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Présentation des structures d’accueil et des travaux effectués
Cette étude s’inscrit dans un projet ANR « LongTIme » qui vise a évaluer l'influence sur le

long terme de |'effet des activités Amérindiennes sur le paysage Amazonien actuel. Elle s’est
réalisée grace a un partenariat avec deux laboratoires Toulousains, le laboratoire d’Evolution
Diversité Biologique (EDB, CNRS) et le laboratoire DYNamiques et écologie des Paysages
AgriFORestiers (DYNAFOR, INRA-INPT); mais également avec le Centre d’Ecologie
Fonctionnelle et Evolutive de Montpellier (CEFE, CNRS).

Dans le cadre de mon stage, l'intérét est porté sur les communautés d’organismes du sol et
leur organisation en réponse a une anthropisation passé des sols. Ici, 'anthropisation passée

des sols fait référence aux activités Amérindiennes de I'’époque pré-Colombienne.

Accompagnée de Mélanie Roy, maitre de conférences et chercheuse au laboratoire EDB, la
réalisation des travaux d’échantillonnage de sol sur le terrain en Guyane frangaise ont été
effectués. Ce laboratoire dispose d'équipements permettant de réaliser les analyses
moléculaires et bioinformatiques afin d’extraire les ADNs ciblés dans cette étude. L'avantage
pour cette étude qui tente a caractériser les communautés de sol de Guyane est que ce
laboratoire étudie plus particulierement les processus évolutifs mais aussi les regles

d’assemblages d'espéces au sein des communautés.

La deuxieme partie de mon stage s’est déroulée a DYNAFOR, avec Antoine Brin, enseignant-
chercheur a I’école d’ingénieurs de PURPAN. Les activités de ce laboratoire se concentrent
sur |'écologie des paysages agricoles et forestiers. Certains travaux concernent plus
particulierement la gestion durable des ressources forestiéres. Bien que les écosystémes
étudiés soient situés dans des contextes européens assez différents du contexte amazonien,
les réflexions relatives a la maturité et I'ancienneté des foréts rejoignent certains objectifs
du projet LONGTIME. Les analyses statistiques ont été effectuées sur ce site avec I'appui

d’Antoine Brin et de Mélanie Roy.

Des analyses pré-séquencage de vers de terre ont également été réalisées sous la

supervision de Thibault Decaéns, au laboratoire du CEFE a Montpellier.

Les données relatives aux vers de terre n’ayant malheureusement pas été disponibles en
temps voulu, les résultats présentés dans ce rapport concernent uniqguement la structure et

la composition des communautés de champignons des sols de Guyane face a une



exploitation passée de leur sol. De plus, ce travail s’inscrit dans un projet plus large avec des
volets (datation charbon, pédologie et botanique) qui livreront plus tard des résultats qui
seront combinés aux données champignons pour approfondir les premiéres analyses

présentées ici.

Introduction
La forét amazonienne est caractérisée par sa grande richesse végétale et son hétérogénéité :

15 000 especes d’arbres y sont recensées et 200 peuvent cohabiter sur un seul hectare
(Chave et al, 2001; Poncy et al, 1998). Les foréts amazoniennes matures, par leur
biodiversité préservée et I'absence d’occupation humaine contemporaine, sont souvent
considérées comme vierge et intouchées. Elles se caractérisent par la présence d'arbres
vivants grands ou vieux et d’un volume élevé de débris ligneux grossiers dans différents états
de décomposition (Cateau et al, 2015). Ces foréts primaires, malgré leur maturité ont tres
bien pu étre utilisées et gérées par I'homme dans le passé. En effet, la définition d’une forét
primaire repose sur |I'achevement d’un cycle naturel, ou les arbres peuvent s’installer et
mourir sans intervention humaine (Cateau et al, 2015). En Amazonie, I'dge d’une forét
primaire varie entre 400 et 700 ans, et I’état actuel des foréts cache souvent un passé bien
plus peuplé. En effet, les découvertes récentes de nombreux sites archéologiques
témoignent de I'importance des villages, répartis le long des rives de I'"Amazone (Rostain,
2017b, 2013; Iriarte et al, 2010; McKey et al, 2010). La vallée de '’Amazone fut densément
peuplée avant l'arrivée des Européens, et on estime que 101 millions de personnes vy

vivaient au XVe siécle (McMichael et al, 2017).

Grace aux interactions entre archéologues et écologues, des travaux récents ont démontré
que les sites autrefois peuplés se caractérisent aujourd’hui encore par une structure
forestiere différente et par l'introduction d’espéces notamment cultivées comme
Bertholletia excelsa, Inga ynga, Theobroma cacao... (Levis et al, 2017; Decaéns et al, 2016;
Iriarte et al, 2010). En effet, pres de 85 espéces de plantes ont été domestiquées en
Amazonie (Levis et al, 2017). Plus globalement les peuplements passés ont pu modifier le
paysage Amazonien et ses formations végétales en terme d’abondance et de répartition
d’espéces d’arbres (Heckenberger et al, 2003, 2008; McKey et al, 2010). || semble ainsi que
les sites les plus riches en espéces d’arbres aient été occupés par le passé (Levis et al, 2017).

L'impact des peuplements passés sur la flore fait I'objet de nombreuses recherches, et



souligne les conséquences majeures non seulement de la présence des hommes, mais

également de leur mode d’agriculture et de leur travail du sol.

Les sols tropicaux sont tous relativement pauvres en nutriments et riches en argiles
compactes et peu drainantes (les terra firme) (Rostain, 2017). En Amazonie, les sols sont
aussi engorgés la moitié de I'année les conséquences sur les sols sont la faible fertilité de ces
derniers et le climat tropical favorise le développement de nombreuses maladies. Les
archéologues ont révélé différentes facons de travailler le sol et de contourner ces
contraintes (Topoliantz et al, 2006). L'exemple de la terra preta (« Anthropogenic Dark
Earth ») est le mieux documenté. Il s’agit d’une terre noire, enrichie en matiére organique,
charbons et tessons par des siécles de présence humaine. Les sols de terra preta favorisent
la croissance des plantes grace a leur fort taux de nutriments, leur faible acidité et une forte
concentration de carbone (Balee, 2010; Junqueira et al, 2010). Par ailleurs, la forte
concentration en charbons semble avoir favorisé des communautés de vers de terre
spécifiques, comme les Pontoscolex (Ponge et al, 2006). En Guyane, la terra preta est
absente, mais on retrouve un bon exemple de domestication du paysage : les vestiges de
champs surélevés dans les savanes (Rostain, 2008). Cette pratique a été abandonnée mais
les champs persistent sous forme de buttes. En effet, la surélévation semble avoir
sélectionné une faune d'ingénieurs du sol, comme des fourmis et vers de terre, qui ont auto-
entretenu les monticules et contribué au maintien de ce paysage (Renard et al, 2012).
D’autres paysages ont pu ainsi étre modelés par I'homme, et la découverte de nouveaux
sites par les archéologues invite a s’intéresser aux conséquences pour la faune et la flore, et

le maintien de ces modifications sur le long terme.

L'usage du LIDAR en pleine forét amazonienne a récemment révélé des « montagnes
couronnées ». Ces structures typiques de Guyane sont positionnées en hauteur, et sont
délimitées par des fossés. Leur rble est encore hypothétique, et elles sont souvent entourées
de foréts de lianes, et de cambrouses (Brancier et al, 2014). Les botanistes ont démontré
gue ces sites étaient enrichis en espéces utiles pour les hommes, notamment de palmiers et
d’espéeces héliophiles. L'objectif du projet LONGTIME est de décrire les modifications du sol,
mais aussi d’appréhender la réponse d’autres organismes a ce changement de paysage. Les

champignons sont sensibles aux modifications édaphiques, notamment a |'enrichissement



en azote ou en phosphate, ou méme a des changements de texture du sol (Tedersoo et al,

2014, 2012).

Sur le site des Nouragues, les archéologues et pédologues ont révélé des sols enrichis de
charbons et tessons a proximité de fossés et dans les foréts de lianes et les cambrouses.
Tous ces habitats se trouvent relativement proches spatialement, et jouxtent des foréts
matures ou les traces sont absentes. L'objectif du stage est de caractériser les communautés
de champignons présentes dans le sol des sites de forét anciennement anthropisées ou non,

et selon les différents habitats.

La premiere hypothése de cette étude porte sur la structure et la composition des
communautés en lien avec I'histoire des sites échantillonnés. Des différences dans la
composition et la structure des communautés sont attendus entre sites anciennement
anthropisés et sites témoins de forét mature. Ces différences devraient étre plus grandes
gu’attendues au hasard et moins expliquées par la distance que par la typologie des sites.
Chez les bactéries des sols, un processus d’homogénéisation des communautés
accompagnée d’une perte de diversité est observé dans les sols amazoniens anciennement
anthropisés (Rodrigues et al, 2013). Sur la base de la littérature, Le méme constat est
observé pour les communautés fongiques des sols de terra preta qui sont plus semblables
gue celles des sols voisins non anthropisés (Lucheta & Cannavan, 2016). On s’attend donc a
une diversité beta entre les sites anthropisés inférieure a la diversité beta entre les sites non
anthropisés. Par ailleurs, si les sites anthropisés hébergent une fonge a la variabilité réduite,
il est probable que cette fonge représente aussi un sous-ensemble des especes présentes en
forét mature. La richesse spécifique des sites anciennement anthropisés serait alors réduite,

et on ne s’attend par a trouver des especes spécialistes ou indicatrices sur de tels sites.

La deuxieme hypothése porte sur les modes trophiques des champignons : si les sols a
proximité des fossés sont plus drainants et que I’habitat est plus héliophile, il est probable
gu’ils aient favorisé des champignons ectomycorhiziens, qui établissent des symbioses avec
les racines des arbres. Ces champignons sont en effet retrouvés plus fréquemment sur des
sols sableux ou dans des foréts basses (Roy et al, 2016). Les champignons ectomycorhiziens
restent rares en Amazonie (Corrales et al, 2018), et leur détection visuelle est souvent
limitante. Par une approche de metabarcoding, couplée a l'usage de bases de références

(Ritter et al, 2018) notamment sur I'écologie des champignons (Funguild, (Nguyen et al,
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2016)), il sera possible d’identifier les séquences appartenant a de tels champignons dans les
sols tropicaux et de tester si les sols anciennement anthropisés se caractérisent par une plus

grande proportion de champignons ectomycorhiziens.

Matériel et méthode

Echantillonnage : présentation du site et protocole
L’échantillonnage s’est déroulé en février 2018 au cceur de la forét tropicale amazonienne,

dans la Réserve Naturelle des Nouragues en Guyane frangaise. La réserve est étudiée pour la
diversité de ses habitats et représente une forét non exploitée depuis au moins 100 ans. Son
nom est dédié a une communauté amérindienne, et des traces d’occupation ont pu étre
relevées de -7000 ans a 300 ans (Dallmeier & Comiskey, 1998). Les sites d’échantillonnage
sont répartis autour de la riviere Aratai et au pied de I'Inselberg des Nouragues. lls ont été
déterminés a partir de la détection de fossés a partir d’'images LIDAR et d’observations
d’archéologues, écologues et de pédologues sur le terrain. Quatre habitats ont été ainsi
identifiés a proximité des fossés, 1) des foréts « témoins » caractérisées par des arbres
matures, des chablis naturels, 2) des cambrouses ol les marques d’anthropisation sont
abondantes (dominées par des poaceae/bambusoideae), 3) des foréts de lianes et 4) des

foréts entourées de fossés (montagne couronnée/éperon barré) (Figure 1, 2,3).

1
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Figure 1. Localisation des camps Inselberg et Pararé de la réserve naturelle des Nouragues. (D’aprés Ringler et
al., 2016).
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Figure 2. Localisation des sites et habitats échantillonnés au niveau des massifs Inselberg et Aratai. (La

figure a été acquise grace au package R ggmap sur fond Googleearth).
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Figure 3. Représentation photographiques des différents habitats échantillonnés, en rouge un exemple de
cambrouse, en rose de montagne couronnée, en bleu de Forét mature et en orange de forét de lianes.

Sur chaque site, une parcelle de 1 hectare a été délimitée de fagon a représenter un plateau
homogene ol 16 points de carottage seront répartis de facon réguliére, tous les 20 meétres
(quadrat de 60*60 m, Figure 4). Pour chaque point de carottage, I'échantillon est constitué
de cing prélevements de sol, un au point central et quatre a 3,5 métres aux quatre coins
cardinaux de ce point (Figure 4). Seuls les premiers centimetres de la couche de sol ont été
récoltés aprés avoir retiré la litiere et les racines (5 a 10 centimetres). Ensuite, les cing
préléevements ont été placés dans un sac plastique afin de ne former qu’un seul échantillon
homogénéisé. Au total, 880 carottes de sol ont été prélevées et rassemblées en 176
échantillons. Le jour du prélevement, de retour au camp, 15 g de chaque échantillon sont

pesés, ensachés dans des sachets de thé propres et déposés sur un lit de 45 g de silicagel, le
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tout enfermé dans un sac ziploc. Le silicagel a été renouvelé le lendemain et parfois une

troisieme fois, de fagon a sécher rapidement les échantillons.

1ha

e © &6 . &6 o o o
o e o @
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@ @ @ @
20metres . @ @ . . . . . . . .
séparent les "y Cing points dar‘15 un
points centraux . . . . . . . . rayon de 3.5 métres
[ L @ [
® 6 &6 . & & o o
e 6 &6 . 6 o o o
o @ ) ] Transect repére
Transects
® @ . . . . . . ® Centre de la parcelle

Figure 4. Schéma du protocole d’échantillonnage appliqué sur chacun des onze sites ; au total, sur une parcelle
d’un hectare, 80 carottes de sol sont prélevées.

Phase expérimentale
Extraction
Au laboratoire Evolution diversité biologique (EDB), les 176 échantillons de sol ont été mis

en suspension et sous agitation durant 15 minutes dans 15 ml de tampon phosphate (1.97 g
de NaH2P0O4 + 14.97 g Na2hPO4, gsp 1L d’eau minérale cristalline). Un témoin composé
uniguement de tampon phosphate a été réalisé. Les étapes d’extractions de ’ADN contenu
dans les échantillons de sol ont été réalisées a partir du kit « NucleoSpin ® Soil Kit » de
Macherey-Nagel afin de purifier TADN. 2 ml du mélange sol/tampon phosphate ont été
centrifugés 5 minutes a 14 000 rpm (round per minute). Afin de lier 'ADN, 700 pl du
surnageant obtenu ont été ajoutés a 250 ul de tampon SB dans de nouveaux tubes
eppendorfs. Le mélange a ensuite été vortexé 5 secondes. Ces 950 ul ont ensuite été placés
dans des tubes «NucleoSpin Collectors Soil tube», avec tube collecteur sous une colonne qui
permet de capturer I’ADN aprés 1 minute de centrifugation a 10200 rpm. Enfin, en utilisant
les mémes colonnes, trois étapes successives de lavage de I’ADN ont été effectuées. Pour
cela, 400 pl de tampon SB (centrifugés 1 min a 10 200 rpm), puis 550 ul de tampon SW1 et
700 pl de tampon SW2 (centrifugés 30 secondes a 10 200 rpm) ont été ajoutés

successivement. Une derniere étape de centrifugation pendant 2 minutes a 10 200 rpm a
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permis de sécher la colonne. Les tubes collecteurs sous la colonne ont été retirés et
remplacés par des tubes eppendorfs qui vont récupérer ’ADN emprisonné dans la colonne.
Apres avoir ajouté 100 ul de solution d’élution SE et laissé incuber a température ambiante 1
minute, I’ADN a été élué par centrifugation 1 min a 10 200 rpm. L’ADN présent dans les

tubes eppendorfs est conservé a 4°C.

Amplification PCR
En conditions stériles, les échantillons d’ADN ont ensuite été dilués au 1/50%™ (98 pl d’eau

UHQ + 2 ul d’ADN) sur plaque.

Une approche en métabarcoding a été menée afin d’analyser les communautés de
champignons présentes dans les échantillons de sol. Afin de différencier ces échantillons,
chaque amplification a été réalisée avec un couple unique d’amorces marquées par une

combinaison unique de 6 nucléotides (« tag »).

La préparation des plaques PCR a été réalisée en conditions stériles et six blancs PCR par puit
ont été laissés vacants. Pour les autres puits, 2 ul d’ADN dilué ont été amplifiés avec 2 ul de
couples d’amorces. Ensuite le mix a été constitué de : 5,84 ul d’eau UHQ + 10 pl de tampon
MasterMix (DNTP, Taq polymérase) + 0,16 pl de BSA (Bovine Serum Albumin) pour un puit.
Apreés avoir centrifugé les plaques, I'amplification PCR, réalisée dans un thermocycleur, a pu
avoir lieu. Le programme PCR comportait cing étapes : une dénaturation initiale et activation
de la polymérase pendant 10 minutes a 95°C, puis 35 cycles avec une dénaturation des
fragments formés 30 secondes a 95°C, hybridation des amorces 30 secondes a 55°C, une
premiéere phase d’élongation de 1 minute a 72°C et une élongation finale a 72°C durant 7
minutes. Pour chaque plaque d’échantillon, un réplica a été effectué avec une plaque

d’amorce différente.

Pour vérifier la qualité et évaluer la quantité des produits PCR, un gel de 70 ml d’agarose a
1% de tampon TAE 0,5x a été préparé. Le mélange est chauffé au four a micro-ondes 1
minute et 30 secondes. Apres refroidissement, 14 ul de Sight DNA (intercalant) y ont été
ajoutés, le gel a enfin pu étre coulé, et les peignes positionnés. Pour vérifier 'amplification, 5
pl de huit échantillons par plague PCR ont été déposés par puit ainsi que 3 pl de marqueur
de taille (allant de 100 a 1000 pb). Avant cela, afin d’alourdir I’ADN, les 5 pl ont été
mélangés a un colorant vert contenant du glycérol et la migration se fait pendant 30 min a
100 V. Le gel a ensuite pu étre visualisé sur table U.V grdce au logiciel Vision Capt et
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I'intensité du signal a permis d’évaluer la quantité de produit PCR, par rapport au marqueur
de taille.

Séquencgage champignons

Avant d’étre séquencés, 4 ul de chaque produit PCR ont été mélangés dans un tube de 5 ml.
Le dosage du mélange s’effectue a I'aide d’un fluorimétre (Qubit 2-O Fluorometer) et ce
dernier a été dosé a 25ng/ul. Les échantillons ont ensuite été séquencés sur séquenceur

Miseq (Illumina) sur la plateforme GET du Genotoul.

Bioinformatique
Le métabarcoding en NGS se traduit par des millions de lectures. Les séquences ont été

analysées en utilisant a la fois le package OBITools (développé par LECA, Grenoble) et des
commandes Unix de base sur le cluster du GenoToul. Apres vérification du nombre identique
de séquences entre Readl et Read2 (R1, R2), la qualité des séquences a été quantifiée, les
séquences R1 et R2 ont été assemblées, les séquences identiques ont été rassemblées et les
séquences ont pu étre attribuées aux échantillons. Ensuite, les séquences de faible qualité (<
50 pb) ont été supprimées ainsi que les séquences observées une seule fois. Sur la base de la
similarité génétique des séquences, des clusters de séquences similaires a 97% ont été
formés (en utilisant Sumatra, seuil généralement utilisé pour les champignons (Nilsson et al,
2008). Les séquences ont été assignées a de possible taxons via des « blasts » sur la base de
Genbank (« Genetic Sequence Data Bank ») et via la similarité a des séquences de rang
taxonomique connu (fonction Ecotag des OBITOOLS). La fonction Ecotag permet d’assigner
la séguence au rang taxonomique le plus parcimonieux (par exemple la famille, si plusieurs

séquences de genres différents sont proches de la séquence de fagcon équivalente).

Etapes préliminaires : organisation des données pour analyses statistiques
Le jeu de données obtenu a la suite de I'étape bioinformatique et de I'étape d’agrégation

entre clusters similaires, consiste en une matrice d’abondance pour laquelle les 385
colonnes correspondent aux échantillons, réplicas et controles (blancs PCR et témoins) et les
11 781 lignes aux différentes OTU fongiques (Unité Taxonomique Opérationnelle, ici notre
regroupement des séquences similaires a 3%). La fréquence des séquences présentes dans
les blancs PCR a été mesurée a partir de cette matrice (ratio du nombre total de séquence
dans les blancs par rapport aux échantillons). La représentation de la distribution de ce ratio

sous forme d’histogramme a permis de fixer le seuil de tolérance des contaminants. Ainsi les
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OTUs dont le ratio dans les blancs est supérieur a 5% seront supprimés, car ils sont
considérés comme plus abondants dans les témoins et possiblement contaminants. Les
séquences restantes ont été rassemblées enfin par site, de facon a obtenir une matrice de

représentation de chaque OTU par site.

Ecologie des OTU et variables environnementales
Apres ces étapes, une matrice de communauté de 8 942 OTUs et 11 sites est obtenue. C’est

a partir de cette matrice que I'écologie des OTUs identifiées pourra étre précisée et a la base
de données FUNGuild (Version 1.0, organisé par GitHub :
https://Github.com/UMNFuN/FUNGuild) (Nguyen et al, 2016). L’accés a la base de données
se fait via le package « request » du logiciel Python (Version 3.6.5, 32 bit, 2001-2018 Python
Software Foundation). C'est a partir du terminal de I'ordinateur que les commandes du
script sont chargées, dans le script, la base taxonomique des champignons est ciblée. Ces
dernieres nécessitent I'utilisation de la matrice communautaire plus une colonne nommée
« taxonomy » qui se réfere a la colonne d’identification finale de BLAST (tableau obtenu
apres traitement bioinformatique). Les fichiers de sortie sont composés d’'une matrice d’'OTU
avec seulement les assignations fonctionnelles qui ont pu étre identifiées, d’'une autre
matrice avec seulement les OTUs qui n’ont pas pu étre assignées et d’'une matrice qui inclut

a la fois les OTUs assignées et les OTUs non assignées.

Cette étude, s’intéresse plus particulierement aux champignons ECM, c’est pourquoi, une
analyse plus approfondie de I'appartenance a la guilde des ECM a été effectuée pour les
OTUs non assignées. Cette étape a été réalisée a partir de la publication de Tedersoo et al,
(2010) et de la base de donnée PLUTOF (Unite) avec la séquence des OTUs dont |’assignation
a la guilde ECM n’est pas évidente. Une fois la guilde renseignée, pour chaque site, le
pourcentage d’OTUs ECM par sites est calculé (ratio entre le nombre de reads par sites et le

nombre total de reads par sites).

Une nouvelle matrice présentant les 8 942 OTUs et I'assignation a une guilde pour les OTUs
identifiables est obtenue. Vont s’ajouter a cette matrice, les variables environnementales
relatives aux sites d’échantillonnage comme |’habitat, 'appartenance au massif de I'Aratai
ou de l'lnselberg, I'histoire du site (sites témoins de forét mature (non anthropisés) ou sites
anthropisés), et les coordonnées GPS en degré décimaux. Mais aussi le pourcentage d’OTU

ECM.

15



Biostatistiques
Richesse et diversité en OTU
Pour la suite des analyses biostatistiques, le logiciel RStudio (Version 1.1.442 — © 2009-2018

RStudio, Inc) a été utilisé.

Les fonctions vennCounts et vennDiagram (packages limma version 3.30.13) ont été utilisées
pour définir le nombre d’OTUs partagées entre habitat et massif. Ces analyses ont été
réalisées a partir de deux matrices binaires avec en colonnes les habitats, I’histoire et les
massifs, et en lignes les OTUs fongiques. Afin d’évaluer le niveau d’exhaustivité de
I’échantillonnage, le package iINEXT implémenté dans R a été utilisé (version 2.0.12, (Hsieh et
al, 2016; Chao et al, 2014)). Cette méthode de standardisation repose sur la raréfaction et
I’extrapolation de la méthode des nombres de Hills : la richesse spécifique ainsi que les
diversités de Shannon et de Simpson (Hill, 1973). La raréfaction et |'extrapolation ont été
effectuées pour la taille de I'échantillon (nombre d’individus dans I’échantillon) et la richesse
spécifique. Au total, 50 itérations seulement ont été utilisées pour les estimations de
diversité et les intervalles de confiance ont été définis a 95%. Ces analyses sont réalisées a
partir de la matrice d’abondance et les figures qui en résultent sont tracées a partir du

package ggplot2.

Concernant les analyses de richesse et diversité spécifique, les indices de Shannon, Simpson
et de richesse spécifique ont été calculés a partir de la matrice d’abondance et du package
vegan. La condition de normalité n’étant pas respectée pour toutes les valeurs des indices,
un test de Kruskall Wallis a été effectué pour tester les différences entre les variables sites et
habitats, selon les valeurs des indices de diversité (Ho : les médianes sont similaires pour
tous les sites). La différence de proportion de séquences ECM en fonction des types de sites
et de I'habitat a été testée par des test de Kruskall Wallis.

Analyses spatiales : structure de la communauté

L'hypothése de la dissimilarité entre les communautés expliquée par la proximité
géographique des sites a été testée avec un test de Mantel entre les valeurs de dissimilarité
issues de la matrice d’abondances (indice de Bray-Curtis) et les distances géographiques
(euclidiennes) entre les sites. La fonction vegdist (package vegan version 2.5-1) et la fonction
rdist.earth (package fields version 9.6) ont été utilisées pour calculer respectivement les

matrices de distances de Bray-Curtis et les matrices de distances géographiques basées sur
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les coordonnées GPS. Un test d’analyse multivariée d’autocorrélation spatiale a ensuite été
réalisé a partir de la fonction multispati.rtest (package ade4 version 1.7-11). Pour sa
réalisation, 999 itérations sont engendrées afin de tester I'hypothéese selon laquelle les
processus aléatoires n’interviennent pas dans la similarité descommunautés voisines.. Ce
test nécessite au préalable la réalisation d’'une analyse en composante principale (ACP), a
deux dimensions, sur la matrice d’abondance. Mais aussi la construction d’'une matrice de
« poids spatiaux » avec la fonction knearneigh, en considérant un seul plus proche voisin et

la fonction et nb2listw (package spdep version 0.7-7).

Composition de la communauté d’OTU et espéces indicatrices
Un test d'analyse multivariée permutationnelle de la variance (PERMANOVA) a été réalisé

afin d’évaluer la similarité dans la structure des communautés fongiques a partir de la
commande adonis (package vegan). L’histoire et le pourcentage d’OTU ECM, ont été utilisés
comme prédicteurs et la matrice de dissimilarité comme variables de réponse en utilisant
I'indice de Bray-Curtis. La variable massif a été utilisée comme contrainte afin de donner plus
de poids a I'histoire. Un test d’homogénéité multivariée de dispersion de groupes a été
réalisé a partir de la fonction betadisper (package vegan). Ce test a été utilisé afin d’évaluer
le niveau de variabilité entre des sites anthropisés ou non anthropisés (variable histoire) et

sa significativité est testée par une anova.

Ensuite, un modele d’analyse de variance multivariée a été construit a partir de I'analyse de
redondance basée sur la distance de Bray Curtis en utilisant la fonction capscale (package
vegan). Capscale permet de déterminer les variables environnementales les plus influentes
sur la composition de la communauté fongique entre I'histoire, le massif et le pourcentage

en OTUs ECM. La significativité du modeéle est testé par une Anova.

Pour déceler des effets de I'habitat et/ou de I'histoire sur seulement quelques espéces et
non a l'échelle de la communauté, I'association entre les patrons d’especes et les
combinaisons de groupes de site a été étudié. Pour cela, les especes indicatrices en fonction
de I'histoire et de I’habitat des sites, ont été identifiées. Les sites ont été tout d’abord
classés en fonction du groupe histoire auquel ils appartiennent (Figure 5). Ensuite, la
fonction multipatt (package indicspecies version 1.7.6) a été appliquée sur la matrice
d’abondance d’OTUs fongiques en fonction des différents groupes. Cette fonction utilise

I'indice Indval décrit par Dufrene et al (1997) comme test statistique. Ici, 999 permutations
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sont réalisées et permettent d’évaluer la significativité du test (Caceres & Legendre, 2009).

Un diagramme de Venn permet de présenter les résultats de cette analyse.

— — — —

Histoire

e — —

Paysages Forét
anthropisés mature

Forét de
lianes

Montagne
couronnée

Figure 5. Représentation schématique des groupes d’histoire définis.

Résultats

Controle qualité des séquences
Apres la premiere étape de filtrage par bioinformatique ; 73 072 clusters ont été obtenus.

L’étape d’agrégation des clusters a conduit a I'obtention de 11 781 OTUs et 1 363 510 reads

parmi tous les points de carottage, blancs et témoins.

Le seuil d’élimination des possibles contaminants a pu étre fixé a 5% grace a I’histogramme
représentant le ratio du nombre total de séquences dans les blancs par rapport aux
échantillons (Annexe 1). Cette étape a permis d’identifier 2 841 OTUs comme possibles
contaminants ce qui a réduit la matrice d’abondance a 8 942 OTUs fongiques (lignes) répartis

sur les 11 sites et 714 260 séquences au total.

Assignation a une guilde trophique
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Au total, 16% des reads ont été assignés a une guilde grace a la base de données FUNGUILD
et au tri manuel (Figure 6). Comme cette étude se focalise sur les OTUs fongiques ECM plus
particulierement, la recherche approfondie d’OTUs ECM a permis d’en identifier 400 en plus
des 17 identifiées via FUNGUILD. Parmi ces OTUs, le genre Sphaerosporella apparait 258 fois
et constitue donc plus de la moitié de ces identifications supplémentaires. D’apres la
publication de (Tedersoo et al, 2010), et vérification a posteriori sur FUNGUILD, la
probabilité que ce genre soit ectomycorhizien est tres forte (Confidence Ranking : Highly
probable). La guilde des ECM est dominante par rapport aux autres guildes avec un total de
80 039 reads tous sites confondus (Figure 6 A). Les champignons ECM sont plus abondants
dans le site PO5 (environ 30%) et dans le site P02 (environ 18%), qui appartiennent tous deux
au massif Aratai et dont les habitats sont respectivement une cambrouse et une forét de

liane.
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Figure 6. Pourcentage d’assignation des reads a une guilde trophique, et proportion de reads assignés aux
différentes guildes. A) Proportion de reads par guilde par sites. Seule la guilde ECM est présentée dans ce
diagramme, les autres guildes étant regroupées dans la catégorie « autres ».
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Les tests de Kruskall Wallis réalisés sur le pourcentage en champignons ECM sur les
différents sites et les différents habitats ne sont pas significatifs (Kruskal-Wallis chi-squared =
10, df = 10, p-value =0.4405 ; Kruskal-Wallis chi-squared = 2.4394, df = 3, p-value =0.4863,
respectivement). On ne distinguent pas de tendances entre les différents sites ou habitats
mais le site PO5 se distingue par son fort pourcentage en champignon ECM (Figure 6A).
Richesse et diversité en OTU par site et par habitat

Au total, 2 506 OTUs sont partagées entre les massifs Inselberg et Aratai, le nombre d’OTU
est plus important sur le massif Aratai car plus de sites ont été échantillonnés sur ce dernier.
Si on regarde la répartition des OTUs entre les différents habitats considérés dans cette
étude, les foréts de lianes, forets matures et cambrouses hébergent plus d’OTUs que les
montagnes couronnées. Mais trois sites de forét mature et de foret de lianes ont été
échantillonnés et seulement deux sites de cambrouses et de montagnes couronnées. Ce qu'’il

faut regarder, ce sont les OTUs partagées entre ces habitats : 708 sont partagées par tous

(Figure 7).
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Figure 7. Diagrammes de venn, représentant la répartition des 8942 OTUs entre les différents
massifs et entre les différents habitats.
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A I'échelle du site et de I’habitat, lorsque le nombre d’individus augmente, la richesse
spécifique se stabilise. Ce phénomeéne est moins évident pour les sites P02 et P06 mais les
valeurs d’extrapolation permettent de considérer le niveau d’exhaustivité comme
comparable (Annexe 2). Si on s’intéresse aux valeurs de diversité obtenues par vegan,
I'indice de Simpson est fort (trés proche de 1: formule =1-D) pour tous les sites, on
n‘observe donc une forte diversité. L'indice de Shannon est également trés fort (H>5)
(Tableau 1) les espéeces ont donc des abondances identiques dans le peuplement. De plus,
les tests de Kruskall Wallis opérés sur les différents indices de richesse et diversité spécifique
entre les sites et I’habitat ne sont pas significatifs. Aucune différence de valeur de richesse

ou diversité spécifique sont observés, quel que soit la variable considérée (Tableau 2).

Sites Habitats Richesse spécifique | Shannon | Simpson
PO1 Cambrouse 1912 5.8626 | 0.9901
P02 foret_liane 1770 5.5774 | 0.9849
PO3 | montagne_couronnee 2315 5.7225 0.9872
P04 foret_mature 1792 5.6396 0.9892
PO5 Cambrouse 1883 5.0252 | 0.9684
PO6 foret_mature 1699 5.8270 0.9907
PO7 foret_liane 1593 5.5368 | 0.9836
P09 foret_liane 1936 5.4722 | 0.9830
P10 foret_mature 1810 5.5140 0.9838
P11 foret_liane 1424 5.2644 | 0.9823
P12 | montagne_couronnee 993 4.9422 0.9667

Tableau 1. Valeurs des différents indices de diversité et richesse spécifique calculés dans cette étude pour les
différents sites et habitats.
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Indice Site Habitat

Shannon Kruskal-Wallis chi-squared = 10 Kruskal-Wallis chi-squared = 1.3485
df = 10, p-value = 0.4405 df = 3, p-value = 0.7177

Simpson Kruskal-Wallis chi-squared = 10 Kruskal-Wallis chi-squared = 2.9167
df =10, p-value = 0.4405 df = 3, p-value = 0.4047

Richesse Kruskal-Wallis chi-squared = 10 Kruskal-Wallis chi-squared = 1.5303
spécifique df =10, p-value = 0.4405 df = 3, p-value = 0.6753

Tableau 2. Présentation des résultats obtenus apres les tests de Kruskall Wallis pour les différents indices en
fonction du site ou de I’habitat.

Analyses spatiales
Les communautés de chaque site, comparées deux a deux, semblent étre fortement

dissimilaires entre elles. Cette dissimilarité n’est pas expliquée par la distance entre les
sites (Mantel statistic r: -0.009091, Significance: 0.455). De plus, les communautés voisines
ne sont pas plus semblables entre elles que sous l'effet du hasard (multispati.rtest :

simulated p-value: 0.261).

Composition de la communauté
L'analyse de dissimilarité des communautés fongiques contrainte par le massif révele une

variation significative en fonction du pourcentage en OTUs ECM (adonis R? : 0.11524, Pr(>F)=
0.043). C’est la seule variable qui semble avoir un effet sur la composition des communautés
car méme contraint par le massif, le modéle composé par les variables histoire et
pourcentage en OTUs ECM n’est pas significatif pour I’histoire (adonis R? : 0.095086,
Pr(>F)=0.518). Il y a peu de variations entre les valeurs obtenues par ces analyses et celles
obtenues en utilisant I'indice de Jaccard (Tableau 3). Les différences relévent avant tout de la
présence/absence des espéces et non de leurs abondances relatives. Si on considére les
deux groupes d’histoire (anthropisés et non anthropisés), aucunes différences

d’homogénéité entre les groupes n’est observée (anova (betadisper) : Pr(>F)= 0.2415).
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Indice Analyses : Adonis P-value

. Histoire R?:0.09506 ; Pr(>F) : 0.502
Bray Curtis
Pourcentage en OTUs ECM  R?:0.12128 ; Pr(>F) : 0.044
; ; 2. . .
Jaccard Histoire R?:0.09781 ; Pr(>F) : 0.484

Pourcentage en OTUs ECM  R?:0.11158 ; Pr(>F) : 0.045

Tableau 3. Tableau comparatif des résultats obtenus entre les deux méthodes : Bray Curtis et Jaccard. L'une
prend en considération I"'abondance des OTUs et I'autre I'occurrence.

Cependant, afin de déterminer la combinaison de variables les plus influentes sur Ila
composition de la communauté, la fonction capscale a permis de définir le meilleur modeéle
composé du massif et du pourcentage en OTUs ECM dont la proportion de la contrainte pour
expliquer les variations s’éleve a 23% (anova (capscale) : Pr(>F)= 0.028). La combinaison
histoire, massif et pourcentage en ECM n’est pas considérée comme significative dans cette
étude méme si la pvalue se rapproche du risque de premiére espéce (anova (capscale) :
Pr(>F)= 0.074). Sur la représentation graphique du meilleur modele, I'axe 1 est tres bien

représenté par le pourcentage en OTUs ECM et I'axe 2 par le massif (Figure 8).
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Figure 8. Représentation de graphique de I’analyse Capscale. Les habitats de cambrouses sont représentés en
noir, ceux de forét de liane en rouge, en bleu les habitats de montagnes couronnées et en vert les foréts
matures.
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OTUs indicatrices des habitats
En considérant |'histoire comme groupe, 11 OTUs indicatrices sont partagées entre les sites

anthropisés et les sites témoins de forét mature. Parmi tous les habitats, 101 OTUs sont
significativement indicatrices sur les 8942 considérées dans cette étude, ce qui représente
environ 1% du jeu de données. Au total, 78 OTUs sont associées a un seul habitat, 14 sont
associées a deux habitats et 9 sont associées a trois habitats. Parmi ces OTUs, aucune n’est
identifiées. Les habitats qui rassemblent le plus d’OTUs indicatrices sont les cambrouses

suivit des montagnes couronnées (Figure 9).

anthropise foret_mature

foret_lianes foret_mature

cambrouse onfagne_couronnees

’ Histoire

Paysages Forét
anthropisés mature

(1)

Montagne Forétde
couronnée lianes

Figure 9. Diagrammes de venn représentant le partage des 101 OTUs indicatrices en fonction de I'histoire et des
habitats. Les résultats sont obtenus a partir de I'indice indval sur les groupes construit selon la hiérarchie présenté
en bas a droite des diagrammes.

Discussion
La premiére hypothése teste si les sites anciennement anthropisés sont composés de

communautés fongiques différentes en structure et en composition par rapport aux
communautés des sites de forét mature. Cette hypothése n’a pas été validée et les sites
anciennement anthropisés ne se différencient pas des autres. Le pourcentage en ECM et le

massif (inselberg vs Aratai) influencent au contraire la structure des communautés
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fongiques. L'effet du massif peut provenir des caractéristiques environnementales: la
composition floristique mais aussi la chimie du sol pourraient varier entre ces deux massifs.
Le massif Inselberg est situé plus dans les terres mais surtout aux pieds d’un mont granitique
: I'inselberg des Nouragues et I'autre massif proches de I'Aratai (riviere).

Si il y a un effet massif plutét qu’un effet histoire, c’est surement que la définition de
I’histoire des sols prise en compte dans cette étude ne définit pas spécifiquement les sites
anthropisés, ou que les habitats se distinguent moins par leur sol que par leur végétation.
L’histoire d’un sol ne se résume pas a une seule variable qualitative et d’ailleurs des analyses
de sols sont prévues dans le projet, mais les résultats de ces analyses nont pas pu étre
disponibles pendant ce stage. Sur d’autres sites, les sols anciennement anthropisés
présentent un taux de phosphore et de nutriments comme le magnésium supérieur aux
autres sols a proximité (Balee, 2010; Junqueira et al, 2010; Diedhiou et al, 2009; Wilson et al,
2008; Dupouey et al, 2002).Lorsque les micro-organismes du sol ont été étudiés, leurs
communautés étaient toujours sensibles a I'anthropisation ancienne, qu’il s’agisse de
bactéries ou de champignons. Par exemple, les communautés fongiques des sols de terra
preta sont plus semblables entre elles (Lucheta & Cannavan, 2016) et la diversité alpha en
champignons ECM est plus élevée dans des sites de foréts tempérés anciennement
anthropisées (Diedhiou et al, 2010). Sur les sites anciennement anthropisés des Nouragues,
le sol ne semble pas enrichi en matiére organique, il reste roux et les montagnes couronnées
ne présentent pas un sol meuble et riche comme la terra preta. Les sols observés se
distinguaient sur le terrain plus par leur structure que par leur couleur. Il est possible que
nous n’observions pas de différence entre les communautés des sols anciennement
anthropisés et des sols de forét mature si la composition chimique du sol n’a pas été

modifiée, ou moins drastiquement que dans d’autres sites a terra preta par exemple.

La deuxieme hypothése supposait que la mise en place de fossés, et le drainage des sites
anciennement anthropisés aurait favorisé les champignons ECM. Les champignons ECM sont
rares sous les tropiques et souvent rattachés aux foréts monodominantes (Corrales et al,
2018; Bahram et al, 2013), mais ils peuvent étre localement abondants sur des sols pauvres
et drainants comme les sables blancs (Corrales et al, 2018; Roy et al, 2016; Singer & Araujo,
1979). Aux Nouragues, tous les sites anthropisés ne présentent pas une proportion de

champignons ECM importante, et deux sites se distinguent, un site de cambrouse (P05) et un
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site de forét de lianes (P02). Ces sites sont situés en pente, et le site PO5 présente des
marques d’anthropisation importantes (Guillaume Odonne, Ethnobotaniste du projet
LONGTIME, Communication personnelle). Le pourcentage de séquences assignées a la guilde
des ECM est variable entre les sites, et peut atteindre 30%, un record pour des foréts non
monodominantes (Corrales et al, 2018; Bahram et al, 2013). La proportion de champignons
ECM est non seulement variable, elle semble décrire un gradient, et explique une partie des
différences de communautés entre sites. Il est possible que ce gradient refléte le drainage,
et la mise en place d’'une végétation de forét basse, comme sur les sables blancs. En effet,
les hotes ectomycorhiziens dans les foréts non-monodominantes sont souvent des espéces
lianescentes ou de milieu pionnier, comme des Polygonaceae et des Nyctaginaceae
tropicales. La description du sol et de la végétation devrait permettre de mieux interpréter
ce gradient, qui distinguent les sites choisis et ne reflete pas seulement I'anthropisation

ancienne.

Parmi les résultats inattendus, les différences entre communautés ne semblaient pas étre
structurées spatialement. Pourtant les communautés étaient trés dissilimaires, méme a 200
metres de distance. Plusieurs auteurs ont mentionné que dans les foréts Néotropicales, ce
sont les facteurs spatiaux et biogéographiques qui semblent plus influencer la structure des
communautés de champignons ECM plutét que I’'h6éte (Chase et al, 2011; Corrales et al,
2018). Il est possible que la distance maximale entre les sites ne soit pas suffisante pour
détecter une décroissance de la dissimilarité avec la distance. La forte dissimilarité entre
sites proches suggére au contraire que la dissimilarité décroit déja a croute distance, a
I'intérieur des plots d’un hectare. Le fait d’agréger nos données a I’échelle d’un hectare
gomme probablement la décroissance de la dissimilarité avec la distance, qui peut
commencer dés 50 métres en forét tropicale (Bahram et al, 2013). Malgré cette forte
dissimilarité locale, et contrairement a notre hypothése basée sur la végétation, I'effet de
I’habitat est non significatif. Sur ce point, il est probable que le nombre réduit de parcelles
par habitat soit en cause. Ce biais reflete pourtant la réalité : les montagnes couronnées
restent rares, et les cambrouses trés localisées. Echantillonner d’autres parcelles de ces
habitats dispersés aurait pu renforcer un effet habitat, mais aussi un effet de la distance, et
I'observation d’une forte dissimilarité entre des sites géographiquement proches reste un

résultat fort. Ce résultat est probablement propre aux foréts néotropicales, ou
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I’'hétérogénéité des communautés végétales est déja remarquable. Ainsi des processus
neutres pourraient aussi expliquer cette forte hétérogénéité (Chave et al, 2014), comme le

suggere le faible pouvoir explicatif de nos modeles statistiques.

Les communautés observées dans les milieux anthropisés auraient pu étre un sous ensemble
de celles observées dans les foréts matures. Cependant et étonnamment, les milieux
anthropisés n’abritent pas moins d’espéces et au contraire s’y trouvent des espéces
indicatrices en plus grand nombre que dans les milieux non anthropisés. En effet, si on
s'intéresse aux especes qui caractérisent le mieux les habitats, il s’avere que ce sont les
habitats considérés comme les plus anthropisés par le passé qui hébergent aussi le plus
d’OTUs indicatrices et spécifiques. L'effet de I'histoire semble ainsi affecter la distribution
des espéces plus que la structure des communautés. De plus, si on considere les especes
strictement associées a un habitat, elles sont plus nombreuses sur les cambrouses et les
montagnes couronnées. Il est peu probable que des spéciations aient mis en place
rapidement de nouvelles espéces spécifiques de ces habitats. La spécialisation de ces
espéces indicatrices a du étre sélectionnée par le passé dans des habitats naturels aux
caractéristiques similaires comme les pentes des Inselberg, la végétation basse des savanes-
roches ou des sables blancs. Les sites proches de l'inselberg peuvent avoir recu des
propagules des habitats de pente et héliophiles. De méme, les cambrouses et montagnes
couronnées situées proches des rives de I’Aratai pourraient avoir recu des propagules depuis
la riviere. En effet les sables blancs s’"accumulent fréquemment le long des riviéres et des
zones inondées en Amazonie (Singer & Araujo, 1979). Afin de tester si d’autres habitats
peuvent avoir servi de source d’inoculum pour les milieux anciennement anthropisés, il
serait intéressant de sonder des habitats non anthropisés aux caractéristiques proches des
milieux anthropisés pour voir si les especes proviennent de ces habitats. Les champignons
ECM observés sur le terrain, comme la chanterelle de Guyane, Cantharellus guyanensis, ont
tous été déja observés sur d’autres sites en Guyane et plus largement en Amazonie,
notamment sur sables blancs (Henkel et al, 2012; Roy et al, 2016). Les espéces indicatrices

détectées ici restent a identifier mais pourraient étre recherchées dans de tels habitats.

Conclusion
Les différences locales entre communautés de champignons ne semblent pas étre

expliquées par une anthropisation ancienne des sites, contrairement aux tendances
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observées sur des sites a terra preta. L'histoire des sites reste a préciser et permettra de
mieux interpréter les différences observées. Globalement, les sites anthropisés hébergent
une grande diversité d’espéces de champignons, et ne semblent pas plus pauvres que les
sites de forét mature, ils hébergent d’ailleurs plus d’espéces indicatrices. La végétation des
sites anthropisés ressemble a celle de foréts basses, typique des sables blancs. Il est
probable que I'homme, par son modelage ancien des paysages, ait favorisé des plantes et
des champignons typiques de ces sols connus comme rares en Amazonie. Une étude

intégrant ces possibles habitats sources permettrait de tester cette hypothése.
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Annexe 1. Histogramme représentant la fréquence des OTU dans les contrdles, les OTUs qui ne sont
pas présentes dans les controles sont situées a gauche du graphique et les OTUs qui sont présentes
dans les contréles uniquement sont a droite. La barre de seuil est donc fixée a 0.05, toutes les OTUs
supérieures a cette limite sont éliminées du jeu de donnée.
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Annexe 2. Courbes d’accumulation représentant la richesse spécifique en fonction du nombre d’individus pour
les sites (Haut) et les habitats (bas). Les extrapolations sont représentées en pointillés et I'intervalle de
confiance en couleur pleine.
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Résumé

La forét Amazonienne, caractérisée par sa biodiversité et son hétérogénéité d’habitat est
riche de son histoire. Récemment, la réserve naturelle des Nouragues, en Guyane frangaise a
fait I'objet de fouilles archéologiques. Ainsi, des habitats anciennement anthropisés, en
apparence drainants, comme des montagnes couronnéesy ont été découverts. Ici, une
approche de métabarcoding est réalisée en utilisant I'ITS pour estimer la composition et la
structure des communautés fongiques de sol prélevées sur 8 sites anciennement
anthropisés et 3 sites de forét mature. La diversité beta est caractérisée sur la base des
unités taxonomiques opérationnelles (OTUs) et la relation entre I’habitat, I'histoire et la
composition des communautés est testée. La diversité beta est tres importante inter sites, et
les différences locales entre les communautés de champignons ne semblent pas étre
expliquées par une anthropisation ancienne des sites. Toutefois, les sites anthropisés
abritent une grande diversité d’especes de champignons. Ces sites, comprenant les
montagnes couronnées hébergent plus d’espéces indicatrices que les sites de forét mature,
non anthropisés par le passé. Cependant, |’histoire des sites reste a préciser et permettra de
mieux interpréter les différences observées.

Mots clés : anthropisation, sols forestiers, Guyane francaise, écologie des communautés,
champignon ectomycorhizien, métabarcoding

Abstract

The Amazon forest, characterized by its biodiversity and its heterogeneity of habitat is rich in
its history. Recently, the Nouragues nature reserve in French Guiana has been the subject of
archaeological excavations, formerly anthropized habitats, apparently draining, as the ring
ditched hills were discovered there. Here a metabarcoding approach is performed using ITS
to estimate the composition and structure of soil fungal communities collected from 8
formerly anthropogenic sites and 3 mature forest sites. Beta diversity is characterized on the
basis of operational taxonomic units (OTUs) and the relationship between habitat, history
and community composition is tested. Beta diversity is very important between sites, and
local differences between fungi communities do not seem to be explained by an old
anthropization of sites. Anthropogenic sites host a great diversity of mushroom species.
These sites, including the ring ditched hills, host more indicator species than mature forest
sites, which have not been anthropized in the past. However, the history of the sites remains
to be clarified and will better interpret the observed differences.

Key words: anthropization, forest soils, French Guiana, community ecology, ectomycorrhizal
fungi, metabarcoding
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