme fonction d’¢éliminer certaines toxines et substances cancérigénes, d’étre impliqué
dans les processus post-traductionel des protéines et dans le maintien des fonctions
immunitaires (Giustarini, Rossi et al. 2004). Cantharellus cibarius aurait une faible
quantité¢ (mg/g masse seche) de glutathion comparé a d’autres espeéces comestibles
comme Boletus edulis ou Grifola Frondosa (maitake) qui posséderaient un contenu plus
¢levé. Tandis que chez I’ergothionéine, des quantités plus €levées ont été détectées chez
les pleurotes (Pleurotus spp) (Kalaras, Richie et al. 2017). Dans certains pays du monde
comme I’Afrique centrale, la Chine, I’Inde et le Mexique la consommation de
champignons sauvages comestibles n’est pas un choix, mais une nécessité surtout en

période de famine (Boa 2006).

En Europe et en Amérique du Nord, les champignons sont consommeés par choix
et ils sont considérés comme des aliments de luxes permettant d’agrémenter les plats.
Peu importe la raison de leur consommation, la cueillette et le commerce des
champignons forestiers comestibles générent des sources de revenus et d’emplois.
L’exportation du matsutake américain (Tricholoma magnivelare) du nord—ouest de
I’ Amérique du Nord vers les pays asiatiques est un marché trés lucratif. Avec le déclin
du matsutake japonais, (Tricholoma matsutake), la valeur cueillie en 2000 se chiffrait a
33 dollars le kg frais (Pilz et Molina 2002). Cantharellus cibarius, Boletus edulis,
Morchella spp et Tuber spp font partie des especes les plus lucratives sur le marché (Pilz
et Molina 2002, Boa 2006). Dans les populations rurales, les régions ¢loignées et les

régions ou les possibilités de revenus sont faibles, la récolte locale ou commerciale



14

bénéficie a la communauté. Au Québec la Timiskaming First Nation, une communauté
Anishnabe au nord du Témiscamingue, développe depuis plusieurs années un projet
communautaire et social impliquant les produits forestiers non ligneux (PFNL) qui
inclut les champignons forestiers comestibles (D. Bisson, communication personnelle,
14 aolt 2019). Environ 25 PFNL sont cueillis, transformés et vendus de mai a novembre
(les produits séchés sont vendus toute I’année) permettant des revenus tout au long de
’année. On ne parle pas de grosses cueillettes commerciales, mais plutét locales qui
permettent de faire travailler la communauté et de donner un revenu. Certains
restaurateurs sont aussi impliqués dans ’achat des produits. Ce projet a permis et permet
toujours, de faire travailler les gens de la communauté notamment des jeunes ou des
parents monoparentaux pour lesquels les opportunités d’emplois dans la région sont
faibles. D’autres impacts se sont aussi fait sentir au niveau de la communauté tels que le

sentiment de retour a la terre et la réappropriation de la culture.

1.6 Importance des champignons forestiers comestibles au Québec

La forét boréale est une importante ressource naturelle au Canada via
I’exploitation de la biomasse foresti¢re, la faune et les produits forestiers non ligneux
(PFNL). Les PFNL ont ét¢ beaucoup mis en valeur depuis la chute de I’industrie
foresti¢re. Il s’agit de végétaux, de sous-produits végétaux ou des produits forestiers
autres que le bois. Les produits de I’érable, les petits fruits, les noix et les champignons
forestiers en sont des exemples. Au Québec, prés de 3000 espéces fongiques sont
répertorices dont environ 1000 seraient considérées comestibles (Mycoquébec.org).
Cependant, un nombre réduit d’espéces comestibles ont une valeur et présentent un
potentiel de commercialisation. Parmi les espéces les plus recherchées sur nos marchés,
on retrouve le bolet cepes (Boletus edulis), la chanterelle commune (Cantharellus
cibarius), la morille (Morchella spp), le champignon crabe (complexe Hypomyces
lactifluorum/Russula brevipes), I’armillaire ventru (Catathelasma ventricosum) et le
tricholome a grand voile (Tricholoma magnivelare) (Figure 1.4) (Deslandes. J 2001,
Biopterre 2009, Gévry 2011). Bien sir d’autres especes comme la chanterelle en tube

(Craterellus tubaeformis), I’hydne ombiliqué (Hydnum umbilicatum), ’hydne sinué
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(Hydnum repandum), le lactaire a odeur d’é€rable (Lactarius helvus) et le 1épiste nu

(Lepista nuda) sont de trés bons comestibles avec une valeur commerciale.

A B

Figure 1.4  Représentation de champignons forestiers comestibles les plus
recherchés sur le marché québécois.
(A) Boletus edulis, (B) Cantharellus cibarius, (C) Morchella spp,
(D) champignon crabe (complexe Hypomyces lactifluorum/Russula
brevipes), (E) Catathelasma ventricosum et (F) Tricholoma magnivelare.
Source : (A)B)(C)(D)(E) Photos personnelles Genevieve Laperriere
(F) Tirée de mycomauricie.com

Au Québec, les champignons forestiers comestibles suscitent un intérét toujours
grandissant. lls sont appréciés pour leur aspect gastronomique et pour la source de
revenus qu’ils peuvent apporter. Cet intérét grandissant est dii a la présence de plusieurs
organisations qui promeuvent la consommation des champignons forestiers, la récolte
durable, les retombées économiques sur les communautés et les activités mycologiques.
On compte une douzaine de cercles ou de clubs de mycologie a travers la province
(Fédération québécoise des groupes de mycologues: fqgmyco.org). Le marché
québécois s’est progressivement développé et plusieurs régions se sont positionnées
sur le marché des champignons forestiers. Ceci a résulté en la réalisation de plusieurs

¢tudes sur la mise en valeur, le potentiel de récolte, les inventaires fongiques et
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sur la répartition des champignons forestiers comestibles a potentiel commercial.
En Outaouais, une €tude sur la mise en valeurs des produits forestiers de la forét feuillue
a identifié¢ une dizaine d’especes de champignons pouvant faire ’objet de cueillette
commerciale et a dressé, pour la premiere fois, en Outaouais un inventaire des
champignons comestibles (Deslandes. J 2001). En Estrie et au Lac-Saint-Jean,
des évaluations de potentiel de cueillette ont €té réalisées et certains habitats offrant les
meilleurs rendements ont €t€¢ ciblés (Fallu 2004, Gévry 2011). Certaines variables
environnementales seraient & préconiser pour |’identification des zones & haut potentiel
de récolte (Gévry 2010). Les propriétés pharmaceutiques et cosméceutiques sur une
quinzaine d’especes de la forét boréale ont fait I’objet d’une étude démontrant que des
extraits de Boletus edulis ont stimulé la croissance de fibroblastes et que le champignon
crabe (complexe Hypomyces lactifluorum/Russula brevipes) aurait des activités
antimicrobiennes (Plourde 2016). Des filieres mycologiques ont aussi vu le jour en
Mauricie et dans la région du Kamouraska, démontrant I’intérét du développement du

mycotourisme.

Ce marché québécois, reste encore moins important que 1’Ouest canadien et
américain qui possédent une exportation importante de matsutake (7richoloma
magnivelare) vers le Japon ou dans certaines régions de I’Europe et de 1I’Asie ou les
macromycetes sont trés bien connus et que la mycosylviculture est une pratique bien
¢tablie (Boa 2006). Dans 1’Ouest canadien, c’est plus d’une quarantaine d’espéces qui
sont commercialisées et la commercialisation est mieux développée di a un climat plus
favorable, a des traditions mycologiques plus présentes, a la présence de nombreux
marchés locaux, a la dominance du marché par des especes sauvages et aux
connaissances de la ressource (distribution, habitat) (Fortin, Piché et al. 2000).
Les entreprises québécoises ont aussi de la difficulté a faire compétition a d’autres
entreprises qui importent des champignons frais ou séchés provenant d’ailleurs au
Canada ou d’autres pays (Biopterre 2009). Les compagnies émergentes se retrouvent
aussi en compétition pour s’approprier de la visibilité et du marché (restaurateurs,
épiceries fines, grossistes ou marchés locaux). Des problemes de logistiques reliés aux

transports et a I’entreposage sont aussi des obstacles aux développements. Malgré les
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difficultés, le potentiel de développement au Québec est présent. Selon des chiffres de
2008, 25 tonnes de champignons de champignons forestiers auraient été récoltées au
Québec et on estime que les récoltes se chiffreraient a une valeur potentielle entre 10 et
30 millions de dollars (Biopterre 2009). La demande est principalement pour les
champignons frais et séchés, mais les produits surgelés ou transformés (marinade,

poudre) sont aussi commercialisés.

1.7 Problématiques et objectifs de recherche

Le frein majeur au développement et a la conservation de la ressource fongique au
Québec est le faible niveau de connaissance en mycologie. La diversité fongique globale
au Québec est tres peu décrite et les études ayant fait des recensements ont dress€ des
portraits globaux via |’occurrence des sporocarpes (Villeneuve, Grandtner et al. 1989,
Natel et Neumann 1992, Deslandes. J 2001, Fallu 2004, Gévry 2010, Langlois,
Archambault et al. 2013). Or les inventaires sont souvent incomplets di a la variabilité
interannuelle des champignons, les sporocarpes qui sont éphémeres et qu’une grande
majorité des especes fongiques possédent des sporocarpes non visibles a I’eeil. De plus,
les inventaires écoforestiers, effectués aux 10 ans, n’incluent pas de données fongiques
(Ministere Faune, Forét et Parcs : mffp.gouv.qc.ca). Les macromycétes sont donc I’objet
des études, alors qu’une grande diversit¢ de la fonge reste inconnue et que tous les
champignons, peu importe leur groupe fonctionnel, vont jouer des rdles importants
dans les €cosystemes (décomposition, cycle des nutriments). Des changements dans la
diversité fongique peuvent affecter le rendement des écosystemes. Il est donc primordial
de connaitre les facteurs environnementaux qui influent sur la richesse et les

communautés fongiques.

Nous avons aussi un retard considérable dans la littérature scientifique si on
compare aux plantes vasculaires. Nombre de nos champignons comestibles a fort
potentiel commercial sont méconnus au niveau de leur €cologie et de leur biologie.
Afin de mieux développer I’industrie et la commercialisation des champignons

forestiers, il importe de connaitre le portrait de la ressource. Les cueilleurs sont a la base
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de la chaine de commercialisation. Nous devons leur fournir des outils pour localiser la
ressource et faciliter les récoltes. Pour valoriser la ressource et organiser une industrie
fonctionnelle, on doit localiser et cartographier les sites potentiels de cueillette et
connaitre la distribution des especes d’intéréts et leur habitat préférentiel. Par la suite,

les sites de cueillette seront plus faciles a cibler.

En demier point, certaines especes présentes sur nos territoires et ayant un
potentiel commercial important sont peu connues et possedent peu de littérature
scientifique a leur sujet. C’est le cas du champignon crabe (Complexe Hypomyces
lactifluorum/Russula brevipes) qui pourtant, fait partie de nos espéces les plus
recherchées sur nos marchés. Seulement trois études publiées, dont une datant des
années 2000, décrivent sa biologie et son type d’habitat (Hanlin 1963, Rogerson et
Samuels 1994, Rochon, Pare et al. 2009). Une meilleure connaissance de sa biologie et
des faits prouvés scientifiquement (espeéces qui le composent, production de molécules
d’intéréts, etc.) permettrait d’ajouter de la crédibilité a ce champignon et de favoriser

une meilleure commercialisation.

Plus spécifiquement les objectifs de cette these sont les suivants :

1.7.1 Estimer la diversité fongique globale sur une partie du territoire québécois
et identifier des variables environnementales influengant la richesse et les
communautés fongiques

Ce projet a été réalisé en partenariat avec une entreprise ceuvrant dans les
ressources naturelles depuis plus de 30 ans, la compagnie Progigraph située a Val d’Or
(Québec, Canada). Cette compagnie possede une expertise en géomatique et génere des
cartes de potentiel pour beaucoup de produits forestiers non ligneux. Malheureusement,
avec le manque de données sur les champignons dans la région, les cartes de potentiel
pour les especes fongiques sont difficiles, voire impossibles a réaliser. C’est aussi un
probléme pour les communautés autochtones, qui se sont jointes au projet, qui travaillent
avec Progigraph sur I’exploitation de la ressource. Ce premier objectif consistait a faire

un portrait global de la diversité fongique a travers une partie de la forét boréale et
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tempérée du Québec (Abitibi-Témiscamingue, Haute-Mauricie et Mauricie). Ces régions
sont en demande au niveau des champignons forestiers et il s’agissait des secteurs ot
ceuvraient la compagnie et plusieurs communautés autochtones. La richesse spécifique et
la composition des communautés fongiques sont les mesures de la diversité qui ont été
¢tudiées. Ces deux aspects de la diversité¢ ont démontré, dans la littérature, leur effet sur
les écosytemes lorsqu’elles subissent des changements, mais aussi qu’elles peuvent étre
modulées par des variables environnementales. Les résultats de métabarcoding ont
permis d’obtenir des données de fréquence (présence/absence) pour chaque site et ainsi
étre en mesure de calculer une richesse spécifique par site ainsi qu’une estimation de la
composition des communautés. Des indices de diversité utilisant des données
d’abondance ou de proportion n’ont pas été utilisés. Chaque peuplement a aussi été
caractéris€ pour plusieurs variables écologiques afin d’identifier de forts prédicteurs de

la richesse fongique et de la composition des communautés.

Afin d’obtenir une estimation la plus compléte possible, la diversité fongique a été
obtenue par séquencage a haut débit d’ADN extrait d’échantillons de sol. Dans le début
des années 2000, Hébert et al (2003) ont identifié des régions dans le génome des
organismes vivants permettant d’identifier les especes a partir de I’ADN. Cette méthode
s’appelle le barcoding moléculaire (Hebert, Cywinska et al. 2003). Ils ont identifi¢ le
gene mitochondrial pour la cytochrome ¢ oxidase [ (COI) comme étant un potentiel
code-barres génétique chez les animaux. Aujourd’hui, il s’agit du code-barres génétique
le plus couramment utilisé chez les mammiferes. Chez les plantes on a identifi¢ le gene
chloroplastique codant pour la grande sous-unité de la ribulose (rbcL) et le géne de la
maturase K (matK) comme code-barres (Hebert, Cywinska et al. 2003, Hollingsworth,
Forrest et al. 2009). Tandis que chez les champignons, le code-barres de choix est la
région ITS (Internal Transcribed Spacer) et chez les bactéries le gene ribosomal de la
petite sous-unité (16S) est le plus connu (Schoch, Seifert et al. 2012, Lebonah, Dileep et
al. 2014). Ces régions possedent des zones trés bien conservées entre les organismes,
mais aussi des zones plus variables qui permettent de distinguer les especes.
Le barcoding moléculaire permet aussi d’identifier et de caractériser la diversité en

organismes présents dans un environnement a partir d’un échantillon ce qu’on appel le
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métabarcoding (Taberlet, Coissac et al. 2012). Le métabarcoding est souvent appliqué
sur des échantillons environnementaux afin de caractériser des méta communautés
(Taberlet, Coissac et al. 2012, Fahner, Shokralla et al. 2016, Valentini, Taberlet et al.
2016).

Dans le cadre de cette étude, des échantillons de sol ont été récoltés dans différents
types de peuplement afin d’en extraire I’ADN total. Ainsi il n’était pas nécessaire de
voir les sporocarpes puisque les champignons étaient détectés via leur ADN dans le sol.
Il a ensuite été possible de cibler les champignons par [’utilisation d’amorces
universelles spécifiques ciblant une région bien précise dans le génome la région ITS :
bien connue comme code-barres génétique chez les champignons (Figure 1.5) (Schoch,
Seifert et al. 2012). La région ITS2 a été sélectionnée dii au choix des amorces puisque
les deux régions, ITS1 et ITS2, ont une résolution taxonomique, une couverture
d’amplification et une présence dans les bases de données moléculaires similaires
(Blaalid, Kumar et al. 2013, Badotti, de Oliveira et al. 2017). L’amorce fITS7
commence plus loin dans la région conservée 5.8S et utilisée avec 1’amorce 1TS4,
donne un amplicon court d’environ 300 paires de bases idéales pour le Illumina Miseq
(Figure 1.5). De plus, cette combinaison d’amorces est spécifique aux champignons,
a peu de succeés d’amplification chez les plantes et fonctionne sur plusieurs types de
sols : un critere de choix dans le cas de notre étude (IThrmark, Bodeker et al. 2012).
Aprés un PCR (amplification en chalne par polymérase) de nombreuses séquences
d’ADN ont été amplifiées et envoyées au séquengage lllumina MiSeq. Le séquengage a
haut débit permet de séquencer individuellement chaque séquence et ainsi obtenir leur
enchainement de nucléotides. Cette technologie permet aussi d’insérer des identifiants
uniques afin de pouvoir trier les séquences en fonction de I’échantillon auxquelles elles
proviennent. Les séquences ont ensuite pass¢ par plusieurs €tapes et seules les séquences
utiles et de bonnes qualités ont ét¢ gardées. La figure 1.6 schématise les différentes
étapes du metabarcoding chez les champignons. Finalement, les séquences ont été
regroupées selon un pourcentage de similarité a 1’aide de plusieurs programmes
informatiques. Chaque groupement représente un OTU (Unité Taxonomique

Opérationnelle) qui est ensuite comparé a des bases de données moléculaires publiques
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afin d’obtenir une assignation taxonomique qui peut avoir différents degrés de résolution

(régne, embranchement, classe, ordre, famille, genre ou espece). Dans la majorité des

cas les OTUs n’obtiennent pas d’assignation.
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Figure 1.5

Schématisation de la région ITS (Internal Transcribed Spacers) et
ses amorces.

Elle est représentée par les genes ribosomaux de la petite sous-unité
(SSU), la région conservée du 5.8S, la grande sous-unité (LSU) ainsi que
les régions transcrites, mais non traduites ITS1 et I'TS2. La partie du bas,
représente un focus sur la zone trés conservée du géne ribosomal 5.8S et
la localisation des différentes amorces sens (ITS1F, ITS3, fITS7 et
gITS7) et anti-sens (ITS4). Les zones en rouge représentent des zones
ou les nucléotides sont trés conservés entre les especes fongiques
comparativement aux zones vertes qui sont plus variables.
Source : Thrmark et al. (2012). New primers to amplify the fungal ITS2
region—evaluation by 454-sequencing of artificial and natural
communities. FEMS microbiology ecology 82 (3); 666-677.
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Figure 1.6  Schéma représentant les étapes principales dans un projet de
metabarcoding chez les champignons.
On part d’un échantillon environnemental qui contient de I’ADN des
organismes ciblés pour ensuite |’extraire et 1’amplifié en ciblant
un code-barres spécifique a I’organisme (ici les champignons).
Les séquences sont envoyées au séquencage a haut débit qui permet de
séquencer plusieurs séquences simultanément afin  d’obtenir la
communauté compléte (metabarcoding). Ensuite un traitement bio-
informatique permet de retirer toutes les séquences de mauvaises qualités
et inutilisables. Les séquences conservées sont regroupées en OTU.
Les OTUs sont comparés a des bases de données moléculaires publiques
afin d’obtenir des assignations taxonomiques. Différentes analyses de
communautés, a [’aide de la composition en OTUs, peuvent €tre faites
avec plusieurs types de plateformes ou de logiciels. Source : Nilsson et al.
(2018). Mycobiome diversity: high-throughput sequencing and
identification of fungi. Nature Reviews Microbiology; 1.

Pour la caractérisation des peuplements, nous avions acces a une base de
données écoforestieres qui contenait des données sur 75 parametres pour plus de
33 000 polygones forestiers dans la province. Afin de choisir la plus grande diversité de
peuplement possible, nous avons présélectionné certains parametres identifiés comme
influents sur la distribution des champignons via les revues de littérature, les articles

scientifiques et les connaissances des mycologues. Le type de drainage du sol regroupé
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en trois catégories (sec, moyen ou humide), I’dge du peuplement (jeune (20-79 ans) ou
vieux (80 ans et plus)), le type de dépdt de surface représenté par six catégories (argile,
tourbiére, fluvio-glaciaire, sable, till et btill) et ’essence forestiere dominante (bouleau
blanc, peuplier faux-tremble, épinette blanche, pin gris (naturel et plantation), épinette
noire, sapin baumier, érable rouge, feuillus intolérants et plantation de résineux
mélangés) ont servi de critéres de sélection et représentaient la majorité des polygones
forestiers dans les régions de I’Abitibi, la Haute-Mauricie et la Mauricie. Lors de
I’échantillonnage d’autres variables, pouvant avoir un impact ou étant retrouvées dans la
littérature comme affectant les champignons, ont ét¢ mesurées telles que |’épaisseur de
la litiére forestiére (correspondant aux feuilles, mousses et débris végétaux a la surface
du sol dont I’épaisseur a été mesurée avant d’étre retirée), de I’humus (horizon
organique du sol) et des pourcentages de recouvrement (arbres, arbustes, herbacées,
mousses et lichens). Des analyses physico-chimiques ont aussi €té faites sur le sol de
chaque peuplement. Le pH, le potentiel redox, le pourcentage de matiere organique ainsi
que le contenu en limon, sable et argile ont €té utilis€s dans cette €tude. Les résultats de
cette étude font I’objet du chapitre II de cette thése et ont été publiés dans le journal

Forests le 2 décembre 2019.

1.7.2 Identifier de forts prédicteurs de présence chez des espéces fongiques
d’intéréts et cartographier les sites potentiels de présence

Les données fongiques et d’habitats obtenues dans le premier objectif ont été
utilisées pour ce deuxieme objectif. Les méthodes moléculaires ont permis de détecter
plusieurs groupes de champignons, dont certaines especes d’intéréts. Avec la
collaboration de la compagnie Progigraph et des communautés autochtones, ce projet
visait a faire un focus sur certaines espéces fongiques. En combinant les données de
présence/absence de certaines espéces fongiques avec les variables de [’habitat,
les objectifs étaient d’identifier des variables préférentielles et de générer des cartes de

potentiel de présence.

Préalablement, une base de données moléculaires a été construite avec des

séquences d’ADN de la région ITS provenant de spécimens fongiques récoltés au
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Québec ou dans le Canada. 1l existe de nombreuses bases de données moléculaires
publiques (NCBI, iBOLD, UNITE), mais elles contiennent peu de sequence provenant
de spécimens fongiques du Canada, ce qui constituait un autre manque majeur
d’informations sur nos espéces locales. De plus, les bases de données peuvent contenir
des sources d’erreurs (mauvaise identification d’espéce). De plus, chez certaines
especes, il existe beaucoup de grandes variabilités génétiques entre différentes régions
ou pays (Dunham, O'dell et al. 2003, Leonardi, Paolocci et al. 2005). Une base de
données locales nous assurait d’obtenir une résolution taxonomique plus précise
(3 I’espéce). Le choix des espéces fongiques, pour lesquelles nous voulions une
référence moléculaire, s’est fait avec la compagnie Progigraph et en fonction de la
demande dans le milieu mycologique. La liste comporte majoritairement des especes
comestibles, mais des espéces non comestibles étant des sosies d’espéces comestibles et
souvent confondues ainsi que des especes toxiques ou mortelles ont aussi €t incluses
(especes a risque). Les especes dont nous n’avons obtenu aucun spécimen ont été
retirées (Tableau 1.1). Les especes a risque doivent €tre répertoriées afin de mettre en
garde les cueilleurs des zones a risque. Des références moléculaires doivent aussi étre
disponibles afin d’étre en mesure de détecter des champignons non comestibles ou
mortels dans des produits transformés dont il est difficile d’identifier le contenu (poudre,
sauce). Des spécimens ont €t€ cueillis un peu partout sur le territoire du Québec en
Mauricie, Haute-Mauricie, Abitibi, Bas St-Laurent, Outaouais et la région de Québec.
Le Royal Ontario Museum, le centre de développement des bioproduits (Biopterre) ainsi
que le Centre de Foresterie des Laurentides ont fourni des spécimens et des séquences.
Le but étant d’avoir plusieurs séquences récoltées dans différentes régions.
Apres extraction de ’ADN génomique, la totalité¢ de la région ITS (ITS1 et ITS2)
a ¢té¢ amplifiée avec les amorces universelles ITSIF et ITS4 donnant un amplicon
d’environ 600 paires de bases (Figure 1.5) et envoyée au séquencage Sanger au Centre
d'innovation Génome Québec et Université McGill. Au total 169 codes-barres sont
présents dans notre base de données moléculaires locales et seront déposés dans les

bases de données publics comme iBOLD et UNITE (Tableau 1.1).



Tableau 1.1

Liste des especes fongiques et leur nombre de séquences ITS présentes dans
notre base de données moléculaires locales
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Nom latin
Nom commun Séquences ITS

Comestibles
Albatrellus ovinus Polypore des brebis 2
Boletus edulis Cépes d’ Amérique 7
Boletus subglabripes Bolet a pied glabrescent 3
Boletus variipes Bolet a pied variable I
Cantharellula umbonata Clitocybe omboné 2
Cantharellus cibarius Chanterelle commune 5
Catathelasma ventricosum Armillaire ventru 3
Craterellus fallax Fausse corne d'abondance 3
Craterellus tubaeformis Chanterelle en tube 4
Gyroporus castaneus Bolet maron 2
Gyroporus cyanescens Bolet bleuissant 4
Hydnum repandum Hydne sinueux 6
Hydnum umbilicatum Hydne ombilique 4
Hypomyces lactifluorum/Russula brevipes Champignon crabe 5
Lactarius deterrimus Lactaire des €pinettes 2
Lactarius helvus Lactaire a odeur d’érable 2
Lactarius thyinos Lactaire saumoné 4
Leccinum holopus Bolet blanc de neige 2
Lepista nuda Lépiste nu 3
Morchella spp Morille (blonde et noire) 10
Russula brevipes Russule a pied court 6
Russula paludosa Russule des marais 6
Russula peckii Russule de peck 8
Sarcodon squamosus/imbricatus Hydne écailleux 4
Suillus granulatus Bolet granulé 3
Tricholoma equestre Tricholome équestre 5
Tricholoma magnivelare Matsutake américain 10
Non comestible/toxique/mortelle
Amanita muscaria Amanite tue-mouche 7
Amanita virosa Amanite vireuse 4
Galerina marginata Galérine marginée 5
Gomphus floccosus Chanterelle a flocon 2
Gyromitra esculenta Gyromitre commune 5
Lactarius affini/trivialis Lactaire affine 4
Lactarius deceptivus Lactaire décevant 6
Omphalotus illudens Clitocybe lumineux |
Paxillus involutus Paxille enroulé 4
Russula emetica Russule émétique 4
Suillus tomentosus Bolet tomenteux 2
Tricholoma pessundatum Tricholome ruing 2
Tylopilus felleus Bolet amer 5
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Des modeles mathématiques basés sur ’occurrence des espéces et les variables
environnementales d’un site peuvent étre utilisés pour prédire la distribution d’une
espece ciblée (Franklin 2010). Plusieurs méthodes sont utilisées pour générer des
modeles de répartition des especes (SDM) telles que les régressions linéaires (GLMs,
GAMs) (Guisan, Edwards Jr et al. 2002) ou les méthodes d'apprentissage automatique
(Random Forest, MaxEnt) (Breiman 2001, Phillips, Anderson et al. 2006). Les données
d’occurrence, quant a elles, peuvent provenir de recensement (Yuan, Wei et al. 2015,
Torres 2017) ou d’un herbarium (Wollan, Bakkestuen et al. 2008). Dans le cadre de cette
étude, les données d’occurrence provenaient des résultats de séquengage sur I’ADN
extrait d’échantillons de sol et ont été comparées avec les bases moléculaires publiques
ainsi que notre base de données moléculaires locales. Les méthodes de régression
linéaire généralisée (GLMs) ont aussi été choisies pour générer un modele mathématique
permettant de prédire la distribution de champignons d’intéréts. L’espece Amanita
muscaria (Amanite tue-mouche) a été utilisée comme exemple afin de démontrer le
potentiel de notre méthodologie : c’est-a-dire utiliser des données de séquengages,
d’écologies et de géomatiques afin de générer et de sélectionner des modeles
linéaires généralisés pouvant étre appliqués sur des bases de données €coforestieres pour
créer des cartes. L’espece avait aussi une occurrence €levée a travers les sites.
Cette méthodologie a été par la suite appliquée, par la compagnie Progigraph, sur des
especes comestibles d’intéréts dont les résultats des modeles n’ont pas été utilisés dans
le cadre d’une publication. En plus d’avoir obtenu une occurrence élevée a travers nos
sites, 4. muscaria est un champignon bien connu, toxique et présent sur une bonne partie

du territoire québécois.

Pour générer les cartes de potentiel de présence, les résultats des modeles linéaires
généralisés (binomial) ont ¢té¢ appliqués a la grandeur des polygones forestiers
disponibles dans les bases de Progigraph, permettant ainsi de prédire la probabilité de
présence de I’espece en fonction de la valeur des différentes variables retrouvées dans
les différents peuplements écoforestiers. Ces travaux font I’objet du chapitre III de cette
these et sont en préparation pour soumission, sous forme de courte communication, dans

la revue Journal of Fungi.
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1.7.3 Etudier la biologie d’une espéce comestible a fort potentiel commercial et
unique a ’Amérique du Nord, le champignon crabe (complexe Hypomyces
lactifluorum/Russula brevipes)

Le champignon crabe est un champignon comestible constitué de deux especes.
Il s’agit plus précisément d’un ascomycete, Hypomyces lactifluorum, qui parasite un
autre champignon du genre Russula, la russule a pied court (Russula brevipes) (Beug,
Bessette et al. 2014). Une fois parasité, son sporocarpe change de couleur, de forme et
de saveur (McNeil 2006). Malheureusement, peu d’études ont investigué la biologie du
champignon crabe (Hanlin 1963, Rogerson et Samuels 1994, Rochon, Pare et al. 2009).
Pour ce troisieme objectif, nous avons étudié¢ en détail la biologie de ce champignon
recherché sur nos marchés et unique a I’Amérique du Nord. Nous avons investigué la
distribution des deux especes a travers le sporocarpe durant différents stades de
transformation de la russule. Selon le méme principe des codes-barres génétique,
nous avons cré€ des amorces spécifiques pour R. brevipes et H. lactifluorum, ce qui a
permis de distinguer leur ADN respectif par PCR quantitatif. Le profil de métabolites a
aussi €t€ étudié chez une russule parasitée et non parasitée afin d’expliquer le
changement dans sa saveur. Cette étude a fait ’objet d’un article scientifique publié dans

le journal Genome le 7 mars 2018 et fait I’objet du chapitre IV de cette thése.



CHAPITRE I1

ESTIMATION OF FUNGAL DIVERSITY AND IDENTIFICATION OF MAJOR
ABIOTIC DRIVERS INFLUENCING FUNGAL RICHNESS AND
COMMUNITIES IN NORTHERN TEMPERATE AND
BOREAL QUEBEC FORESTS

Le contenu de ce chapitre est présent€ sous forme de manuscrit qui a été publi€ en
anglais dans la revue Forests le 2 décembre 2019. Il s’agit d’une revue utilisant un

processus d'examen par les pairs. La référence de cet article est la suivante :

Laperriere G, Chagnon P-L, Giguére-Tremblay R, Morneault A, Bisson D,

Maire V and Germain H. Estimation of fungal diversity and identification of major
abiotic drivers influencing fungal richness and communities in northern temperate and

boreal Quebec forests. Forests 2019, 10 (12), 1096.

2.1 Contributions des auteurs

Genevieve Laperriere a effectué¢, en majorité, la conception de [1’étude,
[’échantillonnage terrain, la réalisation des expérimentations, I’analyse de données ainsi
que 1’écriture du manuscrit. Pierre-Luc Chagnon, par son expertise, a grandement
contribu¢ a I’analyse des données ainsi qu’a la révision et ’écriture du manuscrit.
Roxanne Giguere-Tremblay a particip€ a I’échantillonnage terrain, effectu¢ des analyses
physico-chimiques du sol, a apporté son aide dans les analyses statistiques et a fait des
commentaires dans le manuscrit. Amélie Momeault a participé a [’échantillonnage
terrain, a effectué les analyses de pH et Eh du sol et a fait des commentaires sur le
manuscrit. Danny Bisson a contribu€, par son expertise en géomatique, aux choix des
sites d’échantillonnage et comme support technique. Vincent Maire a participé a
I’échantillonnage terrain, a contribué par son expertise aux analyses statistiques ainsi

qu’a la révision et I’écriture du manuscrit. Hugo Germain est le directeur de recherche
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du laboratoire. Il a supervisé le projet, participé a I’échantillonnage terrain, contribué au
design expérimental, a révisé et participé a I’écriture du manuscrit et a obtenu les

subventions pour I’étude.

2.2 Résumé de ’article (francais)

Les champignons jouent des r6les importants dans les écosystémes forestiers et la
caractérisation de leur diversité est cruciale pour le développement et 1’élaboration de
stratégies efficaces pour leur conservation. Des changements dans la diversité fongique
peuvent avoir des impacts séveres sur la fonctionnalité des écosystémes tels que le cycle
des nutriments et la dégradation de la matiere organique. Malheureusement, la diversité
tongique des foréts boréales et tempérées est peu décrite et on en connait peu sur le
fonctionnement des variables abiotiques sur la modulation de la richesse et de la
composition fongique. Les objectifs de cette étude étaient de faire une caractérisation
globale de la richesse et de la composition fongique dans la province du Québec et

d’identifier les principales variables abiotiques qui les modulent.

Deux cent soixante-deux (262) sites a travers la forét boréale et tempérée dans les
régions de I’Abitibi-Témiscamingue, de la Mauricie et de la Haute-Mauricie ont été
échantillonnés. Pour chaque site, des échantillons de sol ont été récoltés afin d’estimer la
diversité fongique par séquencage Illumina et plusieurs variables abiotiques ont été
mesurées (ex. €paisseur de I’humus, pH du sol, pourcentage de recouvrement, etc.).
L’effet des variables abiotiques sur la richesse fongique a été testé en utilisant des
modeles linéaires généralisés (GLMs) tandis que la différence dans les compositions
fongiques entre les sites a €té analysée en utilisant comme tests statistiques une analyse
multivariée permutationelle de la variance (PERMANOVA) ainsi qu’une analyse de

partitionnement de la béta-diversité.

L’ordre des Agaricales, Heliotiales et Russulales ont été les taxons fongiques
les plus fréquents a travers nos sites échantillonnés. Les sites du nord de

I’ Abitibi-Témiscamingue ont obtenu la richesse en OTUs la plus élevée. L’age du
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peuplement et la couverture en mousse ont €té identifiés comme de forts prédicteurs de
la richesse fongique a travers notre échantillonnage. Cependant dans le cas de la
composition des communautés fongiques, les variables les plus influentes ont été
identifiées comme €tant le pH du sol, les précipitations moyennes pendant la saison de
croissance ainsi que I’age du peuplement bien qu’une grande partie de la variance soit
restée inexpliquée dans nos modeles. Dans I’ensemble, la méta communauté fongique
régionale €tait caractérisée par un fort taux de remplacement des espéces méme quand
les OTUs les plus rares étaient retirés. Cela pourrait indiquer un fort filtrage
environnemental par plusieurs variables abiotiques qui n’ont pas été¢ mesurées dans cette
étude ou par des limitations, plus fortes qu’attendu, dans les communautés fongiques du
sol. Nos résultats démontrent a quel point il peut €tre difficile de prédire I’assemblage
des communautés fongiques méme avec un fort effort d’échantillonnage incluant

plusieurs peuplements et 1’inclusion de plusieurs variables abiotiques pertinentes.
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2.3 Article complet (anglais) : Estimation of fungal diversity and identification
of major abiotic drivers influencing fungal richness and communities in
northern temperate and boreal Quebec forests

Abstract

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

efforts to include several biologically relevant explanatory variables.
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Introduction

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

time in natural and managed ecosystems.

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

[20] can have positive or negative impacts on richness.

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

helps researchers to understand different aspects of species interaction and ecosystem
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function [21,22]. B-diversity patterns can also guide conservation practices, for example
by providing knowledge about the uniqueness of community composition in the
landcapse [23]. Community dissimilarity can stem from two mutually exclusive, and
thus additive, components: richness difference (i.e., nestedness) and compositional
turnover/replacement [21]. Because these components are additive fractions of
community B-diversity, they can easily be mapped in a ternary plot linking nestedness,
turnover, and community similarity (i.e., 1-B) [22]. Such B-diversity partitioning
analyses can help formulate more specific hypotheses regarding the potential drivers of

community dissimilarity in a metacommunity [24].

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

facets of fungal biodiversity.

Materials and Methods
Study sites and soil sampling

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

Ministry of Forest and Parks of the province of Quebec. This database served to identify
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and locate sites according to four ecological parameters used by stakeholders: the stand
age, the dominant tree species, the level of drainage, and the surficial deposit.
We selected sites to obtain the largest diversity of ecological parameters combinations
that characterized each region. Sites also had to be accessible by road. Sites were
sampled between June and September 2017. For each site, we used ropes to delimitate a
representative area of 400 m? (20 x 20 m). In each site, two 20 m transects were
established 10 m apart from one another. The forest litter was removed from the surface
and 6 soil cores of 20 cm depth were collected every 5m along the transects.
Soil samples were pooled, mixed and a subsample was taken for DNA analyses and
stored immediately on ice and at -20 °C at the end of the day. The rest of the soil
samples were sieved and stored at different temperature depending of the future analyses

(see below).

Abitibi-Témiscamingue (AT)

Mauricie (MAU)

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

Using georeferenced information of the 249 stands (positive at sequencing step),
we extracted historical climatic data ranging from 1974 to 2008, from the site of the
government of Canada (https://ouvert.canada.ca) (see Table S1 in Supplementary
Materials available online at http://www.mdpi.com/1999-4907/10/12/1096/s1).
Total degree-days (based on 0, 5, and 10° C), mean length of the season without frost
(Tmin<0,-1, -2, -3, and -4°C), mean length of the growing season, average cumulative
precipitation during the growing season, and the mean temperature during the growing
season (calculated with the total degree-days based on 0 divided by the length of the
growing season) were used for K-means clustering with kmeans function and cluster
package in R software v.3.5.3 [25,26]. This resulted in three climatic domains
distributed as follows: 70 sites, mostly localized at the north of Abitibi-Témiscamingue
(exception of four sites in Haute-Mauricie and two in south of Abitibi), were grouped in
domain | (NAT), domain 2 (MAU) contained 79 sites situated in Mauricie and domain 3
(SAT-HM) included 100 sites from the south of Abitibi-Témiscamingue (exception of
five sites at the north) and Haute-Mauricie (see Figure S1 in Supplementary Materials

available online at http:/www.mdpi.com/1999-4907/10/12/1096/s1).

Site characterization

We used forest inventory databases (see above) to get information about
stand age, dominant tree species, level of drainage and surficial deposit (see Table S1
in  Supplementary Materials available online at http://www.mdpi.com/1999-
4907/10/12/1096/s1). In addition, we measured in the representative area a series of
variables that are known to modulate fungi presence [27-29]. For the vegetation stratum
(trees, shrubs (diameter at breast height (DBH) <9 cm), herbaceous, mosses, and
lichens), the coverage percentage (between 0% to 100%) values were attributed for each
stratum at each end of the 400 m? area. Then, means were calculated and density cover
classes was assigned according to the protocol of Ministére des Foréts du Québec,
Service des Inventaires Forestiers [30]. For the statistical analysis, the density classes

were changed to an ordinal scale between 0 and 7 ((81%—100%) = 7, (61%—-80%) = 6,



(41%—-60%) = 5, (26%—40%) = 4, (6%—25%) = 3, (2%5%) = 2, (1%) =1, 0 = 0).
Thickness of the litter layer was represented by plant residues on the surface of the soil
(dead leaves, needles, and living mosses) and thickness of humus by the organic layer in

the soil (represented by the horizon F and H). Both were measured in centimeter (cm).

Soil analysis

Part of the soil sample from each site was dried at room temperature to measure
pH (hydrogen potential) and Eh (redox potential) with the method proposed by Husson
et al. [31]. Measurements were made using platinum M24 1Pt electrodes and a [0Mhoms
resistance multimeter inside a Faraday cage. The measure was considered stable after
30s. Because Eh and pH are strongly correlated values, Eh was standardized for a pH of
7 based on Equation (1) where the Eh is measure in volts, R the perfect gas constant
(8.314471 JK' mol!), F the Faraday constant (96485.3383 C mol™'), and T the

temperature (Kelvin):

EhpH7 = Eh - RT/F * Ln10 * (7 - pH) (1)

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

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

Soil DNA extraction, amplification and sequencing

Soil for DNA was kept frozen in -20°C until extraction and then DNA from 0.30 g
of soil was extracted with the DNeasy PowerSoil kit (Qiagen, Montreal, QC, Canada)
according to the manufacturer’s instructions. 200 pL of 100 uM ammonium aluminium
sulfate (AINH4(SO4)2) was added, as an additional step, in the column to remove
inhibitors such as humic acid and increase PCR efficiency on several types of soil
(clayey, sandy) [32]. DNA was eluted in 100 pl. PCR reactions were performed in a
volume of 25 ul containing 2.5 pl of 10x standard Taq buffer (100 mMTris-HCI,
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500 mM KCl, 15 mMMgCI2), 0.5 ul of dNTPs (10 mM), 0.5 pl of primers (20 mM),
0.25 pl of standard Taq DNA polymerase, 2 ul of total soil DNA and 18.75 ul of
nuclease free water. We amplified the ITS2 region with the universal fungal primers
fITS7 and ITS4 with a CSl (ACACTGACGACATGGTTCTACA) and CS2
(TACGGTAGCAGAGACTTGGTCT) tag added at the 5° extremities [33,34].
Three different melting temperatures were used for each PCR reaction with the
following thermocycling conditions: 34 cycles of 30s at 94 °C, 30s at three different
melting temperatures of 48, 51, and 58 °C, and 1 min 30s at 72 °C. Reactions were
preceded by a 3 min denaturation step at 94° C and terminated with a 5 min elongation
step at 72 °C. If no PCR band was obtained, a 1/10 dilution of the total soil DNA was
prepared. Positive PCR from the same sites (3 PCR x 256 sites) were pooled and sent for
sequencing. A second PCR was done to add adapters and barcodes (one barcode per
site), libraries were quantified and the sequencing was performed with [llumina MiSeq
PE 300 following the procedures of Quebec Genome Innovation Center of McGill
University (Montreal, QC, Canada).

Bioinformatic analysis

Raw sequences were demultiplexed and adapters and barcodes were removed for
249 sites (7 samples didn’t work at sequencing). The sequences were uploaded to the
Galaxy web platform v.1.1.2-806.1 and analyzed for quality using the FastQC Read
Quality reports v.0.72 [35,36]. Then sequences were filtered and trimmed (trimleft = ¢
(19, 20), truncLen = ¢ (230, 200), maxN = 0, maxEE = ¢ (2, 2), minLen = 150) using
dada2 package v. 1.7.9 in R [26,37]. Only sequences longer than 150 bp with a mean
number of expected errors below 2 were kept, trimming these to keep only the first
230 bp for the forward reads and the 200 bp for the reverse reads. Paired-ends sequences
were merged using Fastg-join (pN = 0, mN = 20) in the Galaxy web platform [38].
Then Fastq files were converted in Fasta files with FASTX-toolkit v.1.0.2 and ID
sequences were changed for the unique number ID of the sites using Seqkit v 0.8.0
[39,40]. The open source software [TSx v. 1.1.1 was used to remove conserved regions

(5.8S and 28S) may be present in our ITS2 amplicon [41]. Finally, dereplication
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procedure for each site was independently (sample level) applied using Vsearch v. 2.8.0
and then all files (249 files corresponding to 249 sites) were combined in one single
Fasta file in order to obtain one OTU data file and compare fungal composition between
all sites [42]. Then, the dereplication procedure was repeated, but across all sequences.
We removed singletons (minuniquesize = 2) chimera sequences using the reference
database (UNITE/UCHIME reference datasets v.7.2) and de novo chimeras, and we
clustered sequences (id = 0.97) and performed taxonomic assignation (id = 0.98) with
our local barcode database containing 169 barcodes from fungi collected in Canada
(mostly in Quebec province) (see Document file SI in Supplementary Materials
available online at http://www.mdpi.com/1999-4907/10/12/1096/s1) and public
reference databases (USEARCH/UTAX reference datasets v.7.2 from UNITE and
600,000 ITS2 sequences download from the National Center for Biotechnology
Information Search database (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)) using Vsearch v. 2.8.0.

Non fungal OTUs were removed.

Statistical analysis

We obtained two databases, one with the abiotic variables for each site and the one
with presence/absence OTUs by site. All statistical analyses were coded in R [26].
Taxa frequency bar chart was created using ggplot2 [43]. To identify major abiotic
drivers, we correlated fungal occurrences in 240 sites (we excluded 9 sites with
missing environmental variables) with 18 abiotic variables from these sites (see
Table S1 in Supplementary Materials available online at http://www.mdpi.com/1999-
4907/10/12/1096/s1). Percentage of sand was not used because of high correlation with
clay and silt content. Mean temperature during the growing season and average
cumulative precipitation during the growing season were used as climatic variable for
each sites. Other climatic data were excluded from the statistical analyses because of
high colinearity. Continuous numerical variables were standardized prior to analysis.
Generalize linear model with negative binomial family error distribution was used to
identify the drivers of fungal OTU richness, using the MASS and MuMIn R packages

tor model selection based on dredge and importance functions [44,45]. A pairwise site
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dissimilarity matrix based on Jaccard’s index was computed for 240 sites keeping only
14 000 OTUs appearing in these 240 sites. A PERMANOVA analysis using the adonis2
function (vegan R package) was used to explain our fungal distance/dissimilarity matrix
using our set of 18 abiotic variables [46]. Prior to running the PERMANOVA analysis,
we verified the assumption of multivariate dispersion using the function betadisper
(vegan R package) [46]. To verify the homogeneity of variance for the continuous
predictors, we quantified the distance of each sample in the ordination to the overall
metacommunity-wide centroid, and correlated this value to the continuous variable.
Principal coordinate analysis (PCoA) was used to visualize fungal community
composition among sites. Beta-diversity partitioning analyses were used to evaluate
whether shifts in fungal community structure were mostly due to species replacement or
differences in fungal richness among sites using the beta.div.comp function (coef = “J”)
from Legendre (2014) [21]. This beta-diversity partitioning could be visualized on a
ternary plot using the R package Ternary [47]. Species indicator analysis was used to
determine whether some species were preferentially associated with specific site

characteristics [48].

Results
Taxonomy diversity

Illumina sequencing of our fungal amplicon resulted in 12,455,757 raw sequences
which was pruned to 264,000 unique reads after bioinformatics treatment. Clustering at
97% yielded 14,755 OTUs (6687 singletons), out of which 4796 could be assigned to a
known taxon. We merged OTUs (and their frequencies) if they received the same
taxonomic assignation and removed OTUs that were assigned to non-fungal organism
for a total of 252 removed OTUs. For the 249 sites, 14,503 OTUs, including 4544 OTUs
with taxonomic assignation, were obtained. Figure 2 presents a global view of the
taxonomic diversity, the 20 most frequent orders for all the sites and their frequency is
represented for each climatic domain. The Agaricales represented the most frequent

order with a mean of 22 OTUs per site for the bioclimatic domain NAT, 19 OTUs for
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domain MAU and 12 OTUs for domain SAT-HM. The second and third most frequent
order were respectively the Helotiales and the Russulales with 17 and 6 mean OTUs per
site for domain NAT, 13 and 4 OTUs for domain MAU and 9 and 4 OTUs for domain
SAT-HM. Other common orders were Cantharellales, Boletales, and Hypocreales

(Figure 2).

Taxa
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B ccrseomcomycetaies [ Pezzates
8w Amneiiales Fisosporaies
~= Boletales Russulsies
P_ Canthareitales Sebaanales
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™ Helctales B rrerenates
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Figure 2 Taxa bar-chart for each climatic domain representing the frequency of
the 20 most frequent fungal orders. In the X axis, NAT represents the sites
clustered in the north of Abitibi-Témiscamingue, MAU in Mauricie, and
SAT _HM in the south of Abitibi-Témiscamingue and in Haute-Mauricie.
Y axis represents the mean OTUs (Operational Taxonomic Unit)/site.
Each different color represents taxa.

Fungal richness

OTUs richness varied between 26 to 825 OTUs across the sites with a mean of
193 OTUs per site. Lower OTUs richness was observed in domain SAT-HM compared
with domain NAT and MAU (Figure 3). We could also observe a tendency of OTUs
richness to decrease in presence of higher moss cover and in older stand age but, to

increase with high herb cover (Figure 4a—c). OTUs richness also varied depending on
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the dominant tree species. Intolerant hardwood (IH) stands showed high fungal richnes:

as opposed to jack pine stands (JP) (Figure 4d).

Figure 3

OTUs nchness

OTUs richness

e e _

Domains

Box-plot indicating the distribution of the OTUs richness (249 sites) for
each climatic domain. In the X axis, NAT represents the stands clustered in
the north of Abitibi-Témiscamingue, MAU in Mauricie and SAT HM in
the south of Abitibi-Témiscamingue and in Haute-Mauricie. The Y axis
represents the OTUs richness (number of OTUs/site).

OTUs richness

Mass cover

(a) (b)
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OTUs nchneas
OTUa nchneas

(c) (d)

Figure 4 Box-plot representing the distribution of the OTUs richness (240 sites),
depending on: (a) moss cover; (b) stand age; (c) herbaceous cover;
(d) dominant tree species. For (a) and (c) X axis represents the density
classes ((81%—100%) =7, (61%—80%) = 6, (41%—60%) = 35, (26%—-40%) =
4, (6%-25%) = 3, (2%—-5%) =2, (1%) = 1, 0 = 0)). For (b) X axis indicates
stand age (1 = 20-79 years and 2 = 80 years and over). For (d) X axis
indicates the different dominant tree species in the sites (BF = Balsam fir,
BS = Black spruce, IH = Intolerant hardwood, JP = Jack pine, P_JP = Jack
pine plantation, P MC = Mixed coniferous plantation, RM = Red maple,
TA = Trembling aspen, WB = White birch, and WS = White spruce). Y axis
represents the OTUs richness (number of OTUs/site).

A generalized linear model was used first, with all the habitat variables, and used
in dredge to performed model selection and model averaging. The dredge function
generated a set of 262,144 possible combinations (see Table S2 in Supplementary
Materials available online at http://www.mdpi.com/1999-4907/10/12/1096/s1). Model at
the first rank (lowest AICc) included the variables stand age, average precipitation, herb
cover, moss cover, soil pH and silt content, but all first six models were equivalent in
weight and for Akaike’s information criteria (AICc). Variables that were not included in
all the first six models were deposit, drainage, EhpH7, litter, organic matter, and shrub
cover. These variables also have low sum of Akaike weights, meaning they appeared in
tew models (Figure 5). The moss cover and the stand age stood out as the most
important predictors of fungal OTUs richness with a sum of Akaike weights close to one
(appeared in almost all the models) (Figure 5). Herb cover, average precipitation, silt

content and lichen cover could also important predictors of fungal richness with a sum
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of Akaike weights over 0.5, indicating that they appeared in half of the possible models

(Figure 5).

Sum of Akaike weights

E & ¥ &
2 =

000

st
I
£ = 5 B E a =

=]

Variabies

Figure S Bar-chart representing the importance of each of the 18 habitat
variables from all possible model combinations (262,144). Y axis
represents the sum of Akaike weights.

Fungal community composition

Soil pH has a significant effect on fungal composition, followed by the average
cumulative precipitation and stand age (Table | and Figure 6). For stand age, older stand
(blue) seemed slightly nested into those from younger stand (red) (Figure 6c¢).
The multivariate dispersion analysis indicated that the assumption of variance
homogeneity was violated for stand age (F = 3.68, p = 0.06) (see Document file S2
in  Supplementary Materials available online at http://www.mdpi.com/1999-
4907/10/12/1096/s1). However, given the robustness of the PERMANOVA test to this
assumption, this should not translate as a major bias in our downstream analyses [49].
For the continuous variables, no statistically significant correlations with their distance
to the centroid were found for soil pH and average precipitation, the two best predictors
(see Document file S2 and Figure S2 in Supplementary Materials available online at

http://www.mdpi.com/1999-4907/10/12/1096/s1).




Table 1
Results of the PERMANOVA for the global fungal community.

Stars indicate the p.value significance *** p<0.001; ** p< 0.01; * p< 0.05.

Variables R2 F Pr(>F)
Dominant tree species 0.040 1.123  ***
Deposit 0.021 1.072 *x
Drainage 0.004 1.038
Stand age 0.005 1.301 Ak
Tree (%) 0.004 1.018
Shrub (%) 0.004 1.011
Herb (%) 0.004 1.090
Moss (%) 0.004 1.179 **
Lichen (%) 0.004 1.229 o
Litter (cm) 0.004 1.060
Humus (cm) 0.004 1.018
pH 0.006 1.589  ***
EhpH7 0.004 1.055 *
Organic matter (%) 0.004 1.183 ok
Clay content (%) 0.005 1.245  ***
Silt content (%) 0.004 1.098 *
Mean temperature ~ 0.005 1.189 o
Average precipitation 0.006 1.385  ***
Residual 0.840
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presence/absence data for 14 000 OTUs (dissimilarity matrix based on
Jaccard’s index) and 240 sites. Each point in the PCoA represents a site
and points close to one another indicate that they are similar in their fungal
composition. Values in brackets on the axes show the amount of variation in
fungal composition explained by each axis; (a) Sites colored according to
their soil pH values (range between 2.98 to 7.10). Color represents a gradient
from low (red) to high (blue) soil pH; (b) Sites colored by their average
cumulative precipitation (range between 489.36 mm to 638.03 mm).
Color represents a gradient from low (green) to high (blue) average
precipitation; (c) Sites colored by their stand age. Young stand (20—79 years)
are colored in red and old stand (80 years and more) in blue.
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We analyzed the fungal community structure with a simplex analysis of beta-
diversity partitioning from pairwise comparisons of stands by using different indices that
measure similarity (number of share species), relativized richness difference and
relativized species replacement according to the R-script methods of Legendre et al.
(2014) [21]. Values obtained were positioned into an equilateral triangle, the so-called
ternary plot. High species turnover, perfect nestedness, and richness identity could be
easily recognized because the points are positioned on a given side of the triangle.
This analysis shows an alignment of the majority of the pairwise site comparison at the
bottom of the ternary plot, which evidences species replacement as the major driver of
community dissimilarity in this regional metacommunity (Figure 7a). This could be due
to a very high frequency of rare taxa, which could have inflated the tumover component
of beta-diversity. Yet, a similar pattern of strong turnover was observed even when only
the most frequent fungi (appearing in more than 30 sites) were retained for the analysis
(Figure 7b). Likewise, the pattern held constant when considering only the rarer fungal

taxa (Figure 7c¢).



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

Fungal diversity in temperate and boreal Quebec forest

Diversity in the regional species pool could be explained by the large
environmental heterogeneity across our sampled sites and the sequencing depth used.
Indeed, our study gathered data on highly contrasted sites differing in dominant tree
species, geological substrate origin, drainage, climate, and abiotic soil parameters (see
Table S1 in Supplementary Materials available online at http://www.mdpi.com/1999-
4907/10/12/1096/s1). Many studies and reviews have supported the role of
environmental heterogeneity in supporting greater species diversity through niche
partitioning [50-52]. A study published by Tedersoo et al. (2014) also reported very
large fungal richness; they sampled 365 sites across the world divided in eleven different
biomes (not limited to boreal and temperate forest) and detected 44,563 nonsingleton
fungal OTUs that corresponded to approximately half of the described fungal species on
the globe [17]. They also observed that boreal and temperate forests were also more
diverse in ectomycorrhizal and several other fungal guilds than other biomes. The three
most frequent orders that characterized our regions were the Agaricales, Helotiales, and
Russulales (Figure 2). These three groups are generally dominant in boreal forest
[11,53-55]. The genus Lactarius and Russula, from the order Russulales, are abundant
and diverse ectomycorrhizal fungi in northern forests, especially because there are host
generalists [14,56,57]. In our data, the genus Russula and Lactarius represented 84% of
the OTUs from the Russulales (see Table S3 in Supplementary Materials available
online at http://www.mdpi.com/1999-4907/10/12/1096/s1). Helotiales are common and
frequently associated with roots in boreal forest [11,54], whereas the Agaricales are
known to associate with bryophytes a dominant component of the boreal forest
understory [58]. Agaricales and Russulales are also known to be abundant and diverse in
temperate forests [59-63], which represented 32% of sites included in our study. In
temperate forests, Agaricales are mostly represented by the genus Cortinarius and
Inocybe [60,63]. Cortinarius genus represented 24% and Inocybe 14% of our OTUs
belonging to the Agaricales (see Table S3 in Supplementary Materials available online

at http://www.mdpi.com/1999-4907/10/12/1096/s1).
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Soil was collected from June to September, which included a sampling done over
two seasons (summer and beginning of fall). Fungal groups do not seem to change
between season, although their abundance may change [64,65]. Active mycelium can
decrease at the soil surface in the middle of summer, because of drought, but remains
detectable [66]. Season should not have an impact on the global biodiversity retrieved.
Unknown OTUs also represented a large proportion of the fungal diversity in our study,
which was comparable to other studies using similar high-throughput sequencing
methodologies [11,17,67,68]. Despite all the progress in fungal DNA barcoding, most of
the fungal species in the world remains unknown for many reasons. Some species are
not easily identifiable, difficult or impossible to growth in vitro, they are only
represented by only one discovered specimen and in some case it is truly the first

encounter [69,70].

Abiotic drivers of fungal richness

We found that predictors of the fungal richness were the stand age and the moss
cover. The first ranked model included the variables stand age, average precipitation,
herb cover, moss cover, soil pH and silt content, but all first six models were equivalent
in weight and for Akaike’s information criteria (AICc) (see Table S2 in Supplementary
Materials available online at http://www.mdpi.com/1999-4907/10/12/1096/s1). Among
these variables stand age and moss cover come out as the most important predictors of
tungal OTUs richness (Figure 5). For moss cover, a decrease of OTUs richness was
observed when the moss cover was higher (Figure 4a). Fungi living in moss covered
stand, would have considerable potential to degrade carbon substrates contained in moss
residues and in peatlands [71]. Mosses are well known to be recalcitrant substrates and
they can affect conditions growth by maintaining high water level and slowing down the
nutrient cycle [72]. They also produce secondary metabolites which would make them
difficult to digest for most decomposers [73]. Only a few specialist fungi would be able
to decompose moss tissues [74,75]. This could explain a lower fungal richness compared
to other type of stands. In addition to moss cover, stand age come out as an important

predictor (Figure 5). A decline of OTUs richness was observed in our older stand
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(Figure 4b). A general trend, observed in animals and plants, is the colonization of
young stand, normally newly exposed, by opportunistic species followed by an increase
of species richness [76,77]. In the case of fungi, generally mature coniferous forests can
support a larger number of fungal species and provide a higher fungal richness [78,79].
Blaalid et al. (2012) also observed for root-associated fungi a high fungal richness in the
recently exposed area (young stand), followed by a decrease to finish with an increase of
richness in more established ecosystems [80]. In these studies, only one fungal guild
(mycorrhizal fungi) was taken into account. In our case the total fungal composition was
measured and as such included several fungal groups. Another study compared the
presence of several fungal groups over three successional forest stages (2 years,
65 years, and 110 years) and they detected fewer different groups of fungi (species
richness) in the older forest than in the young and intermediate forest taken together
[81]. In our data, old forests are more than 80 years old (see Table S1 in Supplementary
Materials available online at http://www.mdpi.com/1999-4907/10/12/1096/s1). Such a
high richness in early successional stands contrasts with other findings in western
Canada where fungal richness increased over time after clearcuts or fires [82].
Early-successional stands may have increased primary productivity and also potentially
higher plant diversity and theses two factors can determine the diversity of soil fungal
guilds [83]. Mature forest may not be able to support a large diversity of fungi because
of loss and changes in nutrient and plant species. Forest productivity will reach a plateau
around 40 years old for most of the tree species [84,85]. After the maximum growth,
we can observe a decrease of the primary production, photosynthesis, nutrients, and an

increase of dead woods [86].

Other predictors appeared in more than half of all possible models as herbaceous
cover, lichen cover, average precipitation, and silt content (Figure 5). In the case of
herbaceous cover, an increase in OTUs richness was observed with higher herb cover
(Figure 4c). Tedersoo et al. (2016), identified that fungal richness was positively
affected by herb cover [18]. Several groups of root-inhabiting fungi are related to
herbaceous plants and a majority of herbaceous plants are dependent on mycorrhizae to

survive especially in phosphorus poor soil [87,88]. Higher density of herbaceous cover
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could provide more colonizable roots for fungi and results in a higher fungal richness
[89]. For lichen cover, no information was found to explain how lichen cover can
directly affect fungal richness. In our study, we evaluated cover from macrolichen living
on the soil surface. One explanation would be that the type of stand where there is high
abundance of lichen is not favorable for fungi. Lichen can grow on several extreme
environments: on dry and hot environments, on bare rock, walls, gravestones, roof,
exposed soil surfaces, etc. In our study, high lichen cover (covering more than 40% of
the area) was found in stand plantation dominated by jack pine. Pine stand is known to
have lower fungal richness because of forest litter that could be more acid [18,19,90].
Tree species can differentially influence fungal richness, either because of their partner
selectivity or because of the local soil conditions they create [19,90]. We can see this
variation in OTUs richness depending on the dominant tree species in our sites,

with especially low richness under jack pine stands (Figure 4d).

One edaphic factor that appeared to be important predictor is silt content,
with an importance over 0.50 and was included in the lowest AICc model (see Table S2
in  Supplementary Materials available online at http://www.mdpi.com/1999-
4907/10/12/1096/sland Figure 5). Fungal response to soil texture has been found
elsewhere [91]. Higher global fungal richness was previously observed in fine-textured
soils [20]. A reason for that may be the higher propension of fine particles to be bound
within aggregates. It is well known that aggregates formation can create
microenvironments for soil microbes and create refuges from predators (e.g.,
collembolas) in inaccessible micropores [92], but also protection for desiccation [93],
heat [94], and pH fluctuation [95]. Such creation of microenvironments may have
favored fungal niche partitioning locally, thus potentially increasing richness [96].
Providing more isolate microhabitat demonstrated an increase in microbial species

richness [97].

Average cumulative precipitation during the growing season was also an
important predictor (Table S2 in Supplementary Materials available online at

http://www.mdpi.com/1999-4907/10/12/1096/s1 and Figure 5). Tedersoo et al. (2014),
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previously identified mean annual precipitation as a strongest predictor with a positive
effect on global fungal diversity [17]. They compared fungal richness between tropical
regions and Africa, the latter had a lower fungal richness because mean annual
precipitation 1s relatively lower. Another study noticed that the number of soil fungal
taxa increases significantly with increasing mean annual precipitation [98].
An explanation of the role of precipitation on richness would be related to the fact that
most of the mesophilic fungi fail to grow at less than 96% humidity. A study from
Talley et al. (2002), showed that relative fungal richness increase in presence of high

relative humidity (>50%) [99].

Drivers of fungal community composition

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

purposes.

Average precipitation was also identified as important drivers of fungal
community composition (Table | and Figure 6b). In a previous study, fungi directly
responded to variation in precipitation with more abundant, diverse, and consistent
communities under drought conditions and more variable communities with an increase
in rainfall, but difference in the community composition was more evident when rainfall

difference was over 200 mm [111]. For our sites, average cumulative precipitation range
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was between 48936 mm to 638.03 mm (see Table S1 in Supplementary Materials
available online at http://www.mdpi.com/1999-4907/10/12/1096/s1). Fewer sites (blue)
were at the opposite of the first PCoA axis corresponding to sites with an average
cumulative precipitation over 581 mm (see Tables S1 and S4 in Supplementary
Materials available online at http://www.mdpi.com/1999-4907/10/12/1096/s1). Over a
specific stress threshold, biotic factors such as competition will be more present and
determine coexistence [96]. Hawkes et al. (2011) observed increase diversity in dry
periods and suggested that drought stress moderates competition among fungal taxa
[111]. The species have therefore acclimated to specific precipitation conditions and to a
certain level of competition and then specific groups of species should be indicative of
some stands depending on precipitation level. A species indicator analysis was used to
identify some indicator species between the different levels of precipitation. Fourteen
genera were identified as significant indicators of low average cumulative precipitation
and only three as mid average cumulative precipitation, compared to fifty-two for high
average cumulative precipitation (see Table S5 in Supplementary Materials available
online at http://www.mdpi.com/1999-4907/10/12/1096/s1). Species belonging to
Inocybe, Trichoderma, and Clitocybe are examples of significant indicators of high
average cumulative precipitation (see Table S5 in Supplementary Materials available

online at http://www.mdpi.com/1999-4907/10/12/1096/s1).

For stand age, old stands (blue) seemed slightly nested compared to those from
younger stands (red) (Figure 6¢). Stands could be different in community composition,
because of some species unique to an age-class [47,112]. We identified two genus as an
indicator of old stand (80 years and more), Gloioxanthomyces and Urnula (see Table S5
in  Supplementary Materials available online at http:/www.mdpi.com/1999-
4907/10/12/1096/s1). Among all the OTUs, 590 OTUs were only detected in old stand
(see Tables S1 and S3 in Supplementary Materials available online at
http://www.mdpi.com/1999-4907/10/12/1096/s1).  Difference in fungal species
composition among forest age classes was previously found in several studies.
They explained the difference by changes in plant species composition, because plant

communities evolves with time [113,114]. Additionally, accumulation of some
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recalcitrant plant litter is not favorable for the survey of some fungi [115]. One study
found that fungal diversity reached a plateau in 26 years-old stand and community
composition was similar for stand between 65—-100 years, but differ among stand over
100 years-old [82]. Another explanation could be after the maximum growth of a stand,
a decrease of the primary production, photosynthesis, nutrients, and an increase of dead
woods is observed and then competition to survive could be more present. Models of
fungal primary succession showed that few selected species are able to colonize new

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

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

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

Conclusions

A global overview of the fungal diversity and richness was assessed across the
northern temperate and boreal Quebec forests. It allowed to localize area with high
fungal richness and identified abiotic predictors across the sampled region. This could be
used as a tool to follow fungal richness through time and to anticipate future changes
that could be damaging to forests. A high moss cover, old stand (over 80 years) and
some dominant tree species (pine stands) are not suitable for a high fungal richness
contrary to herb cover and average precipitation. The structure of the fungal community
in the region was unknown and now is it characterized by a high turnover rate.
Fungal composition is shaped by several abiotic drivers, but we identified soil pH,
average cumulative precipitation, and stand age as the most important drivers among the

sampled variables. This effort to use meta-barcoding will allow a better characterization
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of fungal biodiversity and community structure from soil samples across various stands
in the province of Québec. Collectively, our results show how diffcult it can be to
predict fungal community assembly even with high replication and efforts to include
several biologically relevant explanatory variables: this poses a significant challenge for
fungal conservation and biodiversity management in a changing climate, as it seems that
suitable fungal niches will be hard to track. The inclusion of functional traits and

phylogeny could be a way to better understanding fungal biogeography [119].

Supplementary  Materials:  The  following are  available online at

http:/www.mdpi.com/1999-4907/10/12/1096/s1, Figure S1. K-means clustering of

249 sites based on the historical climatic data extracted from the site of the government
of Canada using the GPS localization. Group 1 (black) includes 70 sites, mostly
localized at the north of Abitibi-Témiscamingue (exception of four sites in
Haute-Mauricie and two in south of Abitibi) and represents the domain NAT. Group 2
(red) has 79 sites situated in Mauricie and named domain MAU. Group 3 (green)
includes 100 sites from the south of Abitibi-Témiscamingue (exception of five sites at
the north) and Haute-Mauricie and represents the domain SAT-HM. Figure S2.
Plots representing values from soil pH (a) and (b) average precipitation and in y axis,
their distances to the centroid. Document file S1. Local fungal ITS DNA barcode
reference; Document file S2. Multivariate dispersion results; Table S1. Environmental
database; Table S2. Dredge results; Table S3. OTU database; Table S4. Ordination

scores; Table SS. Results of species indicators analysis.
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CHAPITRE 111

COMBINING NEXT GENERATION SEQUENCING DATA AND
ABIOTIC VARIABLES FOR MODELING AND PREDICT FUNGAL
SPECIES DISTRIBUTION

Le contenu de ce chapitre est présenté sous forme de manuscrit qui est en
préparation pour soumission sous forme de courte communication pour la revue
Journal of fungi. 11 s’agit d’une revue utilisant un processus d'examen par les pairs.

La référence de cet article sera la suivante :

Laperriere G, Chagnon P-L, Bisson D, Maire V and Germain H. Combining next
generation sequencing data and abiotic variables for modeling and predict fungal species

distribution.

3.1 Contributions des auteurs

Genevieve Laperriere a effectué, en majorité, la conception de [’étude,
I’échantillonnage terrain, la réalisation des expérimentations, 1’analyse de données ainsi
que |’€criture du manuscrit. Pierre-Luc Chagnon, par son expertise, a grandement
contribué¢ a I’analyse des données ainsi qu’a la révision et 1’écriture du manuscrit.
Danny Bisson a contribué, par son expertise en géomatique, aux choix des sites
d’échantillonnage, a la création des cartes de potentiel et comme support technique.
Vincent Maire a particip€ a I’échantillonnage terrain, a contribué par son expertise aux
modeles de distribution des especes ainsi qu’a la révision et 1’écriture du manuscrit.
Hugo Germain est le directeur de recherche du laboratoire. Il a supervisé le projet,
particip€é a |’échantillonnage terrain, contribué¢ au design expérimental, a révisé et

participé a I’écriture du manuscrit et a obtenu les subventions pour I’étude.
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3.2 Résumé de P’article (frangais)

Les champignons forestiers comestibles apportent de nombreux bénéfices aux
populations en étant une source d’alimentation ainsi qu’une source de revenu.
Certaines especes sont tres recherchées sur le marché et possedent un fort potentiel
commercial di a leur comestibilit¢ et leur bon golt. D’autres champignons,
en contrepartie, sont toxiques ou mortels et doivent étre répertoriés. La culture en serre
pour de nombreux champignons forestiers est difficile ou impossible a cause des
relations complexes entre les champignons et leur habitat. Ainsi, la cueillette en forét
reste le moyen principal d’obtenir la ressource. Afin de mieux développer I’industrie et
la commercialisation des especes fongiques d’intéréts (comestibles ou non), 1l importe
de connaitre et de prévoir leur localisation. Malheureusement, la distribution et les
habitats préférentiels pour de nombreux champignons forestiers sont méconnus ou mal
décrits. Dans le but d’améliorer le développement de [’industrie des champignons
forestiers, les objectifs de cette étude visaient a (1) identifier des variables abiotiques
¢tant de forts prédicteurs d’une espece ciblée, (2) prédire la distribution de I’espéce et
(3) générer des cartes de probabilité¢ de présence afin de mieux cibler des sites potentiels
de cueillette. Pour ce faire, nous avons utilisé¢ des données de séquengage obtenues sur
des échantillons de sol récoltés a travers la forét tempérée et boréale de la province du
Québec. Les données de fréquence et les variables abiotiques du peuplement ont été
appliquées dans des modeles linéaires généralisés (GLMs) afin de générer des modeles
de prédiction de distribution pour une espéce ciblée. Le modele a ensuite ét€ appliqué
sur des bases de données écoforestieres afin de générer des cartes de potentiel de
présence (entre O et 1). L’espece Amanita muscaria a été utilisée comme exemple dans
cet article afin de démontrer une méthodologie permettant de générer des modeles de
probabilité¢ de présence a particr de données écologiques, géomatiques et d’ADN.
Cette méthodologie pourra ensuite étre applicable sur d’autres especes notamment sur
des especes d’intéréts comestibles. En tout, 131 072 combinaisons possibles de modeles
ont été générées a partir des données de fréquence d’A. muscaria avec les 17 variables
abiotiques qui caractérisaient les peuplements. Parmi les combinaisons possibles,
un modele a été sélectionné en fonction de plusieurs critéres et les précipitations

moyennes pendant la saison de croissance, le couvert en mousse et le pH du sol ont été
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identifiées comme étant de forts prédicteurs pour I’espece. L’application du modele sur
les bases de données €coforesticres a permis de générer des cartes indiquant la
probabilité de présence de I’espéce a travers les polygones forestiers d’une région.
De nombreuses zones en roses et rouges indiquant une probabilité de moyenne a tres
¢levée (0.4-1.0) que I'espece soit présente ont €té identifiées dans différentes régions.
Toutefois ces données ne représentent pas la probabilité¢ de production de sporocarpes,
mais sont tout de méme un outil efficace pour localiser les sites potentiels de cueillette et

permettent d’éliminer rapidement des zones non propices a la présence d’une espece.
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3.3 Article complet (anglais): Combining next generation sequencing data and
abiotic variables for modeling and predict fungal species distribution

Abstract

Wild edible mushrooms provide many benefits to humans, either as part of their
diet or as a source of income. Some species are in fact highly demanded and have a
strong commercial value. Cultivation is typically difficult or impossible because of the
complex and intricate dependence of these fungi with specific components of their
environments (e.g., ectomycorrhizal hosts). Wild harvesting is thus the only way
forward to commercialize these species. To improve the efficiency of this harvesting
process, there is a strong incentive for developing predictive models of these species’
occurrence in the environment, as related to various biotic/abiotic predictors. Likewise,
toxic/deadly mushrooms are also key organisms for which more knowledge on
biogeography would be particularly useful, here to provide guidance to amateur
naturalists that could be at risk to confound edible and toxic species looking alike.
In order to better develop the industry and the market of wild fungal species (edible or
not), it is important to know and predict their localization. Unfortunately, the distribution
and preferred habitats for many wild fungal species are poorly described. In order to -
improve the development of the wild fungi industry, the objectives of this study were to
(1) identify strong predictors of a target species, (2) predict the distribution and
(3) generate maps of potential localization in order to better identify potential sites.
In this study, we use Amanita muscaria as a model species to validate the approach.
We used next generation sequencing to detect fungal mycelium from soil samples
collected across the temperate and boreal Quebec forest. We also collected soil and
stand properties at each site to predict fungal occurrence based on environmental
parameters. We then used this trained model to map potential occurrences of Amanita
muscaria through Quebec forests using the environmental data from the forest inventory
database. Although these data do not necessarily mirror the probability of sporocarp
production, which is highly dependent on local and short-term meteorological factors,

they remain a promising tool for anticipating sites of occurrence for species of interest.
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Our work 1s also a timely contribution to the fungal species distribution modelling,

which is crucial in a changing world.

Introduction

Wild mushrooms provide major benefits to the populations, particularly by
contributing to the diet and as a source of income [1]. Some mushrooms like Tricholoma
matsutake and Morchella spp. [1,2] have a commercial interest due to taste and/or
production of bioproducts such as antioxidants [3]. Other fungal species (e.g., Amanita
muscaria, Amanita virosa) are toxic or deadly and their localization need to be recorded
[4,5]. Most of the wild edible mushrooms are ectomycorrhizal fungi [6,7].
Their complex dependence upon a host plant for carbon nutrition often makes their
culture difficult or impossible: in such context, the only way to obtain them is through
harvesting in the wild. In order to better develop the industry and commercialization of
economically important macromycetes, or to provide guidance into potential risks of
encountering toxic/deadly species, making progress into the modelling of fungal species’
distribution 1s pivotal. Ideally, precise maps predicting the occurrence probabilities for
species of interest could be developed. Right now, a weakness of existing datasets is that
they rely on sporocarp surveys, which are not ideal, because the production of fruiting
bodies in fungi can be stochastic and show interannual variability, despite the presence
of the fungus belowground as vegetative biomass. In this view, it could be desirable to
focus on molecular rather than sporocarp detection of fungal taxa to develop predictive

species distribution models (SDMs).

Many modeling methods have been developed to produce SDMs. These can be
classified as profile (BIOCLIM, DOMAIN) [9,10], regression (generalised linear or
additive models) [11] and machine learning methods (Random Forest, MaxEnt) [12,13].
A commonly used method of species distribution modeling is generalized linear models
(GLMs), an extension of linear models that allows flexibility in response variable
distribution, in variance structure, and in the link specified between the response and the

explanatory variables, which is fixed to be an identity link in regular linear regressions
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[14]. As such, GLLMs is a more flexible tool for analyzing ecological relationships [15],
and has been widely adopted to model species distributions for plants [16], animals [17],

birds [ 18] and also fungi [19].

In this study, we used generalized linear models (GL.Ms) to predict the distribution
of a wild macromycete, Amanita muscaria, based on its presence in environmental DNA
(eDNA) samples. The result is maps which provide likelihood of mycelium occurrence
in the soil, a first step towards having a map that would predict mushroom occurrence.
Sequencing of eDNA, provided information to rapidly and extensively estimate richness
and composition of targeted organisms without the need to see the species, but through
the presence of their DNA in the environment [20-22]. For fungi, eDNA from soil
sampled is generally used to estimate their diversity [23,24]. On the other hand for
modeling distribution of fungal species, occurrence data commonly comes from
herbarium [19] or recent surveys and observations [25,26]. Our objective was to explore
the potential of next generation sequencing data for modeling and predicting wild
macromycete fungal species distribution using generalized linear models (GLMs) in
order to (1) identify abiotic drivers of a target fungal species, (2) predict its distribution
and (3) construct maps of their potential distribution. The species Amanita muscaria was
used as an example in this article to show the methodology for generating probability of
occurrence models from ecological, geomatics and sequencing data. This study
modeling the distribution of Amanita muscaria, a toxic ectomycorrhizal fungus, thus
stands as a proof of concept showing the potential of next-generation sequencing in

assisting fungal species distribution modeling.

Materials and methods
Sites selection, soil sampling and characterization

The total description of site selection, soil sampling and characterization is
described in Laperriere et al. (2019) [27]. Briefly 262 sites were sampled in three

different regions in the province of Quebec (Canada), Abitibi-Témiscamingue (AT),
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Haute-Mauricie (HM) and in Mauricie (MAU). We used a forest inventory database
composed of 75 abiotic variables and 33 000 stands, released in 2009, through the
Ministry of Forest and Parks of the province of Quebec to identify and locate sites.
Sites were sampled between June and September 2017. On each site an area of 400 m?
(20m x 20m) was delimited and 6 soil cores of 20 cm depth every Sm along the transects
were taken. Subsample for DNA analysis was stored at -20 °C and the rest of the soil
samples were sieved and stored at different temperature for other analysis. Some site
characteristics were already known with the forest inventory database such as stand age,
dominant tree species, level of drainage and surficial deposit. [n addition, we measured
coverage percentage of trees, shrubs (DBH < 9 cm), herbaceous, mosses and lichens
(between 0 to 100%) and also thickness .oflitter layer and organic layer (humus), both in
centimeter (cm). Using georeferenced information from each site, we extracted historical
climatic data ranging from 1981 to 2010, from the site of Ministry of the Environment
and Climate Change of Quebec (https://www.donneesquebec.ca/). Mean temperature
(°C) during the growing season and average precipitation (mm) during the growing
season were used as climatic data. Growing season was defined as the period between
the three first consecutive frost-free days (min. T® > 0 °C in spring) and the first three

consecutive days with frost (min. T®) <0 °C in the fall).

Soil analysis, DNA extraction, amplification and sequencing

All details are available in the manuscript Laperriere et al (2019) [27]. Globally,
for soil analyses part of the soil for each site was dried to measure pH (hydrogen
potential) and Eh (redox potential). Eh was measured following the method of Husson et
al. [28] and standardized for a pH of 7. The pH was taken immediately after the Eh
measurement. Content (%) of organic matter (OM), silt, sand and clay was also
measured. Soil DNA was extracted with the DNeasy PowerSoil kit (Qiagen,
Montreal, QC, CAN) according to the manufacturer’s instructions. 200 pl of 100 uM
ammonium aluminium sulfate (AINH4(SO4)2) was added, as an additional step,
in the column to remove inhibitors. DNA was eluted in 100 pl. We amplified the

ITS2 region with the universal fungal primers fITS7 and 1TS4 with a CSI
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(ACACTGACGACATGGTTCTACA) and CS2 (TACGGTAGCAGAGACTTGGTCT)
tag added at the 5’ extremities [29,30]. Three different annealing temperatures (48 °C,
51 °C and 58 °C) were used for each PCR reactions and positive PCR from the same site
were pooled (3 PCR x 256 sites) and sent for Illumina MiSeq PE 300 sequencing
following the procedures of Quebec Genome Innovation Center of McGill University

(Montreal, QC, CAN).

Statistical analyses

Bioinformatic analyses were conducted as described in Laperriere et al. (2019)
[27]. From the complete dataset, occurrences of Amanita muscaria were retrieved to
construct a binary matrix describing the distribution of this fungus (presence/absence)
into our different sampling sites. Amanita muscaria probability of occurrence was
modeled as a function of our 17 abiotic explanatory variables (Supplementary material
Table S1). All statistical analyses were coded in R [31]. Continuous numerical variables
were standardized prior to analysis. Percentage of sand was excluded from the analysis
because of its non-independence from clay and silt content and mean temperature during
the growing season was removed because of high collinearity with average precipitation
during the growing season. Generalize linear model (GLM) with binomial family error
distribution (i.e., logit regression) was used to modeled Amanita muscaria distribution
and a set of all possible candidate models was generated using MuMIn R packages
based on the function dredge [32]. Selected variables from these two models were
running again without standardizing data and results were applied on the equation (1)
where y corresponded to the response variable (4. muscaria presence), o was the
estimated regression coefficients of each of the included explanatory variables, y value
obtained in the field for the explanatory variable and B corresponded to the intercept

estimated regression coefficients.

+
eaxB

1+¢ P
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Creation of maps for potential distribution

We extrapolated our logit regression model generated by the GLMs on the forest
inventory database composed of 75 abiotic variables and 33 000 stands, released in
2009, through the Ministry of Forest and Parks of the province of Quebec. In this
database we also added the climatic data ranging from 1981 to 2010, from the site of
Ministry of the Environment and Climate Change of Quebec. The formula was applied
for each forest polygon. The final result (between O and 1) was mapped using
quantitative classification at equal intervals. Five potential classes were used to represent
probability of occurrence for 4. muscaria: 0 to 0.2 (very low); 0.2 to 0.4 (low) ; 0.4 to
0.6 (medium) ; 0.6 to 0.8 (high) ; 0.8 to 1.0 (very high).

Results
Results from GLMs

Amanita muscaria was found in 60 sampled sites out of 240 sites analyzed
(Supplementary material Table S1). Starting from a GLM that included all the abiotic
variables, we generated 131 072 possible candidate models with dredge function.
We ranked them first based on their corrected Akaike information criterion value
(AICc). The lowest AICc model obtained had a value of 237.82 (model A) and included
the variables stand age, average precipitation, lichen cover, moss cover, soil pH and
shrub cover (first 20 model ranked by their AICc criteria are shown in supplementary
material Table S2). We again ranked all possible candidate models by using Bayesian
information criteria (BIC). The result obtained for the lowest BIC (254.0) (model B)
included fewer variables such as average precipitation, moss cover and soil pH (first
20 model ranked by their BIC criteria are shown in Table S3). Selected variables from
these two models were running again without standardizing data and results are
summarized in Table 1. The proportion of variation explained (null deviance — residuals
deviance/null deviance) from model A was 17% instead of 14% for model B. AICc
value from these two models were very similar, within the usual limit of two AICc units

to consider models with significantly different fit. We selected the model B to apply it in
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the construct of maps for potential distribution of Amanita muscaria mycelium, because
z-value (regression coefficient divided by its standard error) for all included variables

were statistically significant (Pr(>|z|) < 0.05) (Table 3.1).

Table 1

GLM results (with non standardized variables) for model A and B

Model A
Variables Estimate  Z value Pr(>(z|)
Coefficients
Intercept -6.1680 -2.445 0.01
Precipitation 0.0067 2.245 0.02
Moss -0.1839 -1.843 0.07
pH 0.9783 3.205 0.001
Age -1.2969 -1.661 0.10
Lichen -0.5666 -1.703 0.09
Shrub -0.2643 -1.698 0.09
Residual 22334 - -
deviance
Null 269.92 - -
deviance
AlCe 237.34 - -
Model B
Variables Estimates Z value Pr(>|z|)
Coefficients
Intercept -8.7566 -3.928  8.57%5
Precipitation 0.0091 3.177 0.001
Moss -0.2372 2471 0.01
pH 0.7893 2.809 0.004
Residual 232.12 - -
deviance
Null 269.92 - -
deviance

AlCe 240.12 - -
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Maps of potential distribution

GLM results from model B was applied on equation (1) as B corresponded to the
intercept estimated regression coefficients (-8.7566) and a the estimated regression
coefficients of each of the included variables (0.0091 (average precipitation) -0.2372
(moss cover) + 0.7893 (soil pH)). An inverse logit function was applied to obtain the y
value corresponding to the probability of presence between 0 to 1. The equation was
applied on the forest inventory database for each forest polygon in the targeted region
and mapped. Figure | and figure 2 showed probability of presence for A. muscaria in the
region of Abitibi-Témiscamingue (around Rouyn-Noranda, Québec, Canada) (Figure 1)
and Haute-Mauricie (around Lac-Edouard, Québec, Canada) (Figure 2). We see in figure
1 several zones (forest polygon) in pink indicating a probability of presence of
A. muscaria from 0.4 to 0.6 but, in the majority of the forest polygon the probability is
lower or very low (Figure 1). In the Haute-Mauricie, we identified few forest polygons
in red indicating high probability (0.6 to 0.8) (Figure 2). Theses area could be a good

place to investigate the search of this species or to be alert to its presence.
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Figure 1

Map of potential distribution of A. muscaria in the region of
Abitibi-Témiscamingue around Rouyn-Noranda (Québec, Canada).
Each colored zone corresponds to a forest polygon and colors represent a
probability of presence of the species; green (0 to 0.2), orange (0.2-0.4), pink
(0.4-0.6), red (0.6-0.8) and dark red (0.8-1.0).
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Figure2 Map of potential distribution of A. muscaria in the region of
Haute-Mauricie around Lac Edouard (Québec, Canada). Each colored
zone correspond to a forest polygon and colors represent the probability of
presence of the species; green (0 to 0.2), orange (0.2-0.4), pink (0.4-0.6),
red (0.6-0.8) and dark red (0.8-1.0).

Conclusions

Currently species distribution modeling use occurrence data from herbarium,
observations or recent surveys [19,25-26]. In the case of fungi, sporocarp surveys can
bias frequency data of a species because of many environmental variables that can affect
sporocarp productibn. The method describes here offer the potential to use frequency
data from the DNA mycelium present in the soil without the need to see the fungal
species and with less time consuming. Most of the forest polygon showed a low
probability of occurrence (0-0.4) and thus few optimal stands were identified (0.6-1)

(Figure 1 and 2) but our results is comparable to other study predicting fungal
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distribution and where optimal stands were rare [26]. Relation of fungi with their
environment is complexe and our model explain 17% of the variation (Table 1).
The variation explained by the GLMs can vary according to the distribution of the
species. Distribution is modelled more precisely for specialist species with a restricted
distribution than for widespread and generalist species [33,34]. Wolland et al. 2008 also
showed that the extent of the study area and the frequency of the species influence the
fraction of variation explained by the model and the number of variables includes [19].
Amanita muscaria 1s a largely distributed species in Quebec forests and commontly

found in several habitat [7].

This method provides information and indication about potential of a stand to
contain the target species and unsuitable or less likely stands can be eleminated to save
time and money. It is a begining to provide accessible and useful tools for mushroom
pickers to facilate localization of potential harvest sites in the case where the model
could be applied on edible species. However, these data do not represent the probability
of sporocarp production but are an effective tool for locating potential sites and can be

used to quickly eliminate areas with a low probability of occurrence [33, 34].
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Presence/absence data for Amanita muscaria and abiotic variables for
the 240 sites included in the species distribution modeling
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First 20 models from all possible combinations ranked by their AICc¢ criteria
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CHAPITRE 1V

DNA DISTRIBUTION PATTERN AND METABOLITE PROFILE
OF WILD EDIBLE LOBSTER MUSHROOM
(HYPOMYCES LACTIFLUORUM/RUSSULA BREVIPES)

Le contenu de ce chapitre est présenté sous forme de manuscrit qui a été publié en
anglais dans la revue Génome le 7 mars 2018. 11 s’agit d’une revue utilisant un processus

d'examen par les pairs. La référence de cet article est la suivante :

Laperriere G, Desgagné-Penix 1, et Germain H. DNA distribution pattern and

metabolite profile of wild edible lobster mushroom (Hypomyces lactifluorum/Russula

brevipes). Genome 2019, 61 (5), 329-336.

4.1 Contributions des auteurs

Genevieve Laperriere a effectué¢, en majorité, la conception de [’étude,
I’échantillonnage terrain, la réalisation des expérimentations, 1’analyse des données ainsi
que I’écriture du manuscrit. Isabel Desgagné-Penix, par son expertise, a grandement
contribué aux protocoles pour I’extraction des métabolites et I’utilisation du HPLC ainsi
qu’aux analyses des résultats métabolomiques et a la révision du manuscrit.
Hugo Germain est le directeur de recherche du laboratoire. Il a supervisé le projet,
participé a I’échantillonnage terrain, contribué¢ au design expérimental, a révisé et

participé a I’écriture du manuscrit et a obtenu les subventions pour I’étude.



87

4.2 Résumé de P’article (francais)

Le champignon crabe (aussi appelé dermatose des russules) est un champignon
sauvage comestible qui présente un potentiel commercial. 1l résulte de I’infection,
le plus communément, avec la russule a pied court (Russula brevipes) par un ascomycete
Hypomyces lactiflorum. Dans cette étude, des tissus récoltés a plusieurs endroits dans le
sporocarpe du champignon ont ét¢ échantillonnés a différents stades d’infection et ont
été analysés par PCR quantitatif afin d’étudier la distribution de I’ADN de R. brevipes et
H. lactiflorum. En parallele, une analyse métabolomique a €té réalisée pour détecter les
diftérences dans le profil des métabolites entre le sporocarpe non-infecté de R. brevipes
et le champignon crabe comestible. Les résultats ont démontré que I’ADN de
H. lactiflorum n’est pas limit¢ a la marge du sporocarpe, mais qu’il est réparti
relativement uniformément dans le sporocarpe du champignon crabe. L’ADN de
R. brevipes était également présent dans tout le sporocarpe, mais il était moins abondant
aux marges et plus abondant au centre. L.’abondance de I’ADN de R. brevipes diminuait
aussi au fil de I’infection contrairement a H. lactifluorum qui restait abondant dans les
stades plus avancés. L’analyse métabolomique a révélé que la chair du champignon
crabe, laquelle demeure identique en apparence a celle de son hoéte, subit une
transformation qui altere son profil métabolique, notamment en matiere de lipides et des
composés terpéniques. Ces résultats décrivent une relation parasitique entre les deux
especes qui entraine une diminution de ’ADN de R. brevipes et une modification de son

profil métabolique.
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4.3 Article complet (anglais) : DNA distribution pattern and metabolite profile of
wild edible lobster mushroom (Hypomyces lactifluorum/Russula brevipes)

Abstract

Lobster mushroom is a wild edible mushroom with potential commercial value.
It is the product resulting of the infection, most commonly of Russula brevipes,
by Hypomyces lactifluorum. This study undertook quantitative polymerase chain
reaction analysis of tissues sampled at different infection stages to investigate
R. brevipes — H. lactifluorum interaction. We followed the colonization of R. brevipes
sporocarps by H. lactifluorum that leads to the edible lobster mushrooms. In parallel,
metabolomics analysis was performed to detect differences in metabolite profile among
non-infected R. brevipes sporocarp and lobster mushroom. The results show that
H. lactifluorum DNA is not restricted to the margin but is distributed relatively evenly
across the sporocarp of the lobster mushroom. Russula brevipes DNA was also present
throughout the sporocarp but was less abundant at the margins and increased inwards.
Russula brevipes DNA also declined as the infection progressed. Metabolomics analysis
revealed that the flesh of lobster mushroom, which remains identical in appearance to
the flesh of the host, undergoes transformation that alters its metabolite profile, most
notably of lipids and terpene compounds. These results define a parasitic relationship
between the two species that entails a decline of R. brevipes DNA and a modification of

its metabolite profile.

Introduction

Lobster mushroom 1is not a species but the result from an infection of sporocarps of
Russula spp. (most commonly Russula brevipes Peck) by Hypomyces lactifluorum
(Schwein.) Tul. & C. Tul.,, an ascomycete from the family Hypocreaceae in the order
Hypocreales (Rogerson and Samuels 1994). This interaction is qualified as parasitism
where Russula spp. is the host and H. lactifluorum is the parasite (Beug et al. 2014;
Hanlin 1963; Rogerson and Samuels 1994). Its distribution is confined to North America

(Rogerson and Samuels 1994). This limited distribution could be explained by the
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similarly constrained spread of R. brevipes and ecological parameters, such as pH,
extractable soil phosphorus, and stand opening, all of which are identified as important
predictors of lobster mushroom’s presence (Rochon et al. 2009). There is sparse
information on the infection process, life cycle, and the colonization of the host species
during the infection, such as how each of the two species is distributed throughout the
sporocarp during the infection process. Hanlin (1963) suggested that H. lactifluorum
infects very young Russula sporocarp, starting with infection of the gill surfaces,
followed by rapid spread of the mycelia over the entire sporocarp. The growth of the
host sporocarp continues but gradually transforms as a result of the influence of the
parasite. Rogerson and Samuels (1994) reported that H. lactifluorum appeared in
consecutive years in the same populations of species of Lactarius or Russula, indicating
that infection may occur through H. lactifluorum-containing soil or that H. lactifluorum

somehow grows in parallel with the host mycelium.

There are other similar situations in the genus Hypomyces where the host
sporocarp appearance is changed following colonization by Hypomyces (Beug et al.
2014; McNeil 2006; Rogerson and Samuels 1994). Hypomyces chrysospermus Tul. & C.
Tul. can colonize various boletes and covers the host sporocarp with a white layer
followed by a powdery yellow layer. Similarly, the sporocarp of species of Amanita
colonized by Hypomyces hyalinus (Schwein.) Tul. & C. Tul. develop a fluffy crust with
a rough surface of various colors. Hypomyces luteovirens (Fr.) Tul. & C. Tul. on Russula
spp. and Hypomyces lateritius (Fr.) Tul. & C. Tul. on Lactaria spp. are other similar
cases. Among all these examples, none are considered edible or their edibility is
unknown and gives to lobster mushroom a unique character. The lobster mushroom
resulting from the infection is edible and is characterized by an orange to reddish color
of the cap surface while the underlying flesh remains white. Its main morphological
characteristics are the presence of shallow ridges at the underside of the cap (remnants
of the gills of Russula), as well as irregularity of the sporocarp and stalk (Hanlin 1963).
Russula brevipes, the most commonly reported host, has a bitter taste, but when

associated with H. lactifluorum, to become lobster mushroom, is sought and appreciated
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by mushroom pickers for its meaty texture, distinctive flavor, and good taste (McNeil

2006).

As knowledge about this mushroom is limited, more information about its
formation and structure is necessary to strengthen its utilization and commercialization.
Our objectives were to better understand the composition of the lobster mushroom
sporocarp during the colonization of R. brevipes by H. lactifluorum. We also aimed to
assess the metabolite composition profiles to try to understand the flavour changes
between non-infected R. brevipes (white, bitter taste, non-edible) and lobster mushroom
(orange, good taste, edible). To achieve the objectives, we used quantitative real-time
polymerase chain reaction (qPCR) technology to follow the presence of the two species
inside the sporocarp of the lobster mushroom at different infection stages (partially
colonized, completely colonized, and decaying sporocarp). Finally, to evaluate if there
were any metabolite changes between the R. brevipes and lobster mushroom (infected

R. brevipes), we used HPLC and UPLCqTOF-MS to assess the metabolite content.

Materials and methods
Mushroom colection and tissue sampling

Non-infected R. brevipes sporocarps were collected from Parc regional des
Greves (Quebec, Canada) and Gentilly (Quebec, Canada). Species were identified and
confirmed by morphological features as well as Sanger sequencing of the entire ITS
region (PCR conditions described hereafter). Infected sporocarps of three infected stages
were collected from Zec Bostonnais (Quebec, Canada) and near Lake Sabourin (Quebec,
Canada). The different infection stages included the following: (i) partially infected
sporocarps of R. brevipes still having visible gills and white outer flesh, but showing
visible reddening of the cap; (ii) completely infected sporocarps of R. brevipes also
called lobster mushroom (sporocarp entirely red, no visible gills, a deformed cap,
characteristic orange color, and firmer flesh than the Russula), and (iii)) decaying

sporocarps of lobster mushrooms characterized by the same characteristics as the
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completely infected with softened red flesh, indicating that the mushroom has started to
decay. Completely infected sporocarps of R. brevipes were cut into transversal
crosssections and pieces of an average of 0.04 g were collected, with a new scalpel
blade, from the internal portion of the sporocarp. Care was taken not to contaminate
each section with tissue/DNA from neighboring sections. Seven pieces from each
sporocarp were collected, and these pieces were numbered from the outermost part of
the cap inward to the stalk (0 to 6). For the analyses of the proportion of R. brevipes and
H. lactifluorum DNA in different infection stages of the lobster mushrooms sporocarp
(non-infected R. brevipes, partially, completely, and decaying lobster mushroom),
tissues were collected at the cap’s edge (equivalent of position 0 from Figure 2), in the
middle (equivalent of position 2 from Figure 2), and in the stalk (equivalent of position 4

or 5 from Figure 2).

DNA extraction

Fresh fungal tissue was placed in 200 ul AP1 buffer and pulverized by a hand drill
mounted with a blue pestle until a homogenous solution was obtained. Fungal DNA was
extracted with DNeasy plant kit (Qiagen, Montreal, Canada), according to the
manufacturer’s instructions. DNA samples were kept frozen at -20 °C until analysis.
Russula brevipes DNA was obtained from sporocarps of non-infected R. brevipes.
For H. lactifluorum, DNA was extracted from completely infected sporocarps of R.

brevipes and isolated by cloning.

PCR amplification and sequencing

We amplified the whole ITS region for R. brevipes and H. lactifluroum
for alignment and specific primers generation (to be used for qPCR analysis).
Universal fungal primers ITS1-F (CTTGGTCATITTAGAGGAAGTAA) and [TS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC) (Gardes and Bruns 1993; White et al. 1990) were
used. Sequences were compared with those available from the National Center for

Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). PCR was performed
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with Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs, Whitby,
Canada), according to the manufacturer’s instructions under the following conditions:
34 cycles of 10 s at 98 °C, 30 s at 58 °C, and 30 s at 72 °C. Reactions were preceded by
a 30 s denaturation step at 98 °C and terminated with a 5 min elongation step at 72 °C.
PCR products were separated by electrophoresis in 1% agarose gel with 1x TAE (Tris-
Acetate-EDTA), stained with SYBR® Safe DNA Gel (Thermo Fisher Scientific,
Ottawa, Canada), and visualized under UV light (ChemiDoc Touch Imaging System,
Bio-Rad, Saint-Laurent, Canada). PCR products were purified by QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen) and sent to the Québec Genome Innovation Centre of McGill
University (Montreal, Quebec, Canada) for Sanger sequencing. Species identities were
confirmed using the BLASTn algorithm from the NCBI nucleotide database and
BOLDSYSTEMS (http://www.boldsystems.org).

Cloning of H. lactifluorum I'TS

ITS PCR products were cloned with pBluescript II KS (+) vector. The vector was
digested with the restriction enzyme EcoRV (New England Biolabs), and the amplified
fragment was inserted by blunt-end ligation with T4 DNA ligase (New England
Biolabs), according to the manufacturer’s instructions. Ligation reactions were
transformed in electro-competent Escherichia coli DH10B cells, and positive colonies
containing recombinant plasmids were identified by blue/white selection on LB agar
plates containing ampicillin 50 pg/mL, X-gal 40 pg/mL, and IPTG 0.2 mM.
The plasmids were purified with QIAprep Spin Miniprep kit (Qiagen), and amplified
fragment integration was confirmed by double digestion with the restriction enzymes

EcoR1 and Xhol (New England Biolabs).

Design and specificity testing of primers

Hypomyces lactifluorum and R. brevipes sequences, obtained by sequencing
the ITS region of genomic DNA, and sequences available on NCBI were aligned with

CLC MainWorkbench software 7.6.4 (Qiagen) to identify variable regions for primer
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design. For ¢PCR, specific primers targeting smaller amplicons were designed
for H. lactifluorum (H.L-1, ATTACCGAGTCTCCGAACTCCCAA and
H.L-2, GATTCGTTTCGCTTGCCCTTTTCG) and for R. brevipes (R.B-1,
CATCCTCAACCTGCTTCGTTCTATCG and R.B-2,
CGAGCGAAACCCAAGACGTAGAAAC) with a combination of softwares, including
Primer3 v. 4.0.0 (http://primer3.ut.ee/) and CLC MainWorkbench v. 7.6.4 (Qiagen).
The BLASTn algorithm available on NCBI was used to assess the in silico specificity of
these primers. PCR amplification with novel specific primers was carried out with Hot
Start Tag DNA Polymerase (New England Biolabs), according to the manufacturer’s
standard instructions under the following conditions: 34 cycles of 20 s at 95 °C, 30 s at
56 °C, and 35 s at 68 °C. Reactions were preceded by a 30 s denaturation step at 95 °C
and terminated by a 5 min elongation step at 68 °C. PCR products were visualized as

described previously.

qPCR

qPCR assays were performed in 96-well hard-shell PCR plates with the CFX
Connect Real-Time system (Bio-Rad) according to the manufacturer’s instructions.
Each 20 pl reaction mixture consisted of 10 pl of 2x SsoAdvanced universal SYBR®
Green Supermix (Bio-Rad), 0.5 pM of each primer, and 8 pl of target DNA diluted
1/100. Each tissue sample underwent two technical replications with three biological
replicates for each different infected stage. A negative control sample was included in
each assay. The reference gene was the 5.8S ribosomal RNA encoding gene
amplified with primers 5.8S-F, CTTTCAACAACGGATCTCTTGGYTC and 5.8S-R,
GCAAKGTGCGTTCAAAGATTCG, which were designed to amplify both species.
Prior to the experiments, thermal gradient and dilution curves (1, 1/10, 1/100, 1/1000,
and 1/10 000) were generated for each primer pair with pooled DNA samples to
determine optimal annealing temperature and reaction efficiency. qPCR products from a
few samples for each primer pair were visualized on agarose gel to confirm amplicon
size and the absence of nonspecific amplification and primer dimers. Amplicon purity

was confirmed by melting curve analysis. The optimized thermal cycle protocol
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included 3 min incubation at 98 °C followed by 39 cycles of 15 s at 98 °C, 40 s at 60 °C
or 56.2 °C for H. lactifluorum and R. brevipes, respectively, and 40 s at 72 °C, followed
by melting curves from 65 to 95 °C with 0.5 °C increments. Fluorescence threshold level
was determined with the default adaptive baseline algorithm of CFX Manager
Software 3.1.1517.0823. Relative quantitation assessed the relative amount of
H. lactifluorum DNA versus R. brevipes DNA at each position in the sporocarp.
Normalized expression was calculated by the Livak method (272*¢") (Livak and
Schmittgen 2001). In all cases, the lowest normalized expression served as calibrator,

and error propagation was used to calculate standard deviation (Hellemans et al. 2007).

Metabolites analysis

Lobster mushrooms (completely infected) and non-infected R. brevipes sporocarp
were used for HPLC-DAD (high performance liquid chromatography-diode array
detector) analysis. Each mushroom sample (1 g) was ground in 10 mL of 80% methanol
and agitated for 24 h at room temperature. Extracts were filtered through Whatman
paper No. 4. The filtered methanol/water solution was extracted twice with 10 ml of
100% hexane. The aqueous phase was collected and evaporated at room temperature
under a chemical hood. After evaporation, metabolites were re-suspended in 0.1 ml of
20% methanol. The extracts were analysed with a Prominence-I liquid chromatograph
HPLC (Shimadzu, Md., USA). Separation was achieved in an analytical reverse phase
Cig column (Kinetex 5 mx 150mmx 4.6 mm, Phenomenex, Calif., USA) at 30 °C.
The mobile phases were constituted of (A) 2.5% acetic acid in water and (B) 100%
acetonitrile. A total of 20 pl of extract was injected and separated by the gradient
method: 100% A for 5 min, 98% A and 2% B for 2 min, 80% A and 20% B for 2 min,
60% A and 40% B for 15 min, 40% A and 60% B for 10 min, 20% A and 80% B for
10 min, 2% A and 98% B for 6 min, and, finally, 98% A and 2% B for 4 min at
a flow rate of 0.5 ml/min. DAD in full scan mode detected absorption at wavelengths
between 190 and 800 nm. To better understand the metabolites composition and their
identity, one sample of completely infected and non-infected R. brevipes were analyzed

using UPLC-MS (Ultra Performance Liquid Chromatography-Mass spectrometry).
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The UPLC-MS analysis was performed using a Waters Acquity Ultra-Performance L.C
system (Waters), equipped with a binary pump system (Waters). An Acquity Ethylene
Bridged Hybrid (BEH) Cis column (100 mm x 2.1 mm id x, 1.7 mm particle size) from
Waters was used. The molecules were separated with a mobile phase that consisted of
0.2% acetic acid (eluent A) and acetonitrile (eluent B), and the flow-rate was
0.2 ml/min. The initial elution gradient was 2% B for 0—1 min, 2%-100% B for 1-
30 min, isocratic 100% B for 30-33 min, 100%-2% B for 33—-33.5 min, and isocratic 2%
B for 33-40 min. The MS analyses were carried out on a QTOF Micro mass
spectrometer (Waters) equipped with a Z-spray electrospray interface. The analysis was
performed in both positive and negative mode and the data were acquired through a
masses scan from 100 to 1250 m/z without collision. The ionization source parameters
were as follows: source temperature 120 °C, cone gas flow rate 50 I/h, desolvation gas
flow rate 350 I/h, and desolvation temperature 200 °C. Nitrogen (99% purity) was used
as a nebulizing gas. Data acquisition was carried out with the MassLynx 4.1 software.
Masses extraction, deconvolution, isotopes, and library search were performed using

MZMine 2 (Pluskal et al. 2010).

Results
Hypomyces lactifluorum and R. brevipes primers produce specific amplicons

Both primer pairs amplified genomic DNA extracted from a lobster mushroom
(completely infected sporocarps of R. brevipes), which should contain both DNAs
(Figure 1, lanes 2 and 6). PCR products generated with specific primers for
H. lactifluorum (H.L-1 and H.L-2) and R. brevipes (R.B-1 and R.B-2) were detected at
expected sizes, 207 bp for H. lactifluorum (Figure 4.1, lanes | and 2) and 164 bp for
R. brevipes (Figure |, lanes 6 and 7). No amplifications were detected with
H. lactifluorum primers for R. brevipes genomic DNA (Figure 4.1, lane 3) and with
R. brevipes primers combined with plasmid containing the . lactifluorum I'TS fragment
(Figure 1, lane 5). We conclude that the primers designed yielded specific amplicons

suitable for gPCR experimentation.
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H. lactifluorum R. brevipes

1 2 3 4 5 B 7 8

Figure1 PCR amplification products obtained with specific primers for
Hypomyces lactifluorum (H.L-1, H.L-2) and Russula brevipes (R.B-1,
R.B-2). Plasmid H.| corresponds to plasmid DNA containing H. lactifluorum
ITS fragment; gDNA .M corresponds to genomic DNA extracted from
lobster mushroom; gDNA R.b corresponds to genomic DNA extracted from
a non-infected R. brevipes sporocarp; Negative corresponds to the negative
control.

Colonization of R. brevipes by H. lactifluorum in lobster mushroom sporocarp

To assess the composition of the lobster mushroom sporocarp and to
investigate the colonization of R. brevipes by H. lactifluorum, we conducted
qPCR amplification. Melt curve was done for each reaction and in all cases only one
dissociation curve was present. Samples were placed on a gel to visualize size
and specificity of amplicons (see Figure S1 in Supplementary Materials available
online at http://nrcresearchpress.com/doi/suppl/10.1139/gen-2017-0168). DNA from
H. lactifluorum was detected throughout the sporocarp (Figure 2B). Same results were
obtained with other sporocarp (see Figures S2A and S2C in Supplementary Materials
available online at http://nrcresearchpress.com/doi/suppl/10.1139/gen-2017-0168).
Interestingly, DNA from R. brevipes was less abundant at the cap’s edge (positions 0
and 6) than towards the interior of the sporocarp (positions 3-5) (Figure 2C). Its levels
véried between the sporocarp tested, but it was always less abundant at the margin
(see Figures S2B and S2D in Supplementary Materials available online at
http://nrcresearchpress.com/doi/suppl/10.1139/gen-2017-0168).
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Figure 2 qPCR results of Hypomyces lactifluorum and Russula brevipes DNA
inside sporocarp of lobster mushroom. (A) Sporocarp transversal cross-
section and localization of sampled tissues. (B—C) qPCR results of
(B) H. lactifluorum DNA and (C) R. brevipes DNA inside lobster
mushroom. Samples 0-6 indicate sampled tissue localization.

Proportion of H. lactifluorum and R. brevipes in different infection stages of the
lobster mushroom sporocarp

A melt curve was performed and samples were placed on a gel as
previously described. With R. brevipes primers, no non-specific bands were detected
(see  Figure S3A in  Supplementary  Materials  available online  at
http://nrcresearchpress.com/doi/suppl/10.1139/gen-2017-0168). However, when using
H. lactifluorum primers, minor non-specific bands were detected in some of the stages,
but H. lactifluorum specific band was always present (see Figure S3B in Supplementary
Materials available online at http://nrcresearchpress.com/doi/suppl/10.1139/gen-2017-
0168). However, these likely appeared very late in the PCR as they do not appear to
affect quantitation; as seen in Figure 3B, H. lactifluorum is undetected in R. brevipes
compared to infected mushroom. Hypomyces lactifluorum DNA was found to be
increasingly present as the infection progressed (Figure 3B). Russula brevipes DNA was
also present in all stages, but it was only detected at a very low level in decaying lobster
mushroom sporocarp (Figure 3C). Taken together, the data suggest that, as infection
progresses, the R. brevipes DNA declines in the sporocarp concurrently with the

increasing H. lactifluorum DNA amount. Same results were obtained with other
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biological replicates with both primer pairs (see Figure S4 in Supplementary Materials

available online at http://nrcresearchpress.com/doi/suppl/10.1139/gen-2017-0168).
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Figure3 qPCR results of Hypomyces lactifluorum and Russula brevipes DNA at
different infection stages and in non-infected R. brevipes. (A) Pictures of
different infected sporocarps: non-infected R. brevipes, partially infected,
completely infected (mature lobster mushroom), and decaying lobster
mushroom sporocarp. (B—C) qPCR results of (B) H. lactifluorum DNA and
(C) R. brevipes DNA in a series of samples at different infection stages.
Tissues were collected at the cap’s edge (Margin, equivalent of position 0
from Figure 2), in the middle (Center, equivalent of position 2 from
Figure 2), and in the stalk (Stalk, equivalent of position 4 or 5 from
Figure 2).

Metabolites analysis of R. brevipes and lobster mushroom sporocarps

Although orange coloration of the lobster mushroom sporocarp (exterior) is much
different from the white exterior of sporocarps of R. brevipes, the color and appearance
of their interior flesh is identical. Various metabolites may be responsible for the
differences in phenotype, taste, and edibility of the two mushrooms. The HPLC results
were identical for all sporocarps and only one representative chromatogram is shown.
A striking difference between chromatograms at 254 nm was seen between 32 and

38 min for extracts of R. brevipes (Figure 4A) versus those of lobster mushroom
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(Figure 4B). Three-dimensional absorption plots, which allowed easier visualization of
peaks throughout the light spectrum, showed similar striking differences including the
presence of a peak between 30 and 35 min at 450 nm in lobster mushroom (Figures 4C
and 4D). These results clearly demonstrate that H. lactifluorum alters the metabolite
profile (composition and level) of R. brevipes flesh and contains metabolites absent from
R. brevipes. UPLC-qTOF-MS detected a total of 183 masses in positive and
negative mode, 38 of which were specific to the lobster mushroom and 78 were specific
to R brevipes (see Table SI in Supplementary Materials available online at
http://nrcresearchpress.com/doi/suppl/10.1139/gen-2017-0168). To simplify the output
of the mass spectrometry data, we grouped the metabolites into large families: lipids,
alkaloids, terpenoids, phenolics, amino acids, and others. The most striking difference
between the general composition is the large diversity of terpenoids present in
uninfected sporocarps of R. brevipes that are completely absent from the infected
R. brevipes sporocarps (Figures 5A and 5C). Conversely, the lobster mushroom
contained a much larger diversity of lipid compounds (Figure 5B) and amount of lipids
(Figure 4.5D) when compared with R. brevipes (Figure 5C). Table S1 (Supplementary
Materials available online at http://nrcresearchpress.com/doi/suppl/10.1139/gen-2017-

0168) lists the details of all the metabolites found in lobster mushroom and R. brevipes.

EB

Aysusiy|

Figure4 HPLC chromatogram of extracts from non-infected Russula brevipes
and lobster mushroom sporocarps. (A-—B) HPLC chromatograms at
254 nm of (A) non-infected R. brevipes and (B) lobster mushroom extracts.
(C-D) Three-dimensional HPLC plots showing the 15-40 min range of
(C) R. brevipes and (D) lobster mushroom.
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Figure S Pie chart indicating some compound groups detected by UPLC-qTOF-
MS analysis. Percentage of diversity of the selected families of compounds
for (A) non-infected Russula brevipes and (B) lobster mushroom and the
relative amount of each compound group calculated with the total area under
the curve for (C) non-infected R. brevipes and (D) lobster mushroom.

Discussion

The complex biology of lobster mushroom is far from being fully understood, and
the R. brevipes and H. lactifluorum species distribution throughout the sporocarp and
during the course of the infection process has not been examined previously. Results of
our qPCR analysis show that A. lactifluorum and R. brevipes DNA are present in every
infection stage analyzed and are distributed throughout the sporocarp. However, as the
mushroom ages, the proportion of R. brevipes DNA relative to H. lactifluorum DNA
decreases sharply, suggesting that R. brevipes is being degraded. We also show that the
metabolite profile of R. brevipes is modified by the presence of H. lactifluorum. In this
study, we designed specific primer pairs and confirmed their specificity for amplifying
H. lactifluorum and R. brevipes ITS regions (Figure 1). Our results showed that
H. lactifluorum DNA is distributed throughout the sporocarp and is not limited to the
margin, as hinted by the orange color present only at the sporocarp surface, in fact the
parasite penetrates the sporocarp (Figure 2B). As for R. brevipes, its DNA is also present

throughout the whole sporocarp. It is, however, less abundant at the edge than in the
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middle of the cap (Figure 2C). Hanlin (1963) observed infection of the gills on very
young carpophore and he suggested that the H. lactifluorum mycelium, after infecting
the gills, spreads to the entire cap surface. The surface of the R. brevipes sporocarp gets
completely covered by a thick orange layer, as a result of skyrin production originating
from the parasite (Helfer 1991; Poldmaa 2011). However, neither our results nor Hanlin
can demonstrate whether the infection process is initiated from the outside of the
sporopcarp or if the H. lactifluorum mycelium is also present inside when the red color

appears at the surface.

Russula brevipes DNA was present in all infected stages, but only at a very low
level in completely infected sporocarp and decaying lobster mushroom (Figure 3C).
Moreover, its presence in completely infected sporocarp reached its maximum level in
the stipe although we see from Figure 3 that the amount of R. brevipes DNA is very low
at this stage, relative to that of H. lactifluorum DNA (Figure 3C). Russula brevipes DNA
appeared to be degrading during the evolution of the infection, and it was not the case
for H. lactifluorum DNA, which was still abundant (Figure 3B). Our findings support
parasitism between the two species, as proposed by other authors (Beug et al. 2014;
Hanlin 1963; Rogerson and Samuels 1994). A parasitic system is an ecological
relationship where the parasite benefits from its host either by feeding, hiding, or
breeding at its expense (Zelmer 1998). Parasitic fungi utilize nutrients from the host and
have an entirely win—lose relationship (Petersen 2012). The decline of R. brevipes DNA
could be explained by the fact that traffic of the major nutriment is essentially one way
from host to parasite (Lewis 1973). Hypomyces lactifluorum could steal available
nutrients from R. brevipes and then expand through the sporocarp. Lacking proper
nutrition, R. brevipes would deteriorate and die. We cannot rule out the possibility that
H. lactifluorum could secrete a toxin or an enzyme to kill or digest R. brevipes to sustain

its own growth.
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Difference in metabolite contents between R. brevipes and lobster mushroom

We wanted to investigate a potential explanation for the gustative difterence
between R. brevipes, which does not have a good taste, and lobster mushroom,
which presents a very distinct flavor really appreciated by consumers. Major change
between non-infected R. brevipes sporocarp and lobster mushrooms is the difference of
diversity and amount of fatty acid compounds (Figure 5). Fatty acids were detected in
much higher proportion in lobster mushrooms than non-infected R. brevipes (Figure 5).
Analyses of fatty acid composition revealed that several edible mushrooms showed a
wide diversity of fatty acids (Pedneault et al. 2006; Ribeiro et al. 2009).
Some of these species, such as Russula cyanoxantha (Schaeftf.) Fr., Suillus granulatus
(L.) Roussel, and Amanita caesarea (Scop.) Pers., are appreciated for their good taste
(McNeil 2006). In most of the cases, mushrooms showed a higher amount of unsaturated
fatty acid versus saturated fatty acids (Dimitrijevic et al. 2018; Leon-Guzman et al.
1997; Pedneault et al. 2006; Ribeiro et al. 2009). It was also the case for lobster
mushroom (see Table S1 in Supplementary Materials available online at
http://nreresearchpress.com/doi/suppl/10.1139/gen-2017-0168). However, unsaturated
fatty acid could be precursors of flavor compounds, and it was reported in tomato plant
that a change in the level of fatty acid could change its flavor profile and consequently
its taste (Wang et al. 1996). Free amino acid was another compound more abundant in
the Jobster mushrooms than non-infected R. brevipes, and some compounds such as
monosodium glutamate-like (MSG-like) components and 5= nucleotides were only
detected in lobster mushroom (Figure 5; Table S1 in Supplementary Materials available
online at http://nrcresearchpress.com/doi/suppl/10.1139/gen-2017-0168). Aspartic and
glutamic acids were described as monosodium glutamate-like (MSG-like) components
(Yamaguchi 1979). These components are found to be taste-active and give flavor to
mushrooms (Chen 1986). They are associated to the umami and palatable taste
(Yamaguchi 1979). MSG-like components are found in high proportion in some wild
edible mushroom species, for example, Amanita rubescens Pers., Pleurotus ostreatus
(Jacq.) P. Kumm., and Lentinula edodes (Berk.) Pegler (Leon-Guzman et al. 1997; Yang
et al. 2001). MSG-like components and 5’ nucleotides have a synergistic effect on

flavour and increase the umami taste (Yamaguchi et al. 1971). Aspartic acid (M+H
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146,0574) and pseudouridine (M+H 243,0846) detected in lobster mushrooms
could play a role in its tasty flavor (see Table S1 in Supplementary Materials available

online at http://nrcresearchpress.com/doi/suppl/10.1139/gen-2017-0168). In addition,

R. brevipes showed a higher abundance of terpene and phenolic compounds (Figure SA),
while terpenes were not detected in the lobster mushroom (Figure 5B). These secondary
metabolites are more specific to plant, bacteria, and fungi and are produced, in part,
for protection and defense (Hopkins 2003). Russula brevipes could produce a high
diversity of these metabolites as a protectant against insects or fungivores. A group of
sesquiterpenes were isolated in mushrooms of the family Russulaceae, and some of
these molecules had a pungent taste for humans (Magnusson et al. 1972, 1973).
A bioassay using a natural fungivore, the opossum Didelphis virginiana, identified five
species of mushroom members of the family Russulaceae, previously reported as having
a taste pungent to humans, which were not eaten and rejected by the opossum
(Camazine et al. 1983). These mushrooms may contain similar sesquiterpenoids
as those identified in R. brevipes (Mizuno 1995). Indeed, several sequiterpenoid
compounds were specifically detected in R. brevipes including lactarorufin (M+H
265.1672) and turmerone (M+H 265.1672), which may contribute to unliked aroma and
taste (see Table SI in Supplementary Materials available online at
http://nrcresearchpress.com/doi/suppl/10.1139/gen-2017-0168). Terpenoid compounds
were not detected in the lobster mushroom (Figures 5B and 5D). Given that several
terpenoid compounds are known to have a pungent and bitter taste, it is tempting to
speculate that the absence of terpenoids in the lobster mushroom is a factor that makes it
more palatable than R. brevipes (Figures 5A and 5B). A striking difference between
Figures SA and 5B is the “disappearance” of the terpenoid compounds, in particular
sesquiterpene (see Table S1 in Supplementary Materials available online at
http://nrcresearchpress.com/doi/suppl/10.1139/gen-2017-0168), that seem to be
converted into lipids when the R. brevipes 1s being infected. In fact, it is highly unlikely
that sesquiterpenes or any terpenoids would be converted to fatty acids. To our
knowledge no known enzyme can catalyze the direct conversion of sesquiterpenes or
terpenoids into fatty acids. However, H. lactifluorum may have the capacity to

catabolize terpenoids into simpler carbone-based molecules from which they could build
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lipids. A common element in the terpene and fatty acid biosynthesis pathway
is acetyl coenzyme A (acetyl-CoA) (Hopkins 2003). When R. brevipes is uninfected,
acetyl-CoA 1s used largely for the production of terpenes and more precisely
sesquiterpenes (see Table S1 in Supplementary Materials available online at

http://nreresearchpress.com/doi/suppl/10.1139/gen-2017-0168). When H. lactifluorum

infects sporocarp of R. brevipes, the same enzyme could be used to the benefit of the

fatty acid metabolic pathway.

Conclusions

To our knowledge, this is the first study using PCR technologies to analyse the
relationship between H. lactifluorum and R. brevipes and that investigated the causes of
the taste differences between the two mushrooms. The main findings described is that at
the stage that lobster mushroom is eaten it contains only traces amount of R. brevipes in
its sporocarp. However, our metabolite analyses demonstrated that the metabolite profile
specific to R. brevipes has been completely altered and that several molecules of
the terpenoid family, that may be responsible for the bad taste of R. brevipes,

have disappeared and that fatty acids are very abundant in the lobster mushroom.
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CHAPITRE V

DISCUSSIONS, CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

5.1  La biodiversité via le métabarcoding

Plusieurs €tudes valident que les données obtenues par métabarcoding versus des
approches standards sont similaires au niveau des indices de diversité¢ (alpha, béta),
mais qu’au niveau taxonomique I’information est plus compléte, rapide a produire et
moins dépendante d’une expertise taxonomique parfois difficile a trouver (Ji, Ashton
et al. 2013, Shaw, Clarke et al. 2016, Valentini, Taberlet et al. 2016). En comparant le
métabarcoding avec des méthodes traditionnelles, des études ont démontré que
"utilisation de ’ADN augmente les probabilités de détection des especes ainsi que la
quantité d’especes différentes détectées (Valentini, Taberlet et al. 2016, Nakagawa,
Yamamoto et al. 2018). Avec I'utilisation de plusieurs réplicats, les mémes especes
peuvent €tre détectées avec I’ADN versus les méthodes traditionnelles tout cela en
moins de temps et en diminuant les cofits reli€s au matériel, aux déplacements et aux
personnels (Shaw, Clarke et al. 2016). Pour les champignons, |I’échantillonnage visuel
apporte beaucoup de biais notamment par la production €phémere des sporocarpes,
leur variabilité inter-annuelle, leur dépendance face aux conditions environnementales et
par la difficulté de voir ou d’identifier les sporocarpes pour grand nombre de

champignons.

Malgré I’énorme quantité d’informations moléculaires obtenues dans cette étude
de la diversité fongique, le métabarcoding a toutefois des limitations. Les limitations
vont se trouver dans plusieurs étapes du processus de génération des données. Durant les
PCR, des erreurs de nucléotides peuvent é&tre introduites dans les séquences,
des contaminants (organismes non ciblés) peuvent &tre amplifiés et des séquences
chimériques (chimeéres) peuvent étre produites (Taberlet, Coissac et al. 2012).

La présence d’erreurs, de contaminants et de chimeres peut surestimer la richesse en
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organisme et engendrer des problémes de résolution taxonomique (Tedersoo, Bahram
etal. 2014). Le choix des amorces est aussi une étape cruciale. Méme si des amorces
sont dites universelles, elles peuvent ne pas amplifier certains groupes et si elles ne sont
pas assez spécifiques, elles vont amplifier des organismes non ciblés (Stielow, Lévesque
et al. 2015). La présence d’inhibiteurs dans les réactions PCR (acide humique, entre
autres) et ’abondance en ADN de certains organismes peut aussi limiter ou empécher
’amplification de I"ADN et spécialement chez des organismes plus rares (moins
abondants) (Schrader, Schielke et al. 2012, Ray, Althammer et al. 2016). Outre les
limitations des étapes précédentes (extraction, PCR, séquencage), de nombreuses
séquences peuvent €tre rejetées pour cause de mauvaises qualités durant le traitement
bio-informatique et malgré I’évolution constante des différents pipelines et logiciels
pour le traitement des données, la bio-informatique reste un défi de taille (Coissac, Riaz

etal. 2012).

Dans le cas des champignons, les sporocarpes (partie qui propage les spores) sont
éphémeres, leur production est dépendante des conditions météorologiques et la plupart
ne sont pas visibles a I’ceil. L’utilisation des méthodes moléculaires que ce soit pour
cibler une espéce comme le barcoding ou a large échelle pour estimer une diversité dans
le cas du métabarcoding sont des outils efficaces qui peuvent permettre de répondre a
beaucoup de questions sur la fonge globale. Dans les travaux de recherche de ce premier
objectif de cette thése, une estimation de la diversité fongique a €té réalisée par
métabarcoding. Cela a permis de faire une caractérisation globale de la diversité
fongique a travers une partie de la forét boréale et tempérée du Québec et d’identifier
des variables abiotiques modulatrices de la richesse et de la composition fongique.
Nous avons ¢t¢ plus loin qu’un simple inventaire typique d’observation terrain ou
généralement, seuls les champignons produisant un sporocarpe visible a I’ceil sont
détectés. Au total, 14 503 OTUs qui ont ét€¢ générés dont 4 544 ont obtenu une
assignation taxonomique pour le régne fongique. Ceci correspond a 31 % des OTUs qui
ont obtenu une assignation taxonomique. Parmi ces OTUs, 50 % ont €té assignés au
genre et 33 % a I’espece. Ce faible taux d’assignation est retrouvé dans d’autres études

similaires ou environ 60 % des OTUs générés sont restés sans assignation (Schmidt,
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Balint et al. 2013, Tedersoo, Bahram et al. 2014, Nagati, Roy et al. 2018, Day, Dunfield
et al. 2019). Ceci s’explique par la précision et de la quantité¢ d’informations que
contiennent les bases de références moléculaires publiques ou privées (Taberlet, Coissac
et al. 2012). Nombreux organismes ne possedent pas de références moléculaires
permettant d’attribuer leur séquence a une assignation taxonomique. La majorité des
espéces fongiques demeurent inconnues pour plusieurs raisons : certaines especes
fongiques ne sont pas facilement identifiables, d’autres sont difficiles, voire impossibles
a faire croitre in vitro, I’espece n’est représentée que par un seul spécimen et il peut
aussi s’agir du premier spécimen découvert (Seifert 2009, Xu 2016). 1l faudra alors
attendre que les bases de données contiennent plus d’informations afin d’obtenir des
assignations d’OTUs plus élevés. Toutefois, I’utilisation de plusieurs bases de données
moléculaires peut permettre d’augmenter le succeés d’assignation taxonomique sur un
plus grand nombre de séquences ou d’OTUs (Macher, Macher et al. 2017). De plus,
I’usage de plusieurs codes-barres permet aussi d’augmenter le nombre et la précision des
assignations. Chez certains groupes de champignons, la région ITS n’est pas assez
variable. C’est le cas pour plusieurs champignons pathogenes chez les humains et les
animaux dont [’utilisation du géne qui code pour le facteur translation-€longation EF-1a,
comme code-barres génétique obtient de meilleures résolutions (Meyer, Irinyi et al.

2018).

Cette caractérisation plus précise et complete de la diversité fongique pour
plusieurs types de peuplements permettait aussi d’étudier les effets et les relations que
les variables abiotiques peuvent avoir sur certain aspect de la diversité soit la richesse et
la composition fongique. Des résultats qui ne pouvaient pas étre mis en €vidence avec
des inventaires fongiques incomplets. Les variables abiotiques identifiées comme de
forts prédicteurs de la richesse fongique ou modulatrices de la composition fongique
expliquent malheureusement peu de la variation totale, mais cela s’observe en écologie
ou de larges biomes sont €tudiés et que les relations peuvent étre complexes (Tedersoo,

Bahram et al. 2014).
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Malgré toutes ces limites, nous avons obtenu des résultats prometteurs sur la
structure des communautés fongiques a travers la forét boréale et tempérée et comment
elle est fagonnée par les variables abiotiques de la région. Afin de gérer et conserver la
biodiversité, il faut connaitre le portrait et détecter d’éventuels changements afin de
trouver des solutions efficaces. Dans une perspective d’utiliser a son plein potentiel les
données générées, les données de fréquence obtenues par métabarcoding ont €té utilisées
dans le deuxieéme objectif pour 1’élaboration des modeles de répartition des especes

fongiques d’intéréts et pour la cartographie des sites potentiels de récolte.

5.2 Mode¢eles de répartition des espéces

Dans le deuxiecme objectif de cette thése, I'occurrence des especes fongiques
obtenue par métabarcoding a été utilisée comme donnée de fréquence dans I’élaboration
des modeles de répartition des espéces (SDM). Des modeles mathématiques basés sur
des données de fréquence d’une espéce et sur les caractéristiques environnementales
permettent de générer des formules mathématiques afin de prédire la distribution d’une
espéce ciblée (Franklin 2010). Les données de métabarcoding ont permis d’obtenir des
données de fréquence sur beaucoup d’espcces, bien plus que par un simple
¢chantillonnage visuel (Laperriere et al 2019 résultats non publiés). Dans cette étude,
les modeles de distribution ont été générés par des méthodes modernes de régression
linéaire : les modeles linéaires généralisés (GLMs). Les GLMs sont des outils plus
flexibles pour analyser des relations écologiques qui sont souvent complexes (Austin
1987). Plusieurs études encouragent [’utilisation des modeles modernes de régression
linéaire pour la modélisation de la distribution des especes incluant les plantes (Guisan,
Edwards Jr et al. 2002), les animaux (Zimmermann et Breitenmoser 2002), les oiseaux
(Manel, Dias et al. 1999) et méme les champignons (Wollan, Bakkestuen et al. 2008).
Afin de répondre au deuxieme objectif de cette these, nous avons généré des modeles de
probabilit¢ de présence au moyen de [’utilisation de modeles linéaires généralisés
(GLMs) pour générer une formule mathématique prédisant la probabilité d’occurrence
pour une espece ciblée et I’appliquer sur des données écoforesticres afin de générer des

cartes facilement utilisables pour la communauté mycologique. Un des modeles générés
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pour Amanita muscaria permettait d’expliquer 17 % de la variance totale laissant ainsi
83 % de la variance n’étant pas expliquée par nos variables prédictives (Table | —
Chapitre [II). L’utilisation des modeles GLM pour prédire la distribution des especes a
des limites a prendre en compte. La capacité prédictive peut souvent €tre basse surtout
avec des données écologiques dont les relations sont complexes et avec des occurrences
faibles (Roloff et Kernohan 1999, Guisan et Zimmermann 2000). Le mod¢le peut aussi
avoir peu de succes prédictif lorsqu’appliqué ailleurs que dans la région échantillonnée,
ce qui fait que le modele est souvent adapté en fonction des régions (Power 1993,

Guisan et Theurillat 2000).

Dans notre cas, la faible fréquence de plusieurs especes fongiques d’intéréts a
empeché la génération de modeles de qualité (AICc) avec une absence d’évidence
statistique que les variables prédictives €taient liées a la présence de I’espéce. Ce qui n’a
pas été le cas pour 4. muscaria, une espéce toxique fréquemment retrouvée dans les
toréts mixtes du Québec et donc nous avons obtenu une occurrence dans 60 des 240 sites
utilisés dans le modele. Une des raisons expliquant la faible détection de certaines
especes d’intéréts, qui pour la plupart sont des basidiomycétes, serait I’utilisation
d’amorce universelle ciblant tous les champignons et limitant I’amplification et la
détection d’espéces plus rares ou moins abondantes. En général, les ascomyceétes
représentent la plus grande proportion recensée dans les €tudes de métabarcoding, tandis
que les basidiomycetes qui comprennent beaucoup d’espéces fongiques d’intéréts sont
plus faiblement représentés (Tedersoo, Bahram et al. 2014, L1, Wang et al. 2016, Nagati,
Roy et al. 2018). Les ascomycetes étant trop abondants, pourraient limiter la détection
d’autres groupes fongiques. L’utilisation d’une amorce plus spécifique aux
basidiomycetes pourrait permettre d’augmenter leur détection (Gardes et Bruns 1993).
Malheureusement dans le cadre de cette étude les amorces, a ce jour connues pour
augmenter la spécificité face aux basidiomycetes, donnent des amplicons trop longs pour

I’utilisation en séquengage Illumina Miseq.

Nos modeles de probabilit¢é de distribution sont basés sur des données

d’occurrence, c’est-a-dire de présence/absence, a partir de séquengage d’ADN extrait
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d’échantillons de sol. Nous avons donc obtenu des probabilités de présence du mycélium
et non pas des probabilités de production de sporocarpes. Le manque de validation
terrain des modeles de probabilité des especes est un sérieux probléme en écologie.
Les cartes permettront de localiser les sites potentiels de présence des espéces ciblées.
Elles permettront d’éliminer les sites qui représentent une faible probabilité de présence
de I’espece ciblée et de concentrer les efforts de cueillette vers les sites ou la probabilité
de présence est plus élevée. Ainsi des validations sur le terrain devront étre faites sur nos
modeles afin d’appuyer leur fiabilité, mais aussi de trouver des sites qui pourront servir a
d’éventuelle étude pour prédire la production des sporocarpes: I’élément du
champignon qui est recherché par les cueilleurs. D’autres variables prédictives
pourraient aussi étre éventuellement incluses dans les modéeles pour combler la variance
inexpliquée telles que des données de compétitions ou de co-occurrences entre les

especes (Dormann, Bobrowski et al. 2018).

5.3 Conclusions

La caractérisation globale de la diversité fongique a permis d’alimenter les bases
moléculaires pour les champignons de la forét boréale et tempérée du Queébec,
mais aussi de contribuer a la littérature scientifique dans le domaine de la mycologie.
Cette these a aussi fourni des pistes pertinentes a explorer sur les variables abiotiques
qui influencent et modulent la richesse et la composition fongique. Le couvert en
mousse et I’dge du peuplement se sont avérés étre des prédicteurs de la richesse
fongique pour les écosystemes forestiers boréaux et tempérés, des références qui
pourront étre prises en compte lors de |’élaboration de stratégies de conservation de la
diversité fongique. La structure de la communauté fongique a travers la région a été¢ mise
en évidence et il a été démontré que la communauté est caractérisée par un fort taux de
remplacement des especes. De plus, le pH du sol, les précipitations moyennes et I’age du
peuplement ont été identifiés comme des modulateurs de la composition fongique.
Un premier pas dans I’étude des communautés fongiques de nos foréts. Dans une
perspective plus large, d’autres biomes devraient étre caractérisés au niveau de la

diversité fongique ou 1’on risquerait d’obtenir des patrons de communautés différents
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(dans les régions plus au sud). Cela permettrait d’obtenir des portraits globaux et

peut-€tre identifier d’autres variables abiotiques ayant un effet a I’échelle de la province.

L ¢laboration de modéles de prédiction de présence des especes fongiques est un
grand pas vers le développement d’une industrie des champignons forestiers plus solide.
Les cueilleurs sont a la base de la chaine de commercialisation et il importe de fournir
des outils de localisation des sites potentiels de récolte des espéces d’intéréts. A partir
des occurrences obtenues par métabarcoding, qui couvrent un large éventail de groupes
fongiques, cela permet de faire des inventaires sans la nécessité de voir les sporocarpes
et permet de sauver temps et argents. De cette fagon, on peut obtenir des modeles de
distribution des espéces pouvant étre appliqués sur des bases de données écoforestiéres.
Dans le deuxi¢me objectif de cette these, Amanita muscaria a été utilisée en exemple et
son modele a été appliqué sur des bases de données écoforestiéres permettant de créer
une carte de localisation montrant la probabilité de présence de I’espece sur une grande
région. Les régions en rouge pourront alors étre ciblées pour des validations terrain et
pour de futurs sites afin de permettre de récolter des données sur la production des

sporocarpes.

En dernier lieu, le dernier chapitre de cette theése était une €tude permettant de
mieux comprendre la biologie d’un champignon comestible recherché dans le marché
québécois, le champignon crabe. Les résultats ont permis de confirmer la relation de
parasitisme entre Russula brevipes et Hypomyces lactifluorum, par le moyen de résultats
qui ont démontré une diminution de ’ADN de R. brevipes dans le sporocarpe pour
complétement disparaitre dans les stades plus avancés du champignon. De plus,
un changement dans la composition des métabolites de R. brevipes a été observé.
Une abondance de terpenes chez R. brevipes était absente chez le champignon crabe qui
lui était plus abondant en lipides. Des indices permettant d’expliquer le changement de
saveur chez la russule lorsqu’elle est complétement parasitée. C’est d’ailleurs la
premiere étude qui a caractérisé le profil des métabolites du champignon crabe et ce

seront de nouvelles références disponibles dans la littérature mycologique.
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En conclusion générale, cette thése a permis de développer les connaissances sur
la diversité fongique globale du Québec et de combler un manque d’informations sur les
inventaires fongiques en fournissant des données d’inventaires complets. Ces données
sont cruciales pour des compagnies comme Progigraph qui travaillent avec les
ressources naturelles afin de développer et de commercialiser ces ressources aupres des
régions ¢loignées et des communautés autochtones. Les nombreux résultats obtenus
permettront aussi d’augmenter les références et la recherche scientifique dans le
domaine de la mycologie en fournissant des indices sur les relations entre les
champignons et leur environnement, mais aussi sur leur biologie. L’¢élaboration de cartes
de probabilité de présence des especes fongiques d’intéréts est un premier pas pour la

mise en place d’une industrie solide pour les champignons forestiers d’intéréts.
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