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Résumé

La diversité, la composition et les assemblages du microbiome du sol et des plantes
sont conditionnés en partie par | §nvironnement et les interactions biotiques. LYRDVLY G{1$080D
VLWXpH GDQV OH GpVHU ¥t GafedtérBddaHdes forir X ddritnairties abiotiques,
OLpHV j XQ S+ K\SHU DOFDOLQ HW j OD IDLEBE&WM VNREWALYDW\pp |
croissance des organismes est donc soumise a cette disponibilité ponctuelle et spatialement
hétérogéne des ressources. En résulte une répartition spatiale discontinue des végétaux, les
flots de fertilité, qui influencent la composition du sol et des communautés microbiennes. Les
plantes sont également associées dans des relations symbiotiques a des microorganismes,
TXL YRQW LQIOXHQFHU OHXU VDQWp OHXU UpVRXMWDWERQ GB \
ressources minérales et en eau, et sont particulierement critiques dans ces milieux a fortes
contraintes. Enfin, ces écosystemes, déja fragilisés par le changement climatique, sont
également soumis a des pressions agricoles importantes qui conduisent a une dégradation
des sols et de leur biodiversité associée. La biodiversité des écosystémes chauds et arides
HVW DXMRXUGTKXL SHX FRQQXH SDUWLFXOLgue RHdWxFRQFHUQ
écosystemes peu étudiés.

Le but de cette thése est de caractériser le microbiome bactérien et fongique du sol et
des plantes, en lien avec son environnement, et sa réponse a différents usages des terres par
OH ELDLV GH VpTXHQoBJHQGHEHPGEOIFRWWU OH FDGUH DQDO\WLTX
GLYHUVLWp HW GH OD FRPSRVLWdMbh&DE @ HiNiseF RS RetriguiezXtépV MIDL
réseaux de co-occurrence et explorer de nouvelles méthodologies pour leur étude. Dans un
SUHPLHU FKDSLWUH OfLQIOXHdBH ePdeiVmitidorgandisBeas dars Qi Q W HV
micro-environnement, les flots de fertilité, est caractérisée. Puis, une campagne
GITpFKDQWLOORQQDJH VXU OH WHUUDLQ DX FR¥YHite anblyseH X[ VDLV
extensive du microbiome des plantes par O 1D S S U R kds¢huxcde \¢o-occurrence. En se
focalisant sur les relations intra- et inter-royaumes microbiens des taxons symbiotiques, il y
est démontré ID UHGRQGDQFH GH ded BhaMidaddD WykbofHiAms, et de
OfLQWpJUDWLRQ GHV EDFWpULHV IL[DW eéterdid vesPabtgR WaH GDQV
réponse du microbiome a un événement simulé de précipitation sur le terrain a également
permis de caractériser la réponse taxonomique du microbiome a la disponibilité en eau dans
le sol. Dans un troisieme chapitre, la réponse du microbiome face a des contingences
historiques de nature anthropique ou naturelle, décrit comment des cycles de dessiccation et
Arfondation DITHFWHQW OHV FRPPXQDXWpV PLFURELHQQHV FRQWHP
stabilité de leur interaction, il y est montré comment O § D F gticole \pgassé impacte de

maniére durable la structure du microbiome. Enfin, la quantification des processus



GYDVVHPEONMuUnautéts D SHUPLVY GH GpWHUPLQHU OfHIIHW GH SHL

sur les processus de sélection bactérienne et fongique.

&ROOHFWLYHPHQW OHV UpVXOWDWY GH FddwpshdndidiK qVH SHU
GH Of{DVVHPEODJH HW GH OD VWUXFWXUH GX PLBBRELRWMGPIE X V
désertique encore peu connu. De plus, les analyses de cooccurrence se sont révélées un outil
précieux dans la formulation de nouvelles hypothéses fondamentales sur le r6le fondateur des
symbioses, et de la réponse du microbiote aux perturbations. /D SRXUVXLWH GH OfpWXC
structure complexe des réseaux, complémentée par OfpWXGH GHV IRQFWLRQV PLFU
GIDSSURFKHYV U p roMrAigY leR@I&QianNg deHdariance aux processus écologiques

promet de prochaines avancées majeures en écologie microbienne.
Abstract

The diversity, composition and assemblages of the soil and plant microbiome are partly
determined by the environment and biotic interactions. The AlUla oasis, located in the Saudi
Arabian desert, is characterized by strong abiotic constraints, linked to a hyper-alkaline pH and
low availability of water and nutrients. The activity and growth of organisms is therefore subject
to this punctual and spatially heterogeneous availability of resources. This leads to a spatially
discontinuous distribution of plants, known as islands of fertility, which influence soil
composition and microbial communities. Plants also form symbiotic relationships with
microorganisms, which influence their health, resistance to drought and the acquisition of
mineral and water resources, and are particularly critical in this ecosystem. Finally, these
ecosystems, already weakened by climate change, are also subject to significant agricultural
pressures, leading to soil degradation and associated biodiversity loss. Little is known today
about the biodiversity of hot, arid ecosystems, particularly in Saudi Arabia, a region with little-

studied ecosystems.

The goal of this thesis is to characterize the bacterial and fungal microbiome of soil and
plants in relation to its environment, and its response to different land uses through amplicon
sequencing. In order to extend the analytical framework of the study of community diversity
and composition, | have sought to use co-occurrence network metrics and explore new
methodologies for their study. In a first chapter, the mutual influence of plants, soil and
microorganisms in a micro-environment, the fertility islands, is characterized. Then, a field
sampling campaign over two seasons enabled me to carry out an extensive analysis of the
plant microbiome using the co-occurrence network approach. Focusing on the intra- and inter-
kingdom relationships of symbiotic taxa, this work demonstrated the redundant assortativity of
mycorrhizal fungi, and the integration of nitrogen-fixing bacteria into the extended plant

microbiome. The microbiome's response to a simulated precipitation event in the field was also



used to characterize the microbiome's taxonomic response to water availability in the soil. In
the third chapter, the microbiome's response to historical contingencies of an anthropogenic
or natural nature, describes how cycles of desiccation and flooding affect contemporary
microbial communities. By studying the stability of their interactions, it shows how past
agricultural activities has had a lasting impact on the structure of the microbiome. Finally, the
guantification of community assembly processes has made it possible to determine the effect

of past disturbances on bacterial and fungal selection processes.

Collectively, the results of this thesis improve our understanding of the assembly and
structure of soil and plant microbiota in a little-known desert ecosystem. In addition, co-
occurrence analyses have proven to be a valuable tool in the formulation of new fundamental
hypotheses on the founding role of symbioses, and the response of the microbiota to
disturbance. Continued study of the complex structure of networks, complemented by the
exploration of microbial functions and reductionist approaches to be able to couple covariance
relationships to ecological processes, promises major advances in microbial ecology in the

future.
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Préambule

Les premiéres observations de microorganismes ont été réalisées au XVII*™ siécle par
$QWRQL YDQ /HHXZHQKRHN Re LO \ REVHUYH GHV EDFWpULHV
LU D QLP D Qéeexveirhedk] 1677). Deux siécles plus tard, la recherche est alors centrée
sur le domaine médical avec les travaux fondateurs de Louis Pasteur et de Robert Koch sur
la maladie du charbon (Koch, 1880 ; Pasteur, 1880 ; Pasteur et al., 1878). Durant la fin du
XIXéme siecle, Sergei Winogradsky est un des premiers microbiologistes j VIDIIUDQFKLU GX FD
PPpGLFDO SRXU OfpWXGH GbhindrkihlaRdJGuRi0k] ROQ2) MIRTeten évidence
des bactéries impliguées dans les cycles biogéochimiques, notamment des bactéries

lithotrophes et découvre le phénomeéne de nitrification.

UntRXUQDQW PDMHXU VITRSqUH HQVXLWH j OD VXL®&H GHV
ODF/HRG HW ODFO\Q OF&DUW\ TXL GpPRQWUHQW TXH FTHVW XQ
O 1 $ Hésokyribonucléiqgue (ADN) TXL FRQWLHQW HW WUDQVPHW OfTLQIRUPL
bactéries (Avery et al., 1944) /D VWUXFWXUH HQ GRXEOH KpOLFH GH Of%$'1
Watson et Crick en 1953 (Watson et Crick, 1953). Ces travaux pionniers permettront ensuite
OD IRUPXODWLRQ GX WuGRIPH FHQWUDO GHICicbekE1RO®RIELH PROpF
WUDQVIHUW GH OYLQIRUPDW L RréplidatiQnp @/H TOIH 'H V W O®p MWD VE Y LCBD
ARN messagers, a la traduction en protéines (Crick, 1970) &fHVW HQILQ HQ TXH OH
de Polymerase Chain Reaction (PCR) est décrit par Kary Mullis, et la premiére détection de
produit PCR est réalisée en 1991 (Holland et al., 1991). Ces premiéres techniques de biologie
moléculaire, couplés au séquencage de Sanger, ont permis la caractérisation moléculaire des
microorganismes et ont constitué les bases de leur phylogénie. En 2005, la technologie de
séquencage évolue et les séquenceurs de deuxieme génération apparaissent, suivis de la
troisieme génération en 2008. Ces séquenceurs, qui SHUPHWWHQW GTREWHQLU X
séquences par échantillon beaucoup plus important, RQW SHUPLY OD FDUDFWpULVDW
nombre de génomes. Les techniques réductionnistes de culture microbienne sont donc
DXMRXUGTKXL FRPSOpPHQWpPpHY SDU FHWWH YLVLRQ KRIORQWLTX'
FRQGXLW j OfpPHUJHQFH GH QRXYédphuyds mRISsDretDddds @Gilfspasy X GH V

en biologie moléculaire et les principes fondamentaux Géfologie et de microbiologie.

Grace a ces innovations successives, et a leur disponibilité croissante, une diversité
insoupconnée de bactéries et de champignons a été découverte dans une myriade
GITHQYLURQRBWPBOKMWHY 3HX j SHX OD YLVLRQ GHV PLFURRU.,
LQLWLDOHPHQW GDQV XQ SDUDGLJPH SULQFLSDOHPHQWOSNMWKRJ
EpQpILTXHY GHV PLFURRUJDQLVPHV &HOD HVA GRIBPDRL QNMM®RE WD
santp DYHF OLQWpUrwW JUDQGLVVDQW D XWHaKrhk, 6t¢nkedologid R ELRWH L



avec les interactions plantes-microorganismes et le rdle des microorganismes du sol dans les

cycles biogéochimiques.

Ces derniéres décennies, une quantité exponentielle de données de séquencage a été
produite et a SHUPLVY GHY DYDQFpHVY PDMHXUHV HQ pFRORJLH PLFUR
PDVVH GH GRQQpHY FRPSOH[H D pWp SHUPLVH SDU OYDYDQFpH FI
et de la puissance de calcul, mais présentH HQFRUH D XM Rdéfis Grfgjentd. &KIHW W
SDUWLFXOLqQUHPHQW OH FDV DXMR X Ua3€cKnvlbgi® Ruthind Xada&efRQ FRQV
peut par exemple produire M XV T X Tj PLOOLDUGY GH VpTXHQFHYV SDU F\FOF
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Introduction générale

Introduction générale

1. Ecologie microbienne
1.1.  Ladiversité microbienne

Les microorganismes font parties des organismes les plus diversifiés et les plus
abondants sur la planéte, ils constituent une part importante de la diversité génétique du vivant
(Whitman et al., 1998) et de sa biomasse totale. Parmi les 550 gigatonnes de carbone (Gt C)
de la biosphere, les bactéries constituent la deuxieme plus grande part de biomasse avec 70
Gt C, suivi des champignons avec 12 Gt C (Bar-2Q HW DO I THVWLPDWLRQ C
G 1 HV S g FFH®Ykhuizen, 1998), puis 10'? especes (Locey et Lennon, 2016) a augmenté
proportionnellement a la capacité a mettre en évidence la diversit¢ | OfDLGH GHV RXWI
moléculaires, donc du nombre de séquences par échantillon (i.e., la profondeur de
séquencage). $XMRXUGTKXL RQ HVWLPH OD GLYHUVLWp EDFWpPpULHQQ'
(Louca et al., 2019). /H QRPEUH GYHVSqFH GH FKDPSLJQRQV HVW pJDOHP
millions (Blackwell, 2011 ; Hawksworth et Lucking, 2017 ; Wu et al., 2019). Ces estimations
contrastent avec les quelques 350.000 a 400.000 espeéces végétales (Christenhusz et Byng,
2016 ; Pimmet -RSSD HW OHVY TXHOTXHY PLOOLRQV GYfDUWKURSR
H[SOLTXHU FH QRPEUH LPSRUWDQW G {HYVS q Héindtidis\soDlel&e) FRH[LV
LQLWLDOHPHQW SDU +XWFKLQVRQ GDQV OH U8 DH BGR D G
UpSRQVH VH WURXYH GDQV OD FDSDFLWp GHV PVFRBRRIUHBQENVBH
un taux de mutation important et un temps de génération court. LTKpW p U R JgsQriietw p G
dans lesquelles ont les retrouvent joue également un réle important GDQV OfH[SOLFDWLRQ ¢

diversité.

Les bactéries sont présentes dans les sols (Zhang et Xu, 2008), ou elles ont été
historiguement découvertes et ou elles présentent la plus grande abondance et diversité
génétique. Elles sont également présentes dans OfDWPRVSKqUH *DQGROIL HW DC
milieux aquatiques (Kemp et Aller, 2004), les sédiments marins (Hoshino et al., 2020), et
PrPH OTHVSDRFIHG GH 01,66 &KHFL Rovikiova et¥l., D006 ; Venkateswaran
et al., 2014). Elles sont ubiquistes, on les retrouve dans tous les environnements, libres ou
associés a des organismes supérieurs. Les microorganismes font partis des plus anciennes
formes de vie. Les Procaryotes extrémophiles sont par exemple j O R U L J &t@rHat@itds/

les structures sédimentaires les plus anciennes de la planéte ; et sont la source des
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écosystemes actuels. IOV VRQW FDSDEOHV GH VfLPSODQWHU HW GH VXUY
GIfHQYLURQQHPHQWYV 3DU H[HPSOH GHV SV\FKURSKR@DEV VRQW
(Staley et Gosink, 1999), des thermophiles M X \ATLX31C, certains barophiles ont une pression

optimale de croissance a 40 MPa (Yayanos, 1986), des alcalinophiles, avec par exemple, les
cyanobactéries, qui sont capables de se développer entre pH 12 et pH 13, des halophiles

capables de résister a une salinité importante ou encore des espéces radiotolérantes (cf.

Pikuta et al., 2007).

1.2. Les microorganismes du sol

1.2.1. La matrice sol

Le sol est le support et un habitat de la vie terrestre, de la faune et de la flore dans son
ensemble, et | Homme aussi dépend entierement de son bon fonctionnement. Le sol impacte
directement la quantité et a la qualité de notre nourriture, la qualitt GH OfDLU TXH QRXV UHV
et GH OTHDX TXH QRXV EXYRQV ,0 HVW OLp j QRWUHOYHDQWKUDBH S >
j OTLGHQWLILFn@&ht RQ D)WV LETIRWRLOT Btreptomizdedd parOebdevhple, a la
congruence entre les génes de résistance, ou la résistance aux antibiotiques dans un contexte
environnemental (i.e., résistome du sol), et les pathogénes humains et ses conséquences en
santé publique (Forsberg et al., 2012). Le sol est également un acteur de la régulation
climatique, S X LV Tokd4&itu® le premier réservoir terrestre de carbone et le troisiéme réservoir
global. Les sols comportent environ 1.700 Gt C (gigatonne de C) principalement sous forme
de matiére organique, avec 60% sous forme de carbone organique et 40% sous forme de de
carbone inorganique (Batjes, 1996 ; Scharlemann et al., 2014). Durant la décennie 2011-2020,
30% des émissions anthropiques (en équivalent CO;) ont été stockés dans les sols, soit

x“x &%WU 'fXQ DXWUH F{Wp OD UHYV SGUOWLRIQsePtX0i&/IBSO pP HW

émissions anthropiques (Schlesinger et Andrews, 2000), FTHVW GRQF XQ UpVHUYRLU |

COg, qui constitue un enjeu vital de la lutte contre le changement climatique.

Le sol constitue également O XQ GHV KDELWDWYVY OHV SOXV GLYHUV HW |
et abrite la plus grande diversité et abondance de microorganismes (Quince et al., 2008).
Parmi ces microorganismes, ce sont les bactéries et les champignons qui représentent la plus
LPSRUWDQWH SDUW GH ELRPDVVH )LHUHU /TLP SR VLRQC
VIH[SOLTXH HQ SDUWLH SDU OD FRP S QchiphisepdeHlsVmartE pdy pURJIpQ p
qui est extrémement variable, a la fois spatialement et temporellement. Les paramétres
temporels comme la saisonnalité, les précipitations ou le climat sont des facteurs déterminants
de la composition chimique, et de la disponibilité en nutriments du sol, et donc de la
FRPSRVLWLRQ PLFURELHQQH j OTpFKHOOH FRQWLQb6k@dh® OH RX U}

et Knight, 2007 ; Tedersoo et al., 2014). La texture (i.e., argiles, limons, sables), le pH, la
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concentration et la nature de la matiére organique, la salinité et la concentration en nutriments

DIRWH SKRVSKRUH SRWDVVLXP SUpVHQWHQW WRXVLEBRV YDUL
GH OD QDWXUH HW GX W\SH GH VRO GH OfXVDJH GHWWHUUHYV
2017 ; Kuzyakov et Blagodatskaya, 2015).

IMTKpWpURJpQpLWp GX VRO HVW JOREDOH PDLV DXWYVLHLFURF
les agrégats du sol, qui sont ces particules cohésives de petite taille (< 250 um pour les micro
agrégats et entre 250 um et quelques millimétres pour les macro agrégats) et qui sont formés
par la faune du sol (vers de terre, microorganismes), les racines, les agents inorganiques de
FRKpVLRQ RX HQFRUH OHV F\FOHV GTKXPLGL ldirsiui¢ mBI@Qudé L[ HW DC
de niches distinctes. Les agrégats sont GHVY DPDV GH SDUWLFXOHV GTDUJLOH H'
TXL UHWLHQQHQW O T H Doxc idonsti&rdine_protddtionSchink ¢ [els@hengements
abrupts des conditions abiotiques du sol comme la déshydratation (Ranjard et Richaume,
2001). lls peuvent aussi former des habitats isolés, tels des micros incubateurs au sein de la
matrice sol, qui influencent les processus évolutifs HW GILQWHUDFWLRQV HQWUH Pl
(Rillig et al., 2017).

Ce milieu hétérogene | OTpFKHOOH PLFURVFRSLTXH DX QLYHDX GHV
challenge majeur pour la caractérisation des communautés microbiennes, de par la taille de
OfpFKHOOH PDLV DXVVL SDU OfLQIOXHQFH PXWXHUOH) GWHHWR XV
(Vos et al., 2013).

1.2.2. Les fonctions des microorganismes du sol

Les microorganismes du sol supportent une multitude de fonctions dans les
pFRV\VWgPHV WHUUHVWUHV HW GRQF OHV VHUYLFHV @gFRV\VWp
Deslippe, 2010 ; Delgado-Baquerizo et D O ,OV LPSDFWHQW OfYDJUpJDWL
production de substances polymériques extracellulaires (protéines, polysaccharides, ADN),

TXL SDUWLFLSHQW j OD IRUPDWLRQ GTDJUpJOMPH W \XQM NWR XE
GTHQ]\PHV otfi€sEWWluglargement GIRXWLOV E LR WHisEK EnRante dtlem X H V

agronomie (Banerjee et Van Der Heijden, 2023).

lIs participent au cycle du carbone, leur interaction avec les plantes étant déterminantes
dans la transformation du carbone organique en CO;0uCHs UHODUJXp GDQV OTDWPRV
dans sa séquestration durable dans le sol (Fontaine et al., 2004 ; Liang et al., 2017 ; Schimel
et Schaeffer, 2012). Les microorganismes sont également impliqués dans la modification du
taux de minéralisatiRQ GH OD PDWLqUH RUJDQLTXH SDU DSSRUW GH PDW
le SKpQRPgQSUGRHLY J. Edtlaffet\pelit conduire & une réduction des émissions de
CO,, mais est principalement associé a une augmentation de ces émissions MXV T X 1]
(Bernard et al., 2022).



Introduction générale

Les champignons saprophytiques sont aussi des acteurs majeurs de la décomposition
de la matiere organique et de sa minéralisation. lls dégradent notamment la cellulose, le plus
abondant des composés organiques. La dégradation en aérobie de la cellulose est réalisée
par une partie des Ascomycetes et des Basidiomycétes, ou encore par certaines bactéries
filamenteuses et non filamenteuses. La dégradation en anaérobie de la cellulose est
principalement réalisée par les bactéries anaérobiques (Leschine, 1995). Concernant la lignine,
ce sont principalement les champignons qui sont responsables de sa dégradation, en

interaction avec les bactéries (Boer et al., 2005).

Les microorganismes participent aussi aux cycles des nutriments (e.g., azote, fer,
SKRVSKRUH SDU OH ELDLV GHV V\PELRVHV TXTLAQV[DYWRLEBKQRVE REU I
GH OfD]RWH DW B.g VA2dgbhkter, XChbstridium, Pseudomonas, Azospirillum). Les
microorganismes pathogénes quant a eux, peuvent avoir des effets dévastateurs pour les
cultures (e.g., Phytophtora spp., Fusarium spp., Pythium spp.) mais ce sont des acteurs
essentiels a la régulation et a la maintenance de la diversité végétale (Bever et al., 2015). lIs
peuvent notamment améliorer ou inhiber le caractére invasif de certaines espéces végétales
(Parker et al., 2006 ; Vitousek et al., 1987). Par leurs fonctions dans les cycles géochimiques
et leurs interactions avec les végétaux, les champignons et les bactéries influencent donc la
diversité végétale et la production primaire (Van Der Heijden et al., 2008). Ce sont également
des régulateurs majeurs des chaines trophiques, en étroite relation avec toutes les strates

trophiques supérieures.
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Figure 1: Les différentes interactions comprennent le mutualisme, la prédetitsnme, [ p
FRPSpWLWLRQ OfDPHQVDOLVPH HW Outdlishit Réhip@\EnO LY PH §
ILIDWLRQ GTD]RWH DWPRVSKpULTXH SDU @GWH\O HWD RNRIGBIHXBINV
racines des légumineuses (B1, depuis Camuel et al., 2023) ; Des symbioses rezsofBcorhizien
symbiose entre les racineQuiercus alierTubersp., depuis Kang et al., 2022) ; Des symbioses
endomycorhiziennes (B3, endomycorhize entre und-temiréf@tmis mossedepuis Martin et

al., 2017). Des exemples de compétition comprennent : la compétiessqooe wanme le fer

ou le carbone (B4) ; La compétition pour une niche spatiale cdophgtdssdes feuilles ou des

racines (B5) ; Un exemple de prédation bactérienne @B&jlyemdreas sedim{is, prédateur) et

Algoriphagus maririas, proie), depuis Mu et al., 2020.
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1.3. Les interactions

/HV PLFURRUJDQLVPHY VRQW VRXYHQW DVVRFLpV QGIDXWUI
des relations de symbioses (De Bary, 1879). On y distingue les interactions bénéfiques pour
les deux parties (mutualisme), néfastes pour OHV GHX[ FRPSpWLWLRQ EpQpILTXH
QpIDVWH SRXU OYDXWUH DQWDJRQLVPH DEWRODTXUpSRXUL RDJ X+
HW QHXWUH SRXU OYDXWMA HERP® HRQPIMOWIWAH SRXU OTXQH HW (

(amensalisme ; Figure 1).
1.3.1. Les symbioses mycorhiziennes

Parmi ces interactions, la symbiose mycorhizienne est la plus connue et répandue chez
les plantes vasculaires Re GHV FKDPSLJQ RQaved/I§DracinBsHdott former un
organe mixte, la mycorhize. Le mycélium se différentie alors en deux pseudos tissus, les
K\SKHY LOQWHUUDGLFDX[ TXL HI[SORUHQW OH VRO BHRXWHDNFKXPKH\W
intraradicaux, siege des échanges avec la plante. Cette association ancienne, apparue au
début du Dévonien il y a environ 400 Ma (Redecker et al., 2000 ; Remy et al., 1994), a
probablement facilité la colonisation du milieu terrestre par les plantes vasculaires (Selosse et
/IH 7TDFRQ /HV P\FRUKL]JHVY VRQW DXMRXUGYTKXL WAURIMVUBIP/SD Q (
ou environ 80-90% sont associés a des champignons mycorhiziens (van der Heijden et al.,
2015 ; Wang et Qiu, 2006), avec les exceptions notables des Brassicaceae, des Crassulaceae,
des Orobranchaceae et des Proteaceae. Parmi ces associations mycorhiziennes, la symbiose
mycorhizienne arbusculaire est la plus répandue. EOOH HVW SUpVHQWH FKH] - GH
qui forme cette symbiose avec le sous-phylum Glomeromycotina. Ce sont des symbiotes
obligatoires TXL GPSHQGHQW GH OHXU K{WH SRXU qOipénétieKtled LWLRQ G
FHOOXOHY UDFLQDLUHYV SRXU IRUPHU GHV VWUXFWXUWIQWH @GWp FKI

dans le cytoplasme des cellules de la plante sans jamais le traverser.

/HV DVVRFLDWLRQV HFWRP\FRUKL]JLHQQHYV VRQW HQVXLWH D
Pinaceae entre le Jurassique et le Crétacé (140 a 150 Ma). Ces symbioses se sont ensuite
diversifiées durant le Cénozoique, dans des foréts dominées par des angiospermes et des
coniféeres. Les champignons ectomycorhiziens se sont diversifiés depuis des champignons
saprophytiques appartenant a des lignées indépendantes (Martin et al., 2016). Aujourd'hui,

cette symbiose concerne N 2% des plantes vasculaires capables de s'associer avec environ

20.000 espéces de champignon appartenant principalement aux ordres des Helotiales,
Pezizales, Sordariales, Boletales, Cantharellales, Russulales et Telephorales (Tedersoo et al,
2010). Ces champignons VIDVVRFLHQW D000 Es®Ees Védetdles, principalement
des Pinaceae, des Angiospermes (en majorité des arbres et des arbustes de zones tempérées)

et quelques Hépatiques, qui représentent une part importante de la biomasse végétale
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(Barcel6 et al., 2023 ; Ma et al., 2021 ; Spawn et al., 2020). Les ectomycorhizes sont en partie
saprophytiques, mais leur culture sans plante héte Q | Hbsdible que dans un nombre trés
limité de cas. Elles sont caractérisées morphologiquement parlaprésHQFH GXQ PDQWHDX -
recouvre les sommités racinaires. Les hyphes du champignon se ramifient de maniéere
intercellulaire entre les cellules du rhizoderme, et constituent le siege des échanges de

nutriments, le réseau de Hartig.

Une forme particuliere de myFRUKL]H OfYHFWHQGRP\FRUKL]H ,SRVVQqGF
parfois absent, un réseau de Hartig dont les hyphes peuvent V § p W H QdzM tu iXoderme
pour SpQpWUHU OTLQWpULHXU GHY FHOOXOHV FRUWLFBI@BY ,QLWL
et Larix associés a des especes de Wilcoxina <X HW DO FHWWH DVVRFLD\V
DXMRXUGITKXL j GIDXWUHYV W D [ReQavitheriD \avnieriehde Wil Re@ezil Q W U H
claveryi, connue pour produire les truffes du désert, produit par exemple des
ectendomycorhizes. La nature de la mycorhization dépend alors de la concentration en
phosphate du milieu (Navarro-Rdodenas et al., 2012) : elle sera endomycorhizienne en milieu
naturel, ecto- et ectendomycorhizienne en serre, ectomycorhizienne en condition in vitro
(Morte et al., 2020).

Les mycorhizes des Orchidées et Ericoides, représentent respectivement 10% et 1,4%
des associations avec les plantes. Les Orchidées sont dépendantes de leur partenaire
fongique pour la germination (Rasmussen, 1995) et sont divisées en trois classes selon leur
type physiologique : les autotrophes, les mycohétérotrophes et les mixotrophes (Dearnaley et
al., 2012). Les hyphes pénetrent le parenchyme et forment une structure en spires appelée

peloton, siége des échanges entre les partenaires (Dearnaley et al., 2016).

Les SODQWHY QRQ P\FRUKL]JLHQQHV TXL Q3% ted plahpe¥, HQWH QW
sont en général des plantes ayant une nutrition spécialisée comme les plantes carnivores ou
parasites ainsi que les plantes spécialisées dansuQ W\SH GT{KDELWDW FRPPH OHV KC
épiphytes, les plantes des milieux arides, ou les opportunistes de milieux perturbés (Brundrett
et Tedersoo, 2018).

&HYV VAPELRVHVY SHXYHQW SHUPHWWHQW O DRP® GKRYBWDR@ H
hydrique), de la résistance face aux stress biotiques (résistance aux pathogenes) et abiotiques
(contamination métaux lourds, sécheresse) de leur plante héte (van der Heijden et al., 2015).
&HSHQGDQW OH VWDWXW PXWXDOLVWH RX $Drodxs\ée Matken6HY VP E|
OH ORQJ GYIXQLERLIDMWHXKXPWLRQV VIPELRWLTXHYV SHXYHQW YDUL
ou du contexte écologique le long de ce continuum, ou parfois, des mutualismes potentiels
exploitent leur symbionte dans des relations de parasitisme inversé (Keeling et McCutcheon,

2017 ; Mushegianet (EHU W 3DU H[HPSOH OXgipkhatdusinenvdtbphid HQW U H



Introduction générale

et Steinernema carpocapsae est mutualiste chez des espéces natives de nématodes mais

pathogéne chez des espéces plus éloignées au sein du méme genre (Sicard et al., 2004). Les

particularités des microorganismes, par leur capacité de transfert horizontal de genes,
GIpYROXWLRQ UDSLGH HW GH ,\éut pesnvettGIHQ Wp Qi D CWE W@ UF RDDWBWG H F
association avec leur héte. Ces transitions semblent intervenir dans un vaste rang

G L QWH et RiveaRI®IsUr controle par OTK{WH RX OH V\PELRWH UHVWH DXMR
(Drew et al., 2021).

1.3.2. Les symbioses IL[DWULFHYV GID]RWH

'IfXQ DXWUH F{Wp OHV SODQWHV VRQW pJDOHPHQW FDSD
symbiotique ades EDFWpULHYV & T HNJWMiBddsds MeS plantes actinorhiziennes
qui VIDVVRFLHQW j GHV EDFWpULHV |L[D Wrddne,HevnoGUd) pRMEH SR XU
bactéries se différencient en bactéroides, ou non 'fXQ F{WhizobDddV {DVVRFLHQW D X]
légumineuses, les Fagales et certaines Cannabaceae et Rosales 'H O D X \Wrankia O HV
VIDVVRFLHQW | GHV )DJDOHMbitaeR VAo HomeH Wes &yfitbdses
actinorhiziennes. Des molécules chimio-attractantes sont produites par les racines, puis les
bactéries vont reconnaitre les flavonoides des poils racinaires et activer les facteurs nod chez
les bactéries. Cependant, ces facteurs nods, largement considérés ubiquitaires et requis pour
toute interaction Rhzobium-OpJXPLQHXVH QH VIDYqQUHQW SDV LQGLVSH
alternativesnod-LQGpSHQGDQWH Re OD QRGXODWLRQ VIHIIHFWXH VDQ
entre Bradyrhizobium et Aeschynomene spp. et impliquent, ou non, des effecteurs de
sécrétion de type Il (Giraud, 2007 ; Camuel et al., 2023 ; Okazaki et al., 2016). Des inducteurs
YpJpWDX[ SUpVHQWY GDQV OHV H[VXGDWYVY UDFLQDLUHYVY YRQW H
intégratifs et conjugatifs (ICE) ou de plasmides vers les rhizobia compatibles. Cela permet
OYDWWDFKHPHQW GHV EDFWpULHV jéebledd@lfuleQdtse HikdrertRIQW HQV X

en bactéroides ou nhon comme les Frankia, qui sont fixateurs de N2 (Poole et al., 2018).
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Fgure2 & RORQLVDWLRQ EDFWpPULHQQH GX P D QRagHWvatiR®Q JL T X H
vue en microscopie électronique a balayage. Les différentes images ealiispantderéchelles
depuis les ext®LWpV UDFLQDLUHV DX[ K\SKHV IRQJLTXHNQ MXVT)

évidence des colonies bactériennes. Image de Dietrich et al., 2022.
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1.3.3. Les interactions bactéries-champighons

Les microorganismes interagissent également dans des relations mutualistes,
compétitives ou de prédation entre eux. Ces interactions peuvent former des structures
comme les lichens, symbiose entre des champignons et des cyanobactéries (Allen et
Lendemer, 2022) ou se situer dans des habitats spécifiques comme les pE L R F (BoMycH |
soil crusts). Ce sont des structures G1DJU pJD W L &a@Qs 4 pieXietd Millimetres sous la
surface des sols, caractéristiques des environnements arides, ou des particules de sol et des

organismes autotrophes et hétérotrophes sont en étroite relation (Weber et al., 2022).

La zone proche des hyphes fongiques forme également un milieu particulier. Sous
OLQIOXHQFH GHV H[VXGDWYV IR Q Jkiquédet chilquessuntkRtQcees WLRQV S
GX VRO FTHVW OTK\SKRYVS Krgdiskent'afiovs &/E8cHed stiudivded fan@igMes et
vont coloniser les spores, les hyphes extraradicaux et les hyphes intraradicaux (Basiru et al.,

2023 ; Figure 2). Ces bactéries vont notamment SDUWLFLSHU j OTDPpOLRUDWLRQ G
des nutriments par les mycorhizes (Zhang et al., 2022). Par exemple, il a été mis en évidence
gue des bactéries associées a des hyphes de champignons endomycorhiziens étaient
capables de produire des phosphatases alcalines, fonction initialement absente chez les
champignons (Zhang et al., 2018). Les interactions entre champignons et bactéries sont donc
essentielles pour larpDOLVDWLRQ GH IRQFWLRQV PDLV DXVVL SRXU Ofp
mycorhizienne et la réduction des stress environnementaux pour le champignon, ce sont les

« mycorrhiza helper bacteria » (MHB ; Frey-Klett et al., 2007).

Enfin, la compétition entre bactéries et champignons est également un facteur
important dans la structure des communautés. Les bactéries ont développé une multitude de
propriétés antifongiques comme la séquestration du fer par les sidérophores ou la production
G 1D Q W L E gurwidnilesldhampignons mais aussi les bactéries (Raaijmakers et al., 2002).
Des interactions liées a la dispersion existent également entre les hyphes des champignons
HW OHV EDFWpULHV 2XWUH OH WUDQVSRUW GH QXWULPHQWYV
mycorhizes (Allen, 2007), certaines bactéries sont capables GT{XWLOLVHU OD P\FRVSKq
atteindre et coloniser des niches initialement inaccessibles (Warmink et al., 2011 ; Warmink et
Van Elsas, 2009).

10
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1.4. Assemblage des communautés microbiennes
1.4.1. Déterminisme et stochasticité

Une question fondamentale en écologie est la compréhension des facteurs qui
structurent les communautés (Preston, 1948) et O 1L G H @n\iéds| hrécBsSAUE qui permettent
O 1 p P H U étHeQrrakhtien du vivant, des communautés, des populations. Déterminer quels
VRQW OHYV SURFHVVXV HQ MHX[ GDQV OD UpSDUWLWERBSWB GLYH
tenu de la variabilité colossale des environnements, des interactions et de la diversité du vivant,
est une tache immense en écologie des communautés (Lawton, 1999). Les facteurs identifiés
DXMRXUGYTKXL D\DQW XQ HIIHW VXU OHV FRPS EQIXeW e HQ JpQjy
SDUDPgQWUHV GTpFKHOOH HQYLURQ QFigerd @G\ Poxi{ d&ckre GgsL QW HUD F
processus, deux théories ont émergé pour expliquer la répartition et la diversité des
FRPPXQDXWpV /D SUHPLqQUH SOXV DQFLHQQH TXDOLILpH PuGTpF
est TDVVHPEODJH SDU SU pd, poninm@d-aorSpdr @ sétdCtidn, déterministe par
nature. La seconde est la théorie neutre, ou les assemblages sont étudiés par le prisme des
processus aléatoires, stochastiques (Hubbell, 2001 ; Chave, 2004). Ces deux théories sont
maintenant bien intégrées dans la description des assemblages des communautés, et les
processus auxquels elles font référence agissent de concert et ne sont pas mutuellement
exclusifs (Adler et al., 2007 ; Caruso et al., 2011 ; Gravel et al., 2006). EOOHV IRQW SDUWLH
continuum (Leibold et McPeek, 2006). Cette unification des processus déterministes et
VWRFKDVWLTXHV VH EDVH VXU OD FODVVLILFDWLRQ HQ TXDWUH
OYDVVHPEODJH GHYV:I&stRrAIXNQDIENVE M spéciation et la dispersion (Hanson
et al., 2012 ; Vellend, 2010) etest DXMR XU G TKXLOYQ@ WROBPLH PLFURELHQQH

12
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communautés différentes se forment méme si les conditions enviraurgnuertpses. Les
especes 1, 3 et 5 occupent les niches d'une communauté parce quxliss@rgueries autres,
tandis que les espéces 2, 4 et 6 arrivent plus tét et domicemniantaté. Dans les deux
communautés locales de droite, les fleches indiquent l'immigration end@rdéwemsatae
communauté, et la dispersion entre ces deux communautgtstiesdiestée, ce que I'on appelle
la limitation de la dispersion. Par conséquent, ces deux commigsaotésdesastructures

différentes bien qu'elles se trouvent dans le méme environnement (epvironnement |

(C) Cet exemple de diversification suppose qu'il n'y a pas d'influence de la sélegtimsiaru de la dis
Les deux communautés locales (a gauche) soumises au méme enl@rvimoememtent I, ont

les mémes espéces ancestrales, les especes Y, K et J, au départieHa diissification
(spéciation et extinction) dans les difféerentes communautés, différentes cesediegertpe
émerger a partir de mutations aléatoires du méme ancétre (par exgécple Slet 6 issues de
I'espece J). Par conséquent, les structures de ces deux comurtaiantétneodifférentes méme

dans des conditions environnementales identiques.

(D) Les especes de la méta communauté occupent des niches eslesarmeuenent par hasard,
en raison de la naissance, de la mort et de la reproduction aléat@resnpte, Raaxon 5 préfére
I'environnement Il, mais en raison de la dérive, il est présentdamsHasatdmmunautés des

environnements | et Il.

16
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La sélection fait référence aux processus qui influencent la reproduction, la survie et le

GpYHORSSHPHQW GHV LQGLYLGXV D igMélL Q). B Xxeidples ReB P X QD X W |
microorganismes du sol occupent différentes niches en fonction des parametres édaphiques
comme le pH, un déterminant majeur de la diversité et de la composition bactérienne (Fierer
et Jackson, 2006 ; Shen et al., 2013), moins important pour les champignons (Rousk et al.,
2010). Ces parametres comprennent aussi la texture, les teneurs en matiéres organiques ou
en azote, la salinité ainsi que les parametres environnementaux comme le climat qui comprend
par exemple les précipitations moyenne et la température (Bahram et al., 2018 ; Bastida et al.,
2021 ; Delgado-Baquerizo et al., 2018 ; Lozupone et Knight, 2007 ; Tedersoo et al., 2014).

Les interactions biotiques, antagonistes ou synergiques comme la compétition, la
prédation, le mutualisme ou la facilitation entrent également dans le cadre de la sélection. Par
exemple, la composition végétale et sa richesse influencent les compositions bactériennes du
sol (Schlatter et al., 2015), par des boucles de rétroaction plante-sol. Elles comprennent en
partie la libération de composés organiques et azotés SDU OfH[VXGDWLRQ UDFLQDLUH
GH PXFLODJH RX OD FUHRWLBRQ®RHFRHBRMWFURYRULVDQW OD UpWHQ
La richesse des végétaux et leur identité peut également avoir une influence sur la modulation
des compositions et des interactions bactériennes et fongiques (Hartman et al.,, 2023 ;
Schlatter et al.,, 2015). Différents facteurs, spécifiques aux microorganismes, peuvent
également influencer les processus de sélection. La dormance, soit la capacité de certains
taxons a entrer en stase pour supporter des stress, peut par exemple GLPLQXHU OfHIIHW G
sélection (Nemergut et al., 2013). Le transfert horizontal de génes chez les bactéries, pourrait
également influencer la diversification microbienne par des processus de sélection (Burke et
al., 2011).

La dispersion est le processus qui fait référence aux mouvements des especes dans
O Y HYV Smgutd 4.B), ou son influence dépend de la composition et de la taille des
communautés depuis et vers lesquelles la dispersion a lieu (Vellend, 2010). Ce processus
QTHVW SDV HQWLqQUHPHQW VWRFKDVWLTXH RX GpWHYBHYMWREB P
peut dépendrH GH OD WDLOOH GHV FRPPXQDXWpV Re SOXV OYDERQG
importante, plus elles auront de chance de se disperser, elle est alors stochastique (Zhou et
1LQJ /HWUDQVSRUW DpULHQ SDU O fRbDXacR-¥rgamsthe@ H ELDLV
est également, en partie stochastique. Cependant, une partie de la dispersion est également
GpWHUPLQLVWH HOOH SHXW VIH[SOLTXHU SDB3H GHW S\HUIDLWVRY GBIN
ou passif, qui peut varier selon les taxons, leur taille, leur forme. Par exemple, la répartition
des champignons ectomycorhiziens est dépendante de la répartition de leur plante héte, et est
GRQF HQ JUDQGH SDUWLH GpWHUPLQLVWH &THVW pIJDOHPHQW

Rhizobiaceae ou des Bradyrhizobiaceae, qui forment des associations symbiotiques avec leur

17
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SODQWH K{WH (QILQ ORUV GT1XQ SKpQRPgQH GH GLVSHUVLR(
organisme dans un nouvel environnement dépendra des conditions biotiques et abiotiques de
ce nouvel enviroQQHPHQW HW GH VD FDSDFLWp j VI\ DGDSWMWHHW HV\
Comme il est difficile de déterminer avec précision les traits des microorganismes, et leur
influence sur leur capacité de dispersion, ce processus est souvent caractérisé comme

stochastique.

La diversification fait référence a la génération de nouvelles espéces ou nouveaux variants
(Figure 4.C), un processus évolutionnel & la source de la variation génétique au travers des
mutations (Vellend, 2010). Elle est souvent considérée comme stochastique, mais peut
également étre déterministe. Des mutations aléatoires peuvent affecter des traits liés au
VXFFqgV UHSURGXFWHXU RX QRQ HW rWUH LQ&RUWHPH QI/UGDH@H |
lesquelles les organismes évoluent. Cependant, bien que son effet sur les compositions
microbiennes soit trés probable, sa caractérisation est difficile et les méthodes pour la mettre
HQ pYLGHQFH HW OD TXDQWLILHU UHVWHQW DMNMERXWGEGNKEXKQ CREEV
des conditions environnementales et la capacité des bactéries a se transférer horizontalement
des genes rend particulierement difficile la distinction entre les phénoménes liés a la
diversification de ceux liés a une sélection plus récente (Rensing et al., 2002 ; Zhou et Ning,
2017).

La dérive est un processus purement stochastique, ou des changements aléatoires dans
les compositions des communautés et des abondances respectives de leur différentes
especes, sont causés par les événements de mort, de naissance et de reproduction des
organismes (Figure 4.D). La dérive augmente lorsque la sélection est faible. Lorsque les
SUHVVLRQV VPpOHFWLYHYVY VXU GLIITpUHQWYV LQGLYLGXV VRQW pJD!
déterministe en jeu, la communauté se dirige vers une dominance conditionnée par les
abondances initiales des espéces, dont la vitesse est inversement proportionnelle a la taille
de la communauté (Vellend, 2010). Au contraire, si la sélection est forte et domine
OYDVVHPEODJH GHV FRPPXQDXW pV esbdlus$dibR. 3 &Rroisk eriRe@détee OD GpUL
de la dérive et sa quantification dans les communautés microbienne est cependant confrontée
a la proportion importante de taxons rares, qui augmente la taille de la communauté, et donc

la sensibilité a la dérive.
1.4.2. Les échelles spatiales et temporelles

Les communautés sont variables dans le temps, et sont soumises a différentes
perturbations, et a différents taux de dispersion et de sélection au fil du temps dans les
environnements naturels. Au-dela du cadre théorique de Vellend, il existe un autre cadre

conceptuel pour décrire les assemblages qui prend en compte les événements passés, donc
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Figure 5Distribution des sites des études sur la biodiversité du sol etsddsS@nctsystemes
(Guerra et al, 2020). Depuis le recensement de la littératurdesupdemetisur la biodiversité du
sol le nombre de sites pour chaque taxon est représenté au niveau mendahd@orbljes
fonctions des écosystemes (c, d) et de la biomasse (e). La proportion idest éhedeséqla
biodiversité, la biomasse, les fonctions et leur combinaison est repr€stietétedgfpermet de

visualiser le caractére incomplet des études sur les environnements arides.
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[fPYROXWLRQ GHV FRPPXQD XWp §éci@D|6sVassehiblages PastikelsS Les

contingences historiques sont alors différenciées des contingences contemporaines.

/IHV FRQWLQJHQFHV KLVWRULTXHV IRQW UplpUHQMEH | OYKry
temporalité des processus passés sur les assemblages des communautés actuelles (Fukami,

(Q FRQWUDVWH OHV FRQWLQJHQFHV FRQWHP$RWHEW HR QRR
actuelles sur les assemblages des communautés, et est donc déterministe (Ge et al., 2008).
Elles peuvent étre causées par des perturbations abiotiques comme des inondations, des
LQFHQGLHVY GHV FKDQJHPHQWYV GYXVDJH GHV WHUUHV RX GH
OfLPPLJUDWLRQ GTXQH QRXYHOOH HVSgFH /THOIMVG LWSH X\QLHR ¢
depuis le pool régional, qui regroupe les especes capables GH FRORQLVHU HW GH VpW
XQH QRXYHOOH FRPPXQDXWp SHXW GpSHQGUH GH OTRUGUH Gf¥
(Lessard et al.,, 2012) &HOD IDLW UplpUHQFH j OTHIIHW GH BWLRGHWQ@HR-
esSgFH VXU XQH DXWUH GpSHQGe (£hase 12008 ; Rukamy) P016)TOANMI L Y p
GLVWLQJXH OD SUpHPSWLRQ GH QLFKH ORUVTXTXQH HNSqFH SL
ressource spatiale ou en nutriments G{XQH DXWUH HVSgFH S9¢0¢unebithe LYH HW
VLPLODLUH /YHIIHW VXU OYfHVSgFH WDUSILLYHFHS WOGIRE® R W pU\ WIEK
/IRUVTXTXQH HVSgFH SLRQQLgqgUH PRGLILH OHV FRQGLWLRQV ORF
son implantation impacte les espéces tardives F{HVW OD PRGLILFDWLRQ GH QLFKH
est bien décrit chez les végétaux avec les plantes nurses ou les ilots de fertilité (Brooker et al.,
2007 ; Bulleri et al., 2016 ; Schlesinger et al., 1995), mais aussi chez les microorganismes,
avec par exemple le cross-feedng FKH] OHV EDFWpULHY Re OD SURGXFWL
secondaire par un taxon constitue une source nutritive pour un autre taxon (Butleret 2'Z\H U
2018). La modification de niche peut étre a la fois facilitatrice ou inhibitrice et est principalement
déterministe (Fukami, 2009). Chez les microorganismes, les contingences historiques, comme
contemporaines ont toutes GHX[ XQ HIIHW VXU OYDVVHPEODJH GHV FRPF
similaires a ceux identifiés chez les macroorganismes (Ge et al., 2008). Ainsi au travers de la
caractérisation et de la quantification de ces processus, des progrés majeurs dans la
compréhension de la répartition des microorganismes sur la planéte ont pu étre réalisés
(Bahram et al., 2018 ; Tedersoo et al., 2022b, 2014 ; Vasar et al., 2022). Ce travail est crucial
SRXU GpWHUPLQHU FRPPHQW OHV RUJDQLVPHV UpSRQ®HEW DX]
des terres ou de perturbations, et quels effets sur les écosystéemes ces changements
engendrent. Cependant, concernant les microorganismes, notre recul est bien moindre que
sur les macroorganismes et les végétaux. Cela est particulierement visible dans la répartition
des études au travers du globe, ou les écosystemes tempérés constituent le systeme Gefude
privilégié, tandis que nos connaissances sur la diversité et les fonctions microbiennes des

environnements arides restent treés fragmentaires (Figure 5 ; Guerra et al., 2020).
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Figure 6 : Classification Koppen-Geiger des climats @dndigud g V . R W.\Wa-pRniksMle D O
arabique est classifiée en tant que climat aride chaud et désertig(earaocié B3 hpag.f”
P, ou Panncorrespond aux précipitations anretdliesi VW O H V idaicLl® eierigtibh GellaV p

température annuelle et du cycle de précipitations).
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2. Le désert, un environnement extréme, et son microbiome associé

2.1.  Un milieu aux contraintes abiotiques importantes

Les environnements arides occupent plus de 45% de la surfacete UUHVWUH FI{HVW OH E
SOXV pWHQGX GH OD SODQqWH FDUDFWpUEYD YD SRW.QIEQ ¥ SLEP
est plus importante que les précipitations) (3U Y OLH ; Schimel, 2010). lls sont
principalement situés dans des paysendé YHORSSHPHQW j OfH[FHSWLRQ GH FHL
péninsule arabique. Parmi eux, I TSUDELH 6 Mk pa@sLpétidlier au PIB important, est
soumis a des contraintes édaphiques et environnementales extrémes. Le climat y est chaud
et aride, les vents parfois violents, les températures pouvant atteindre plus de 50°C durant
O 1 pavgyonnement UV important et les précipitations sont rares et erratiques, estimées entre
25 et 230 mm par an (Figure 6 ; Almazroui, 2011 ; Hasanean et Almazroui, 2015). Ces
conditions induisent des stress considérables sur la biodiversité et une salinisation des sols
(Shahid et al., 2018). Enfin, les taux de nutriments et de matiére organique du sol sont trés
faibles <DVLU HW DO &HV VWUHVYV HAabie S&ad@fehPde€payd X[ IRQW
les plus arides et secs de la planéte, avec une ressource en eau extrémement limitée et non
GXUDEOH /YDEVHQFH GH ODF RX GH UL Yitgde HO PP DRV QWOHH GO
renouvelable, une des seules ressources exploitables (Llamas et Custodio, 2002). De plus, la
demande en eau, plus importante que son apport, a conduit le pays a utiliser plus de la moitié
GH VRQ SpWUROH GRPHVWLTXH SRXU GpVDOLQLVHU OYHDX GH P/
aux effets dévastateurs pour la biodiversité marine (Hosseini et al., 2021 ; Roberts et al., 2010).

2.2.  Une vulnérabilité accrue aux changements climatiques, une nécessité de

réponse actuelle

Les écosystéemes arides sont particulierement vulnérables aux changements climatiques.
La ressource en eau, déja surexploitée, y sera encore plus limitée (Elnesr et Alazb, 2013 ;
Maestre et al.,, 2012 ; Tarawneh et Chowdhury, 2018), avec des conséquences sur la
biodiversité, dont les microorganismes (Maestre et al., 2015) qui jouent des rbéles majeurs dans
les services écosystémiques (Cavicchioli et al., 2019 ; Maestre et al., 2016), mais aussi sur la
disponibilité en nutriments (Moreno-Jiménez et al.,, 2019) OYDJULFXOWXUH HW OHV FF
socio-économiques associées (Alam et al., 2011 ; Cheeseman, 2016 ; Odhiambo, 2017). Les
écosystemes arides, longtemps considérés comme pauvres et non productifs constituent un
biome abritant une diversité longtemps insoupgonnée. Dans les régions les plus arides de la
SODQgWH FRPPH OH GpVHUW G1$WD F BtReptomycesy BaDIL® BtY VR XFK
Geodermatophilus ont pu étre isolées depuis ces sols (Azua-Bustos et al., 2015). Au-dela de
leur importance pour la population humaine, foyer de 38% de la population mondiale
(Millennium Ecosystem Assessment Board, 2005) et desréservHV GH SpWUROH TXYLOV DE
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Figure 7; 00 XVW U D W L R,@&/sé&5 BcadykiRieg Et\deGHIHicaigdsRé. GTHQWYHPEOH (
UpJLRQ GT1$080D XQH RDYV IGMaliteD5Qoudi¥eQA)GUINE IFEDiod aki Yp&tkinubire U L (
cultureLPSRUWDQW Re GHV YHVWLJHV DU FKp-R®Roht grésents GH O
a Mad#h Saleh¢ R Z » § on@ &ouv@mblématique Jabal Athlab (B) et de nombreux pétroglyphes
(C). Les écosystémes sont divers, on y trouve des dunes sableuses avacs|aatiéfgartitio
hétérogéne classique des végétaux des environnements arides (D, E, Bysi¢nieespéco
URFDLOOHX[ VRQW pJD OH P HQWs Sud lpd/rmia@s¥s noritagiveXix/(HGIHI, B p U
/HV DJURV\VWgPHV VRQW pJDOHPHQW WUqV W XV HQAKV S®E
dattierPhoenix dactylifefia), ainsi que des ronds de culture pour le fourrage (M). La région est
egalement sujette au paturage, ou des troupeaux de dromadairdstdl) () sont présents.

Malgré un climat sec et aride, des pluies intenses surviennenttastpelieen¢conduire a des
LOQRQGDWLRQV pFODLUV LPSRUWDQWHYV 3 6XIOMXKDWUBM
par la floraison éphémere des des végétaux (Q, R), avec le déta@iflesyleuarsalicornid®))

Haloxylon persic(i) Astragalus spinogiy Retama raetaf) etHelianthemum ligjy.
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hébergent pres de 20% de la biodiversité végétale globale (White et Nackoney, 2003). Ce sont
également des puits de carbone majeur, qui comprennent un tiers du carbone du sol au niveau
global, principalement stockés sous la forme de carbonates inorganiques (CaCOs) (Hirt et al.,
(QILQ LOV FRQVWLWXHQW HQFRUH DXMRXO§ HKXQ RAUWMHVERQ «
la diversité et de la composition microbienne des biomes terrestres (Guerra et al., 2020).

Considérant les conditions environnementales extrémes des régions arides, leurs
ressources en eau limittes DLQVL TXH OH FKDQJHPHQW FOLPDWLTXH HQ |
nécessaire de caractériser la biodiversité de ces écosystemes, leurs structures, leurs réponses
aux stress. Cela est particulierement important dans le contexte de la limitation de la
GpSHQGDQFH GX SD\V j VRQ SpWUROH GRPHVWLTXH GRQW OHV
HX OH U{Ottr @Y Rracésyus décisionnels face aux actions liées au changement
climatique (Depledge, 2008). Cette stratégie G TR E V W &t ¢ wfllsRI® négociation ou de
consensus lors des sommets climatiques ces derniéres années est notamment expliquée par
OHV OLHQV HQWUH O 7 $JMEALW UGD\R K B P B/UHIDRG eaiitian HLRBet@leum
Exporting Countries) et de certains lobbyistes climato-sceptiques (Don Pearlman, Climate
Council $XMRXUGYTKXL FHSHQGDQW XQ WR XURopaQri¢ Btienap¥,U GDQV (
et constitue une opportunité sans précédent pour la communauté scientifique concernant
[ p W X GeHs &bkystémes riches et vulnérables (Figure 7), et I TLQIOXHQFH GHV GpFLVL
faveur de leur préservation. LTSUDELH 6DRXGLWH HVW XQ SD\V LQIOXDQW
moyens au sein du monde arabe, dont la recherche sur la lutte contre la désertification, la
transition agronomique, et la préservation des écosystéemes désertiques pourra profiter aux

pays avec moins de moyens.

2.3. /HV VWUDWPpPJILHY GIDGDSWDWLRQeGX PLFURELRPH GpVHUYV
2.3.1. Des adaptations physiologiques

Les microorganismes du sol des environnements désertiques ont di faire face aux stress
abiotiques associés. AX FRXUV GH Qi pM Rddalldpté @es stratégies particuliéres
pour y survivre et s'y développer. Leur diversité est plus faible que dans les environnements
tempérés, ou HOOH HVW LQYHUVHPHQW SURSRUWLRQQHOOHXp OTDUL
composition differe des environnements tempérés. Parmi les phylums bactériens désertiques,
les Actinobacteria sont souvent les plus abondants. Leur capacité de sporulation, de
résistance aux radiations UV et la production de métabolites secondaires, en font de bons
colonisateurs, tolérants aux VWUHVYVY ODNKDODQ\DQH HW DO 8QH VWI
aux stress abiotiques liés a la sécheresse particulierement efficace consiste en la capacité a
IRUPHU GHVY HQGRVSRUHV /D SUpVHQFH GIDFLGH GLSHWROLQLT:
intacts, a été retrouvée HQ JUDQGH SUpYDOHQFH GDQV OH-WakiBh®:Y GT$SWDF
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DO V X JJpUD Q WadagidtieUR teie Dapdcie dans les sols désertiques. Les

Firmicutes sont par exemple capable de former ces endospores pour entrer en dormance lors

de conditions environnementales défavorables (Galperin, 2013). Les Deinococcus quant a eux,

présentent une tolérance aux radiations extrémes par un mécanisme de réparation de son

$'1 ORUV GTXQH UpK\GUDWDWLRQ =DKUD G NdDraHtWhei@mance &HSHC
SURORQJpH OH EHVRLQ GHoelef &t Jdrgenkievi \ROE3R I@svihic@ofganismes

étant soumis a des stress oxydatifs particulierement importants dans les substrats sableux
(e.9,fRUPDWLRQ GTHVSqFHV UppBdeNnsYelMaijla@IR[\JgQH U

2.3.2. Pour soutenir des sécheresses prolongées

Pour soutenir une sécheresse prolongée, les microorganismes doivent donc utiliser a leur
plein potentiel, la ressource chronique en eau. La disponibilité en eau, aprés un événement
de précipitation ou lors dfpYHQWXHOOHYVY URVpHVY PDWLQDOHV VRQW U]
GHVVLFDWLRQ &HWWH GLVSRQLELOLWpP pSKpputsettd HHWHOUF RO Q X H |
OMK\SRWKqgVH G HnergieUmtMlemeNtideveHppée SRXU O Tp @ KBGEDEMWDWLRQ G
plantes désertiqgues (Noy-Meir, 1973), elle a ensuite été adaptée aux communautés
PLFURELHQQHYVY &ROOLQV HW DO 'XUDQW XQH SpULRGH
PLFURRUJDQLVPHY HVW UpGXLWH HW UpSRQGeddaigd éhleBUHQW | OF
par de nhombreux mécanismes physiologiques (Leung et al., 2020). Durant cette période de
réhydratation, les microorganismes autotrophes comme les cyanobactéries activent leurs
voies de photosynthése (Raanan et al., 2016) et produisent des substrats alors rendus
disponibles pour les hétérotrophes. La respiration microbienne augmente alors
LPPpGLDWHPHQW GXUDQW OHXU FRQVRPPDWILREKH LHQEME&H GpFO
1956). La remobilisation du carbone et des nutriments, notamment azotés est également
LQGXLWH SDU OD UpDFWLYDWLRQ GX PLFURBLRW HRHQWVHMR Q M VOLIW K
biologigue dans les déserts (Wang et al., 2014).

3. /HV RXWLOV DQDO\WLTXHYVY GTpWXGH GHV FRPPXQDXWpV PLF
3.1. Identifier les communautés microbiennes

3.1.1. Des approches réductionnistes aux approches holistiques

I TDSSURFKH WUDGLWLRQQHOOH SRXU LGHQWLILHU OHV PLFL
microscopique. Cela a permis, depuis leur découverte, de caractériser les environnements
TXYLOV RFFXSHQW DLQVL TXH OHV JU®&Jd GNmH) RAcBlé YoRes) ) SKROR J |
HW GIDVVREBELPDMWLRRIgQHY P\FRUKL]JHV V\PELRVH UKL]JRELXP /1
sur différents milieux a ensuite permis d L V BReS iditfoorganismes depuis le sol ou les milieux

aguatiques et les cultiver.
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&HSHQGDQW OD SURSRUWLRQ GH PLFURRUJDQLVHMPHIV FXOWL
proportion de la diversité totale, estimée a moins de 1%. La difficulté & composer des milieux
complexes, VLPLODLUHY j OTHQYLURQQHPHQW GDQV OHTXXOHLOV VI
VI\PELRWLTXH GH FHUWDLQHYV DVVRFLDWLRQV RX réageBtHQGD QW |
impossible la culture de la plupart des microorganismes. Le développement du séquencage
deSXLV OD GpFRXYHUWH GH Of$'1 HW GHV FRQQDLVVDdFHV DVV
Sanger, vers le pyroséquencage 454 puis les techniques de séquencage de deuxieme et
WURLVLqQPH JpQpUDWLRQ RQW SHUPLV XQH FDUDFWpVURYDWLRQ I

$XMRXUGTKXL OH VpTXdéev@rmuud W WD QGIDUHGYVB/RXU UpDOLVHU Of
la diversité microbienne et a permis la création de bases de données de séquencages
massives dans la plupart des environnements naturels. Le séquencage comprend le
VpTXHQoDJH GHSXLV 09%$'1l TXL FRPSUHQG OHV RUJDQLVPHV YL
GHSXLV O1%$51 TXL QH FRPSUHQG TqU ékptnkeht 1eu® dehorne GtXjM faltL Y D Q W V

appel par exemple au séquencage de O  $ total autrement appelé metatranscriptomique.
312. /H SUpOqQYHPHQW GYpFKDQWLOORQV HQ HQYLURQ

'DQV OH VRO OfYKpWpURJpQpLWp FDUDFWpPULVWLHXYH GH PF
complexes et de gradients redox, forme de nombreuses micro-niches (voir chapitre 1). Ainsi,
FIHVW GDQV OH VRO TXH OfRQ UHWURXYH OD SOXV 3DDRGH GL°
tous les autres habitats (Walters et Martiny, 2020). Afin de caractériser au mieux la diversité
présente, et obtenir une couverture importante (i.e., obtenir le maximum de diversité lié a
OTHIIRUW G 1 p F Kdrépétitidan 0dR @c@abtillbhs dans des conditions homogénes est
essentielle (Lennon, 2011 ; Petersen etal.,2005) /fpFKHOOH V Shanillobnage (&dd, OfpF
DX QLYHDX GX PgWUH GX FHQWLPgWUH GX P DPOHPHQW X @ X {®H
déterminant dans la mise en évidence des communautés microbiennes (Pollock et al., 2018).
Le paramétre temporel est également déterminant dans les assemblages microbiens. La
saisonnalité par exemple, est connue pour avoir un impact sur les communautés microbiennes,
et VXU OTH[SUH VayarRtQngcdanOdsKIBei et al., 2021 ; Nevins et al., 2022), mais
également dans la phyllosphére (Copeland et al., 2015) HW GDQV OfLQ \DaenpoktQ KXP DL
etal,2014) 8QH WHPSRUDOLWpP SOXV FRXUWptutggal§rpdnkKaead@QH GTXQH
LPSDFW VXU OHV FRPPXQDXWpV EDFWpULHQQHY 3DU HIHPSOH (
contrastés entre jour et nuit, ont été mis en évidence dans les sols désertiques de Namibie
(Gunnigle et al., 2017) /I TKRUORJH FLUFDGLHQQH GHI®rsSfobtQnd HY  TXL
métaboliques peut également influencer les communautés microbiennes de la rhizosphére
(Staley et al., 2017) /HV H[VXGDWYVY UDFLQDLUHYV YDULHQW VHORQ OfLGH

développement et les cycles journaliers (Oburger et al., 2014). En relation avec
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Figure 8 6 WUXFWXUH GH Of$51 UL E RrddIaasXdansBtHeVdeHEUx BdusR W H
unités, une large (LSU = Large Subunit ; 5.8S, 18S et 5S pour le@8ceryEffepour les
procaryotes) et une plus petite (SSU = Small Subunit ; 18S pour le$8ymauyteegrbcaryotes).

Un espaceur interne transcrit est présent entre le 16S et le 23S chez les procaspates, st deux

sont présents chez les eucaryotes, entre le 18S et le 5.8S et entre |8 SlABéeed28rimers
FLEOHQW OfDPSOLILFDWLRQ @iihué. Lhal @aidhQ8% ledt ptivijéhiéR Qour G H
OYLGHQWLILFDWLRQ GHV *ORPHURP\FRWDV BDKINP3LJIIOR®W H
UpJLRQ 6 SRXU OYLGHQWLILFDWLRQ GHVY EDFWpULHYV
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les plantes, de nouvelles niches se créent et donc de nouwvHOOHYV FRPPXQDXWpV &fHV)
GHV FRPPXQDXWpV UKL]JRVSKpULTXHV '"fDXWUHV REBRXHHIQWXXQ I
des tissus de racines ou de feuilles, ou sont encore épiphytiques, a la surface des organes
YpJpWDX[ /TLGHQWLWp G Hrofhlgues Salpgnibldgie\sBnDdac 844 facteurs
déterminants GDQV OYDVVHPEODJH HW OD VWUXFWXUHTGus8sSFRPPXQD
SDUDPgWUHV VRQW SDUWLFXOLqQUHPHQW FULWLTXHVLGDXQN OfDC(
du sol ou de la rhizosphére (Alteio et al., 2021).

8Q DXWUH SKpQRPgQH QRWDEOH GDQV OH VRO HVW OD SUg

Q DS SDUWL H @alul& Divarjte& ¢t donc métaboliguement actives (Carini et al., 2017).
(Q HITHW Of1%$'1l SRVMVYGH BQHQEHP R Q(Allent@it@tap,H2V12) et peut,
suivant les conditions environnementales, rester amplifiable des semaines voire des années
apres la mort des individus (Pietramellara et al., 2009). Cet ADN exogene peut influencer la
FRPSRVLWLRQ GHV FRP P@ibndésmpvnriddsy de Jequgigadedans le cas par
exemple ou les courbes de distribution des espéces sont différentes entre ADN extracellulaire
et intracellulaire (Lennon et al., 2018). Son estimation est cependant possible (Nagler et al,
2022), ainsi que la caractérisation spécifique des microorganismes vivants ou morts (Emerson
et al, 2017).

(QILQ OD SUpVHQFH GYLQKLELWHXUV FRPPH OHWPPRND X[ OR
HIWUDLWYV DpeutFLQGX'LUUH GHV GLIILFXOW p\eGAEmErEsOestérE DWLRQ
marginaux dans les environnements arides. Le principal facteur limitant dans ces
HQYLURQQHPHQWY UHVWH OD IDLEOH TXDQWLWp GHGHY HQYL
concentrations a OHXUV H[WUDFWLRQV $ FKDTXH pWDSH a®xHSXLV O
VPTXHQFHYVY LO \' D XQ ULVTXH GH GLVWRUGUH HWHS HG SHELAOUN G
doivent étre prises en compte dans les méthodes biomoléculaires et bio-informatiques (Lindahl
et al., 2013 ; Nguyen et al., 2015).

3.1.3. Des échantillons aux séquences ADN

$ SDUWLU GH FKDTXH pFKDQWLOORQ Of$HV W RMDI & LRAKH $HI[ ViA L
DILQ GYIDPSOLILHU VSpFLILTXHPHQW OHV JURXSHV BORQWHUrWw\
PROpFXODLUH GHV SRUWLRQV G1$'1 wma&p\Vatidiles ¥mire genFedld LW DLQV W
espéeces ont été identifiés. Ces régions, correspondent par exemple a la portion 16S rRNA
pour les bactéries et les archées, 18S rRNA pour les champignons mycorhiziens a arbuscules
et ITS pour les champignons (Figure 8). Ce choix est motivé par la présence de géenes tres
FRQVHUYpV HW VWDEOHY DX ILO GH OfpYROXWLRI@QWXQWHGO @GH
ses différentes régions hypervariables (notées V1 a V9 pour le 16S). Pour un séquengage
FRXUW GYHQYLUR Q@ régios ¥4 guifast\cdnsidéerée la plus informative pour les
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EDFWpULHVY 6RHUJHO HW DO , O QIH[unMrstlleB IBBHQGD QW
permettent la mise en évidence de toute la diversité phylogénétique a des rangs supérieurs

tels que les royaumes des bactéries ou des champignons.

/IYDPSOLILFDWLRQ SDU 3&5 SURGXLW GH QRPEUHX[ ELDLV C
par les nombreux paramétres physiques et chimiques (e.g., spécificité des amorces, liaison
de la polymérase, conditions des cycles, teneur en AT/CG) qui peuvent affecter sa
performance (Kanagawa, 2003). Afin de les limiter, des réplicas techniques de chaque
amplification permettent de diminuer I TLQFHUW LW X G Het Trdyd, ER2) ZHW LOTXWLOLV D W
GIXQH SRO\PpUDMHK gOLDVOWSHHUPHW GH UpGXLUH OD SURGXFWLF
(Heeger et al., 2018). Ces chiméres sont particulierement critiques lors du metabarcoding.
Elles sont créées pendant OfDPSOLILFDWLRQ GPUR /&BU O Ri€WIdA®RDbiH O TH |
TXL YD DORUV VJK\EULGHU j XQ DXWUH E U.IEQcéhBéguerce, tdnedW FRQW
VPTXHQFH FKLPqUH LVVXH GH SOXVLHXUV VpTXHQFHY BQRULJLQ!
interprétée comme un nouvel organisme (Haas et al., 2011). Un autre biais a prendre en
FRPSWH HVW OH SKpQRPgQH RXiag4MXPXSWHE W W IHT X K PWQWRHPHTH SDU
des séquences sont faussement attribuéeV | GHV FRPELQDLVRQV XWLOLVpHV ORL
des séquences aux échantillons (Schnell et al., 2015). De plus, les contaminations ADN étant
fréquentes (Salter et al., 2014), des contréles négatifs sont obligatoirement insérés tout au
long des manipulations. Enfin, les produits PCR sont purifiés et mélangés en proportion

équimolaire avant le séquencgage pour une distribution égale entre les différents échantillons.

/IYDPSOLILFDWLRQ SDU 3&5 GH FHMW50pbDIPeh e We@IrHQ YLURQ
VPTXHQFHXU TXL SHUPHW GH GRQQHU G HlVenvitoh B5Wwhiliond 8] GH VpT:
séquences pour la technologie lllumina MiSeq et M XV T X 1] PLOOLRQV SRXU OD \
,OOXPLQD 1RYD6HT /D WHFKQRORJLH ,00XPLQD SUpVH@WH OfDY
séquences a un codt relativement faible et avec pe X GJHUUHXUV WRXW HQ SHUPHW\
XQ JUDQG QRPEUH G 1pFKD Q te\eoudaRe@iviolayi® Hesdguemade Istahdard
SRXU OHV pWXGHV GX PLFURELRPH EDVpHV VXU OHG6L&-RXHOT,76
molecule real-time) ou PacBio développé par Pacific BioSciences permet un séquencgage de
longs fragments, entre 10 et 60 kb (Rhoads et Au, 2015). Cependant, ce séquencage plus
ORQJ VH IDLW DX SUL[ GTXQ WDX[ % fiNvUU HXHUWL BY R Q W BQW | RHIXGNHU

faible.
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Les données de séquencage correspondent & des comptages, en nombre de lectures

W H D @e&/dhaque séquence dans un échantillon, ou les concentrations des produits PCR
VRQW QRUPDOLVpVY DYDQW OH VpTXHQoDJH /YDERQGDQFH GH\
dépendante de la technologie, de la profondeur de séquencage (i.e., du nombre de séquences
REWHQXV SDU pFKDQWLOORQMe sdWwddpdrd@s eébbndarfcpd-rl&@igsvdt O O R Q
non absolues. De plus, les profondeurs sont inégales entre les échantillons, et ces différences
de profondeur peuvent induire des artefacts statistiques (Ramakodi, 2021). Les données
issues du séquencage a haut débit sont donc des données compositionnelles et doivent étre
DQDO\VpHVY FRPPH WHOOHY *ORRU HW DO TXHV$LQYRQBEW R pG«
données de séquencage a haut débit ont émergé depuis son utilisation (Fountain-Jones et al.,
2024 ; Hart et al., 2015 ; Liu et al., 2021, 2021 ; Pauvert et al., 2019 ; Pollock et al., 2018 ;
Tedersoo et al., 2022a ; Weiss et al., 2017).

Les données compositionnelles sont définies comme des vecteurs de valeurs non
QXOOHV FRQWUDLQWYV j XQH VRPPH FRQVWDQWH OHXLFORYWUH ¢
H[SULPpHVY FRPPH OHV SDUWLHV GfXQ WRXW GIXQBQHXDQWL
composition peut étre définie comme un vecteur & L 3Tz & Ty? de composantes TyR ¢ qui
VIDGGLWLRQQHQWG K@?@'ﬁfﬁ@‘éwmweﬁommetotale GQTYHVW GYIDLOOHX
SDV WRXMRXUV SHUWLQHQWH $LWFKLVRQ U IO QUIRIW I/VOL B\ ¢
HVSgFHVY FRPPH LO QYfHVW SDV WRXMRXUV SRVVLROBJGH/PRQWU
taille de la librairie de chaque échantillon ou sa profondeur est un artefact du séquencage et
les différences entre ses composantes entre deux échantillons ne peuvent étre comparées
TXH SURSRUWLRQQHOOHPHQW /[HV YDOHXUV GYDERQGDQFHV
proportionnelles a toutes les autres, ainsi, une différence de proportion ne reflete en aucun
FDV XQH GLIIpPUHQFH GTDERQGDQFH DEVROXH HW L@/ IQRIGIW W XS.DV
les abondances absolues a partir des abondances relatives (Figure 10). Ce biais correspond
au biais compositionnel o, VL OYDERQGDQFH GYXQ VHXO WD[RQ FKDQJH
OYDERQGDQFH UHODWLYH GH WRXV OHV DXWUHV FKDQJH pJD
abondance absolue. /HV DERQGDQFHY UHODWLYHV VJLQIOXHQFHQW WRX!
pas le cas des abondances absolues. Ainsi, les données compositionnelles ne sont pas dans
un espace Euclidien, mais dans un simplex (Aitchison, 1986), qui est un espace ou les
distances sont proportionnelles les unes aux autres. Le paradigme des données
compositionnelHVY LPSRVH XQ FDGUH GYDQDO\VH VSpFLILTXH TXL SUFH
ces données particulieres. Ne pas prendre en compte les propriétés des données
compositionnelles induit des biais statistiques, et conduirait a des interprétations erronées. Par

exemple, les méthodes classiques de corrélation et les analyses multivariées ne sont pas
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Tablel 8Q H{[HPSOH GH OYHIIHW GH OD UDUpIDFWLWRWR¥XPHWD
Inspiré de Mc Murdie et Holmes, 2014.

Abondance originale | Abondance raréfiée
Echantillon Echantillon | Echantillon Echantillon
1 2 1 2

OTuU 1 20 2500 20 25
OTU 2 15 2500 15 25
OTU 3 35 2500 35 25
OoTu 4 30 2500 30 25
Total 100 10000 100 100

P-value  Abondance originale  Abondance raréfiée
$0 0.01943 0.1593
Fisher 0.08 0.1606
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applicables (Pearson, 1896), car les vecteurs sont mutuellement dépendants par nature. lls

sont multicollinéaires.

Une des méthodes pour corriger les différences de profondeur entre échantillons
consiste a raréfier les séquences a une méme valeur de profondeur. Cependant, cette
opération induit une perte de données conséquente, ce qui a pour effet de réduire
drastiqguement la puissance statistique. Bien que la raréfaction égalise les variances,
initialement hétéroscédastiques (i.e., les variances sont inégales), propriété intrinséque a la
YDULDELOLWpPp GH OD SURIRQGHXU GH VpTXHQODJHLW®ROH 5XQJW H(
OfDXJPHQWDWLRQ DUWLILF LHCeehpeettly donDass. id G Farie, caupléeO H
a la perte de puissance, rendent la procédure de raréfaction incertaine. De plus, le niveau de
raréfaction choisit est souvent arbitraire et difficile & déterminer, ce qui rend la comparaison
entre études impossible et questionne sur sa validité statistique (McMurdie et Holmes, 2014).
/ID PPWKRGH GYDQDO\WH FRPSRVLWLRQQHOOH VH FEaiv,iuvVXU Ofp)
GLIITpUHQWHY WUDQVIRUPDWLRQV VRQW DSSOLTXpHMVVFRIWLVYTG X

simplex.

Parmi les transformations log-UDWLR OD SOXV FRPPXQH HVW OD WUDQ
pentered log- U D VELeRefst définie par: ? HN;: T Bﬂﬂe—‘?@ a émﬁﬁ:‘—gCCé; L %7lsTga T, ou
C ¢ .est la moyenne géometrique du vecteur Tet est indépendante a chaque vecteur Ty & THV W
une transformation isométrique (i.e., la WUDQVIRUPDWLRQ GDQV OfHVSDFH (XI
simplex conserve les angles et les distances) et sa matrice de variance est singuliére. Les
GHX[ DXWUHV WUDQ VI RisbfBtit loB-Q D Wi HRYIUID QBHKiVS IRgX U DUbbR 1
détaillés par Boogaart et al. (2013).

3.2.2. Structure, autres généralités

/ID VWUXFWXUH GHV WDEOHYV G278 VRQW FRPSRVpRV GTXQ
OH QRPEUH GH WD[RQV HVW ELHQ VXSpULHXU DX QRPEUH GfpFK
sont en nombre plus important que les échantillons (p taxons >> n échantillons), des difficultés
techniques pour les calculs des matrices de covariance et leur inverse surviennent et

demandent des optimisations particuliéres (Yin et Hilafu, 2015).

Une autre propriété inhérente aux données de séquencage a haut débit concerne
OfLPSRUWDQWH SURSRUWLRQ Ge¢i MIIRYMECHUOQ Nonthid YeduEowpU L F H V
SOXV LPSRUWDQW GYfHVSqFHV UDUHV TXH GTHVSqFHV DERQGDQW
deux phénomenes distincts, des zéros techniques, ou ce sont des absences liées a des écueils
techniques, une profondeur de séquencage insuff LVDQWH GHV ELDLVY GYH[WUDFWLR
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GIDPSOLILFDWLRQ SDU H[HPSOH ,0V VRQW j GLVWLQJWHU GHV ]
XQH DEVHQFH YpULWDEOH GH O fétiamwilow pakbéureGsBridnT, X estGDQV XQ
difficile, voire impossible de distinguer les zéros techniques des zéros biologiques.

3RXU ILQLU OHV PDWULFHYVtré6 1di3reREers DHaterbgéney/ RIQ W
comprennent des relations de covariance et de corrélations complexes. LYLPSRUWDQWH
dispersion HVW OH UpVXOWDW GYXQH VXUHVWLPDWLRQ GH OD YDULD
a des modeles de régression multinomiales. Elle est notamment induite par les différences de

profondeur de séquencage entre les échantillons (Xia, 2020).

3.3. Les différents outils analytiques
331 /fpWXGH GH OD GLYHUVLWp

Décrire la biodiversité est un enjeu majeur en écologie. Au fil des années, les définitions
et les mesures ont évolué et seront présentées ici les mesures de diversité actuelles
appliquées au microbiome. Les mesures de diversité font alors principalement référence a la
GHVFULSWLRQ GX QRPEUH HW GH OD UpSDUWLWLRQ GHV HVSql
GLYHUVLWpP . (QWUH GLIIpUHQWY pFKDQWLOO®RIQeEt & BRQGLWLF
divergence de la composition de communautés entre elles ou entre conditions. Enfin, dans
OfHQVHPEOH GX V\VWqPH(FBYi¢iMW OD GLYHUVLWpP

'DQV OH FRQWH[WH GHV FRPPXQDXWpV PLFURELHQQHV OfX
07278 RX O1%$69 HW OYDERQGDQFH GHV W\SHWXRBRHW HNHSR BIBEV X VRI(
de diversité se basent sur les distributions et les répartitions des espéces et sur leur probabilité
GH WLUDJH GDQV XQ pFKDQWLOORQ /fpWXGH &lu@DlaFRPSOpW
couverture de la diversité des espeéces, est réalisée SDU OTDQDO\WH GH FRXUEHV GH

en fonction de la profondeur de séquengage ou du niveau de raréfaction.

Il existe deux catégories de mesures de la diversité : (i) les mesures neutres, qui
considérent tous les types comme égaux et pour lesquels aucune caractéristique propre aux
WASHV QTHVW SU.LIN Hont €quEiRtéhsWesiuns des autres ; (i) les mesures non
neutres, quant a elles, comprennent la diversité fonctionnelle et phylogénétique. Elles
SUHQQHQW HQ FRPSWH OHV GLVWDQFHV HQWUH OHV W\SHV SLC
phylogénie.
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3.3.1.1. Les mesures de diversité neutres

LD SUHPLgUH QRWLRQ GH GLYHUVLWp QHXWUH HVW OD ULFK
OfRQ UHWURXYH DX VHLQ GX V\VWgPH pWXGLp (OOHHQ®H SUHQ

différentes espéces mais leur incidence dans une condition ou un échantillon donné, ainsi la
richesse est définie par 5 LAH @l chaque type ou espece a une probabilit¢ LyGTIDSSDUWHQLU |
OYHVEqFH

Des estimateurs non paramétriques ont également été développés pour estimer le
QRPEUH GTHVSqFHV REVHUYpHV | SDWWL teus tdisKENADI984)REVHU Y p

Suivant une loi binomiale on estime alors les espéces observées selon

:425:1Y:
64l

GYHVSQFHV j SDUWLU GX WDX[ GH FR/xg%@wz%DE%WWteplLQLH

= 5o EL ST  ITHVWLPDWHXU $&( TXDQW j OXL HV\V
X% ’

5% B L 56 E&

prend en compte la distribution des fréquences tout en incorporant un estimateur du coefficient

Ivividss OU 286 Fsa
sat
qiGriverGrive s

de variation (5L « f 8B,
a

Une autre mesure de la diversité, qui a correspond la probabilité que deux individus
GIXQ V\VWgPH VRLHQW LGHQWLTXH \Wersiwmpso0. 11leQ &elii par®H. FRQFH Q!
AH@I.H'JGTXL YDULH HQ IRQFWLRQ GH OD ULFKHVVHWéS erqGaht-H GH 6K
j OXL PHVXUH OfTHQWURSLH GX*\L\V)@HQ@I%;I-IL]@LO HVW GplLQL SDU

3.3.1.2. Les mesures de diversité non-neutres

Les mesures non-neutres correspondent aux indices fonctionnels ou phylogénétiques.
En écologie, la diversité fonctionnelle est de plus en plus considérée et de nombreux indices
ont été développés pour la quantifier (Villéger et al., 2008). Mesurer et quantifier les traits reste
GLIILFLOH SRXU OH PLFURELRPH Re FTHVW SOKOWIMW \OD ESIX B RAXLU
les indices de Faith 2 &L A[J@.gj GI$C0OHBA,. mHKERX HQFRUH VXU OfHQW
quadratique de Rao 3 L Ay @ 4«

3.3.1.3. Les nombres de Hill

3RXU XQLIRUPLVHU OHVY PHVXUHY LO D UpFHPPHQW pWp SURSR

écologie microbienne (Alberdi et Gilbert, 2019) ou la diversité vraie, issue de la transformation

GH OfHQWU RiSHiH 1&/8) (3 akll® 2). Cette mesure permet de caractériser le nombre

GIfHVSgFHVY pTXLSUREDEOHY GRQW OD YDOHXU HVW L&HOMWWLTXH

une mesure intuitive qui est bien adaptée aux notions de biodiversité (Jost, 2007). La définition

des nombres de Hill est multiplicative, soit ‘D =DsxD GH WHOOH VRUWH TXH OHV GL
QH VRQW SDV OLpH \ésHidpeadonts deYcesldetrhides.
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Dans le cadre de la microbiologie, il est particulierement intéressant de définir une
PrPH XQLWp GH PHVXUH SRXU pWXGLHU OD GLYHUVLWp GRQW C
DORUV H[SULPpH HQ PUQRPEUH HIIHFWLI G192 d8l&f ffsensibilBeO XV LO T
IDFH DX[ 278V UDUHV RX DERQGDQW HQ PRGIu laDvalgvur QWRUGUH
paramétre Mest grande, plus la sensibilité vers les OTUs abondants est importante. Une autre
propriété intéressante est la conversion possible entre les indices classiques, exprimés sous

la forme 9 L A'U @Is(j"‘, qui dépendent donc de la somme @ et du parametre. Les nombres de

Hill sont alors formulés sous la forme D L :A‘U @l TJ L ;T 70aM M, ©uU q représente
OTRUGUH GH GLYHUVLWp &H VRQW GHV WUDQNIFRUHRPDWLRQV GF
richesse, ‘D =exp(*H) RX OTH[SRQHQWLHGDE H(IEKPORIR OMMQYHUVH GH 6L
8QH DXWUH PHVXUH GH OD GLYHUVLWX FRIpEPDVYSR @ Q W UMY pOX LGA
observée et une distribution uniforme. La mesure de la diversité est alors décomposée en deux

FRPSRVDQWHY OD ULFKHVVH HW OfTpTXLWDELOLWp LQGpPpSHQGD!

Il est également possible de formuler les mesures de diversité non-neutres qui
FRPSUHQQHQW OHV PHVXUHVY GH SK\ORGLYHUVLWp SDRXOTLQFRI
OD GLYHUVLWp IRQFWLRQQHOOH SDU OLQFRDSRUDGMHLRD GHYHWWV

les nombres de Hill prennent alors la forme MA&S6; L :A; HR—?O%;ﬁoU $ OYHQVHPEOH GH
toutes les branches ou celles qui se trouvent a l'intérieur de la profondeur (T) considérée pour
les analyses dans l'arbre phylogénétique, .z la longueur de la branche i et =L la somme
des abondances relatives des OTUs/ASVs qui descendent de la branche i. De la méme fagon

0806;=PDIT,  &6;=exp:*; 6:et?&6;=1/(1-Q/T).

(QILQ OD SDUWLWLRQ GH OD GLYHUVLWp SHXWIpGQOOHPHQW
mesures de similarités ou dissimilarités basées sur les indices de Sgrensen et Jaccard pour
SDUWLWLRQQHU OD GLYidrdoverVRiX GheXalsanEpassiBied. G X
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3.3.2. Les compositions des communautés microbiennes, similitudes

et différences

ITpPWXGH GHV FRPSRVLWLRQV PLFURELHQQHVQWRPSUHQG
GpFRPSRVHQW HQ DQDO\VHV GH GLYHUVLWp GYIDERQGDQFHV (
UpVHDX[ GH SUpGLFWLRQ IRQFWLRQQHOOH HW GITPYORVFLOWLRQ
ou spatiaux (Figure 13). Afin de mettre en évidence les similitudes de composition microbienne
HQ IRQFWLRQ GH FRQGLWLRQY LO HVW SDU H[HPSGH2KBPPXQ
SDUWDJpV HQ IRQFWLRQ GH FHV FRQGLWLRQV 'HV PpOWKRGHYV
SUpYDOHQFH HQ IRQFWLRQ GH O1DE RQ®POFHE uilidéeQpo@ SHXYHC
caractériser I THQVHPEOH GHV WD[RQV PLFURELHQV DVVRFLpV j GH\
fonctionnels spécifiques a un milieu ou a un héte. Cet ensemble microbien est alors qualifié
de FRUH PLFUREILeRD 2621).

3.3.3. Les assemblages des communautés

/HV SURFHVVXV GY{DVVHPEODJHV GHV FRPPXQDXWpV GH PLFU
peuvent étre inférés grace a de nombreux outils. Classiquement, les comparaisons entre les
VWUXFWXUHY GHV FRPPXQDXWpV VR Qs hpltivadieas pe-b\V ABdlyse OH ELDL’
en composantes principales, analyse de redondance, analyse de correspondance canonique).

Les différences sont ensuite quantifiées par des analyses de permutation de variance,
OfDQDO\WH GH VLPLODULWYp I8 2@265ytdisés pbXrwuaniifier @egvsifnileridés
des communautés. En utilisant les paramétres environnementaux (e.g., pH, salinité, rapport
GH &1 RX OHV FRQGLWLRQ Ve.gG typE KIB @iel,O8dRE) Qeb Jetres,
compartiment rhizosphérigue ou HQGRSK\WLTXH LO HVW SRVVLEOH GYLQI
processus de sélection. Plus les variations sont expliquées par les paramétres
environnementaux ou les conditions connues a priori, plus la sélection est estimée comme
importante. En revanche, ces analyses ne suffisent pas a différencier la dispersion de la
sélection, ce qui nécessite des analyses complémentaires de partition de variance.
/ITLQFRUSRUDWLRQ GHVY GRQQpHY VSDWLDOHV SHUMiHMaSDU H[HF
coordinates of neighbourhood matrix TXL GRQQHQW GHV LQGLFDWLRQV VXU
dispersion sur les assemblages. Il reste cependant difficile de mesurer tous les parametres qui

ont une influence sur les processus de sélection et son estimation est alors souvent incompléte.

LYDXWUH DSSURFKH FRQVLVWH HQ OfHVWLPDWLRQ GHV SURI
GH PRGqOHVY QXOV 3DU OTXWLOLYV ey aRededddcotbwuhButégad HYV VLP S
de dispersion, diversité de la niche fondamentale), les modeéles nuls permettent une estimation
PWRQQDPPHQW UREXVWH GHV GLVWULEXWLRQV GYDERQGDQFH)

spatiales (Zhou et Ning, 2017). Les modeéles nuls, en opposition aux modéles mécanistiques,

48






Introduction générale

permettent de produire GHVY GRQQpHV VWDWLVWLTXHPHQW DWWHQGXHYV OF
hasard. La génération de cette distribution aléatoire se base généralement sur des
permutations des données, ou des paramétres sont fixes (e.g, ULFKHVVH DERQGDQFH G
sont aléatoirement modifiés (e.g., mélange des noms des taxons, de leur séquences). La
distribution des données issues des modéles nuls est ensuite comparée aux données
REVHUYpHVY HW OHXUV GpYLDWLRQV VWDQGDUG SHUPHW GYfHVWL

8Q FDGUH GYDQDO\WVH D pWp GpYHORSSp &&nblagésde§LPHU OH
communautés microbiennes en se basant sur la phylogénie et les modeles nuls (Ning et al.,
2019, 2020 ; Stegen et al., 2013, 2015) (Figure 14). Il se base en partie sur le turnover
phylogénétique et requiert donc un signal phylogénétique en fonction des conditions
environnementales sur des distances phylogénétiques relativement courtes. Un des

DYDQWDJHV GH FHWWH PpWKRGH HVW OfLGEe&&IasEEtoD WERQ GH O
les paramétres environnementaux aient été mesurés ou non. La premiére étape consiste en
OD TXDQWLILFDWLRQ GHV GLVWDQFHV HQWavdd sbriKdglus grech278 G X QF
membre dans une seconde communauté m. Cette valeur correspond & U/06& L

r aBieog | E 4 iy, s EAL G dy |EJ g% Col By HVW OTDERQGDQFH UHODWLYF
dans lacommunauté k, J)bHVW OH QRPEUH G278 Ckigt OB Fyiy, P ddixeQondW p
j OD GLVWDQFH SK\ORJpQpWLT Xdd l&Pdo@rbum&u@ K atQ taus les OTLRj7 8
de la communauté m. La différence entre la valeur observée U /0 6 &s et la valeur du modéle
nul U/06 & correspond a la mesure de Uiversité phylogénétiqgue U 0 6= ( MNTDops -

MNTDnui) / sd( MNTDnu). Des valeurs de U0 6+ Ehdiquent un turnover phylogénétique
VXSpPULHXU j FHOXL DWWHQGX VRXV XQ PRGqOHUQ&® O% OfLQ
FRUUHVSRQGHQW j OD SURSRUWLRQ VWRFKDVWLTXH GH OYDVVHI
de U06+ O (ifet les communautés sont phylogénétiquement similaires) qui correspondent
a la sélection homogeéne, soit des conditions environnementales homogénes qui contraignent
la sélection des OTU. Les valeurs de U06+ P (ite., les communautés sont
phylogénétiguement dissimilaires) correspondent a la sélection hétérogéne, soit des
conditions environnementales hétérogénes qui conduisent la sélection a former des
FRPPXQDXWpV GLVWLQFWHYV /HV WURLV K\SRWKqgqVHV VKU OHVT.
sont que i) la diversité phylogénétique reflette OD GLYHUVLWp IRQFWLRQQHOOH
SK\ORJpQpWLTXH HVW SOXV GLVFULPLQDQWH TXH OHWIRUPDYV
processus de sélection et iii) que les processus écologiques ont des effets différenciés sur la

structure des communautés (Zhou et Ning, 2017).
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/I fIXWLOLVDWLRQ GH FH FDGUH GTDQDO\VH D SHUPHVIGOR EFRQHLUP
ou des pH extrémes imposent des pressions de sélection intenses sur les communautés. A
OfLQYHUVH GHV S+ QHXWUHV LQGXLVHQW XQH SOW\SREMWMDYW. R Q
dans les assemblages des communautés (Barnett etal., 2020 7ULSDWKL HW DO 19
GHV WHUUHV LQIOXHQFH pJDOHPHQW OHV SURFHVVXV GYDV\
anthropiques, liées & un usage agricole peuvent augmenter les processus de sélection des

bactéries, champignons et des protistes (Osburn et al., 2021 ; Yu et al., 2022).

3.3.4. Les réseaux de co-occurrence
3.3.4.1. Nature et construction des réseaux

,O HVW DXMRXUGYTKXL QpFHVVDLUH GH GpSDVVHVW ®H &GDGUF
FRPSRVLWLRQ HQ pFRORJLH PLFURELHQ Q Hdés\0onGihaQtésppht HU X QH
OTLQFRU S RUDIMEIRONS HHHSHQGDQW OfpWXGH GHV LQWHUDFWLRC
de matrices complexes comme le sol est rendue difficile par le nombre important de taxons et
la difficulté de leur culture. Une méthode prometteuse, basée sur la théorie des graphes a
récemment émergé en écologie microbienne : ce sont les réseaux de co-occurrences
(Barberan et al., 2012 ; Faust et Raes, 2012). Les réseaux de co-occurrences sont des outils
largement utilisés dans les mathématiques, les sciences sociales, et la biologie, SRXU OfpWXGH
GH OfLQWHUDFWLRQ GITHQWLWpPV RX GTLQ G REXR/I LHJ RIXFEU RHEAL HDC
iOV FRQVLVWHQW HQ OTpWXGH GHV LQWH dd3 BEMXLparVe GRW LWLYHV
GH PpWULTXHYV GYDVVRFLDWLRQV H\FigOr§ X5\ P®D In¥RMAnRI@StIGH PR Gq
fait référence a la corrélation ou a la covariance entre deux taxons et non a leur interaction
biotique. Les réseaux sont également des objets graphiques,ou FKDTXH Q°XG UHSUpVHQW
278 RX XQ $69 HW FKDTXH OLHQ HQWUH GLIIpUH@WMHWDDRGYR QY
peuvent étre positives (i.e., FTHVW XQ UHIOHW LQGLUHFW, GHvtudlisn®eDW LR QV
ou de partage de niche) ou négatives (i.e., FITHVW XQ UHIOHW LQGLUHFW GHV UHO!
de prédation ou de filtre environnemental &HSHQGDQW OD PLVHahe@QsalismMeGHQFH G
RX GX FRPPHQVDOLVPH QYfHVW SDV SRVVLEOH SDU OYWMIS®W RGHKH
UDSSHOHU TXH OHV GRQQpPHV LVVXHV GX VpTXHQoDJH VRQW L
extracellulaire (i.e., des espéces dormantes ou mortes) et que les volumes de sol analysés
VRQW VRXYHQW LPSRUWDQWY /HVY LQWHUDFWLRQ&RDEK 8BVQ G
spécifiguement des interactions biotiques (Freilich et al., 2018 ; Peterson et al., 2020) car les
cooccurrences ne sont pas le résultat exclusif de phénomenes de compétition et de sélection.

Il est donc nécessaire de faire preuve de scepticisme et de prudence dans la construction et
OTLQWHUSUpPpWDWLRQ pF @&0sBvaleT A H2022H Hirbing aRcETdKe MO0, 2019 ;
Roéttjers and Faust, 2018).
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De nombreux outils ont été développés pour le calcul des matrices de cooccurrence
comme CoNet, SparCC, Spearman, SpiecEasi ou encore MENAP. Le détail et la comparaison
de ces méthodes est expliqué dans différentes études (Fang et al., 2015 ; Hirano et Takemoto,
2019 ; Lo et Marculescu, 2017 ; Rottjers et Faust, 2018 ; Weiss et al., 2016) et ne seront pas
dpWDLOOpV LFL 3DUPL FHV PpWKRGHV 6SLHFgmse andkUW] HW
&RPSRVLWLRQDOO\ 5REXVW ,QIHUHQFH RI prédentRk plisiz@s (FRORJL
DYDQWDJHVY (OOH HVW UREXVWH IDFH DX[ GRQQpHV FRPSRVL
WUDQVIRUPDWLRQ pFOUYT HW LQIgUH OD VWUXFW U HS URDISKLLW K H
(i.e., neighbourhood /I fIXWLOLVDWLRQ GfXQ SDUDPgqWUH GYIDMXVWHEF
OfDMXVWHPHQW GHV PRLQGUHV FDUUpV HW GHHYRPEUHSGRE®DUYP
/$662 T7LEVKLUDQL ID VPOHFWLRQ GX PRGqOH EDVpH VX
GITDVVRFLDW LR.QspaSroaifid) utilise O 1D OrdkR &tARE (Stability approach to
regularization selection), qui sous échantillonne une partie aléatoire des échantillons pour
HVWLPHU OD VROXWLRQ GX JUDSKH OH ORQJ GTXQNFKIDRAKPE ) W C
SRVVLEOH GH FRPELQHU GHX[ PDWULFHY FRPSRVLWLRQQHOOHYV

bactéries et champignons par exemple (Tipton et al., 2018).
3.3.4.2. Meétriques topologiques des réseaux

Différentes métriques ou propriétés topologiques sont directement inférées depuis les
réseaux de co-RFFXUUHQFH HW SHXYHQW SDU OD VXLWH SHUPHWWU
fonctionnement des communautés ou des taxons au sein des communautés (Figure 16). Le
GHJUp FRUUHVSRQG DX QRPEUH GH OLHQV GLUHFWYV TX{XQ Q°XG
le réseau. Au niveau du réseau global, le degré moyen est la moyenne du degré de tous les
Q°XGV , Oalenvevit ppskible de déterminer la distribution des degrés qui est la fréquence
GHV Q °enhGoviction de leurs degrés croissants. Le chemin moyen le plus court correspond
j OD PR\HQQH GH WRXV OHV FKHPLQV OHV SOXV FRXU#uvV HQWUH
VRQW OHV FKHPLQV HQWUH GHX[ Q°XGV TXés méd8IeslsdorX 8@ W OH PR
JURXSHYVY GH Q°XGV TXL LQWHUDJLVVHQW 3$®,Xe,dit@ey tdddots X[ TXIDY
denses en liens) et qui pourraient étre des proxys de groupes fonct LRQQHOV RX GTLQWHUD
/ID PRGXODULWpP GIXQ UpVHDX HVW GRQF OH GHJUp GYRUJDQLVD
nombreuses méthodes sont disponibles pour identifier les modules et calculer la modularité
DX VHLQ G 1 X.Q cehprafité ddeérmédiaire (i.e., betweenness centrality G{I1XQ Q°XG HVW Ol
nombre de chemins les plus courts TXL WUDYHUVHQW FH Q°XG &THVW XQH Pj
GDQV OH FRQFHSW GH WD[RQV FOpV FDU XQ Q°XG DYHF XQH
intermédiaire est structurant du réseau et donc des interactions. Une autre métrique
LQWpUHVVDQWH HVW OD UREXVWHVVH VWUXFWXUDOH GYXQ UpVEt
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Figure 17 7TRSRORJLH GHV UpVHDX|[ PLFUREIGHQU & X FABNIHNPpN UG 1
sol (Neilson et al., 2017). (A) Réseau complet des communautés ifli6®bRNAG du désert
GI$WDFDPD R+ OHV FRPPXQDXW pVmMifgRiY 36R (B). $b@sWesHaD deR Q F W
communautés en fonction des zones arides (B), intérmédiaires (B) et hyper-arides (C).
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naturelle, une propriété spectrale de la matrice du réseau (Peng et Wu, 2016), il est possible

de déterminer la redondance générale GHVY FKHPLQVY DOWHUQDWLIV 3DU H[HPSO

extinction, il est possible de déterminer si les chemins alternatifs des interactions permettent

de maintenir la structure du réseau. Les valeurs propres moyennes de la matrice adjacente du

jl=Asg20
CAl:C;

graphe non dirigé Cavec 0 Q°XGVé‘i’¢WIe spectrede C /RUVTXH OHV Q°XGV VRQW

progressivement du réseau de maniere aléatoire (i.e., attaque aléatoire du réseau) ou en

graphe sont alors estimées par &5C; L , ot a8C; est la connectivité naturelle du

fonction du degré (i.e., attaque ciblée sur les degrés du réseau), le calcul a chaque étape de
la connectivité naturelle donne une indication sur la vulnérabilité du réseau, et donc de
OfpYRO X VEtalRi@ dé 4 s@udture des communautés.

(QILQ OD WRSRORJLH GHV Q°XGV HW OHXU SR@WW LIRHY DGHVH
WD[RQV FOpV GRQW OfYLQIOXHQFH VXU OD VWUXFWXRWHH GHYV
ITHIWLQFWLRQ GH FHV Q°XGV DX VHLQ GX UpVHDX LQGXLW XQH F
GpVWUXFWXUH OH UpVHDX GTLQWHUDFWLRQV 6XU OROGEKDWIN GH C
(OHV PRGXOHV VRQW GHV UpJLRQV GH OLHQV GHQVHV Re OH
interagissent SOXV DYHF GI{DXWUHV HVSqFHV GH OHXU SUR,3UH PRGXOI

identité peut étre caractérisée (Olesen et al., 2007).

Grace a ces métrigues, il est possible de confirmer ou émettre de nouvelles hypothéses
en écologie microbienne et en écologie des communautés. Les associations au sein de la
rhizosphére sont par exemple beaucoup plus complexes que dans le sol sans @fuence des
racines (Shi et al.,, 2016) &fHVW OH UpVXOWDW GHV pFKDQJHV FRPSOH]
racinaires et les microorganismes, qui induisent des interactions denses et variables dans le
temps. Le stress environnemental, de disponibilité en eau ou en nutriments a également un
effet important sur la modularité des réseaux. UQH VLIQDWXUH FDUDFWpE&duwW WLTXH (
« stress gradient » (Bertness et Callaway, 1994), ou les associations positives déstabilisent
les communautés a également pu étre mise en évidence par les réseaux de co-occurrence
(Coyte et al.,, 2015 ; Hernandez et al.,, 2021). Les interactions sont également modulées
temporellement et différenciées en fonction des conditions environnementales, ou le
réchauffement climatique influence par exemple la complexité des réseaux (Yuan et al., 2021).
Face a la sécheresse, une étude a mis en évidence une stabilité plus faible des communautés
bactériennes relativement aux communautés fongiques, plus stables mais moins résilientes
(de Vries et al., 2018). /1 D U LeGédgeigment un impact important sur les communautés
bactériennes des déserts, ou leurs réseaux sont structurés HQ IRQFWLRQ GH OTKXPLGLYV
GX VRO HW OHXU FRQQHFWLYLWpPp GLPLQXH DYH.PeB Bs&alPLQXWLR

complexes semblent enfin supporter une fonctionnalité plus importante (Wagg et al., 2019).
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4. Obijectifs de la these

Les travaux de cette thése ont pour objectif de caractériser le microbiome bactérien et
IRQJLTXH GX VRO HW GHV SODQWHYV GDQV O fHMRXAGRH®,HBBQWDK
DLQVL TXH VD UpSRQVH j GLIIpUHQWYV VWU HWNdYIDep dispositifisX VDIH DJ
de préléevements diachroniques in situ ont donc été réalisés pour obtenir des échantillons
environnementaux de sol, de rhizosphére, et de racines, en écosysteme naturel ou anthropisé,
durant une période de sécheresse prolongée en Arabie Saoudite. Au travers de cette thése,
le corps du travail expérimental a consistt au VpTXHQoDJH Gddesr&gdhsHRER, 18S,
et 16S pour caractériser le microbiome fongique, des champignons mycorhiziens a arbuscules
et bactérien respectivement. Conjointement, les parametres des sols ont été mesurés par
spectrométrie GH IOXRUHVFHQFH j UD\RQV ; DILQ GYpWXGLHU OHV G
microbiome. 8QH UHYXH GH OD OLWWPpPpUDWXUH VXU OfpPROWRH LGIXPLFL
microbiome, ont SHUP LV G 1L G né&hades larblytiqgDés$ \obustes face a la nature des
données de séquencage. Ainsib, uQH XWLOLVDWLRQ H[WHQVLYH GHV RXWLOV C
focalisée sur les réseaux de co-occurrence et appuyée par les concepts fondamentaux
GITpFRORJLH P LaF&tRrigdlis€® Qadr caractériser la diversité, la composition, les
SURFHVVXV G 1D ¥t\a+tRUEIOr®dEN Mteractions microbiennes en écosysteme aride.
DanslecadredemD WKgVH MIDL HX XQ LQWpUrW SDeéh#eldgsxlentddU j pWXG
et les microorganismes mais aussi entre les microorganismes (Q SUHPLHU M{DL FKHU
caractériser les liens entre les plantes, le sol et les microorganismes sur la répatrtition spatiale
GHV YpJpWDX[ (QVXLWH FRQVLGpUDQW OYLPSRUWDBQREFH GHYV
FKDPSLJQRQV P\FRUKL]J]LHQV HW EDFWpULHV IL[DWULFHV GYD]
implantation et de leur survie, particulierement en environnement désertig X H  Et§id¥Les
relations entre ces symbiontes microbiens et le microbiome. Enfin, dans le contexte de la
perturbation des sols suitea OfXVDJH DJURQRPLTXH GHVY WHUUHYV GH OD UL
HDX HW GX FKDQJHPHQ Vtutid® IOM D W 8D perturbdifirid3 Lanthropiques ou
QDWXUHOOHY VXU OD VWUXFWXUH OD VWDELOLIPPXGMMNWXWBYW SU

microbiennes.

Dans le chapitre | , nous avons étudié les relations spatiales a une échelle trés locale
entre la présence des végétaux, les paramétres du sol et les compositions microbiennes. Ces
relations sont connues sous le phénomene des flots de fertilités, ou le micro-environnement
est une composante importante de la structuration des communautés végétales et
microbiennes. Ainsi, I TLQ 10 X H Q F Hen@ngniemEnt, Rn lien avec les parametres du sol,

sur les communautés végétales, bactériennes et fongiques a été caractérisée (Article 1).
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Dans le chapitre II, nous avons cherché a comprendre la structuration des symbiontes
des plantes (e.g., FKDPSLJQRQV P\FRUKL]JLHQV j DUEXVFXOHVadW EDFWy
sein du microbiote du sol et des racines. Un prélevement in situ extensif a été réalisé et a
permis le séquencage de plus de 2 000 échantillons répartis entre sol, rhizosphére et racines
de six espéces végétales, entre deux saisons, et trois marqueurs génétiques. Pour
comprendre comment se structure le microbiome, et les relations complexes entre bactéries,
champignons et symbiontes, une analyse par les réseaux de cooccurrence se focalisant sur
les relations intra- et inter-royaumes microbiens des taxons symbiotiques a été réalisé (Article
2).

Dans le chapitre Ill, nous avons examiné la réponse des communautés microbiennes
face a des perturbations. Plus précisément, les déserts sont caractérisés par une disponibilité
ponctuelle de la ressource en eau, avec des conséquences importantes sur les cycles
G D FW L Yrhétapolldie de k. biodiversité de ces écosystemes. Nous avons donc cherché
a caractériser la réponse du microbiome face a une modification de la disponibilité en eau.
Une expérience in situ GH VLPXODWLRQ GYXQ pYpQHPHQW GH SUpFLSLW
FDUDFWpULVHU OH PLFURELRPH GLIIpPUHQWLHOOHPHEHWWHRQG
disponibilité ponctuelle en eau (Article 3).

Dans une autre étude, il y est étudié comment la structure et la stabilité des
communautés microbiennes répondent a une perW XUEDWLR Q O L p khopdatidivetlleFOHYV G
secheresse successives. Ces cycles, soit G R U badthr@pijue OLp j OTXVDJH DJULFROH
ou GYRULnatu@le liée DX[ SUpFLSLWDWLRQV TXL RQW FRQGXLW |j OC
G TpY D SR Udhtwhbus Qermettre de PHWWUH HQ pYLGHQFH OfHIIHW j ORQ
perturbations sur les communautés microbiennes. Plus précisément, de déterminer les
réponses différentielles de perturbations journalieres sur une période de temps courte, en
comparaison a des perturbations annuelles sur un temps long. Les conditions
environnementales passées ayant un impact sur les communautés actuelles, la signature de
ces perturbations sur la structure et la stabilité des réseaux de cooccurrence microbiens est
étudiée (Article 4).

Dans le chapitre IV, nous avons identifié et quantifié OHV SURFHVVXV GYDVVHPEO
MCcURELRPH 30XV SUpFLVpPHQW | OfDLGH GX GHVLJQ SUpFpGHI
QRXV DYRQV FKHUFKp j FDUDFWpPULVHU O T soit te8/évBri¢mEmRsQ WL Q JH Q
passés, sur les communautés contemporaines. Le turnover phylogénétique sera utilisé pour
SDUWLWLRQQHU HW TXDQWLILHU @8 sonridRiés\beckévenBes2Y VHPEOD

fongiques. La proportion des processus déterministes et stochastiqgues nous renseignera sur
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OfHIIHW j ORQJ WHUPH GH SHUWXUEDWLRQV SQWQ/HW\D MW X HWHOH
(Article 5).
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Chapitre 1

1.1. &RQWH[WH GH OfpWXGH

Dans le cadre de son programme ¥ision 2030 “le gouvernement saoudien a confié a
OD &RPPLVVLRQ 5R\DOH SRXU $080D 5&8 OH 8u)idsDRBSHPHQW (
GTXQ SDWULPRLQH DUFKpRORJLTXH UHPDUTXDEOH I YHW¥ QRWDP
Dadan. La RCU fonde son programme en grande partie sur le développement touristique
durable dela UpJLRQ 3RXU FHOD HQ OD )UDQtHsh GIW O $SIHRQEHH V
I UDQoDLVH SRXU OH GpYHORSSHPHQW Gf$080D GOBI@XOBYV DIL

recherches nécessaires pour initier ce développement durable.

Mes travaux de these qui ont débutés en octobre 2020 VILQVFULYHQW GDQV Ot
Knowing Soil for a better understanding of its FUNctioning to improve LAND uses and
preservation at AlUla” (SoFunLand), qui réunit un consortium de partenaires Frangais
composé du CIRAD, du 00XV p XP G 9 +NatureleldeParis et de la société Valorhiz. Le but
de ce projet est de produire des connaissances sur la biodiversité et le fonctionnement des
VROV GH OD UpJLRQ G1$080Ce tbABoRUNDE hadr I6ub deXp@pdser des
solutions innovantes de gestion des sols pour permettre de produire des cultures durables et
préserver les écosystémes naturels en réponse a la volonté politique du pays de développer

le tourisme dans cette région.

-XVTXY] DXMRXUGTKXL LGITI®@MWHGWHW DLW TOJH FSRHOXRJLH PLFURE
et des plantes en Arabie Saoudite. La UpJLRQ GY$080D QH IDLVDQW SDV H[FHSW
projet ne disposaient que G  ¥eQul relatif sur la diversité et la composition des communautés
microbiennes SRXYDQW VILPSODQWH U dés#t. XX déelut MdJrih 1Bd3« Moub H
avons donc voulu vérifier la possibilité de réaliser un séquencage lllumina pour identifier la
diversité microbienne des sols et des plantes et mettre au point les méthodes associées. Des
travaux préliminaires au sein de O § p T #nit farimis Gdentifier la trés faible concentration en
ADN des substrats sableux typiques de ces écosystémes. /R E V H U ¥DI¥¥ Lr&eYés
floristiques sur le terrain ont permet de décrire OTLGHQWLWp HW OD GLV&YJLEXWLR:
des écosystemes naturels. Ces premiéeres observations ont permisdfpPHWWUH OfK\SRWKqV
@©ffet de facilitation était un facteur déterminant dans la structuration des communautés
végétales. Les plantes qui sont soumises a des stress hydriques extrémes sont répartis de

maniére hétérogene, ou leur diversité est concentrée dans des flots spatiaux. Au FRXUV GTXQH

75


U082-S151
Machine à écrire
Chapitre 1


premiere mission en octobre 2020, nous avons donc pu adapter la méthode de prélévement

et de préservation des échantillons des sols et des racines au sein GfvORWY GH IHUWLO
condition aride. En collaboration avec le MNHN nous avons cherché a identifier les méthodes
GIfH[WUDFWLRQV GT1%$'1 TXL SRXYDLHQW SHUPHWWIUHPOQVU R Q GSHDRX
PCR. ,O0 D GRQF pWp SRVVL EQdifsGO DGRHIQWKLR G H UGS iddvdboDdurs L R Q

les plus adaptés a ces conditions pour la mise en évidence des diversités bactériennes et

fongiques.

Dans ce premier chapitre M{DL GRQF PLV HQ SODFH HQ FROODERUDWLF
au MNHN un dispositif pour mettre en évidence au sein de cet écosysteme aride hyperalcalin,
[fTHITHW GHV vOsiwadiverditd micrbierdée V8K WUDYHUV GIXQ SUHPLHU ORW
prélevés dans un écosystéme naturel, nous avons donc cherché a identifier les communautés
fongiques et bactériennes du sol et des plantes, et de vérifier sa concordance avec la
taxonomie reportte GDQV GIDXWUHV pFRV\VW qRoHsvavDrd c&gddterise @sv X L W H
différences entre les communautés microbiennes au sein et en dehors des flots de fertilité, ou
OD SUpVHQFH -enfird@nhemdnE poRrrait permettre OTLPSODQWDWLRQ HW OD
communautés végétales. Ces premiers résultats ont permis une premiére caractérisation de
la composition du sol et de la diversité microbienne de cet écosystéme peu étudié. De plus, ils
QRXV RQW SHUPLV G1LGHQ \WehVitoHngmedt] sl | laWcontpdsitidhL Bds R
communautés bactériennes et fongiques. Ce premier chapitre constitue donc la base
méthodologique et réflexive sur le lien entre microbiote et végétaux a une échelle spatiale

locale.
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1.2. Aficle 1: 3)HUWLOLW\ LVODQGV NH\V WR WKH HVWDEOLVKPHQ
GLYHUVLW\ LQ D KLJKO\ DONDOLQH KRW GHVHUW’

Ce premier article a été publié dans 3-RXUQDO RI $ULG €rQoédehiiRePP23Q WV’
Il a été réalisé en étroite collaboration avec Liam Laurent-Webb, doctorant au MNHN sur le
projet SoFunLand DYHF TXL M{DL UpDOLVp OD FRQFHSWXDOLYP®PWLRQ Gt
premier auteur de ce manuscrit. /D SDUWLFLSDWLRQ G{XQH ¥WoawDhdd DLUH Gt
supervision, Adeline Dehail a également produit une premiére analyse des résultats de
séquencage. Notre collegue du MNHN, Amélia Bourceret nous a formé avec Stéphane Boivin,
post-doctorant au CIRAD, sur la préparation des librairies pour le séquencage Illlumina MiSeq.
Les trois coordinateurs du projet, Hassan Boukcim président de la société Valorhiz, Marc-
André Selosse professeur au MNHN et Marc Ducousso directeur de recherche au CIRAD ont
participés au financement et a la supervision de cette étude. Ma participation concerne la
FRQFHSWXDOLVDWLRQ GH OfpWXGH OFYpF KiBsQe\sEquénta@e@D JH OD ¢
des analyses de sol, les analyses statistiques, la production des graphiques, la rédaction
initiale du manuscrit, sa soumission et la soumission des révisions avec les commentaires des

auteurs. Tous les auteurs ont participé a la révision du manuscrit.
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2.1. &RQWH[WH GH OfpWXGH

'DQV OH SUHPLHU FKDSLWUH QRXV DYRQV SX pWXGHIKQ VXU C
PLFURHQYLURQQHPHQW OfHIIHW GHV VORWY @WHRRAUPNFQORWE hW QY
Cependant, le microbiote des plantes et du sol est également influencé par les paramétres
environnementaux, de saison HW SDU OfHYV S qreHlinp I pPWDOQBIO\VHJdEHVFULSWL
diversité et de la compositon GX PLFURELRPH UHQG GLIILFLOH OfpWXGH GH
KR OLVW L inkkdatiohsVdu €eth et entre les différents royaumes microbiens. $XMRXUG K XL
HQ UHODWLRQ DYHF OfDXJPHQWDWLRQ GH ODd&XutNs8dsQrt H GH F D (
développés SRXU OTDQDO\VH GPérnit cdshiRiE LIBSPrébeaux de co-occurrence
FRQVWLWXHQW XQH PpWKRGH SXLVVDQWH SRXRP B 1DID OWHV &G
des relations de corrélation ou de covariance entre les taxons microbiens. Ces relations
peuvent ensuite étre étudiés grace a une discipline particuliére des mathématiques, la théorie
GHV JUDSKHV &H W\S tiilise tBd @ Cadve-HleHY W W X GH G HabmipglexesD WL R Q V
entre des individus, des entités ou des structures, et est déja couramment utilisé en physique,
en algébre linéaire, en sociologie, et plus récemment en microbiologie et en écologie.

Cependant, bien quH O 1 D Q D Ods¢alix@didd-ddcurrence soit déja utilisé pour OfpWXGH GX
PLFURELRWH SDUWLFXOLgqQUHPHQW GDQV OH GRPDLQHOPH®WLFDO
de ses dysbioses, il est beaucoup moins commun et plus difficile Gafiplication en écologie

microbienne du sol et des plantes. 'H SOXV OD FRPPXQDXWp VFLHQWLILTXH
pertinence et la robustesse de ces analyses de co-occurrence en écologie GX VRO SRXU OfpW>
des interactions microbiennes. Ce scepticisme est nécessaire mais il estimportantauj R XU G K X L

GH GpWHUPLQHU DYHF SOXV GH SUpFLVLRQ OYLQWPQDMIRG D P |
gui ont déja permis la formulation de résultats robustes en écologie microbienne. Les réseaux
deco-RFFXUUHQFH RQW OD IRUFH P DM HdfdhtatheHat\gfie eRtdtsfiquel U GD Q V
robuste qui pourrait permettre de caractériser plus finement la structure du microbiome, les

taxons clés qui le compose et ses réponses a des perturbations.

&THVW GDQV FH FRQWH[WH TXH MYDL GpalyseQitsI&palxX VHLQ
de co-occurrence en écologie microbienne SRXU OfpWXGH GX PLFURELRPH GX VR
'"HX[ PLVVLRQV HQ RFWREUH HW PDUV PTRQW BHMPLYV Gt
G1YpFKDQWL G,d&rgmMesatidé/rRifdspheres de plusieurs espéces végétales en milieu
naturel. La préparation GH OLEUDLULHYV SRXU XQ VpTXHQoDJH ,O0O0XPLQD
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SURGXLUH XQH EDVH GH GRQQpHV UREXVWH VXU SOXMGCIHVNLR Q@¥K
de covariance au sein et entre les royaumes microbiens du microbiome du sol et des végétaux.
Ces données de séquencages sont également mises en relation avec les données de
composition des sols, dont le pH et la composition atomique ont pu étre mesuré sur chacun

des échantillons.

Lelien HQWUH OfHIIHW IRQGDWHXU GH OD SK\QR UHPHD &HQQ HXAL
WASH VAPELRWLTXH VXU OHXU PLFURELRPH USD/WWHL SXIALQGPHWIHD W
environnement naturel. De plus, les taxons microbiens symbiotiques sont connus pour leurs
effets bénéfiques sur la santé et la vie des végétaux, mais leur relation avec OfHQV HRE O H
taxons microbiens qui compose le microbiome est inconnue. Pour cesraisons, jfDL pWXGLp GDQ\
un premier temps, la structure des taxons symbiotiques i.e., les champignons mycorhiziens a
DUEXVFXOHYV OHV FKDPSLJQRQV HFWRP\FRUKL]JLHQV HW OHV ED
microbiome de différentes plantes considérées symbiotiques ounon -YDL HQVXLWH FKHUF
guantifier #gration des taxons microbiens symbiotiques au sein du microbiome racinaire et
rhizosphérique SDU OH ELDLY GH OfpWXGH GH OHXUV OLHQWVDDYHF O
également étudié la structure des relations de covariance entre les bactéries et les
champignons, et sa difféerence DYHF GHV UHODWLRQV GH FRYDULDQFH DX VH
PLFURELHQ (QILQ M{TDL SURSRVp OD IRUPXODWLRQ GHUQRXYH
OIDUFKLWHFWXUH GHYV UpVHDX[ PLFURERHWMW QR SSD pldOF D @ BOHV

différents réseaux de co-occurrence.

Nous avons pu observer dans cette étude une structure modulaire caractéristique des
taxons fongiques symbiotiques en lien probable avec leur écologie. Nous avons également
mis en évidence les liens SUplpUHQWLHOV HQWUH OHV WD[RQV GTXQ PrP
résultats semblent concorder avec les quelques études réalisées au sein du microbiote
intestinal et semblent suggérer une organisation structurelle commune du microbiome, que
OTRQ UHW WRigrahks HBtBs@V environnements &HV WUDYDX[ SHUPHWWHQW G
compréhension holistique du microbiome dans des environnements naturels et la pertinence
de OTXWLOLVDWLRQ GHVY DQDO\VHV @hheUpVHDX[ HQ pFRORJLH PLF
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2.2.  Article 2 : 3Networking the desert plant microbiome, bacterial and fungal

symbionts importance in the network architecture and assortativity

Ce deuxieme article, réalisé en collaboration avec les équipes du MNHN et de Valorhiz
est en cours de rédaction et sera prochainement soumis. Parmi les auteurs de cette publication,
O L P SO L R2WIaRrént-@/Ebb était importante dans le choix des sites et le prélevement
GIpFKDQ®WXOD®RWWD PLVVLRQ GYRFWREUH le défydtPIX2gép RXUFHU |
OH UHJURXSHPHQW GHV VpTXHQFHV HQ 278V HW HQQH$E®X HW
VPTXHQoDJH ,O00XPLQD 1RYD6HT 6WpPpSKDQH %RLYOLE WD BEDUNWL GL:
séquencage. Hassan Boukcim, Marc-André Selosse et Marc Ducousso ont supervisé le projet
etmestravaux. ODWKLV 9RLVLQ VWDJLDLUH GH ODVWHU D S®HWWLFLS¢
séquencage et des analyses de sol avec Romain Destabel, stagiaire de BTS, tous deux sous
ma supervision. Odile Domergue a participé aux extractions ADN et a la supervision des
VWDJHV GH %76 GH O fHQ@RHUMDEOHK I XDPDRMRVID SDUWLFLSp j OTpFK
missionde mars 2022, j OfRUJDQLVDWLRQ HAM pjojetI\apatcRdtividndme. R Q
OD FRQFHSWXDOLVIEsWrEIR @ HPHH QWpMWXTPHF KD QW L O O R @Y RIFPWJRELUM Ot
2021 etde PDUV OfHIWUDFWLRQ G1$'1l OD SUpSDUDWLRQ GHV
OfHQVHPEOH GHYV DQ D (@ podudtion\aed g lresWa sbuhtission des séquences
dans une base de données publigue DLQVL TXH OD UpGDFWLRQ LQLWLDOH GX
des auteurs a participé a la révision de ce manuscrit, avec un soutient particulierement

important des équipes du MNHN.
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Abstract

In nature, microbes do not thrive in seclusion but are involved in complex interactions
within- and between-microbial kingdoms. Among these, symbiotic associations with
mycorrhizal fungi and nitrogen-fixing bacteria are namely known to improve plant health, while
providing resources to benefit other microbial members. Yet, it is not clear how these
symbionts interact between each other or how they impact the microbiota network architecture.
We used an extensive co-occurrence network analysis, including rhizosphere and root
samples from six plant species in a natural desert in AlUla (KSA) and described how symbionts
were structured in the plant microbiota. We found that plant species was a significant driver of
its microbiota composition and also of the specificity of its interactions at the taxa level. Despite
this specificity, a covariance motif was conserved across all networks, i.e., mycorrhizal fungi
highly covaried with other mycorrhizal fungi, especially in plant roots 2 this pattern is known
as assortativity. This structural property might reflect their ecological niche preference or their
ability to opportunistically colonize roots of plant species considered non symbiotic.
Furthermore, these results are consistent with previous findings regarding the architecture of
the gut microbiome network, suggesting the existence of general rules of microbiome
assembly. Otherwise, the bacterial symbiont Rhizobiales and Frankiales covaried with other
bacterial and fungal members, and were highly structural to the intra- and inter-kingdom
networks. Our extensive cooccurrence network analysis of plant microbiota and study of
symbiont assortativity, provided further evidence on the importance of bacterial and fungal

symbionts in structuring the global plant microbiota network.
Introduction

Plants have a long history of interaction with microorganisms due to their intimate
relationships with microbial communities such as bacteria and fungi since their emergence
from aquatic ecosystems ~450 million years ago (Kenrick and Crane, 1997). Soil
microorganisms can be internalized or attached to the roots (endophytic or epiphytic
communities), or located in their vicinity, the rhizosphere. These microorganisms are
collectively referred to as microbiota (Berg et al., 2020), which play an important role in plant
health (Trivedi et al., 2020). Among their numerous associations, mutualistic symbioses, such
as those involving nitrogen-fixing bacteria and mycorrhizal fungi, are the most widespread in
the plant kingdom (Martin et al., 2017), and are also best known to have a seminal impact on
plant survival and development (Van Der Heijden et al., 2008). These symbionts differ in their
life history strategies (Denison and Kiers, 2011) and use the common symbiotic pathway to
infectplants i LQLWLDOO\ SURJUDPPHG IRU WKH DUEXVFXODU

a long history of coevolution (Oldroyd, 2013). Mycorrhizae and nitrogen-fixing bacteria are
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mainly deterministically associated with their host, with the plant's phylogeny partly dictating
the root colonization by symbionts. The soil microbiota assembly is to a larger extent driven by
deterministic (e.g., host selection, environmental filtering) and neutral processes (e.qg., birth,
death, and dispersion of microorganisms) (Dumbrell et al., 2010; Nemergut et al., 2013). Niche
preference 2 driven by selective pressures2 is known to be influenced by environmental
conditions. Factors such as land use, pH, salinity and nutrient content jointly shape the soil
and plant microbiota composition (Plassart et al., 2019; Shen et al., 2013; Soudzilovskaia et
al., 2017; Tedersoo et al., 2014). Current research has also shed light on the importance of
biotic interactions between plant hosts and their microbiota, and also within microbiota, as a
GULYLQJ IRUFH Rl PLFURELRWD DVVHPEO\ WQ®B&SIruHfWHQVLRQ F
2023; Bonfante and Anca, 2009). This led to the holobiont concept, whereby selective forces
are not limited to host-microbiome interactions but also encompass those ones within
microbiota (Hassani et al., 2018; Vandenkoornhuyse et al., 2015). For example, tripartite
interactions commonly occur within microorganisms and plants, where mycorrhiza helper
bacteria are known to interact with mycorrhiza, thus modulating plant colonization success
(Boer et al., 2005; Frey-Klett et al., 2007). Conditional dependencies have also been found
between arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and Rhizobiales bacteria, where M. truncatula
nodulation could be improved by AMF symbiosis (Wang et al., 2021). In another in vitro study,
AMF were found to improve nodulation of Lotus japonicus by Mesorhizobium loti (Tsikou et al.,
2023), confirming the importance of beneficial inter-kingdom interactions of symbionts. Plant
symbiotic types have to a greater extent been shown to affect the differentially abundant plant
root microbiome or symbiotype (Hartman et al., 2023). Using 17 greenhouse-grown plant
species, including species symbiotically associated with AMF, rhizobia, AMF and rhizobia or
non-symbiotic, Hartman et al. (2023), showed that symbiotic taxa impacted the overall root
microbiota assemblage. Relative abundance of Acidobacteria, Actinobacteria, Chlamydae and
SHUUXFRPLFURELD ZHUH IRXQG WR EH LPSDFWHG fuhyi WwekeH V\PELR
found to be affected, hence supporting the possible inter-kingdom dependency of bacterial
WD[D 7KHUH DUH WKXV LQWULFDWH UHODWLRQWKRSDNH{EVWPDBHW
V\P E L Ri@WMdh form symbiotic organs with the host plant (e.g., AMF, rhizobia) and the
extended microbiota. Whereby their mutual influence could modulate the successful

establishment of bacterial or mycorrhizal symbiosis with plants.

In natural environments, particularly those subject to strong abiotic constraints,
presence of symbionts can be critical to the establishment and survival of plants as they forage
for water and nutrients (Allen, 2007; Richardson et al., 2009; Soussi et al., 2016). Symbionts
also improve the health status and resistance of plants to drought (He et al., 2021; Naylor and

Coleman-Derr, 2018; Timmusk et al., 2014). This is particularly true in desert ecosystems that
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are subject to high abiotic constraints such as low precipitation and poor soil nutrient content.
Plants are thus spatially segregated in a discrete so-called fertility island pattern, while forming
refuge niches that increase the microbial diversity and abundance (Bachar et al., 2012;
Herman et al., 1995). As a consequence of the harsh abiotic constraints, plant-microbe
interactions may be strengthened in arid desert environments, through nutritional
dependencies, cross-feeding, resource and niche competition, and metabolite exchange
(Bakker et al., 2014; Hassani et al., 2018). Plants in desert environments thus constitute a
unique model for studying microbial interactions, and for assessing the extent to which
symbionts are central members in the plant microbiome. Deserts also constitute a major gap
of knowledge for the understanding of the global terrestrial microbiome (Guerra et al., 2020),
an issue that should now be addressed considering the importance of desert ecosystems and
their high vulnerability to climate change (Maestre et al., 2012; Moreno-Jiménez et al., 2019).
Although these environments have long been considered to host scant biodiversity and provide
few ecosystem services, it is now recognized that they contain up to 25% of global organic
carbon (Millennium Ecosystem Assessment Board, 2005) while hosting a high proportion of
the global floristic diversity, with xeric shrubland plant diversity sometimes exceeding that of
other biomes (Kier et al., 2005).

There is growing evidence on the effects of host plant species on their associated
microbiomes (Uroz et al.,, 2019), yet litlle research has been conducted on this subject
conducted in natural environments, especially in hot deserts. We therefore conducted a study
to assess whether the type of plant symbiosis modulates the co-occurrence of fungal and
bacterial symbionts and of the extended microbiota, as well as their inter-kingdom interactions.
We sought to clarify the impact of symbionts in root and rhizosphere microbiota networks, by
studying their conditional dependence using an extensive co-occurrence approach based on
covariance relationships. Co-occurrence relationships do not necessarily support biotic
interactions (Peterson et al., 2020), but they provide a valuable tool for studying global
covariance relationships within omics datasets (Barberan et al.,, 2012), as covariance
relationships might reflect ecological processes shaping the microbiome. This study was
designed to determine whether the plant species and its symbiotic status affect the co-
occurrence relationships of its microbiome. We more specifically focuseed on assessing
whether fungal symbionts 2 namely AMF and ectendomycorrhizal fungi (EMF) 2 and bacterial
symbionts Rhizobiales and Frankiales co-vary with the extended microbiome through both
intra- and inter-kingdoms relationships and if their topology differs from non-symbiotic taxa.
Herein, we studied six plant species belonging to the Fabaceae (Retama raetam Forssk. Webb
& Berthel. and Astragalus spinosus Forssk. Muschl.), Chenopodiaceae (Haloxylon persicum

Bunge and Haloxylon salicornicum Mog. Bunge ex Boiss.), Poaceae (Stipagrostis plumosa L.
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Munro ex T. Anderson) and Cistaceae (Helianthemum lippii L. Dum.Cours.) families, that are
known to be associated or not with symbionts, in a highly constrained hot arid desert in Saudi
Arabia. We sampled the roots and rhizosphere of each species during two seasons and
profiled the bacterial and fungal microbiota using amplicon sequencing. We hypothesized that:
() plant species have a major effect on the microbial community composition and they
constrain covariance relationships between symbiont taxa, (ii) in networks, symbionts have a
modular structure differing from that of other trophic modes considering their importance in
plant life, and (iii) inter- and intra-kingdom covariance relationships of symbiotic taxa have

distinct structures.
Material and methods

In the hot and arid desert conditions that prevail in the AlUla region (Medina province,
Saudi Arabia Kingdom), six plant species were sampled in natural environments during two
seasons (summer in August 2021 and spring in March 2022). Samples were collected at five
sites in the Sharaan Nature Reserve and in a natural environment close to AlUla city. Two
Fabaceae species, i.e. Astragalus spinosus (Site 1, Site 2) and Retama raetam (Site 5), were
chosen as nitrogen-fixing species associated with Rhizobiaceae (Doyle and Luckow, 2003).
Stipagrostis plumosa (Poaceae; Site 6) was chosen as an arbuscular mycorrhizal (AM) species
(Soudzilovskaia et al., 2020). Helianthemum lippii (Site 1, Site 2) was chosen as an
ectendomycorrhizal species that is known to be associated with both Glomus spp. and
Pezizaceae mycorrhizal fungi (Gutierrez et al., 2003). Finally, two supposely non-symbiotic
Chenopodiaceae species were sampled i.e. Haloxylon persicum (Site 3) and Haloxylon
salicornicum (Site 4), that do not have a symbiotic relationship with Rhizobiaceae or
mycorrhizal fungi (Figure 1.A) (Soudzilovskaia et al., 2020). The features of the sites and their

associated plant samples are outilined in Supplemental file 1 (Figure S1, S2, S3).

Roots and rhizospheres of 25 individuals per plant species were sampled during two
seasons (August 2021 and March 2022), thus resulting in 50 individual plants per species. For
S. plumosa, an additional compartment was sampled i.e. the rhizosheath, which is the soil
directly attached to the roots in a sheath-like shape (Pang et al.,, 2017) (Fig S3. J). It
corresponds to a xerophytic trait that enable the plant to withstand desiccation and form a
compartment distinct from the rhizosphere (Marasco et al., 2018). Samples were kept at 4°C

until laboratory analyses.
Soil parameter measurements

Three rhizosphere and bulk soil sub-samples were processed in triplicate using X-ray
fluorescence spectroscopy (XRF), which provides a measurement of the soil atomic

composition of elements from magnesium to uranium, leading to nine measurements for each
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bulk and rhizosphere soil sample. The rhizosphere and rhizosheath compartment of S.
plumosa were not measured as the soil material collected in the vicinity of their roots was
insufficient for analysis. The soil pH was measured at a 1:5 v:v ratio of H20 and KCI 1M using

a pH meter (pH Meter Knick 766, Knick International).
Library preparation and sequencing

Sample processing, sequencing methods and bioinformatic analyses were previously
described in (Maurice et al., 2024). Briefly DNA extraction was performed with the FastDNA
6SLQ .LW IRU 6RLO 03 %LRPHGLFDOVGE&E Z LW KefapeRRORD O L]DW L |
amplification. 479F (5 g0 CAGCMGCYGCNGTAANAC 3 g6) and R888 (5 o

CCGYCAATTCMTTTRAGT 3qdprimers were used to amplify the V3-V4 regions of the 16S
rRNA gene (Terrat et al., 2015). ITS86F (5g6TGAATCATCGAATCTTTGAA 3q9dand ITS4 (590
TCCTCCGCTTATTGATATGC 3qdrimers were used to amplify the fungal ITS2 (Op De Beeck
et al., 2014). AMADf (5 qd GGGAGGTAGTGACAATAAATAAC 3 gp and AMADGr (5 gd
CCCAACTATCCCTATTAATCAT 3goprimers were used to amplify the 18S rRNA gene,

thereby allowing enhanced resolution of AMF taxa (Berruti et al., 2017). Library sequencing
was performed on a 2x250 NovaSeq 6000 system (Fasteris SA, Switzerland). Additional
information on the methods used for the sequencing library preparation are available in
Supplementary file 2, Supplemental methods 1.
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Analysis of the microbial community composition

All statistical analyses were performed in R and details about each analysis workflow
are presented in the Supplementary file 3 with their associated files and figures (Figure S4, S5,
S6). To test the effects of plant species on the microbial community composition, permutational
analysis of variance (PERMANOVA) were performed on the Hellinger transformed root and
rhizosphere OTU or ASV tables using the following formula: Hellinger transformed matrix~
Species*Season with 10,000 permutations. PERMANOVAs used to test 1°) the effect of
species, compartment, and season on both the total dataset for each amplicon and 2°) the
effect of season in each compartment of each species are available in supplementary file 4
(Table S1, S2). Non-metric multidimensional scaling (nMDS) using the Bray-Curtis dissimilarity
matrix of the Hellinger transformed data was performed to visualize the microbial community

composition according to each compartment and species.
Analysis of the soil composition

Soil XRF provides the atomic composition of each atomic element, so these data are
compositional. A centered log ratio transformation was applied to remove the closure effect
and each measure of each replicate was used for visualization using principal component
analysis (n = 2364). Only major elements (in proportion) which varied across samples were
retained as variables (i.e., Mg, Al, Si, P, K, Ca, Ti, Cr, Mn, Fe and Sr) for the PCA according
WR WKH pVSHFLHVY uVLWHVY DQG pVRLO WHSHE' FRYGKSELRQV $1
were performed to test for pH differences between rhizosphere and bulk soils, the rhizospheres
of each plant species and the differences between bulk soils of each site. Partial Mantel tests
were carried out to study the soil parameters that significantly affect the microbial composition

(Supplemental methods 3).
Network construction and analysis

The sampling season had low impact on the community structure (Supplemental
methods 2). Samples from both seasons were thus merged before network construction
(Supplemental methods 4). Networks for each amplicon (ITS, 18S, 16S), compartment (roots
and rhizospheres; with the addition of rhizosheaths for S. plumosa) and species (n= 6)
combination were constructed using the SPIEC-EASI method (Kurtz et al., 2015), while inter-
kingdom networks (ITS-16S, 18S-16S) we constructed using the extended SPIEC-EASI
method (Tipton et al., 2018). Full details on the filters used for each amplicon and network
construction are listed in Supplementary file 3 (Figure S7). The networks were then visualized
using Gephi (Bastian et al., 2009) and their topological attributes were calculated using the
igraph package in R (Csardi and Nepusz, 2006). As the networks were built with a different

number of OTUs (or ASVs), the degree of nodes was normalized by dividing their degree by
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n-1, where n is the number of nodes in each network. Betweenness centrality was normalized

using the igraph igraph formula: ' L%;F:I?g;where l'is the normalized betweenness,

is the absolute betweenness and e« is the number of nodes. Differences in hode degree and
betweenness centrality across compartments and species were assessed by ANOVA, followed
by a post-hoc test based on the estimated marginal means (Searle et al., 1980). We tested the
extent to which the endophytic microbiota centrality of nodes differed from that of the
rhizosphere. To do so we specifically focused on the node degree and betweenness

differences between rhizosphere and root compartments over plant species and amplicons.

Fungi were assigned to their trophic mode using FunGuild (Nguyen et al., 2016). Only
AMF and EMF fungi were identified in our dataset and thus retained as fungal symbionts. For
bacteria, we retained Rhizobiales and Frankiales as plant symbionts as they were the only
nodule-forming orders identified in the dataset. In order to assess how each symbiont node
was integrated in the overall covariance networks, we used the assortativity coefficient N L
AsZ A

Ao where 5L AvAuv>yL AgAyvand Ay vepresent the fraction of edges connecting

each type Eand Fhode (Newman, 2003). The assortativity coefficient is a measure of network
homophily, (i.e. the preferential attachment of nodes with the same attribute). This coefficient
is bounded between -1 and 1, where values close to -1 are indicative of a dissortative network
(i.e. nodes with opposite attributes tend to preferentially attach), while values close to 1 are
indicative of an assortative network (i.e., nodes with the same attributes tend to preferentially
attach). We thus assigned nodes to either i or j based on the different levels of assortativity to
be examined (e.g. symbiotrophic fungus node = i, non-symbiotrophic fungus node = j). We
further checked if symbiotic nodes had a structural role in the networks by using their among-
and within-module connectivity to assign their topological roles (Supplemental methods 5).
Whereas assortativity is based on the node attributes, modularity is a community detection
method, whereby nodes are assigned into modules based on their topology, regardless of their
attributes. We used the Meconetcomp package in R (Liu et al., 2023) to examine the effect of
each plant species on co-variance relationships at the OTU (or ASV) level, as well as the
intersection of network nodes and edges between the networks of each species for each
rhizosphere and root compartment. Each independent node and edge were identified, as well
as the species combinations in which they are shared across networks. Venns and UpSet plots
were used to visualize each shared or common node and edge and their differences were

assessed using the Jaccard distance matrix.
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Results:
Plant species is a major driver of the microbial community composition

The fungal community compositions were mainly driven by the plant species when
compared to the compartment or season both for ITS (R? Species = 0.15*** > R? Compartment
= 0.06*** > R? Season = 0.005***; Figure 1.B) and 18S ITS (R? Species = 0.12*** > R?
Compartment = 0.11*** > R2 Season = 0.01***; Figure 1.B). Bacteria composition however
were mainly explained by the compartment (R> Compartment = 0.17*** > R Species = 0.12*** >
R? Season = 0.005***; Figure 1.B). Season had little impact on both fungal and bacterial
community composition (Figure S8-S10; Table S1-S2). The bacterial communities were more
deterministically structured than fungi, and this pattern was noted in the different plant species
with regard to the compositions in their roots and rhizospheres (Figure 1.B; Supplemental file
1, Figure S11). The rhizosphere soil compaosition was mainly driven by the Si content at the
HP site, while elements such as Fe, Mn and K were the main drivers at the other sites (Figure
2.A). XRF explained 33.2% of variance in PCA dimension 1 and 17.7% in dimension 2 (Figure
2.A). Only minor differences in bulk soil compositions and pH were observed between sites
(Figure 2.B). Bulk and rhizosphere soils did not differ greatly in their chemical composition
(Figure 2.C), while pHH20 was more alkaline in the rhizospheres (Figure 2.A) than in the bulk
soils. Overall, the pHH20 was highly alkaline, ranging from 8 to 9.8. Here again, the bulk soil
pH did not differ between sites, while the pHu2o of the Haloxylon persicum rhizosphere was
the highest and the levels noted for A. spinosus and H. lippii were the lowest. The site and
plant species may be covariates in community composition analyse, but the soil physico-
chemical properties were similar, thus microbiota differences were mainly due to the plant
species (Figure 1, Figure S12). The main soil elements influencing the community composition
were Mg, Fe, Ti and Al for ITS2, Mg and Fe for 18S and Mg, Ca, P, Al for 16S. The pHH20
varied more between compartments than between sites and was a strong driver of the

microbial composition for both fungi and bacteria (Fig S13).
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Table 1: Topological features of intra-kingdom networks (ITS, 18S and 16S) and inter-

kongdom networks (16S+ITS and 16S+18S) for each compartments (roots, rhizosheat

ITS
Root Rhizosheath Rhizosphere
AS HS HP H RR ST ST AS HS HP H RR ST
294 354 283 214 205 219 530 1034 598 348 800 661 586
93 293 103 103 70 128 316 1155 512 272 682 561 583
07 17 07 10 07 12 1.2 22 17 16 17 17 20
22 119 31 31 17 51 5.4 9.0 10.7 11.3 11.7 131 94
0.97 0.94 0.95 0.95 0.96 0.93 0.97 0.89 0.92 0.94 093 094 09
97.9 96.3 98.1 98.1 97.1 97.7 94.0 93.1 95.1 95.6 90.2 955 94.4
22 38 19 19 29 23 6.0 68 49 44 98 45 57
18S
Root Rhizosheath Rhizosphere
AS HS HP H RR ST ST AS HS HP H RR ST
489 466 371 319 362 197 528 894 508 508 776 737 711
506 341 210 253 155 85 262 988 455 297 837 587 915
21 15 11 16 09 09 1.0 22 18 12 22 16 26
124 117 42 101 23 27 8.3 96 146 94 95 130 7.6
0.91 0.93 0.95 0.92 0.97 0.93 0.96 0.89 0.93 0.93 0.89 0.94 0.84
949 98.2 97.6 98.4 96.1 953 94.7 90.8 94.7 96.3 91.4 92.2 94.9
51 18 24 16 39 47 53 92 53 37 86 78 51
16S
Root Rhizosheath Rhizosphere
AS HS HP H RR ST ST AS HS HP H RR ST
747 677 374 386 462 251 1103 2921 1513 791 2654 2145 1769
1313 1026 397 252 462 277 1420 4676 3057 1443 4674 4815 4841
35 30 21 13 20 22 2.6 32 40 36 35 45 55
58 64 83 63 92 86 8.1 69 56 57 65 54 48
0.77 0.8 0.87 0.94 0.88 0.89 0.82 0.74 089 0.74 0.7 062 0.6
77.0 81.6 89.7 70.6 79.7 88.1 81.2 775 77.2 86.0 77.0 783 80.3
23.0 18.4 10.3 29.4 204 11.9 18.8 225 228 14.0 23.0 21.6 19.7
16S+ITS
Root Rhizosheath Rhizosphere
AS HS HP H RR ST ST AS HS HP H RR ST
1058 1031 657 600 667 470 1633 3955 2111 1139 3454 2806 2355
1414 1426 847 309 352 479 1694 5526 2931 1556 4854 5376 5120
27 28 26 10 11 20 21 28 28 27 28 38 43
79 76 71 86 59 93 10.8 83 78 77 79 61 57
0.84 0.84 0.84 097 097 09 0.90 0.81 0.81 0.83 0.79 0.7 0.69
777 8277 851 76.1 824 875 82.4 79.2 80.7 85.2 78.8 79.3 80.7
224 17.3 149 240 17.6 125 17.6 20.9 19.3 14.8 21.2 20.7 19.3
16S+18S
Root Rhizosheath Rhizosphere
AS HS HP H RR ST ST AS HS HP H RR ST
1236 1156 745 705 824 448 1631 3815 2021 1207 3430 2882 2480
1736 1527 705 573 541 413 1375 5840 3079 1352 5155 3380 4923
28 26 19 16 13 18 1.7 31 30 22 30 23 40
77 7.8 105 134 150 10.3 14.5 76 73 94 71 93 6.1
0.84 0.84 09 093 0.96 0.91 0.933 0.78 0.78 0.88 0.78 0.86 0.71
79.3 819 836 77.0 821 87.7 84.65 78.1 80.6 84.7 78.2 80.4 81.9
20.7 18.1 16.5 23.0 199 124 15.3 219 194 153 21.8 19.6 18.1
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Plant species and compartment affect network topology

Fungal networks had a high proportion of positive edges in roots and rhizospheres, i.e.
ranging from 90.2 to 98.1% for ITS and from 90.8 to 98.2% for 18S (Table 1). Despite the
different number of nodes and edges across networks, the topology measures such as
modularity remained stable between ITS and 18S (t.test p-value = 0.217). Bacterial networks
had a higher proportion of negative edges in the roots and rhizospheres than fungal networks,
ranging from 10.3 to 29.4% (Table 1). The modularity remained stable throughout all plant
VSHFLHVY QHWZRUNYV EXW ZDV KLJKHU LQ IXQJD\CHQWWMEZRUNYV WK
0.0004). The normalized node degree was higher in roots than in rhizospheres for bacterial
and fungal networks (intra-kingdom and inter-kingdom networks), except for the 18S networks
of the two Amaranthaceae species (H. persicum and H. salicornicum), while it did not change
for the ITS networks of A. spinosus (As) (Figure 3). The normalized betweenness centrality
was also higher in roots for bacterial networks (16S, 16S-18S, 16S-ITS). On the other hand, it
was lower in roots for single domain fungal networks (ITS, 18S) (Figure 3). For S. plumosa,
the rhizosphere and rhizosheath had closer values of betweenness and degree than roots,
while betweenness of ITS and 18S was higher in rhizosphere, but not different between roots
and rhizosheat (Figure S14. A). Across species and compartments, differences in normalized
degree and betweenness were conserved between bacterial intra-domain networks (16S) and
inter-kingdom networks (16S-ITS, 16S-18S) to a greater extent than for fungi (ITS and 18S)
(Figure S14. B).

Networks share a high number nodes but only a few edges

Overall, we identified a high proportion of nodes shared among plant species, while
edges (i.e., covariance between two nodes) were highly species-specific. The analysis of node
sharing between networks showed that the highest proportion of sharing between plant
species occurred in 18S networks, where 180 nodes (14.8% of nodes) in the rhizosphere and
97 nodes (13.1%) in the roots were common to all species (Venn diagrams, Figure 4A). For
18S, a lower proportion of nodes were unique to each species. For ITS, 9.7% of nodes in the
rhizosphere and 9.7% of those in the roots were shared among all species. For 16S, only 4.3%
of nodes in the rhizosphere and 6.6% of those in the roots were shared among all species.
Jaccard distances matrices revealed that H. lippii and A. spinosus had the more similar 18S
node in the rhizosphere, while they were more dissimilar in the rhizosphere of Chenopodiaceae
species as compared to the other species. For the roots, S. plumosa and H. persicum had the
most dissimilar 18S node sharing relative to the other species. For ITS, A. spinosus and H.

lippii again shared the highest number of nodes in the rhizosphere (UpSet plot: n = 180, 10.9%
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of total nodes), while A. spinosus had a high proportion of independent nodes (n= 165, 10% of
total nodes), then the nodes were shared among all species (n = 159, 9.7% of total nodes). In
the roots, the higher proportion of shared or unique nodes was found in H.salicornicum and
H.persicum, which had the most unique nodes (nh = 87, 85; 12.5, 12.2% respectively), then
nodes were shared among all species (n = 68, 9.8%). Finally, for 16S, the proportion of nodes
in the rhizosphere shared among all species was relatively low (n = 228, 4.3%) compared to
the shared nodes of A. spinosus and H. lippii (n = 620, 12.9%) and to species-specific nodes.
In the roots, A. spinosus, H. salicornicum and H. persicum had a higher proportion of
independent nodes (n = 216, 16.3%; 191, 14.4%; 119, 9% respectively), while only 88 nodes
(6.6%) were shared among all species. Otherwise, the higher proportion of independent or
shared edges were unique to each species, as little to no edges were shared among all species
the rhizospheres and roots (0 to 81 edges; Figure S15). While most nodes were shared among
plant species in the roots and rhizospheres, no edges were shared. This pattern was consistent
in all single domain networks (ITS, 18S, 16S) but also in inter-kingdom networks (16S-ITS,
16S-18S). Overall, we identified a high proportion of nodes shared among plant species, while

edges (i.e., covariance between two nodes) were highly species-specific.
Symbiotrophic fungi are the most assortative

We then assessed the extent to which symbiotrophic fungi were integrated in the
covariance relationships with other taxa, using a so-called mixed patterns or assortativity
metric which measures whether or not nodes with an attribute (e.g. symbiotroph) tend to
interact more with nodes with the same attribute. Compared to saprotrophs, pathogens or other
fungal trophic modes, symbiotrophic fungi were highly assortative among all the plant species
(Figure 5A; Table S3; see Figure S16-S19 for a more detailed picture). They formed highly
assortative modules that preferentially interacted with other symbiotrophs, as compared to
other fungi belonging to other trophic modes. This pattern was consistent among species and
markers (ITS and 18S) but also with the addition of bacteria in inter-kingdom networks (16S-
ITS, 16S-18S; Figure 5.A). Highly assortative modules of Glomus spp. were identified in 18S
networks, and were persistent in the 16S-18S inter-kingdom networks. The ubiquity of these
modules was further supported by the complementary of the two ITS and 18S markers, which
yielded different diversity profiles in the identification of symbiotrophic fungi within the

Glomerales order (Figure 5.B), but with similar assortativity levels (Table S3).
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While 18S had a higher proportion of assignation at the genus level (particularly Glomus spp.),
ITS identified a high proportion of Dominikia spp., which as not revealed by 18S (Figure 5.B).
Despite differences in the symbiotrophic fungi identification resolution between the two
markers, a higher assortativity coefficient of symbiotrophic fungi was observed in all plant
species associated with AMF (Table S3). The r assortativity coefficient was significantly higher
for symbiotrophs compared to that of the other trophic modes, especially in the roots of the
different plant species (Figure 6). While the symbiotroph assortativity was consistently higher
in the roots in both single- and inter-kingdom networks, symbiotrophs were better integrated in
the rhizosphere when bacteria were considered in the networks, as their assortativity was lower
(Figure 6). This better integration when inter-kingdom networks with bacteria were taken into
account was further supported by the higher proportion of Glomeromycotina acting as module
hubs or networks hubs in the inter-kingdom networks as compared to intra-kingdom networks
(Fig S20). Bacterial symbionts (i.e. Rhizobiales and Frankiales) had a contrasted pattern
compared to symbiotrophic fungi, as they covaried more with bacteria of different genus in the
rhizospheres and roots. Their r assortativity coefficient at the order level was similar to that of
other bacterial orders (Fig S21), contrasting with fungal symbiotrophs. However, they were
acting as module and network hubs in the roots and rhizospheres, thereby highlighting their
importance in structuring the bacterial networks, as well as in inter-kingdom interactions (Fig
S22).

Discussion:

Despite the importance of symbiotic microbial taxa for plant health and their prevalence
in the plant phylogeny, their effects on the extended microbiome has remained unfathomable
and has yet to be characterized. Through massive sequencing and network analysis of the
bacterial and fungal microbiome of various groups of symbiotic plants in a natural environment,
we have characterized the overall covariance relationships of plant symbiotic taxa with the

extended rhizosphere and root microbiome.
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Plant species as a strong driver of its microbiota

In deserts, microorganism growth and activity are mainly highlighting, i.e. a
phenomenon known as the pulse reserve paradigm (Collins et al., 2008). In our study, the
sampling season had little effect on the community composition, mainly due to the absence of
significant rainfalls between the two sampling periods (August 2021 and March 2022).
Microbial diversity and composition remained stable between these two dry seasons. The soil
composition was relatively homogeneous between the two seasons and between sites. Our
sampling strategy therefore enabled us to specifically study the founder effect of plant species
on the microbiome. Our extensive sampling effort over two seasons and the filters applied
before network construction, enabled us to characterize robust microbiome covariance
UHODWLRQVKLSYVY 2XU QHWZRUNV WKXV KDG KLJKQ\L¥URELR WDJW
of the roots and rhizosphere of each species. More specifically, we were able to assess
whether symbiotrophs impacted other taxa in microbial co-occurrence networks through intra-
and inter-kingdom relationships, and if they had a different topology compared to that of non-

symbiotic taxa.

Note that the plant species we selected have diverse ecological niches, and covariation
effects between the species and their niches linked to the prevailing environmental conditions
cannot be ruled out. For example, while the plant species phylogeny could be expected to
partially drive its associated microbiome (Bouffaud et al., 2014), particularly the symbiotic
associations (Brundrett and Tedersoo, 2018; Tedersoo et al., 2010), we identified one of the
two Chenopodiaceae species (H. salicornicum, which is assumed to be non-mycorrhizal) being
closely associated with AMF fungi. AMF could thus withstand drought conditions by finding
refuge in the roots of the only locally persistent plant species, as these fungi are able to interact
with different partners (Kiers and Denison, 2008), and modulate their interactions (Olsson et
al., 2010). Otherwise, H. persicum was not associated with mycorrhizal fungi, but is able to
withstand extreme temperatures and low water availability (Casati et al., 1999). H. persicum
may thus rely less on microbial symbionts for its growth and survival. This first result in situ
demonstrates the plasticity of AMF root colonization at the plant species level, even in plants

that are considered to be non-symbiotic.

Then we confirmed that the rhizosphere microbiome was subject to significant edaphic
constraints in desert environments. Elements such as Mg, P, Al and Ca influenced microbial
community assembly, and pH was a major driver of the microbial composition, as previously
described (Shen et al., 2013; Tripathi et al., 2018). Above all, plant species had a pivotal effect
on the rhizosphere and root microbiome in our study, with respect to both bacteria and fungi.

In desert environments, where plantd are heterogeneously distributed and form discrete
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patches (i.e. fertility islands), the plant species founding effect seems to have a greater impact
on its microbiota than in temperate environments (Berg and Steinberger, 2008; Ochoa #ueso
et al., 2018; Sun et al., 2017). For example, it was found that date palm trees in a desert
agrosystem were consistently selecting Gamma- and Alpha-proteobacteria taxa in their roots,
regardless of the surrounding soil microbiome (Mosqueira et al., 2019). This further suggests
that plant host may have a greater effect on their associated microbiomes than the soil type in
arid environments. However, in another study, it was reported that the plant species was not a
determining factor in the microbial assembly of the rhizosheath compartment (Marasco et al.,
2018), suggesting that stochastic processes may also be involved in microbiome assembly in
desert plants. Nonetheless, intense selection related to the low concentration of nutrients and
water, characteristic of the Arabian peninsula desert, may exacerbate the founding effect of
plants on the microbial community composition, where symbionts potentially play a crucial role
as they are able to forage for soil water and nutrients (Allen, 2007; Naylor and Coleman-Derr,
2018; Soussi et al., 2016). We also found that the normalized node degree and betweenness
centrality of bacterial networks were higher in the roots than in rhizosphere, suggesting that
there were stronger interactions in the endospheric community. This was also found to be the
case in a comprehensive study of the network topology among plant habitats, where elevated
node centrality and taxonomic assortativity were higher in roots than rhizospheres (Fitzpatrick
et al., 2023).

Conserved assortativity of fungi across plant species despitethe high edge specificity

Our co-occurrence network analyses further confirmed that plant species was a major
factor in microbiota assembly. Networks had a high level of node sharing, particularly for the
18S networks, suggesting a common core microbiota between plant species, whereas there
was strong edge specificity at the OTU and ASV levels. This suggests that interactions
between microorganisms are species-specific in plants species even though they may share
a major part of their microbiota. Despite these differences, a striking ubiquitous pattern was
noted i.e. symbiotrophic fungi, mainly from the Glomeromycotina phylum, exhibited assortative
interactions spanning different plant species, and this trend was particularly obvious in roots.
:KLOH WKH QHWZRUN PRGXODULW\ ZDV VLPLODU DFARWMIWSHFL
modularity, thereby lacking the precision of different levels of modularity, such as local or
assortative ones. Note that local mixing patterns often diverge from global ones such as
network modularity, as mixing patterns are not unimodally distributed universally (Peel et al.,
2018). We Incorporated the trophic mode of fungi and were thus able to identify a consistent
assortative mixing pattern across plant species, characteristic of symbiotrophic fungi. Our
assessment of the assortativity within specific symbiotrophic groups shed light on localized

symbiotrophic fungus assortativity patterns. This demonstrated that, while interactions at OTU
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resolution may vary due to intra-genus or intra-trophic mode edge rearrangements, the
organizational structure of the fungal microbiota may be higher throughout. This assortativity
structuration of the root microbiota at the trophic mode level, which could be defined as a
mesoscale level (i.e. intermediate between the OTU and the whole network) is in line with
previous results on the gut microbiome (Hall et al., 2019; Jackson et al., 2018) or the brain
connectome (Fornito et al., 2015). While assortativity seems to be a common feature of
microbial networks (Kurtz et al., 2015), it was found to be a significant feature of the healthy
gut microbiome (Hall et al., 2019). Moreover, in the gut microbiome networks, segregated and
autonomous assortative communities also exhibited core, peripheric, and dissortative
communities, where densely connected assortative nodes benefit the whole network through
metabolic functions. How these structural properties are shared in various host and
environment, and the functional impact of a shared assortative module on peripheral network

communities is a potential focus of research that still need to be adressed.
Assortativity as a key structural parameter of the plant microbiome network

The consistent assortative mixing pattern of symbiotrophic fungi across all species and
primers could be due to various phenomena, especially in natural environments. First, it could
be linked to the harsh abiotic constraints facing microbial communities during drought in desert
environments. Highly assortative modules are more resistant to targeted degree-dependent
attacks (Newman, 2003), whereby failure of a symbiotrophic node in the network would have
less impact in a highly assortative network than a in dissortative one due to the high number
of alternative paths between these nodes. These highly clustered patterns could thus reflect a
strategy or a consequence of symbiotrophic fungi colonizing plant roots to withstand drought
in line with desert microbiome dormancy strategies. For example, bacteria from Actinobacteria
and Firmicutes species, commonly found in deserts, are able to form endospores which allow
them to resist desiccation during drought (Lennon and Jones, 2011; Leung et al., 2020). To
which extent it may also be the case for mycorrhizal fungi still need to be resolved. Next, strong
co-occurrence between closely related OTUs could be the consequence of environmental
filtering (Cadotte and Davies, 2016). Finally, these highly assortative clusters may also be the
result of niche partitioning, resource acquisition or resource transfer (Hall et al., 2019), in line
with mycorrhizal fungi ecology (van der Heijden et al., 2015). The conserved assortativity at
the genus level for mycorrhizal fungi could be a strong niche partitioning effect, where
conspecific AMF share similar niche requirement within the plant roots. However,
Glomeromycotina polyploid genomes harbor multiple ITS copies, and could result in falsely
positive co-occurrence among phylogenetically close species (Egan et al., 2018).

Notwithstanding, the high assortativity of mycorrhizal fungi delineated using OTUs to reduce
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this bias (Tedersoo et al., 2022) was also found in other mycorrhizal genus such as Dominikia,

and is thus not likely to be the result of sequencing primers used in this study.

While strong patterns were found to be ubiquitous for symbiotrophic fungi, this was not
the case for bacterial symbionts such as Rhizobiales and Frankiales. Their lower assortativity
compared to symbiotrophic fungi indicated enhanced interaction with bacteria and fungi of
different genus. However, their assortativity at the order level remained relatively high,
therefore further supporting the involvment of signal of niche partitioning, resource acquisition
and resource transfer (Hall et al., 2019). As nitrogen is critical in these nutrient-depleted
ecosystems, Rhizobiales and Frankiales functional involvement in nitrogen fixation seems to
be of importance for the existence of other bacteria and fungi. However, this pattern was not
specific to these taxa and, while they are known to improve the soil nutrient status and plant
health (Soussi et al., 2016), we could not differentiate them from other bacterial orders based
on their assortativity. However, this high assortativity within different bacterial genera could be
linked to their ability to horizontally transmit genes to each other (Sun, 2018; Thomas and
Nielsen, 2005). This ability enables them to adapt quickly to changing environmental conditions
(Aminov, 2011; Arnold et al., 2022), and could be facilitated between members of the same
genus by this assortative structure. This could explain the concordance with other
environments or hosts such as the intestinal microbiota, and could constitute a new direction

for research.
Inter-kingdom relationships of symbionts

Bacteria and fungi are known to interact in soil and roots (Boer et al., 2005; Warmink
et al.,, 2011; Zhang et al., 2022), yet these interactions have yet to be comprehensively
characterized. Given the importance of mycorrhizae for plant health, a high extent of
covariances could be expected. Leung et al. (2020) reported that mycorrhizal fungi co-occurred
more frequently with bacteria compared to non-mycorrhizal fungi. Here we showed that fungal
symbiotrophs remained assortative across the roots of several plant species in inter-kingdom
networks. This minor interactions between mycorrhizal fungi and bacteria suggest that their
niche do not overlap during drought in desert. However, we also highlighted that symbiotrophs
were more structural in inter-kingdom relationships compared to the intra-NLQJGRP |V
relationships, thereby suggesting that they had a structural role in fungal-bacterial interactions.
For example, symbiotrophic fungus nodes were found to be highly structural in inter-kingdom
networks, i.e. to a greater extent than in fungal networks alone. This structural role may
however have been due to indirect rather than direct interactions, as suggested by the high
assortativity. This further supports previous findings on the ability of fungi to improve the

stability and connectivity of bacterial networks as compared to intra-kingdom networks
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(Maurice et al., 2024; Yang et al., 2022). For instance, arbuscular fungi are known to alter litter
decomposition by providing carbon to other decomposing microorganisms (Herman et al.,
2012), potentially affecting their co-occurrence in the rhizosphere. Moreover, fungal-bacterial
co-occurrence networks were found to be driven by soil niches, while mycorrhizal fungi co-
occurred more frequently with bacteria compared to non-mycorrhizal fungi (Yuan et al., 2021).
Lastly, we confirmed the importance of considering inter-kingdom relationships when studying
the microbiome. It is essential to assess the microbiome and its covariance relationships at

different resolutions so as to gain greater insight into the microbiome assembly and interactions.
Conclusion

Here we obtained solid evidence indicating that the plant species is a strong factor of
in microbiome assembly in a desert environment under harsh abiotic constraints. More
importantly, we found that symbionts, particularly mycorrhizal fungi, were consistently
assortative across plant species despite the reorganization of their interaction at the OTU level
in different plant species. This suggests that there is a strong niche partitioning under the high
constraints that prevail during desert drought periods. Rhizobiales and Frankiales species
were more structural of both, intra-kingdom and inter-kingdom network global architecture than
symbiotrophic fungi, thus indicating their great importance in desertic environments. We used
covariance networks and were able to assess general assembly patterns in the plant
microbiome, and the conserved assortative structure of mycorrhizal fungi. These patterns have
already been identified in the gut microbiome and suggest that assortativity is a general
assembly rule of microbial network across various hosts. While assortativity is an important
feature of microbial networks, these patterns now need to be studied in environments under
diverse environmental conditions to further assess how they are conserved, and how they

impact microbial function and resilience across the global plant microbiome.
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Supplemental methods 1: Samples processing, library preparation and bioinformatic pipeline

Soils yielded very low amount of DNA during previous extractions, thus, to ensure high DNA
concentrations, soil DNA extractions were performed after shaking 5 mL of soil in 20 mL of
sterile milliQ water. The supernatant was centrifugated for 5 min at 12,000 g and the pellet was
isolated for extraction. Roots were washed with sterile water, flash frozen with liquid nitrogen
and ground with a ceramic ball for 3 cycles of 30 s at 5.0 speed in a FastPrep- & *

LQVWUXPHQW IURP 03 %LRPHGLFDOVE ,UYLDHU & IWKIHQ UBHLLD R 8/6°¢
with the FastDNA SpinkitforsoiO 03 %LRPHGLFDOVE '1$ FRQFHQWUDWLRQV
fluorescence with a Quant-L7E 3LFR*UHHQE& GV'1$ $VvVvD\ .LW 7KHUPR)LVK

Waltham, Massachusetts, USA) using a Tecan Spark ® (Tecan Group Ltd., Mannedorf,
Switzerland). The concentration measurement was used to normalize the DNA concentrations

to 0.3 ng /! before PCR amplification. Reactions were performed in 20 / and consisted of

10 / Rl %XIIHU ODVWHU PL[ FRQWDLQLQJ 7KHUPRW\FLHROQWLILF

Polymerase (ThermoFisher Sc LH Q W L | L FIdf DMSO, 4.5 L of DNAse free water, 3 L
of DNA (0.3 ng. L?), 1 L of forward primer and 1 L of reverse primer tagged with a short
nucleotide sequence. The PCR conditions used were identical for the fungal and bacterial
amplifications and were performed in a Veriti 96-well Thermal Cycler (ThermoFisher
6FLHQWLILFE XQGHU WKH IROORZLQJ FRQGLWIFRRWHYV
including denaturation at 94°C for 10 s, annealing at 55°C for 20 s, and extension at 72°C for
20 s, with a final polymerization extension at 72°C for 7 min. All reactions were performed in
triplicate and then pooled before deposition on 2 % agarose gel, with the corresponding
negative control, for amplification quality control. ITS2 region amplification products were
purified using Agencourt AMPure XP beads (Beckman Coulter Inc., Fullerton, California, USA)
and performed on a magnetic rack with a 1:1 (v:v) ratio of AMPure XP per PCR product. The
magnetic beads were then rinsed twice with 70 % ethanol before final elution in 70 L of Qiagen
EB buffer. For 16S purification, an additional PCR product migration step on 2 % agarose gel
(80 V, 90 min) was performed to separate and recover the band specific to bacterial 16S (lower
band, around 400 bp), and eliminate plant chloroplastic 16S DNA (higher band, >600 bp, co-
amplified during PCR). The recovered bands were purified using the QlAquick gel purification
kit (Qiagen, Hilden, Germany). The purified PCR product concentration was then measured
with PicoGreen and one equimolar pool (50 ng/sample) for each marker gene (16S and ITS2)
was prepared. Each pool was finally purified twice using Agencourt AMPure XP beads,
guantified and finally eluted in 40 L of EB buffer (Qiagen). MetaFast library preparation and
amplicon sequencing were performed on an Illlumina 2 x 250 bp NovaSeq platform by Fasteris
SA, Switzerland (www.fasteris.com). We used a pipeline based on VSEARCH (Rognes et al.,

2016) and available in GitHub (https://github. com/BPerezLamarque/Scripts/) for data
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processing. Briefly, paired-end reads were merged using the fastq_mergepairs function with
default parameters. We applied a quality check and removed merged reads with more than
two alignment errors. Then filtered merged reads were assigned to the respective samples
based on tagged primers (demultiplexing) with O accepted error regarding the primers and tag
sequences using the Cutadapt tool. We removed chimeras de novo by using the VSEARCH
uchime3_denovo option and assigned the taxonomy to each amplicon sequence variant (ASV)
using the usearch_global option with default parameters. We used SILVA 138.1 and UNITE
(v.8.0) databases for bacteria and fungi, respectively. The ASV tables were then filtered from
contaminants based on comparisons with amplified negative controls using the DECONTAM
(prevalence method) R package. Only ASVs with long sequences (> 200 bp), assigned to the

bacterial and fungal kingdom, presenting an acceptable abundance ( N 100 reads) and

amplified in at least one sample, were kept for subsequent analyses.
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Supplemental methods 2: Assessing the effect of sampling season on community

composition and sequencing reads structure

Before network construction, each corresponding dataset need to homogeneous and any
environmental filtering should be avoided as to not biases the covariance relationships
between taxa [1,2]. To do so, we examined if the sampling season affected the microbial
communities in each root and rhizosphere compartments of every species for the three
amplicons. First, we assessed if season had an impact on community composition by
visualizing community composition using nMDS on the Bray-Curtis distances matrix of the
Hellinger transformed count tables for each amplicon (ITS, 18S, 16S) (Fig S11). Distinct
patterns are visible as community composition is mainly driven by the plant species rather than
season, as confirmed by the PERMANOVA results (Table S1). Plant species explained the
majority of variation in community composition (R? = 0.23; 0.20; and 0.26 in the rhizosphere
and R? = 0.22; 0.21; and 0.26 in the roots for ITS, 18S and 16S respectively) compared to
season (R? = 0.01 for the season). However, when looking at the specific PERMANOVA
performed on the subsetted dataset for each species*compartment, a higher variance was
attributed to the sampling season for each species (Table S2), but was still negligible in
comparison to the species effect. The second feature we examined was whether specific taxa
were detected between seasons and to what extent they impacted the overall reads counts.
To do so, we checked the specific and shared taxa across each species*compartment
combinations for the three amplicons using venns diagramms (Fig S8, S9, S10). Overall, the
majority of taxa were shared across the two seasons for 18S. For ITS and 16S, a higher
proportion of taxa were specific to either spring or summer sampling season, however, they
only represented a minority of reads, as 94.4 to 99.7% of reads were common between the
two seasons. For the roots of RR (R. raetam), only 82.5% of sequence reads were common
for ITS. This information is crucial for network construction as it highlight that most of the
specific OTU or ASV specific to each sampling season is mostly composed of rare taxa. They
could be induced by chimera formation, contamination but could also represent real taxa. As
the goal of this study is to assess the impact of the symbionts on the extended microbiota, we
will mainly focus on robust relationships among the representative microbiome of each plant
species. As it is often the case before network construction, both a prevalence and abundance
filter will be performed to eliminate the little variation caused by the two sampling seasons on
the community composition. These operations, will allow to avoid the effect of environmental
filtering while significantly improving the robustness of the networks by increasing the number
of samples (doubling) for each network construction. Furthermore, arid desert soil and plant

microbiome variation is mainly induced by water availability during precipitation through the
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So-FDOOHG pSXOVH UH3/4H Bsrre pEebDipittionis ver§ recorded between the two
sampling seasons, they should not differ in composition, a feature observed in our datasets.

Finally, we tested the effect of sampling seasons on the bulk soils for each amplicon (Fig S12).
The reported R? was 0.031**, 0.056*** and 0.048*** for ITS, 18S and 16S respectively, which
further supported the low contribution of the seasonal effect on community composition. Site
effect was higher, but was mainly driven by the site HP and ST, both located in sand dunes,

with high silica content as reported in Figure 2 of the main text.

Supplemental methods 3: Soil composition as a driver of microbial composition

To assess which soil parameters significantly impacted microbial compositions, partial mantel
tests were used between the centered log ratio XRF atomic composition and pH with the three
microbial compositions matrices (ITS, 18S, 16S). Spearman correlation was used to assess

the correlations across soil compositions variables (Fig S13).
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Supplemental methods 4: Networks construction

Networks were constructed according to the pipeline described in Figure S6. Each ITS, 18S
and 16S sequencing datasets were first subsetted according to each root and rhizosphere
compartments, then by plant species. Low sequencing depth samples were removed from
each subsetted dataset to avoid excessive dispersion. As seen in Figure S23 and
Supplemental methods 2, rare species represent an important proportion of OTU and ASV,
while representing a low proportion of sequence reads. This effect was of higher order for
bacteria were a 4-fold range between the effective number of ASV between g0 et g1 was
observed. Thus, for bacteria we first applied an abundance threshold of 0.005% to remove
rare ASV, then a prevalence filter of 60% was applied. For fungi identified with both ITS and
18S, we only applied a 10% prevalence filter as this was sufficient to recover most shared OUT
between samples. From these new filtered OTU and ASV tables we constructed the co-
occurrence networks using SPIEC-EASI [1], using the Meinshausen and Biihlmann method
MPEY QHLJKERUKRRG VHOHFWLRQ PHWKRG (DFK QHWZRRUN ZDV
0.01, with 100 lambda values over 100 cross-validations and models were selected using the
Stability Approach to Regularization Selection (StARS) algorithm with a stability threshold of
0.05, that was assessed for each network construction. Cross-domain networks were
constructed using the intersection of samples from the previous subsetted tables using the
extended SPIEC-EASI method [2]. For these networks, the lambda ratio varied between 0.01
and 0.0001 to reach the stability threshold of 0.05. Then, for each network, we symmetrized
the beta coefficient matric selected from the MB neighborhood selection as well as the
symmetric matrix with edge-wise stability from the StARS-optimal network and only kept the
edges that appeared in 80% of the sub-networks. This method is similar as keeping the most
significant correlations in Spearmann correlations networks and allowed us to achieve a better
sparsity in the selected network by improving confidences of edges. In total, this yielded 65
individual networks, which we then analyzed using igraph and Gephi. So as not to overload
the number of figures, all network visualizations are available in the supplementary figures
S16-S19.
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Supplemental methods 5: Topological roles of symbiotic nodes based on their among

module and within module connectivity

Identifying the role of different nodes in the network structure is an important topological
parameter for qualifying their relative structural importance. First, we calculated their
bdp

modularity 3 for undirected weighted networks using 3 LG—Z Ay éB#U\FECIJ R v2 Where

#g is the weight of the edge between Eand F GyL Ay#is the sum of weights of the edges
attached to vertex E %js the community to which vertex Hs attached, m = 6—2 Ay dtosthe U

function U : Q &sRL;if Q L ,Rwhich reflects the fact that they are in the same module, and 0
otherwise [3,4]. Then, we classified them based on their within module connectivity ( <) and

among module connectivity ( 23 [5] using : <L o@?:g, where =gis the number of intra-module

connections of node E#SS the mean of intra-module connections in module CGand é%s the
N A 6
standard deviation, 25L s F Aage‘z’@%ﬂ, where = is the number of connections of node En

module O HYHQ LQ LWV R Z%s hR&reetf nBd® GModule hubs ( <> 2.5) are
structural to their own module, network hubs ( <> 2.5, 2> 0.62) are structural for their own
module and overall network, connectors ( << 2.5, 2 0.62) connect different modules, and
peripherals (<< 2.5, < 0.62) has few links in their own and to other modules. Finally, we
isolated the Glomeromycotina from the single domain networks (ITS, 18S) and cross-domain
networks with bacteria (16S-ITS, 16S-18S) and visualized for each species and compartment
(rhizosphere and root) how each node were classified according to their <gand 2Zyvalues
(Figure S20). We also isolated Rhizobiales and Frankiales nodes using the same method
(Figure S22).
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Table S1: PERMANOVA table for each compartment (rhizosphere and roots) and amplicon
(ITS, 18S, 16S) wusing the formula: Hellinger transformed ASV or OTU

matrices~Species*Season with 10,000 permutations.

Df  SumOfSqgs R2 F Pr(>F) Df  SumOfSqgs R2 F Pr(>F)
ITS Rhizosphere ITS Roots
Species 5 23.97 0.23 17.15 1.00E-04 | 5 24.06 0.22 1553 1.00E-04
Season 1 0.72 0.01 258 5.00E-04 1 1.12 0.01 3.61 1.00E-04
Species:Season 5 3.16 0.03 226 1.00E-04 | 5 3.17 0.03 2.05 1.00E-04
Residual 273 76.30 0.73 NA NA 263 81.51 0.74 NA NA
Total 284 104.15 1.00 NA NA 274 109.86 1.00 NA NA
18S Rhizosphere 18S Roots
Species 5 15.56 0.20 14.00 1.00E-04 | 5 16.74 0.21 14.03 1.00E-04
Season 1 0.54 0.01 242 6.00E-04 1 1.13 0.01 4.72 1.00E-04
Species:Season 5 2.34 0.03 211 1.00E-04 | 5 211 0.03 1.77 1.00E-04
Residual 274 60.90 0.77 NA NA 245 58.49 0.75 NA NA
Total 285 79.34 1.00 NA NA 256 78.48 1.00 NA NA
16S Rhizosphere 16S Roots
Species 5 19.65 0.26 20.57 1.00E-04 | 5 16.60 0.26 15.37 1.00E-04
Season 1 0.54 0.01 2.84 8.00E-04 1 0.58 0.01 2.68 3.00E-04
Species:Season 5 2.99 0.04 3.13 1.00E-04 5 1.92 0.03 1.78 1.00E-04
Residual 267 51.02 0.69 NA NA 210 45.35 0.70 NA NA
Total 278 74.21 1.00 NA NA 221 64.44 1.00 NA NA
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Table S2: PERMANOVA table for each compartment (rhizosphere and roots) and amplicon
(ITS, 18S, 16S) using the formula: Hellinger transformed subsetted ASV or OTU matrices per
species*compartment ~ Season with 10,000 permutations.

Species R2 F Pr(>F) Species R2 F Pr(>F)
ITS Rhizo ITS Root

H. salicornicum 0.064 3.17 1.00E-04 H. salicornicum  0.047 2.31 4.00E-04
H. persicum 0.026 1.14 2.61E-01 H. persicum 0.032 151 7.42E-02
H. lippii 0.029 1.33 7.91E-02 H. lippii 0.047 2.13 5.30E-03
A. spinosus 0.041 1.94 1.60E-03 A. spinosus 0.077 3.78 1.00E-04
R. raetam 0.033 1.56 8.10E-03 R. raetam 0.063 2.30 2.00E-04
S. plumosa 0.111 5.99 1.00E-04 S.plumosa 0.042 2.09 2.60E-03
18S Rhizo 18S Root

H. salicornicum 0.058 2.92 3.00E-04 H. salicornicum  0.044 2.05 3.70E-03
H. persicum 0.028 1.17 2.08E-01 H. persicum 0.056 2.62 4.00E-04
H. lippii 0.039 1.88 9.30E-03 H. lippii 0.063 2.95 1.00E-04
A. spinosus 0.032 154 281E-02  A.spinosus 0.049 2.49 2.00E-04
R. raetam 0.027 1.25 1.69E-01 R. raetam 0.055 1.87 6.10E-03
S. plumosa 0.086 4.60 1.00E-04 S.plumosa 0.054 1.82 1.42E-02
16S Rhizo 16S Roots

H. salicornicum 0.058 2.92 3.00E-04 H. salicornicum  0.060 2.62 1.00E-04
H. persicum 0.028 1.17 2.08E-01 H. persicum 0.036 1.43 5.49E-02
H. lippii 0.039 1.88 9.30E-03 H. lippii 0.087 1.72 1.06E-02
A. spinosus 0.032 1.54 2.81E-02 A. spinosus 0.030 1.47 3.26E-02
R. raetam 0.027 1.25 1.69E-01 R. raetam 0.084 2.86 1.00E-04
S. plumosa 0.086 4.60 1.00E-04 S.plumosa 0.044 1.62 2.03E-02
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Table S3: Assortativity of Dominakia genus identified with ITS and Glomus genus identified

with 18S across plant species roots.

Marker Species  Genus  Assortativity
ITS HS Dominikia 0,94
ITS RR Dominikia 0,70
ITS H Dominikia 0,54
ITS AS Dominikia 0,32
18S HS Glomus 0,70
18S HP Glomus 0,22
18S RR Glomus 0,80
18S H Glomus 0,80
18S AS Glomus 0,60
18S ST Glomus -0,02
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Chapitre 3

Chapitre 3

3.1 &RQWH[WH GH OfpWXGH

Dans le chapitre 2, nous avons précédemment étudié les relations de covariance du
microbiome des plantes dans un environnement naturel. En premier, nous avons identifié que
OfHVSgFH YpJpWDOH pWDLW XQ IDFWHXU VLIJQLILFDWWwIlaGHY DVV
VSPFLILFLWp GHV UHODW L Bhele desHaxorsY \allytéDeete dpdcif@ifep une
organisation structurelle supérieure était conservée dans les réseaux bactéries-champignons.
Cette organisation, identifiée comme un motif assortatif mixte, était plus important chez les
champignons symbiotiques et était conservée entre les espéces végétales. De plus, les taxons
VAPELRWLTXHYV IRQJLTXHV HW EDFWpULHQV pWDLHQW W \G\WRQFWLH
GHVY UHODWLRQV DX VHLQ GX PLFURELRPH &HV UpVXOWMEDWY QRX
JOREDOH GHV UpVHDX[ PLFURELHQV GDQV OfYpFRV\VWgBH DULGH

nouvelles hypothéses en écologie microbienne.

Cette précédente analyse a été réalisée dans des environnements naturels aux
pressions biotiques et abiotiques relativement homogénes. Cependant, les écosystemes font
face a de nombreux stress de nature anthropique ou naturelle /fXVDJH DJULFROH LQGX
exemple des pressions considérables sur cet écosysteme oasien fragile. Dans le bassin
GY1$080D OD FXOWXUH GuXe priatique Lhistoriq@eDtavijdltsHb plddéWans la
région, ou de nombreuses palmeraies sont encore en activité. Cette culture nécessite un
apport en eau important et constant. Dans le contexte du changement climatique, de la
UDUpIDFWLRQ GH OD UHVVRXUFH HQ HDX FDXVpH SDdef@fpSXLVH
YRORQWpP GH OD GLYHUVLILF pY leRoQrigie RI@HR BruclaKde datesnd&ro D

| fnpact des perturbations liées a O | Fs¥N usage sur la biodiversité.

C §st dans ce contexte qu §u sein de ce chapitre j §i étudié | §ffet des précipitations sur
le microbiote du sol et des plantes. Plus précisément, la comparaison de | fmpact de cycles
d fhondation et de dessication dans un contexte agronomique ou naturel va me permettre de
déterminer la réponse et | §daptation des communautés microbiennes du sol et des plantes
de cet écosystéme désertique. Pour caractériser cet effet, 5 sites ont été choisis sur le critére
de leur relation a la disponibilité passé de la ressource en eau. Parmi eux figurent des
anciennes fermes, ou | fisage agricole passé était caractérisé par une irrigation par inondation
journaliére. Puis, un bassin d §vaporation, qui est une dépression topologique créée par les

précipitations annuelles intenses, un phénoméne naturel. Ces sites aux fonctionnements
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contrastés seront comparés a des sites dans des environnements naturels. Une mission en
mars 2022 m §int permis de collecter des échantillons de sol, de rhizosphére et de racines pour
préparer un séquencage lllumina. Pour caractériser | fnpact de ces différentes perturbations,
j i étudié la réponse de la structure et de la stabilité des réseaux microbiens sur chacun des
sites. En premier, j §i cherché a comparer la topologie des réseaux bactériens et fongiques en
fonction de | fisage passé des sites d §tude. Puis, j §i appliqué les analyses de stabilité aux
réseaux microbiens pour déterminer comment la structure des communautés microbiennes
étaient impacté par le fonctionnement des différents sites. Enfin, j §i cherché a déterminer si
les relations inter-royaume entre les bactéries et les champignons avait pour effet d §méliorer

la stabilité des réseaux.

Cette premiere étude s Ftéresse au lien entre la ressource en eau et le microbiome sur
le long terme, mais les écosystéemes arides sont caractérisés par une disponibilité de la
ressource en eau trés ponctuelle. Dans une seconde étude, j §i donc cherché a complémenter
| §tude de | fnpact des précipitations passées sur le microbiome désertique. Entre mes deux
prélevements de terrain, les précipitations n§int pas été suffisantes pour étudier | §ffet
saisonnier de la disponibilité en eau sur une échelle temporelle annuelle. Dans ce contexte de
sécheresse prolongée, | §ii donc décidé de réaliser une expérience in situ de simulation de
précipitation pour étudier plus spécifiqguement la réponse du microbiome sur le court terme a
une disponibilité ponctuelle de la ressource en eau. Cette étude a pour but de déterminer la
réponse taxonomique et différentiellement abondante en réponse a une précipitation, et

d Mentifier les taxons pionniers qui colonisent des racines fraichement émises.

Grace a ces études, nous avons pu en premier observer que la structure des réseaux
était fortement impacté par | flsage agricole passé en comparaison a une perturbation naturelle,
dont les réseaux étaient caractérisé par une meilleure stabilité. De plus, les champignons
avaient pour effet d §méliorer la stabilité des réseaux bactériens au sein de la perturbation
naturelle. Ces résultats permettent de mettre en évidence | fnpact durable d fine irrigation
intense sur la stabilité des réseaux microbiens. lls suggerent également un réle important de
la temporalité et de | Mtensité de la modification de la ressource en eau sur | §daptation
structurelle du microbiome. Dans un second temps, | §ii pu identifier les taxons dépendants
des précipitations et les taxons pionniers dans la colonisation de nouvelles racines.
Collectivement les résultats ce chapitre permettent d §méliorer la compréhension de la
réponse du microbiome a la ressource en eau dans des temporalités contrastées et dans le

contexte de | flsage agricole caractéristique de cette région.
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3.2.  Article 3: S3Anthropic disturbances impact the soil microbial network structure

and stability to a greater extent than natural disturbances in an arid ecosystem

Cet article a été publié dans le journal Science of the Total Environment “en janvier
2024. 1l a été réalisé en collaboration avec les équipes du MNHN et de Valorhiz. Parmi les
auteurs, Amélia Bourceret a réalisé le démultiplexage, le regroupement des séquences en
278V HW HQ $69V HW O9YDVVLJQGgWehdadge INMDIn&RNIFTE. IS Mo@sef
a participé au prélevement d §chantillons et aux releveés floristiques associés qui sont en cours
de valorisation dans une autre étude. Stéphane Boivin et Liam-Laurent Webb ont participés a
la révision du manuscrit. Hassan Boukcim a mobilisé du personnel de Valorhiz pour participer
au préléevement d §chantillons et avec Marc-André Selosse et Marc Ducousso ils ont supervisé
le projet et mes travaux. Adeline Dehail a participé a la préparation des librairies et Romain
Destabel a participé a la préparation des échantillons de sol pour leur analyse. Coraline
Damasio a participé Coraline Damasio a participé a |§nsemble de OfpFKDQW,LLOORQQDJ
OTRUJDQLVDWLIiRiSrattbmwdy pfj§tD & participation concerne Ma participation
concerne OD FRQFHSWXDOLVDWLRQ GH éesfpHandlicrid O HN [ B/WDdaW IHPM G W
OD SUpSDUDWLRQ GHVY OLEUDLULHY OYDQDO\WH GHV VROV Of
production des figures, la soumission des séquences dans une base de données publigue, la
rédaction initiale du manuscrit ainsi que la préparation et soumission des révisions.
L §nsemble des auteurs a participé a la révision du manuscrit, avec un soutient

particulierement important des équipes du MNHN.
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