
Université du Québec 
Institut National de la Recherche Scientifique 

Centre Eau Terre Environnement 

LES ÉMISSIONS DE GAZ À EFFET DE SERRE ET LES COMMUNAUTÉS 
MICROBIENNES DES MARES ASSOCIÉES AU DÉGEL DU PERGÉLISOL DANS 

L'ARCTIQUE 

Par 

Karita NEGANDHI 
M.Sc. Biologie marine 

Thèse présentée pour l'obtention du grade de 
Philosophiae doctor (Ph.D.) 

Président du jury et 
examinateur externe 

Examinateur externe 

Examinateur interne 

Directrice de recherche 

Codirectrice de recherche 

en Sciences de l'eau 

Jury d'évaluation 

Dr. Philippe Constant 
Institut Armand-Frappier 

Dr. Alison Derry 
Université du Québec à Montréal 

Dr. Paul Drevnick 
Institut national de la recherche scientifique 

Dr. Isabelle Laurion 
Institut national de la recherche scientifique 

Dr. Connie Lovejoy 
Université Laval 

© Droits réservés de Karita Negandhi, 2014 





RÉSUMÉ 

Plusieurs mares dans l'Arctique sont associées au dégel du pergélisol, incluant les mares 

thermokarstiques générées par le réchauffement accéléré du climat et l'érosion du pergélisol. 

L'étendue de leur couverture spatiale et les propriétés limnologiques de ces mares sont 

préoccupantes parce qu'elles émettent une quantité substantielle mais variable de gaz à effet de 

serre (GES). À l'Île Bylot, les mares polygonales et les mares allongées sont deux formations 

géomorphologiques courantes du paysage des polygones en coins de glace. Cette thèse explore 

la possibilité que ces différentes formations influencent les émissions de GES par l'entremise de 

leurs propriétés limnologiques et leurs assemblages microbiens distincts. Les concentrations de 

GES dissous dans les mares ont été mesurées sur trois ans et variaient de 1.8 à 609 IJM pour le 

dioxyde de carbone (C02), et de 0.1 à 25 IJM pour le méthane (CH4). Les émissions des mares 

allongées étaient systématiquement plus élevées que celles des mares polygonales pour le CO2 

(+17.0 comparé à -1.7 mmol m-2 d-1
) et pour le CH4 (+0.7 par rapport à +0.2 mmol m-2 d-\ Les 

analyses multivariées indiquent que les différences de production de GES selon la formation 

géomorphologique sont expliquées par les communautés bactériennes des sédiments et les 

sources de carbone. D'autres facteurs, incluant la structure de archées et communautés 

pélagiques de bactéries, n'étaient pas nettement séparés, à travers la diversité de l'UTO et leurs 

fonctions inférées, en fonction des formations géomorphologiques. Pour ce qui est des 

communautés bactériennes, il y avait proportionnellement plus de méthanotrophes 

(consommateurs de CH4) ainsi que des signatures isotopiques Ô13C-C02 et Ô13C-CH4 indiquant 

une plus grande oxydation du CH4 dans les mares polygonales, et ultimement des émissions plus 

faibles de CH4 par comparaison aux mares allongées. La présence de méthanotrophes semble 

réguler les concentrations en CH4 et ainsi leurs émissions, avec une relation négative entre les 

concentrations dissoutes de CH4 et le nombre de méthanotrophes (1 - 20%) dans les sédiments 

de surface (r=-0.895, P=0.040), tandis qu'aucune relation n'existe avec les méthanogènes (r=-

0.331, P=0.669). Les sédiments des mares allongées, soumis expérimentalement à des 

températures plus élevées (+5°C), ont démontré une augmentation de la production en CO2 et 

CH4 . Les communautés bactériennes des sédiments sont devenues plus diversifiées à 

température plus élevée, mais sans augmentation des méthanotrophes, ce qui pourrait expliquer 

l'augmentation de production nette de CH4 . En général, les mares allongées semblent 

prédisposées à une production de GES plus élevée et provenant d'une source de carbone plus 

grande et plus ancienne, et ainsi ont le potentiel d'agir plus directement sur le climat global. De 
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plus, leurs propriétés géomorphologiques instables empêchent l'établissement de tapis 

microbiens de cyanobactéries qui puisent efficacement le CO2 et produisent de 1'02. Ainsi ses 

mares abritent moins de méthanotrophes pour oxyder le CH4 , et une communauté bactérienne 

pouvant soutenir une production accrue de CH4 en réaction au réchauffement planétaire. 

Mots-clés: méthane (CH4), dioxyde de carbone (C02), méthanogènes, méthanotrophes, 
carbone, mares thermokarstiques, mares de dégel, pergélisol, Arctic 
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ABSTRACT 

Under a warming climate, thermokarst and thaw ponds formation is associated with thawing 

permafrost. The extent and characteristics of these ponds is of concern because they emit 

substantial, but highly variable greenhouse gases (GHG). On Bylot Island, polygonal and runnel 

ponds originate from two different geomorphological formations. In this thesis, the possibility that 

the different geomorphological formations influence GHG emissions through distinct limnological 

properties and microbial assemblages was explored. The dissolved GHG concentrations in the 

ponds was measured over 3 years and varied from 1.8-609IJM for carbon dioxide (C02), and 0.1-

25 IJM for methane (CH4). Runnel ponds had consistently higher emissions than polygonal ponds 

for CO2 (17.0 compared to -1.7 mmol m-2 d-1) and for CH4 (0.7 compared to 0.2 mmol m-2 d-1). 

Using multivariate analysis GHG production differences between the geomophologically distinct 

ponds was explained by differences in the sediment bacterial community and carbon (C)-source. 

Other factors including sediment archaeal communities and water bacterial communities did not 

have clear a separation, through OTUs diversity and inferred functions, between pond formations. 

For the bacterial communities, there were proportionally more methanotrophs (CH4 consumers) in 

the polygonal ponds along with ~13C-C02 and ~13C-CH4 signatures indicating CH4 oxidation, and 

ultimately less CH4 released into the water compared to runnel ponds. Occurrence of 

methanotrophs seems to regulate CH4 concentrations, with a negative relationship between 

dissolved CH4 concentrations and the number of surface sediment methanotrophs (1 - 20%, r=-

0.895, P=0.040), compared to no relationship with methanogens (r=-0.331, P=0.669). Runnel 

pond sediment, experimentally subjected to warmer temperatures (+5°C) showed increased CO2 

and CH4. The sediment bacterial communities become more diverse under increased 

temperature, but with no increase in methanotrophs, possibly explaining the increase in CH4 

production. Overall runnel ponds seemed to be predisposed to higher and more climate-relevant 

GHG production through access to larger and older carbon supplies. In addition, their 

geomorphological origin allows for an absence of cyanobacterial mats to take up CO2 and produce 

O2, fewer methanotrophs to oxidize CH4, and a bacterial community supporting increased CH4 

production in response to a warming climate. 

Keywords: methane (CH4), carbon dioxide (C02), methanogens, methanotrophs, carbon, 

thermokarst ponds, thaw ponds, permafrost, Arctic 
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AVANT-PROPOS 

Cette thèse comprend des recherches originales sur les émissions de gaz à effet de serre (GES), 

les communautés microbiennes et les caractéristiques de carbone dans l'Arctique mares de 

thermokarts (fonte) de l'île Bylot. Elle est composée de quatre parties, la première partie 

consistant en une synthèse à présenter le contexte de la recherche, les objectifs, les résultats, et 

une conclusion résumée. Le second est le cœur de la thèse composé de trois articles, qui sont 

énumérés ci-dessous. Suivie par les troisième et quatrième parties contenant les référence 

bibliographiques et une annexe. 

Articles de la these 

Negandhi K, Laurion l, Whiticar MJ, Galand PE, Xiaomei X, and Lovejoy C (2013) Small thaw 

ponds: an unaccounted source of methane in the Canadian high Arctic. PLOS ONE 8: 

e78204. doi: 1 0.1371/journal.pone.0078204 

Negandhi K, Laurion l, and Lovejoy C (2013/4) Arctic thaw pond morphology influences bacterial 

communities and associated greenhouse gas emissions (soumis à Polar bi%gy). 

Negandhi K, Laurion 1., and Lovejoy C. (2014) Arctic thaw ponds sensitivity to increased 

temperature: DNA and RNA bacterial community and GHG production rate (en 

préparation ). 
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1 sYNTHÈse

1.1 Introduction

1.1.1 Pergélisol et formation des mares de dégel

Le climat rigoureux des écosystèmes polaires crée de nombreux traits propres aux paysages du

cryosphère ainsi qu'une terminologie associée. Une telle caractéristique est le pergélisol ou le

sol cryotique. Le pergélisol inclut le sol, les roches, la glace et la matière organique qui

persistent à ou en bas de 0"C pour un minimum de deux ans consécutifs (van Everdingen,

1998). ll existe des variations de cette définition, par exemple, en Russie, il s'agit de trois ans

avec une température en bas de 0'C et la présence de glace est nécessaire (Kudryavtsev,

1978). En Arctique les régions où 90 - 1QO o/o du sol est pergélisol sont dénommées pergélisol

continu. l l  s'agitde pergélisol discontinu si le pergélisol constitue 10 -90 % du sol (Brown etal.,

1997). En tout le pergélisol se retrouve sur plus de 24 % des surfaces terrestres de I'hémisphère

Nord (Tarnocai ef a1.,20Q9) (Figure 1.1).

La majorité du pergélisol présent s'est formé dans la dernière période glaciale et a subsisté des

milliers d'années. Le pergélisol a diminué les années ayant des températures plus chaudes.

Quand les températures moyennes augmentent chaque année, la couche active, une couche de

sol qui dégèle l'été pour ensuite regeler de nouveau, approfondit avec le temps. La variation

extrême de températures de la couche active est de +15'C à -35'C selon la température

annuelle de I'air (Wagner et a1.,2008). En association avec le dégel de cette couche active est

la formation de mares thermokarst. À mesure que la couche de pergélisol dégel, la terre non

gelée persiste et érode, créant des dépressions qui favorisent la formation de mares de dégel

(Figure 1.2 a & b). L'eau qui remplit les dépressions peut provenir de la pluie et de la fonte de

glace et de neige, mais la provenance de chaque source n'est pas connue et varie

probablement entre les saisons.
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Figure 1.1 La distribution des endroits de pergélisol continu et discontinu dans I 'hémisphère Nord. Modifé de
Brown, et al. 1997. Association internationale du pergélisol, circum- Arctic carte de pergélisol et de la glace
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Figure 1.2 a) Une mare (de fonte) thermokarst en Arctique, classée comme une mare allongées à lTle Bylot,
avec du pergélisol qui érode la rive en raison d'une couche active intense en dégel à cause du changement
climatique. b) Une mare de dégel en Arctique, classée comme une mare polygone à lï le Bylot, un phénomène
naturel associé avec le dégel de la couche active n'ayant aucune érosion.

Les mares et les lacs thermokarst en pergélisol peuvent démontrer une caractéristique distincte,

le talik (Fig. 1.3 a). L'origine du mot provient du mot Russe pour fonte, tait. Un talik est une

région du sol située en dessous des lacs ou des mares et ce sol demeure non gelé toute au

long de I'année (van Everdingen, 1998). ll peut même se produire dans des régions de

pergélisol continu si les lacs sont si profonds qu'ils ne gèlent pas jusqu'au fond. Ce phénomène

a lieu, par exemple, en Sibérie et en Alaska au fond des lacs thermokarst profonds (Walter ef

al., 2QQB). Une deuxième formation unique associée aux lacs et aux mares thermokarst est les

coins de glace (Fig. 1.3 b). Les coins de glace forme après plusieurs cycles de gel et dégel de la

couche active. Les contractions thermiques lors de la saison froide de I'hiver créent des craques

dans le sol puis, dans le printemps, ces contractions thermiques se remplissent d'eau de fonte

qui gèle en hiver. Des fissurations et des gels continus produisent des coins de glace plus

larges et plus profonds, créant ainsi un réseau de polygones de tourbe (Washburn, 1980). Les

mares de dégel peu profondes se forment sur le paysage de coins de glace, soit sur les

polygones à centre concave, soit sur les coins de glace fondants.
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Figure 1.3. Une il lustration de la couche active associée à la formation de a) taliks et de b) coins de glace
dans la région de pergélisol continu. Modifé de Pidwirny, M. (2006). "Periglacial Processes and Landforms".
Fundamentals of Physical Geography, Znd Edition.19 septembre 2013.
http ://www. phvsicalqeoq raph v. neUf u ndame ntals/1 0aq. htm I

1.1.2 La pertinence des mares de dégel

Malgré que I'aire totale des mares de dégel soit incertaine, des études récentes ont démontré

que les petites étendues d'eau constituent la majorité de I'eau potable sur la Terre. Les plus

anciennes études ont déclaré que 1.3 - 1.8 o/o dela surface de la planète est couverte par des

lacs et des mares (Wetzel, 1990; Meybeck, 1995), incluant les plans d'eau entre 0.01 - 1 km2.

Cette couverture a augmenté à plus que 3 % (Downing et a1.,2006). L'activité microbienne de

ces nombreux étendues d'eau est donc importante pour les cycles globaux de nutriments

(Figure 1.4 ; Bardgett ef a/.,  2008).
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Les cycles globaux accorder une importance particulière au cycle de carbone (C) par rapport

aux mares et aux lacs de fonte parce qu'ils peuvent produire une quantité appréciable de gaz à

effet de serre (GES) (Zimov et al., 1997; Wagner ef al., 2005; Walter et a1.,2006; Zona et al.,

2008; Laurion et a\.,2010). Malgré que la rétroaction biogéochimique globale reliée au

réchauffement climatique des systèmes de pergélisol inondés soit relativement faible en

comparaison avec les émissions humaines (Gao et al., 2013), la véritable ampleur de leurs

émissions de GES est peu connue. La contribution globale des lacs fut estimée entre I - 48 Tg

CHa âo-1, ce qui 6 - 16 % des émissions naturelles de CH+, et 1.6 - 9.6 % des émissions totales

(Bastviken et al., 2004} ll a été suggéré que les milieux humides de l'Arctique (>50'N), y

compris les mares et les lacs de fonte, sont la plus grande source naturelle de CHa,

responsables de -25 o/o (Bousquet et al., 2006). L'importance des mares de dégel les plus

petites est facilement oubliée en raison de leur taille, parce qu'elles sont difficiles à percevoir

avec I ' imagerie satell i te (Smith et al.,2OO7: Walter et a1.,2008), mais également à cause de la

grande variabilité des émissions observée de ces divers écosystèmes. Par exemple, les petites

mares de dégel sont responsables de 35 - 620/o des émissions estivales des plans d'eau, mais

elles peuvent entreposer du C temporairement pendant d'autres périodes de l'année (Abnizova

et a\.,2013). La diversité des propriétés géomorphologiques, physicochimiques and biologiques

des mares de dégel (Breton et a\.,2009, Laurion et a|.,2010) aggrave la difficulté de déchiffrer

les tendances qui correspondent à leurs émissions de GES variables.

Des études précédentes ont établit plusieurs propriétés des lacs qui influencent le cycle de C et

qui mènent à des incertitudes des estimés de GES d'efflux. Par exemple, Christensen et al.

(2007) a trouvé que I'efflux de dioxyde de carbone (COr) par aire est plus important pour les

petits lacs que pour les plus grands. L'explication pour ceci est que les émissions des lacs plus

petits ont des sources de C terrestres, couplant ainsi leur cycle de C à des processus terrestres

(Kortelainen et al., 2006). Les estimations de flux des lacs sont compliquées par un facteur

unique additionnel, le temps de la fonte de glace. Dix pourcent des émissions de COz de 79 356

lacs suédois de 57' à 68"N fut relâché immédiatement à la fonte de la glace (Algesten et al.,

2004). De plus, les émissions de glace étaient plus élevées pour les lacs recevant des intrants

des tourbières (Striegl et al., 2001), l iant I 'hydrologie aux émissions de COz. Les émissions

peuvent aussi varier entre les saisons et à travers la progression trophique des lacs étant donné

que plus de C labile est réduit lors des premiers stades (Striegl et al., 2001, Zona et al., 2QQB).

Indépendamment de la large gamme de propriétés physico-chimiques, la majorité des mares de

dégel est supersaturée en GES (Breton et al., 2009), probablement en raison des intrants



terrestres de C (Tank et a1.,2009). Malgré les difficultés d'étudier les lacs éloignés de I'Arctique,

leur abondance et leur potentiel d'agir comme des conduites de gaz requièrent plus d'efforts

d'échantillonnage (Vincent et a|.,2008; Prowse et a|.,2006).

Rétroaction positive

cot C H o

Les microbes des
mares de fonte

produisent des GES

Le dégel du pergélisol libère
la MO et les éléments

nutritifs, ce quigénère plus
de mares de fonte

Figure 1.4 Le rôle des mares de dégel en tant qu'acteurs de rétroaction, en raison de I'augmentation de la

température, induit un dégel de pergélisol plus important, ce qui génère plus de mares de dégel, qui sont des

producteurs importants de GES, augmentant ainsi davantage le réchauffement de lArctique.

Les écosystèmes de pergélisol arctiques et boréaux entreposent deux fois plus de carbone

organique (CO) que ce qui se retrouve dans I'atmosphère (Zimov et a1.,2006; Schuur et al.,

2008). Uniquement à I'intérieur du Canada, 147 Gt de CO de sol, ou 56% de tous les sols

canadiens, est capté dans le pergélisol (Tarnocai et a1.,2009). En conséquence, fur à mesure

que le pergélisol dégèle, une fourniture énorme d'CO est libérée et peut être utilisée par des

microbes, produisant ainsi des GES (Schuw et a1.,2008; Grosse et a1.,2011). La pertinence de

cette nouvelle source d'CO mobilisée comme un mécanisme de rétroaction du climat est

L'augmentation
de la

température
accélère le

réchauffement
de l'Arctique



actuellement inconnue. Une combinaison de 11 modèles a prédit que 100 Pg C d'émissions du

pergélisol dégelera d'ici 2100, mais il y a un taux d'incertitude de 56% avec ces modèles

(Schaefer et al., 2012; Gao ef al., 2013). Cette incertitude peut être attribuée en partie à la

lacune de connaissances de la dégradabilité de C et de la formation future de caractéristiques

typiques des thermokarst et des traits associés (Camill et a1.,20Q1; Schaefer et al., 2012; Koven

et  a | . ,2013) .

L'accumulation de C entreposé dans les hautes latitudes est causée par la présence de sols

humides et froids qui inhibent la décomposition de tissus végétaux morts et, par conséquence,

augmentent leur intégration dans le réservoir de matière organique du sol (MOS) (McGuire ef

a/., 2009). ll est tenu pour acquis que ceci a permis une accumulation de C dans les sols

dégelés datant d'avant le dernier maximum glaciaire (-20 kyrs A.P.; Zimov et a|.,2006), mais

dans les sols de l'Arctique canadien, cette accumulation a débuté après I'Holocène (-12 kyrs

A.P.; Fortier & Allard 2004). Globalement le C utilisé pour la production de COz and CHa peut

provenir de trois grandes catégories comprenant le métabolisme des plantes (photosynthétats

récents), la décomposition de plantes mortes récemment, et la décomposition de vieille MOS

suite au dégel du pergélisol (Schuur et a1.,2009). Donc, les GES émis dans I'Arctique canadien

pourraient provenir de ce vieux C accumulé, selon sa labilité comparée aux intrants de C plus

récents par des plantes terrestres ou aquatiques (Figure 1.5).

La labilité de carbone influence I'activité microbienne (Berggren et al., 2010; Guillemette &

delGiorgio 2011). Par exemple, même si le pergélisol peut constituer une source importante de

C, il peut être de faible qualité, causant un métabolisme microbien limité par le substrat

(Wagner et al. 2OQ5). Par contre, le C du sol peut soutenir une production microbienne plus

efficace que prévue (Berggren et al., 2010), étant donné que les sols de pergélisol et de la

couche active exposée à des communautés bactériennes lacustrines ont démontré une

dégradation rapide de I 'CO du pergélisol et des émissions de CHa (Mazeas et a1.,2009; Roehm

et a| . ,2009).



Figure 1.5 Le cycle de vieux versus jeune C pour la production de GES dans les mares de dégel peut
influencer I'importance des émissions des mares de dégel comme un mécanisme de rétroaction positive pour
le changement climatique.

Afin de déterminer si la source de C plus ancienne est utilisée pour la production des GES, la

datation par radio carbone (14C) est utile. Les plantes vivantes échangent toC avec l'atmosphère,

alors ils ont la même valeur laC value que I'atmosphère au moment spécifique quand il a été

fixé. Quand les plantes meurent, il n'y a plus d'échange de 1oC avec I'atmosphère, laissant le 14C

à diminuer à partir de la désintégration radioactive. Ce processus permet les valeurs de 14C des

MOS de servir comme de marqueur pour le taux ou la source de C (O'Brien & Stout 1978;

Trumbore ef a/., 1990).

1.1.3 Dégradation microbienne de C et production de GES

Afin de mieux comprendre et d'investiguer la transformation de CO du pergélisol en GES, les

communautés microbiennes des mares de dégel doivent être caractérisées parce que les

communautés microbiennes sont les contributeurs principaux, encore plus que les facteurs

environnementaux, aux variations spatiales et temporelles de la dynamique du C des

écosystèmes (Strickland et a1.,2009). Avant que soit CO2 ou CHa puissent être produits, le C

présent initialement doit être dégradé dans une forme utilisable. Ces étapes initiales de

dégradation de C transforment C par des processus hydrolytiques, fermentatives, et

syntrophiques (Whiticar et a|.,1986; Padmanabhan et a|.,2003).
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La labilité du C, qui peut être difficile à déterminer, est le facteur principal qui affecte la

dégradation initiale de C. Même si la source principale de C provient des molécules terrestres

humiques, qui sont reconnues d'être peu labile, la photolyse des molécules peut augmenter sa

labilité. La photolyse inclut une modification structurale à une molécule qui la rend plus petite et,

par conséquence, plus labile, ainsi augmentant I'activité microbienne (Bertilsson & Allard 1996;

Anesio et a1.,2005). La matière organique dissoute (MOD) des mares de dégel est largement

influencé par la photolyse et, donc, est un facteur important à tenir en compte lors des calculs

des taux de dégradation microbienne de C, surtout lors des étés arctiques quand il y a plus que

24 heures d'ensoleil lement (Laurion & Mladenov 2013).

Les méthanogènes sont des acteurs clefs dans les émissions des GES. Des méthanogènes

connus appartenant actuellement au domaine d'Archaea. Récemment, une étude liant des

espèces archées indicatrices avec leur habitat a démontré que le seul habitat sans espèces

indicatrices fut les sédiments d'eaux douces comparé à six autres habitats, comprenant I'eau

douce, le sol, I'eau marine, le sédiment marin, I'hypersaline, et les cheminées hydrothermiques

(Auguet et a1.,2009). Ce résultat a pu être en raison du manque d'études des sédiments d'eaux

douces et le besoin pour plus d'investigations portant sur les archées, mais pourrait aussi

refléter une faible occurrence des archées dans ces genres de sédiments.

Parmi les archées sont des méthanogènes qui ont le rôle de formation de CH+ (Garcia et al.,

2000). Dans les milieux humides froids et les sols pergélisols, CH+ est produit par 2 voies. Le

premier groupe fonctionnel se sert de H2 pour réduire COz en CH+ et est nommé

méthanogénèse hydrogénique (MH). Le deuxième inclut la fermentation de I'acétate en CH+ et

COz et s'appelle méthanogénèse acétoclastique (MA) (Deppenmeier et a|.,1996; Conrad 2005).

La détermination de la voie métabolique utilisée aidera à prédire les émissions de CHa et de

COz en fonction des conditions environnementales qui changent rapidement actuellement en

Arctique. Par exemple, la distribution spatiale des émissions de CHa dans les milieux humides

tempérés fut expliquée par les voies méthanogéniques (Hornibrook et al., 1997). La présence

d'MA ou MH est causée par les changements de la source des substrats de C labile. Par

exemple, la disponibilité de CO frais et labile favorise MA, en comparaison avec du CO de

tourbe plus récalcitrant qui favorise le MH (Miyajima et al., 1997, Hornibrook et a1.,2000). La

voie méthanogènique utilisée (MA ou MH) pour la production de CHn peut être déterminée par

les signatures ô13C et ô2H de COz et de CH+ (Whiticar, 1999).
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En dehors de la disponibilité des substrats, le taux de production de CH+ peut également être

limité par des facteurs tel le potentiel de rédox et le pH. Par exemple, les accepteurs d'électrons

électronégatifs (NO3-, SOo'-, Fe3.) supplantent les méthanogènes pour le H2, €t ainsi limitent la

production de CHn (Valentine et al., 1994). En plus, certaines bactéries, comme les bactéries

sulfato-réductrice entrent également en compétition avec les méthanogènes pour le Hz (Abram

& Nedwell et al., 1978). Cela rend les propriétés physicochimiques d'eau, les bactéries, les

méthanogènes et la disponibilité de substrat, des facteurs importants à considérer pour la

production de CHa.

Les méthanotrophes sont aussi un élément clef des cycles des GES. Ceux-ci sont des

consommateurs de CH+ qui oxydent le CH+ en COz et qui jouent un rôle important dans la

régulation de la quantité de CH+ qui se rend à I'atmosphère (Bastviken ef a|.,2Q08). Une fois le

CH+ est produit dans les sédiments et relâché dans la colonne d'eau, une fraction peut être

oxydée en COz par les méthanotrophes avant qu'il se rend à l'atmosphère. Par exemple, un lac

finnois a démontré que, sur une base annuelle, 79 o/o du CH+ produit fut consommé par des

méthanotrophes, et que seulement le 21o/o eui restait fut relâché à I'atmosphère (Kankaala et al.,

2006). D'ailleurs cette étude a démontré que le flux de CHa entre I'interface sédiment-eau ne

prévoyait pas le flux de CHa entre I'eau et I'atmosphère. Malgré que I'impact de l'oxydation de

CHn méthanotrophe peut varier parmi les lacs selon la profondeur, la structure verticale et les

régimes de mélange contribuent tous à les émissions de GES variables (Michmerhuizen et al.,

1996; Striegl et al., 1998).

Contrairement à la production de CHa, qui se limite aux benthos, la production de COz peut se

retrouver autant dans le benthos que dans le pélagos à travers plusieurs processus bactériens.

En plus des méthanotrophes, diverses bactéries hétérotrophes font la respiration pélagique et

sédimentaire. Le COz peut aussi être produit physiquement par la photo-oxydation, où la MOD

est photolysée (Jonsson et a1.,2001). L'importance de la photo-oxydation pour la production de

CO2 peut être relativement faible en comparaison avec la respiration (Jonsson et al., 2001).

Similaire à la méthanotrophie de CH+, la photosynthèse agit comme un puits microbien de COz,

principalement par des tapis cyanobactériennes dans les mares de dégel (Vézina & Vincent

1997; Figure 1.6).
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Figure 1.6 Des rôles variés des bactéries et des archées dans la production de GES dans les mares de dégel

de I'Arctique

ll a un lien direct entre les bactéries qui dégradent le C qui sont responsables pour la

transformation initiale de C en une forme appropriée pour les producteurs et consommateurs de

CHa, êt plusieurs types de bactéries qui régulent la production de COz. Donc, le Domaine

bactérienne autant que le règne d'archée est importante à étudier afin de déceler le cycle de C

et la production de GES, démontrant un besoin pour des études plus poussées pour identifier

les membres bactériennes et archées impliqués parmi les divers habitats arctiques.

'1.1.4 Le transport de méthane à travers la colonne d'eau

En plus de I'oxydation méthanotrophique d'une fraction de CH+ produite dans les sédiments de

lac, il y a une autre complication pour I'estimation des émissions de CHa, soit son transport à

travers la colonne d'eau. ll y a trois processus de transport de CHr de sédiment benthique à

I'atmosphère: le transport par les plantes, la diffusion et l'ébullition (Figure 1.7; Whalen, 2005).

Les trois processus doivent être considérés pour estimer correctement les émissions totales

d'un lac ou d'une mare. Par exemple, les racines de plantes ont aérenchyme qui transfèrent CHa
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du sédiment à travers la plante jusqu'à I'atmosphère (Shannon et al., 1996), représentant

possiblement2 - 23o/o du CH+émis (Bastviken et a1.,2004 et références qui y figurent), mais ceci

n'a pas été rapporté pour les écosystèmes influencés par le pergélisol. Le flux diffusive est le

plus souvent mesuré, variant considérablement entre systèmes aquatiques et influencés par les

grandes variations de turbulence à la surface de I'eau (Maclntyre et al., 2010). Par exemple

dans les lacs boréaux suédois et les lacs thermokarst sibériens, les taux peuvent être aussi

faibles que 0.48 mmol m-2 11 lzimov et a1.,2001; Batsviken et al.,2OO4) comparés aux taux de la

Baie d'Hudson qui atteignent 48 mmol m-' i-t (Hamilton et al., 1994). Par contre, plus

récemment, ce processus s'est révélé de constituer qu'une petite partie des émissions totales en

raison de la faible solubilité de CHn dans I'eau (Baker-Blocker ef al., 1977; Cicerone et Shetter

1981; Bartlett et a|.,1988; Casper et a|.,2000). L'ébull it ion a été moins étudiée parce qu'elle est

même plus variable dans I 'espace et dans le temps (Walter et a1.,2006), mais dans les l ieux

étudiés à date, les taux d'ébullition sont généralement considérés plus élevés que les taux de

diffusion (Walter et a|.,2010).
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Figure 1.7 Section transversale d'une mare de dégel i l lustrant les trois modes possibles de transport de GHI à
I'atmosphère: les plantes, l 'ébull it ion et la diffusion. La photo provient de l ' lnstitute of biogeochemistry and
pollutant dynamics; wwwl .ethz.ch/ibp/research/environmentalmicrobiology/researchMetlands

L'importance de distinguer le transport de l'ébullition par rapport au transport diffusif relève de

leurs impacts sur I'oxydation de CHa, parce que le CH4 transporté par l'ébullition est moins

susceptible d'être consommé par des méthanotrophes (Figure 1.7). Par exemple, le CHade

l'ébullition des << hot spot ) et des < point source ) est associé avec des bulles plus rapides et

plus larges qui transitent dans la colonne d'eau, et ont donc moins de chances d'être oxydées

que les micro-bulles et les gaz dissous (Prairie & del Giorgio 2013). Les gaz dissous peuvent

quand même s'échapper à I'atmosphère s'ils ne passent pas à travers une zone de

méthanotrophie (Chanton & Martens 1988).

lôé.Uettegerèl=. :
Hydrogénique : CO, +4H, à 2HrO + CH4

Acétoclastique: cHrcooH à co, + CHo
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Les mécanismes d'ébullition ont été classés récemment pour les lacs thermokarst arctiques

comme <background source >, < point source ), et < hot spots > (Walter et al., 2007).

L'ébullition background est considérée comme étant des évènements d'ébullition aléatoires et

plus faibles qui ont lieu sporadiquement à plusieurs endroits dans un lac. En comparaison, les

point source et hot spots sont des sources d'ébullition plus localisées et continues. Ces diverses

formes d'ébullition doivent être considérées comme elles impliquent des techniques

d'échantillonnage différentes (des entonnoirs immergés ou une technique I'espace de l'air dans

la bouteille, la fréquence d'échantillonnage, la hétérogénéité spatiotemporelle; voir plus bas) et

elles semblent être produites à partir de sources de C datées (Walter et a|.,2008). L'ébullition

< point source >> et < hot spot > a les signatures de C les plus anciennes et sont apparemment

produites à partir des sédiments les plus profonds des lacs thermokarst sibériens et alaskiens

(11 355 -429001aC ans), en comparaison à l 'ébull it ion background (1 345 -8 845 laC ans)et

l'ébullition background des sédiments de surface remués (> moderne à 3 965 ans). Le CHa

dissous est censé, en ce moment, être le plus jeune, mais, à nos connaissances, ceci n'a pas

été vérifié. La détermination de l'âge du C des GES émis a des implications pour l'équilibre de

C, avec CH+ daté étant le plus vieux, représentant une rétroaction positive et pertinente du

climat en comparaisqn au C fixé récemment (Elmendorf et al., 2012). Étant donné que

l'ébullition point source et hot spot constituent la majorité des émissions CH+ des lacs

thermokarst sibériens (70o/o),leur production sont provient d'une façon marquée de C ancien et

représente donc une rétroaction positive du climat (Walter et al.,2OO7).

Avant que ces pourcentage d'ébullition de CHa dissous soient attribués à des âges de C pour

l'équilibre de C, ce modèle doit être confirmé dans d'autres systèmes thermokarst d'ailleurs en

Arctique où la géomorphologie et la morphologie des lacs peuvent varier considérablement et

influenceraient ces modèles. Par exemple, les taliks, tel étudiés auparavant dans des lacs

thermokarst, n'existent pas en dessous des mares de dégel peu profondes de l'î1e Bylot et, en

conséquence, la production des hot spots n'est peut-être pas possible à I'intérieur d'une couche

active de -60 cm de profondeur. De plus, la composition structurale de tourbe, y inclut le

contenu de sable, d'argile et de la glace, ainsi que la pression atmosphérique, peuvent jouer un

rôle décisif dans I'accumulation et la relâche de bulles de surface de CH+ (Coulthard et al.,

2009; Tokida et a|.,2007).
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1.1.5 Les effets de la température sur le cycle du C des mares de dégel

Avec la prévision de le Groupe d'experts intergouvernemental sur l'évolution du climat (IPCC)

d'une augmentation de la température de 2 à 9 "C, selon le modèle et les scénarios de forçage,

à la fin du 21'"-" siècle pour les régions arctiques (2007), l'occurrence de mares de dégel

augmentera probablement dans les régions de pergélisol continu. Le degré de stimulation de la

production de GES serait stimulée par les étés plus chaudes et plus longues est inconnu mais

très probable en raison de quelques activités de respiration microbienne avec un écart Qro de

1.7 - 3.4 (Anderson, 2010; Bekku et a1.,2003). Par contre, d'autres points sensibles des

températures Qro très variables ont été reportés, menant à une prévision que les valeurs de

respiration Qro âu delà de 2.5 reflètent probablement une interaction des sources de substrat en

plus de la température (Davidson ef al., 2006). En fait, des taux de production de CHa accrus

des milieux humides du Nord et de I'Arctique constituaient des réponses à la disponibilité

augmentée des substrats (Anderson,2010) en raison la température améliorant les taux de

fermentation (Valentine et a1.,1994). Le nouveau réservoir de C libéré grâce au réchauffement

du climat pourrait ainsi être un facteur principal de la stimulation de la production de GES selon

la biodisponibil i té (Wagner et a1.,2005; Guil lemette & delGiorgio 2011). De plus, la réponse de

la composition de la communauté microbienne arctique est inconnue. Par exemple, une activité

méthanotrophique accrue (oxydation de CH+ en CO2) pourrait mitiger la production de CHa.

Un changement de température peut influencer la quantité de C disponible qui se décompose, à

cause d'un changement de la communauté microbienne (MacDonald ef a/., 1995; Zogg et al.,

1997). Particulièrement, Zogg et al. (1997) ont trouvé qu'une augmentation de température

entraine une quantité plus importante de C respiré ainsi qu'une biomasse microbienne active

plus petit et une source de C plus grand. Ceci a souligné que I'augmentation de C respiré n'est

pas à cause de plus d'activité microbienne mais plutôt en raison d'un changement dans la

communauté microbienne (Figure 1.8). De plus, les températures plus clémentes ont augmenté

la quantité de vieux C utilisée par les microbes attribuée à un changement de la composition de

la communauté microbienne et à les réactions enzymatiques entre 5, 20 and 35'C, étant donné

que la taille de la communauté est inchangée. Une décomposition accrue de vieux C peut aussi

arrivée à des températures plus élevés avec I'ajout d'azote et sans changement de communauté

microbienne (Waldrop & Firestone 2004). Donc, n'importe quel changement de la communauté

microbienne des mares de dégel sous des températures plus élevées peut influencer la source

de C utilisée pour la production de GES. L'utilisation préférentielle d'une source C est fortement
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déterminée par les bactéries (de fermentation) de dégradation de C parce qu'ils offrent les

substrats nécessaires pour la méthanogènese (Valentine et al., 1994). Ultimement, une

augmentation des émissions de CH+ peut arriver s'il y a une source de composées fermentables

(Westermann et a|.,1989), ou une baisse d'activités méthanotrophiques.

communauté
microbienne

types de carbone
présent

augmentation
de la

température

Conægr lrom Zogl êt al t99l: Mâct)àr|ârd st âl t995

Figure 1.8 L'effet possible d'une augmentation de température sur le type de carbone utilisé par les bactéries
et éventuellement uti l isé pour produire les GES.

En tout il y a trois facteurs principaux à considérer afin de prévoir la production future de GES et

de mieux comprendre les causes de sa variabilité parmi les mares de dégel, et ceci sera traité

dans cette thèse : les sources de carbone utilisées pour la production de GES, I'identification de

la communauté microbienne présente en termes de production de GES, et comment la

communauté bactérienne et la production de GES peuvent répondre à les augmentations de

température.
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1.2 Site d'étude

L'î1e Bylot est située dans le pergélisol continu de I'Arctique canadien, nord de l'île de Baffin.

L'échantillonnage a eu lieu au parc national Sirmilik dans une vallée pro-glaciaire à 73" 09'N,

79' 59'W (Fig. 1.9). La station de recherche et la station météorologique (station du réseau SILA

du Centre d'études nordiques) ont enregistré de 1994 - 2007 une température annuelle

moyenne de -14.5'C et une précipitation de 94 mm de juin à aout. Le paysage caractérisé par

les polygones de la vallée étudiée s'est caractérisé par une unité de tourbe d'une épaisseur de -

2.5 m, avec une couche active de 40 cm en 2002 (Fortier & Allard 2004) et jusqu'à 60 cm en

2012 (D. Fortier, comm. pers.). Entourant les mares de dégel se retrouve une végétation

comprenant des carex, des gazons et des mousses brunes. Les mares de dégel de l'fle Bylot

ont été qualifiées comme étant riches en CO et en nutriments, et des émetteurs significatives de

CH+ et occasionnellement de COz (Breton et a1.,2009; Laurion et a1.,2010).

Les mares de dégel au site d'étude peuvent être catégorisés en deux groupes de formations

géomorphologiques nommés mares polygones et mares allongées. Les deux gèlent jusqu'au

fond en hiver, avec des thermisteurs de 2008 - 2009 indiquant I'eau libre pour -111 jours par an.

Les mares allongées se forment sur des coins de glace en fonte avec des profondeurs souvent

moins que 0.5 m (Fig. 1.10). Elles sont devenues plus apparentes dans les dernières années à

cause du dégel accéléré du pergélisol, probablement responsable de l'érosion du sol observé

dans ces mares. Les mares polygones sont des environnements plus stables associés

naturellement avec les cycles de gel-dégel de la couche active, avec des profondeurs de 0.5 à

1.5 m (Fig. 1.1 1). La structure thermique de la colonne d'eau est différente selon la formation de

la mare. Les mares allongées sont stratifiées, avec BYL28 ayant une thermocline à 0.2 m en

2009. Les mares polygones ont une structure thermique homogène, ainsi qu'une topographie à

I'abri du vent et à fetch légèrement plus forte (Laurion & Mladenov 2013). Ainsi une différence

de production de GES entre ces deux formations de mares pourrait expliquer une partie de la

variabilité reporté dans ces systèmes de pergélisol, en plus a localisation de domaines d'intérêt

pour des efforts futurs.
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La vallée pro-glaciaire étudiée a une aire de -65 km2, dont les mares de dégel et les lacs

couvrent 4.2o/o (Bégin, 2012). À ce site d'étude, i l  y a des endroits où soit les mares polygone,

soit les mares allongées dominent, et où les deux sont présentes (Figure 1.12). Les mares

allongées contribuent environ 44% de I'aire de surface d'eau libre, avec une formation commune

de réseaux peu profonds mais allongés.

Figure 1.9 Une carte i l lustrant la localisation du site d'étude à l ' î le Bylot, Nunavut, Canada, et une vue
aérienne du site d'étude de la vallée proglaciaire
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Figure 1.10 Des paysages de pergélisol dominés par des mares de dégel allongées, avec de l'érosion.

Figure 1.11 Des paysages de pergélisol dominés par des mares de dégel polygone



Figure 1.12 Paysage (polygone) de pergélisol ayant à la fois les mares polygone ainsi que les
allongées

1.3 Objectifs et Hypothèses

L'objectif global de cette thèse était de déterminer si les petites mares de dégel dans I'Arctique

de l'Est canadien ont le potentiel d'agir comme un mécanisme de rétroaction positive sur le

réchauffement du climat. Les trois chapitres qui constituent le coeur de la thèse sont résumés et

reliés les uns aux autres en se référant à la Figure 1.4. Dans le chapitre 1, I'utilisation de MO

libéré de la fonte du pergélisol et utilisé pour la production de GES est adressée. lci I'accent est

mis sur la production et méthanogènes CHn. Dans le chapitre 2, la communauté bactérienne et

leur rôle commun dans la production de GES est décrit. L'effet d'une augmentation de la

température a sur la production de GES dégel de l'étang et de la communauté bactérienne

associée est présenté au chapitre 3. Ensemble, ces trois chapitres permettent de mieux

comprendre le rôle des mares de dégel en tant qu'acteurs de retroaction.
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Chapitre 1. Les petites mares de dégel: une source non comptabilisée de méthane

dans le haut Arctique canadien

Objectifs

Décrire la communauté méthanogène des mares de dégel polygonales et a//ongées à

l'île Bylot et comment elle se compare à celle des autres environnements de pergélisol

tels que la tourbe gelée et les milieux humides arctiques.

ldentifier si la méthanogénèse acétoclastique (MA) eUou la méthanogénèse

hydrogénotrophique (MH) produisent le CHn relâché par diffusion et par ébullition dans

les mares de dégelde l'fle Bylot.

3) Déterminer si les méthanogènes utilisent le vieux C provenant de la tourbe déposée au

cours de I'Holocène et libéré par le dégel du pergélisolou plutôt le C récemment fixé par

les plantes ou les cyanobactéries.

Déterminer si les flux d'ébullition sont plus importants que la diffusion dans les petites

mares de dégel de l'î.le Bylot, tel que reporté dans le cas des lacs thermokarstiques de

plus grande taille en Sibérie et en Alaska.

Comparer les caractéristiques limnologiques et les communautés méthanogènes des

mares polygonales et des mares allongées, étant donné que ces dernières

augmenteront probablement dans le futur proche en raison du réchauffement climatique

accéléré.

1 )

2)

4)

5)
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Hypothèses

1) Les communautés méthanogènes trouvées dans les mares de dégel de l'î.le Bylot sont

uniques comparativement aux autres milieux de pergélisol.

2) Les communautés méthanogènes des mares polygonales et allongées sont distinctes.

3) Les voies de production du CH4 (AM ou HM) transporté par diffusion et ébullition sont

distinctes dans mares de dégel de Bylot.

4) Les mares allongées, avec l'érosion de la tourbe, utilisent une source plus ancienne de

carbone pour la production de GES par rapport aux mares polygonales.

Ghapitre 2. Influence des communautés fonctionnelles de bactéries sur les émissions
de gaz à effet de serre par les petites mares de dégel du haut Arctique canadien

Obiectifs

1) Déterminer si la géomorphologie des mares de dégel, et les propriétés physicochimiques

associées, influencent les assemblages bactériens.

2) Déterminer s'il y a une différence entre les communautés bactériennes des sédiments de

surface et celles qui colonisent la colonne d'eau des mares de dégel.

3) Déterminer une différence dans la diversité fonctionnelle des communautés bactériennes

explique la différence des efflux de GES observée entre les mares allongées et

polygonales.

Hypothèses

1) La géomorphologie des mares de dégel, et les propriétés physicochimiques associées,

influencent les communautés bactériennes de l'eau et des sédiments de surface.

2) Les communautés bactériennes distinctes retrouvées dans les mares de dégel allongées

et polygonales expliquent leurs différentes émissions de GES.
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Chapitre 3. ta réponse des mares de dégel du haut Arctique canadien à une hausse de
la température: communautés bactériennes selon I'ADN et I'ARN et taux de production
des gaz à effet de serre

Objectifs

1) Déterminer si la production de COz et de CH+ des mares polygonales et allongées réagit

de façon similaire sous des conditions plus chaudes.

2) ldentifier si le temps entre la récolte d'échantillons (rn sffu) et le début des expériences

d'incubation (T1) affecte les communautés bactériennes totales (ADN) et le potentiel de

synthèse des protéines (ARN).

3) Déterminer si les communautés bactériennes réagissent à une augmentation de

température de 5'C par une modification de la communauté (ADN) ou une augmentation

de I'activité de synthèse des protéines (ARN).

4) ldentifier comment les changements de la communauté bactérienne d'une mare allongée

fortement productive peuvent être liés à sa production de GES.

Hypothèses

1) Le taux de production de COz et de CHc des mares polygonales et allongées augmente

de façon similaire sous des conditions plus chaudes.

2) Le court délais entre le prélèvement des échantillons (tn sffu) et le début des expériences

d'incubation (T1) affecte la communauté bactérienne active (ARN), mais pas la

communauté totale (ADN).

3) Une augmentation de 5"C en température favorise à la fois une augmentation de la

diversité des communautés bactériennes totales et actives, de sorte que la production de

GES est accélérée.
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1.4 Matériel et méthode

Voici un bref survol de la méthode d'échantillonnage effectué. Chaque chapitre présentera les

détails techniques, mais ici se retrouve I'approche scientifique utilisée pour répondre aux

objectifs de la thèse. Les méthodes ne sont pas divisées en chapitres, parce que plusieurs des

méthodes ont été appliquées à tous les chapitres. L'échantillonnage pour cette thèse a été limité

aux mois d'été (Juin - Aout), comme le dur climat de I'Arctique limite I'accès à la station de

recherche à quelques mois d'été (Table 1 .1).

Tableau 1.1 Sommaire des échantillons de mare de dégel présentées dans cette thèse. POL = mares
pofygone; RUN = mares allongées; COD=carbone organique dissous; GES incluent COz and CHr; l 'ébull it ion
inclut GHr relâché en bulles; la voie de production inclut CHr produit par méthanogénèse acétoclastique (MA)
ou méthanogénèse hydrogenotrophique (MH); CO=carbone organique ; MODC=matière organique dissoute
colorée.

Year Total ponds Method
(POL: RUN)

Dissolved GES GES flux

Production pathway

Diumal variations

2009 - 2011 92 (33: 58) Concentrations dissoues

2009 19 (9: 10) lsotopes stables

2011 2 (2 POL) Mesures de flux à I'heure

Ébuttition Ebullition flux

Production pathway

C-source (age)

2 (2 POL)

4  ( 2 : 2 )

a  ( 2 : 2 )

Entonnoirs

lsotopes stables

Datation 14C

2011

2011

2011

Microbial Diversity Archaea de sédiment de

surface

Bactérie de sédiment de

surface

Bactérie de l'eau

2009

4  ( 2 : 2 )

5 (2: 3)

5 (2: 3);
2 f t  1 )

Pyro-séquençage

Pyro-séquençage

Pyro-séquençage &
Libraires de clonaqe

Environnement Limnologie

Source de C de I'eau

Source de C du sédiment

2009 - 2011

2009 - 2011

2011

1 7  ( 9 : 8 )

1 7  ( 9 : 8 )

17  (9 :  8 )

Nutriments, pH, temp, Oz

Quantité & composition de
MODC
o/o CO

Incubations Taux de production GES

Communauté total de
bactérie sédimentaire

Synthèse des protéines
potentiel des sédiments
communauté bactérienne

2009 - 2010

2010

2010

4  ( 2 : 2 )

1 ( 1  R U N )

1 ( 1  R U N )

Over 16 days at 4"C and
9'C

Pyro-séquençage ln sr?u,
to, tro-4'C and tro-9"C

Pyro-séquençage rn srlu,
b, tro-4"C and tro-9"C
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1.4.1 Les propriétés physicochimiques et l 'échantil lonnage de GES

Les propriétés limnologiques des mares de dégel ont été échantillonnées afin d'examiner les

relations entre les communautés microbiennes des mares polygone et allongées. La

température, I'O2 dissous, la conductivité et le pH ont été mesurés par Yellow Spring Instrument

(YSl, 600R sonde multiparamétrique). Le phosphore total (PT), l'azote total (AT), le phosphate

réactif soluble (SRP), les cations, et les anions ont aussi été mesurés chaque année.

Les concentrations de GES dissous ont été récoltées sur trois ans (2009 - 2011) pour cette

thèse. À partir des concentrations dissoutes, un flux correspondant a été estimé selon la loi de

Fick utilisant le modèle basé sur le vent de Cole et Caraco (1998) afin de calculer le coefficient

de l'échange de gaz, avec un facteur de correction développé à partir d'une série de mares où le

flux direct des mesures a pris avec une chambre flottante. Le facteur de correction tient compte

que la turbulence est contrôlée par une échange de chaleur plutôt que par le vent dans les

petites mares de dégel et donc la turbulence est plus faible comparée aux estimées obtenues

par des modèles basées sur uniquement sur le vent (Maclntyre et al., 2010). En plus des

mesures de flux dissous, le flux d'ébullition a aussi été obtenu de deux mares polygone en 2011,

avec des entonnoirs immergées (Figure 1.13). Les taux d'ébull it ion ont été mesurés par une

accumulation passive des gaz dans les entonnoirs inversé immergées sur une période de 21 à

121 heures, tandis qu'un flux dissous est toujours estimé à partir d'un échantillon discret de gaz

et calculé à partir d'un modèle de transfert de gaz qui utilise la vitesse du vent des deux heures

précédentes. La grande variabilité de turbulence au cours d'une journée pour les estimées de

flux diffus combinée avec la large variabilité spatiotemporelle des évènements d'ébullition

(Walter et a|.,2010) excluent des extrapolations simples.
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Seringue en plastique
pour recueil l i r  les bulles
et le transfert dans des
flacons évacués

Figure 1.13 Entonnoir immergé uti l isé pour prélever les échantil lons d'ébull it ion flottant au delà de la glace
toujours présente au fond des mares de dégel tôt en juillet 2011

Afin d'investiguer les cycles du C et du GHa dans les mares de dégel, les signatures isotopiques

ô13C et ô2H ont été mesurées sur les échantillons de GES dissous et d'ébullition. Ces signatures

ont permis de déterminer quelles voies métaboliques ont servi à la production de CH+, la

méthanogénèse acétoclastique ou la méthanogénèse hydrogénotrophique (MA ou MH). De

plus, ces valeurs permettent de déterminer le niveau d'oxydation du CH+ ainsi que la

provenance possible des sources de C. Par exemple, un faible enrichissement en ô13C indique

une faible oxydation et une source de CH+ provenant du benthos (bulles), tandis qu'un

enrichissement plus élevé en ô13C révèle une source pelagique (dissous) (Kendall & McDonnel

1998). Ces signatures isotopiques sont utiles pour identifier des voies métaboliques (AM ou HM)

mais ne fournissent pas de renseignements sur les limites de la disponibilité du substrat ou des

pourcentages exacts pour chaque voie de production (Alstad and Whiticar 2011). La datation
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par radiocarbone a aussi été appliquée aux GES d'ébullition pour déterminer si le C plus ancien

relâché par le pergélisol en dégel est utilisé par les microbes pour la production de GES, et si ce

processus diffère entre les mares polygonales et a//ongées.

En plus de I'utilisation des isotopes stables, les propriétés d'absorption et de fluorescence de la

matière organique dissoute chromophorique (MODC) ont été utilisées pour caractériser une

fraction du CO utilisé par des microbes des mares de dégel. Les échantillons d'eau filtrés à

travers 0.2 pm ont été scannés par un spectrophotomètre et un spectrofluoromètre (détails plus

bas). La courbe du spectre d'absorption de MODC qui en résultait peut être utilisée pour estimer

le ratio d'acides fulviques à humiques et corréler le poids moléculaire de la MOD (Helms et al.,

2008, Holmes et a1.,2008), tandis que le coefficient d'absorption de la MOD (e.9. à 320 hm, â32s)

est utilisé pour quantifier la MODC, ou I'efficacité d'absorption de la MOD lorsque donné par

unité de carbone organique dissous (COD) (Breton et a|.,2009).

1.4.2 Les communautés microbiennes

Les communautés d'archées et des bactéries ont été examinées en ciblant les gènes 165 ARNr

utilisant de I'acide désoxyribonucléique (ADN) comme un template. Ces communautés d'ADN

ont été examiné de l'eau de surface et du sédiment des mares polygone et allongées ponds

avec du pyro-séquencage haut débit. Le ciblage et le séquençage les gènes 165 ARNr utilisant

de I'acide ribonucléique (ARN) bactérien ont été également utilisés pour explorer le potentiel de

synthèse des protéines de la communauté des sédiments bactériennes. En termes plus simples,

une communauté ARN est souvent désignée comme la communauté <active) par rapport à la

communauté ADN qui représente toutes les bactéries présentes. Toutefois, les données d'ARN

ne représentent pas seulement les ribosomes actifs pour la synthèse des protéines, mais aussi

des ribosomes inactifs (Blazewicz et a|.,2013).

Tandis qu'un sous-ensemble plus large de 20 mares de dégel ont été investigués pour leurs

propriétés physicochimiques et leurs flux de GES, quatre mares ont été choisies pour étudier en

détails les communautés microbiennes. Initialement ces quatre mares ont inclut deux mares

polygone (BYL 1 & 22) et deux mares allongées ponds (BYt24 & 38). Les communautés

archées ont été étudiées en particulier dans le sédiment, où les méthanogènes anoxiques sont

souvent limités. Les communautés bactériennes impliquées dans la respiration hétérotrophique

pélagique, la respiration sédimentaires, et I'oxydation de CHa oxydation ont été investiguées
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dans I'eau de surface ainsi que dans le sédiment par clonage par Séquençage Sanger et par le

pyro-séquençage haut débit.

La technologie relativement nouvelle du pyro-séquençage haut débit, comparée à les clonages

par Séquençage Sanger, est devenue plus présente au début de ce projet. Le pyro-séquençage

est bénéfique en raison de sa capacité de générer un grand nombre de séquences (reads;

fragments de séquences courtes) utilisé pour les identités microbiennes de taille intermédiaire

(Margulies et al., 2005). Par exemple, dans cette étude -2,000 reads ont été produits par

échantillons, comparés à une librairie de clonage par Séquençage Sanger qui en produit -90

séquencés, selon les efforts de clonage. Ceci permet une vision beaucoup plus détaillée de la

communauté microbienne, ainsi que I'identification des micro-organismes abondants (> 1% de la

communauté entière) et rares (< 1o/o de la communauté entière). Le pyro-séquençage permit

donc une augmentation du pouvoir statistique pour une description de la communauté

microbienne et une approfondissement des connaissances de I'importance écologique d'une

communauté écologique.

Brièvement, le pyro-séquençage avec la technologie Roche 454 est effectué avec des

fragments ciblés d'ADN bactériennes ou archéales amplifiés avec une réaction en chaîne

polymérase (PCR) (Fig. 1 .14 a) et chaque fragment étant capturé sur une perle unique (perle

d'émulsion). Chaque perle est recouverte d'huile d'émulsion où la PCR contenue a lieu. Le

résultat est que chaque perle a des mill ions de matrices uniques d'ADN (Fig. 1.14 b). L'huile

d'émulsion est brisée et chaque perle tombe dans un puits (Fig. 1 .14 c). Une fois dans le puits,

une série de bases (A, T, G, C) est lavée sur la plaque de puits, et quand une base

complémentaire est présente la synthèse a lieu par une réaction chimique qui cause produit une

émission de lumière (Margulies et a1.,2005). Le terme "pyro" séquençage provient du fait que

les intensités lumineuses, produite à partir de I'enzyme de pyrophosphate (PPi), servent pour la

détermination de la séquence d'ADN. La différence méthodologique apparente entre le pyro-

séquençage et le clonage par Séquençage Sanger est qu'aucun sous-clonage à I'intérieur des

bactéries ou manipulation fastidieuse des clones individuels n'est employé avec le pyro-

séquençage.
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Figure 1.14 Processus de pyro-séquençage a) séparation des fragments individuels d'ADN attachés à une
perle; b) perle couverte en huile d'émulsion où l'amplification de PCR a lieu; c) le placement de chaque perle
dans un puits sur une plaque à plusieurs puits; d) lavage de bases sur la plaque pour déterminer la séquence
d'ADN individuel de chaque souche capturée sur une perle.



Malgré que la technologie de pyro-séquençage progresse rapidement, une contrainte est son

amplification de reads plus courts (des séquences plus courtes) en comparaison avec le

clonage par Séquençage Sanger. Le contrôle de qualité élimine des reads contenant moins de

150 paires de base. Comparativement les séquences de de clonage par Séquençage Sanger

ont un minimum de 500 paires de base, ce qui a donné des identités microbiennes plus

précises, et donc cette méthode est toujours utile en ce moment. Deux libraires de clonage

bactérien ont été effectués dans le cadre de cette étude pour comparer les identités

bactériennes entre deux méthodes.

1 .4.3. Expériences d'incubation

La réponse des taux de production de GES des mares de dégel et la communauté bactérienne

à une température accrue ont été déterminée par des incubations sur 16 jours à la température

moyenne de l 'été (Juin - Aout) mesurée actuellement à l ' î le Bylot (4.6'C) (Fig. 1.15) et la

température augmentée de 5'C (9'C) pour stimuler I'augmentation de température prévue pour

les régions polaires à la fin du 21ème siècle (IPCC AR4 WG1 , 2007). Une incubation d'une

durée de 16 jours a été choisie sur la base d'une incubation précédente sur 28 jours, où la

production de COz a atteint un plateau après 18 jours (Figure 1 .16).

Moyenne de la température de I 'a i r
quotidienne et mensuelle

Îte eytot (1994.2007)

Figure 1.15 Les températures moyennes mensuetles et quotidiennes de l l le Bylot. Graph de Ecological
studies and environmental monitoring at Bylot lsland, Sirmirl ik National Park
(http ://www.cen. u laval.ca/byloUi ntro. htm).
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Les mesures de GES et des communautés microbiennes sédimentaires sont investiguées ici,

étant donné que c'est où la majorité des méthanogènes et des méthanotrophes a été identifiée

selon les résultats du chapitre 1 & 2. Les communautés bactériennes ont été identifiées par le

pyroséquençage de 165 rARN ADN et ARN pour comparer les communautés totales et le

potentiel de la synthèse des protéines respectivement. L'amplification de I'ADN et I'ARN archée

a été tentée plusieurs fois sans succès. L'amplification qui n'a pas fonctionnée peut

probablement être attribuée à la distribution spatiale ou I'abondance étant donné que ça a été

essayé avec plusieurs échantillons de sédiment et que BYL38 est plus grand producteur de

CH+. Une interférence en raison de la matière organique (MO) pourrait être possible parce que

BYL38 a le plus de MO comparé aux autres mares. ldéalement une autre expérimentation avec

des échantillons pris pour I'identification microbienne de la mare allongée BYt27 aurait été utile,

mais aucun teléchantillonnage de I'Arctique n'a été possible.
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Figure 1.16 Des résultats de I 'expérimentation préliminaire de la production GES à 4"C et à 9oC, indiquant un
plateau de production de GOz autour de 18 jours et une production continue de CHl.
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1.5 Résultats et discussion

Cette section comprend un résumé des résultats les plus significatifs. Pour plus de résultats, et

des figures et tableaux appuyant ces résultats et cette discussion, veuillez consulter les articles

correspondants qui suivent aux chapitres 2, 3 et 4.

1.5.1 Article I

Les concentrations de GES dissous à la surface de I'eau et les estimations de flux

correspondants recueillies pour les séries compilées de mares de dégel de 2009 à 2011 (n = 91)

ont été significativement plus élevées dans les mares allongées comparés aux mares

polygonales (t-test, df = 90, p < 0.001). Cette séparation hautement significative entre les

formations allongées et polygonales est marquante considérant la grande variabilité dans les

flux de CO2 (-8.1 à 76.9 mmol m-'d-t) et de CHa (0.02 to 6.3 mmol m-'d-') sur 3 ans.

Deux mares polygonales testées sur 26 heures montraient respectivement des variations

(coefficient de variation) diurnes de GES dissous de 18 et25o/o dans le cas du COz, €t de 17 et

21o/o pour le CH+. Les flux correspondants estimés par le modèle basé sur le vent (coefficient

d'échange gazeux de Cole et Caraco 1998) indiquent que les mesures de flux variaient au

maximum par 25o/o au cours de la journée. Pour ce qui est de l'ébullition mesurée dans les deux

mares polygonales, respectivement 27 et 82o/o des émissions totales en CH+ provenaient de

l'ébullition. Ces valeurs illustrent la grande variabilité des taux diffusifs et d'ébullition pouvant

exister dans les petites mares de dégel sur l'île Bylot.

La source de C pour la production de GES émis sous forme de bulles a été catégorisée comme

moderne (les derniers -60 ans), avec des signatures AlaC de -1.1 à 114.9 %o. Par contre,

l'ébullition de CH+ de deux mares allongées (n = 3 mesures) contenait une fraction

significativement plus élevée de C ancien comparé aux deux mares polygonales (n = 7

mesures; p = 0.002). Les signatures d'isotopes stables du COz et CHa indiquent que le CHa a

été produit par méthanogénèse acétoclastique, et ainsi que le substrat d'acétate est abondant

dans l'écosystème, au moins lors des mesures estivales. La méthanogénèse

hydrogénotrophique, utilisant le COz et le Hz, domine généralement lorsque le C est limitant

(Hornibrook et a1.,2000). La dominance de MA a été observée tant pour les mares polygonales
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qu'allongées. Cette tendance est différente que celle observée dans d'autres écosystèmes

arctiques (Brosius et al., 2012).

Tandis que les isotopes stables indiquent une dominance par la MA (juin-juillet), les résultats

suggèrent que la communauté des Archées des sédiments de surface était composée à la fois

d'unités taxonomiques opérationnelles (UTOs, définis au niveau de similarité de 97%) MH et de

UTOs MA (en proportion similaire). Étant donné que le pyro-séquençage a été effectué sur

I'ADN, il inclut les microbes inactifs ainsi que ceux actifs. Ce résultat indique qu'à un certain

moment dans I'année, les conditions étaient favorables pour bâtir une biomasse significative

d'UTOs MH, et donc que I'hydrogénotrophie existe (ou a existé) dans cet écosystème. Par

ailleurs, le pyro-séquençage indique que la communauté des Archées des sédiments de surface

était dominée par des méthanogènes, représentant 88 à 95% des séquences. Les autres UTOs

du domaine des Archées étaient représentées par le phylum Euryarchaeota, surtout d'un groupe

euryarchaéotal aléatoire (TMEG), et du groupe crénarchaéotique aléatoire (MCG).

En conclusion, les mares allongées représentent une source de CH+ plus grande et

potentiellement produite à partir d'un pool de C plus ancien comparées aux mares polygonales,

et elles contiennent des communautés méthanogéniques capables d'utiliser diverses sources de

C, augmentant le risque d'émissions accrues de CH+ sous les conditions changeantes du climat.

1.5.2 Article 2

Les communautés de bactéries des sédiments et de I'eau étaient très différentes, même au sein

d'une mare donnée, avec peu d'UTOs partagées. Une analyse en composantes principales sur

les propriétés physicochimiques (COD, propriétés optiques de la MOD, Oz, pH, ions, nutriments

et température) a expliqué 53% de la variance entre les mares (n = 19) et a distinctement

séparé les mares polygonales des mares allongées, correspondant au cloisonnement noté dans

les communautés bactériennes sédimentaires mais pas dans le cas des communautés

bactériennes de I'eau. Les communautés bactériennes des sédiments présentaient une richesse

spécifique plus élevée, avec une faible diversité (équitabilité des valeurs), par comparaison avec

les communautés de l'eau.
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Autre détail intéressant, nous avons détecté une relation négative significative entre les

concentrations de CH+ dissous et le nombre de séquences des méthanotrophes des sédiments

(r = -0.895, p = 0.040), mais aucune corrélation significative avec les méthanogènes, indiquant

un fort contrôle des émissions de CHa par les consommateurs de CHa, et ce malgré la faible

profondeur de cet écosystème. Le degré d'oxydation du méthane variaient entre les mares, tel

qu'indiqué par les signatures ô13C-COz variant de -13 à-37%o. Cette signature isotopique était

aussi correlée au nombre de séquences des méthanotrophes (r = -0.927, p = 0.024).

De ces résultats, nous pouvons spéculer que les différences de concentration de GES dans la

colonne d'eau sont régit par les facteurs physicochimiques qui sélectionnent différents

assemblages de producteurs et de consommateurs de CHa dans les sédiments, alors que les

régimes thermiques et la turbulence variable dans les mares influencent le taux auquel les GES

sont relâchés vers I'atmosphère.

1.5.3 Article 3

Au cours d'une incubation de 16 jours des sédiments provenant de 2 mares polygonales et 2

mares allongées, les taux de production de CO2 et de CH+ ont tous deux significativement

augmenté à 9'C par rapport à 4'C (p < 0.05). Les mares allongées avaient un taux de

production de COz significativement plus élevé que les mares polygonales (p = 0.002), mais pas

un taux de production plus élevé en CHa (p = 0.606). Sous les conditions expérimentales avec

peu d'O2 et dépourvues en lumière, où la photosynthèse ne pouvait se produire, la production de

COz inférieure des mares polygonales peut être attribuée à une respiration microbienne limitée.

Ce résultat supporte les observations in situ: le COz était sous-saturé dans les mares

polygonales et sursaturé dans les mares allongées, indiquant une respiration microbienne

inférieure dans les mares polygonales eUou une plus grande consommation en COz dans cet

écosystème riche en tapis photosynthétiques cyanobactériens, représentant un puits de COz

atmosphérique.

) t



Par comparaison, les résultats sur la production de CH+ provenant de I'expérience d'incubation

ne sont pas a priori compatibles avec les tendances observées in situ. Expérimentalement, les

mares polygonales montraient une production de CH+ supérieure ou similaire à celle des mares

allongées, alors qu'rn sifu, les émissions de CHa des mares polygonales étaient en moyenne 3.6

fois inférieures à celles de mares allongées. Par contre, les conditions expérimentales, sans

lumière pour la photosynthèse et sans mélange thermique résultant en de très faibles

concentrations en 02, peuvent certainement avoir pu inhibé I'oxydation du CHa par les

méthanotrophes et I'oxydation chimique. En effet, une abondance faible et constante des taxons

méthanotrophes (4,2-4,8o/o\ était observée tout au long de I'expérience. Par conséquent, il

semble que les mares polygonales et allongées avaient un taux de production de CHr similaire,

mais l'activité in situ des méthanotrophes dans les mares polygonales (riches en 02 dû au

mélange thermique et à I'activité photosynthétique plus élevés) a réduit ses émissions, ce qui ne

se produisait pas sous les conditions expérimentales. Les Archées méthanogènes n'ont pas été

séquencées dans cette expérience (échec d'amplification), mais un symbiote méthanogène,

Geobacteraceae, était plus abondant à 9'C qu'à 4'C à la fois dans I'ADN et I'ARN. L'occurrence

de I'augmentation de la production de CHa et une augmentation d'un symbiote méthanogène

suggèrent ensemble que I'activité des taxons méthanogènes a probablement aussi augmenté à

9"C.

La mare allongée BYL38 avait des communautés bactériennes moins différentes entre les

échantil lons rn sifu et T1 qu'entre T1 et T16 (analyse des similitudes ANOSIM; r=-1, p=1). Un

positionnement non métrique multidimensionnel (NMDS en anglais; voir les résultats du chapitre

3 pour la figure) confirme la forte similarité au sein des communautés d'ADN in situ et T1, ce qui

suggère que les manipulations des échantillons de sédiments pour établir I'expérience n'ont pas

affecté de manière excessive la communauté bactérienne totale. Après 16 jours d'incubation, il y

avait en moyenne 30,9% de différence entre les communautés à 4'C et à 9'C. La majorité de la

dissemblance (86,5%; SIMPER) a été attribuée aux phyla associés à la dégradation du C, qui

contribuent aussi à plus de 640/o de la communauté totale. La communauté ARN responsable de

la dégradation du C avait une abondance relative inférieure à 9'C (65%) qu'à 4'C (71 o/o),

accompagnée d'une augmentation de la diversité à 9'C. En fait, la composition des

communautés ARN responsables de la dégradation du C était significativement différente entre

les températures (p-0.009), mais la composition des communautés ADN ne l'était pas (p=

0.096). Plus précisément, la communauté ARN à 9'C a diminué en Bacteriodetes et augmenté

en Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Firmicutes, Acidobacteria, Verrucomicrobia, et
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Actinobacteria. Cette communauté responsable de la dégradation du C plus diversifiée à une

température plus élevée pourrait permettre la dégradation d'un pool plus large de C,

éventuellement de moindre qualité, ce qui expliquerait la production plus élevée en CO2 et CH+

causée par un changement dans la composition des communautés plutôt qu'une augmentation

de la productivité.

1.6. Limitations et travaux futurs

Des limitations causées par l'éloignement de l'échantillonnage en Arctique ont été rencontrées.

Par exemple, les entonnoirs étaient trop larges pour être installés dans les mares allongées,

limitant les mesures de flux d'ébullition aux mares polygonales. D'ailleurs I'accès à la station de

recherche a été limitée à la période fin juin et juillet contraignant une investigation complète des

émissions de GES pour l'ensemble de l'été (début juin à fin aout) et une comparaison entre les

flux dissous et d'ébullition pour ces deux types de mares, pourtant nécessaire dans le cas de

phénomènes aussi variables tel que démontré par plusieurs études.

Considérant la variabilité remarquable des GES et des propriétés physicochimiques des petites

mares de dégel arctiques, l'échantillonnage d'un plus grand nombre de mares aurait été

bénéfique. Ceci bien sûr est limité logistiquement par le temps d'échantillonnage et la main-

d'æuvre disponible en Arctique. Deux cycles d'échantillonnage de GES de 26 heures ont été

effectués pour les mares polygonales, rendant compte d'une partie de la variabilité temporelle,

mais avec cet échantillonnage limité, aucune conclusion majeure ne peut être tirée.

L'instrumentation des mares (par ex. mesures automatisées du CO2, CHa, 02, température)

serait souhaitable étant donné le niveau de difficulté associé à un échantillonnage à haute

fréquence dans le Nord.

L'approche moléculaire ne nous a pas permis d'amplifier avec succès les Archées des

sédiments de surface de la mare allongées BYL38, malgré diverses tentatives et une extraction

d'ADN phénol:chloroforme, mais elles sont surement présentes en raison de la très haute

production de CH+ mesurée. BYL38 était une mare clef étudiée largement dans les années

précédentes et lors de cette thèse. C'était aussi cette mare que nous avons choisie dans les

expériences d'incubation pour le séquençage, et donc la raison pourquoi les Archées

méthanogènes n'ont pas été présentées. L'application d'autres techniques de purification de

I'ADN pourraient peut-être mieux fonctionner dans le cas de mares fortement chargées en
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matière organique, potentiellement la cause de l'échec de cette amplification. De plus,

I'identification de méthanogènes dans les sédiments à des profondeurs de plus de 5 cm pourrait

être utile, étant donné que les communautés méthanogènes peuvent aussi varier avec la

profondeur (Galand et a\.,2002), et la production de CH+, surtout l'ébullition, peut avoir lieu plus

profondément.

Les données recueillies et présentées ici ont généré plusieurs idées pour des travaux ultérieurs.

La présence tant de MA que de MH révélée par les outils moléculaires, et comparée aux

signatures isotopiques indiquant que seulement les MA étaient actives lors de l'échantillonnage,

suggère que I'hydrogénotrophie existe dans cet écosystème mais n'était pas active au moment

où nous avons échantillonné le CH+. Par contre, une autre explication possible pourrait être un

jeu d'amorces insuffisant laissant certaines archées MA non amplifiées et favorisant de façon

biaisée les MH. Par exemple, Conrad et al. (2007) n'a pas trouvé beaucoup de séquences MA

dans un lac germanique (7o/o pour les sédiments supérieurs et aucun pour les inférieurs) même

si les signatures isotopiques indiquaient 58% et 45o/o d'acétotrophie dans les sédiments

supérieurs et inférieurs respectivement. Les auteurs ont reconnu la possibilité que le PCR

quantitatif, l'électrophorèse en gel de gradient dénaturant (DGGE) et les outils'de clonage

utilisés (Ar109f - Ar915r) n'ont pas réussi à trouver toutes les archées MA dans leurs

échantillons. ll est à noter cependant que notre étude a utilisé un jeu d'amorces différent que

celui de l'étude de Conrad pour I'amplification de nos échantillons (969f -1406r). L'utilisation de

différents jeux d'amorces d'archées semble aussi avoir produit des biais dans les séquences

amplifiées résultantes dans l'étude de Comeau et al. (2012).

Malgré le fait que ces approches s'améliorent continuellement, des biais de séquençage par

PCR sont communs, particulièrement pour les Archées, peut-être étant donné qu'on ne les

connait pas depuis aussi longtemps. Elles ont été proposées comme faisant partie d'un domaine

distinct dans les années 1990 (Woese ef a/., 1990), mais c'est seulement lorsque le génome

complet des Archées a été séquencé en 1996 (Bult ef a/., 1996) que cette proposition a été

acceptée dans le milieu scientifique. De plus, elles ont surtout été considérées comme des

extrémophiles jusqu'à 2004 (Venter ef al., 2004), ce qui a entravé leur exploration. Ainsi la

probabilité que des amorces ne ciblent pas toutes les Archées présentes pourrait être élevée,

alors que les amorces spécifiques dês bactéries ont été améliorées depuis 1990 (Ward et al.,

1990; Watanabe et a1.,2Q01; Nadkarni et a1.,2002). La démonstration de cette hypothèse

exigerait cependant beaucoup plus de travaux moléculaires en raison de la nécessité de
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développer de nouvelles amorces pour les Archées non-cultivées et non-identifiées. Avec

I'utilisation de techniques autres que le clonage (c.-à-d. le pyro-séquençage) et disponibles pour

le séquençage, de nouvelles amorces ciblant une gamme plus large d'Archées sont

susceptibles d'apparaitre, et ainsi améliorer nos connaissances actuelles sur ces

microorganismes jouant un rôle fondamental dans les écosystèmes.

Les expériences d'incubation ont aussi généré des questions intéressantes. L'augmentation

continuelle de la production de CHr dans les microcosmes au fil du temps est-elle uniquement

fonction de I'absence d'augmentation de l'abondance relative des méthanotrophes (ADN et

ARN) sous les températures accrues, ou est-elle une réponse combinée avec I'augmentation du

potentiel de synthèse des protéines méthanogéniques? Quoiqu'une augmentation d'activité par

les méthanogènes devrait augmenter la production de CH+ et ainsi le substrat pour les

méthanotrophes. En fait, le faible pourcentage de méthanotrophes au départ (T1) suggère que

<l'effet de bouteille> (bottle effect) a généré des conditions chimiques qui leur étaient

défavorables (par ex. peu d'O2 ou faible disponibilité de certains substrats), ou certains

changements dans la composition de certaines autres bactéries impliquées dans le cycle du

méthane. lci les groupes fonctionnels devront être quantifiés par PCR quantitatif (Q-PCR) ou

Hybridation in situ fluorescente (FISH) afin de différencier I'importance entre le potentiel de

synthèse des protéines et I'abondance entre les méthanotrophes et les méthanogènes.

L'utilisation de 2o/o de fluorure de méthyl (CH3F) comme inhibiteur de la méthanogénèse

acétoclastique (Janssen & Frenzel 1997), en comparaison avec des incubations non-inhibées,

pourrait apporter des pistes de compréhension et faciliter la détermination des différents

processus qui influencent la disponibilité des substrats.

1.7. Conclusions et contributions scientif iques

Récemment, quelques articles sur les cycles du C et les émissions de GES en Arctique ont été

publiés, mais la plupart étaient axés sur les grands lacs thermokarstiques. Dans cette thèse j'ai

étudié I'importance des petites mares de dégel (incluant les mares thermokarstiques telles que

les mares allongées) comme des émetteurs de GES, ainsique les processus impliqués dans les

cycles de GES. Même si ces mares sont très nombreuses dans le paysage arctique, cette

classe spécifique de systèmes aquatiques est généralement insuffisamment étudiée en raison

de leur petite taille, nécessitant un échantillonnage spécifique. Cet échantillonnage a été

accompli par l'investigation des liens complexes entre les émissions de GES, les communautés
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microbiennes et les sources de C. Chacun de ces aspects est nouveau en soi pour cet

écosystème sous étudié, mais de plus, cette thèse avait I'originalité de combiner ces trois

aspects pour en arriver à des conclusions plus intégratives.

Un point fort de la thèse est la série de données sur les concentrations de GES et les flux

calculées correspondants, mettant en évidence que les mares allongées sont des émetteurs

significativement plus grands que les mares polygonales. Ces données soutiennent que les

mares allongées sont une source non comptabilisée de CH+ dans I'extrême Nord canadien, avec

le potentiel de devenir plus abondantes dans les paysages en coins de glace à mesure que le

climat se réchauffe et que la couche de pergélisol active s'approfondit. Ces informations

permettront une meilleure compréhension de la variabilité observée des émissions de GES des

zones pergélisolées de I'Arctique sur la base de la géomorphologie des mares de dégel, et

contribueront à une base de données plus précise pour les modèles du climat futur. D'autre part,

même si le nombre de mares où les communautés microbiennes ont été étudiées est limité, un

lien fort entre les concentrations de GES et la communauté microbienne a été mis en évidence

et permet d'expliquer pourquoi les mare allongées sont prédisposées à une production plus

élevée de GES.

De façon générale, la communauté microbienne des sédiments de surface des mares de dégel

de l'île Bylot s'est avérée unique par rapport aux autres environnements arctiques par ses

communautés d'archées méthanogéniques et de bactéries méthanotrophiques. En fait, les

communautés bactériennes de sédiment de surface étaient distinctes entres les mares

polygonales et allongées, mais les communautés méthanogéniques des sédiments de surface

ne l'étaient pas. Ces dernières incluaient de façon substantielle la méthanogénèse

acétoclastique (MA). Ceci est contraire aux travaux antérieurs présentant la méthanogénèse

hydrogénotrophique (MH) comme la voie dominante de I'Arctique. Les mares polygonales et

allongées de l'île Bylot possédaient des méthanogènes capables des deux voies métaboliques

en même temps, avec une dominance de la MA durant l'été indiquant aucune limitation de

substrat. Les deux types de mares ont le potentiel d'émettre une production équivalente de CH+,

mais dans le cas des mares polygonales, la communauté bactérienne inclut la présence de

méthanotrophes pour réguler leurs émissions de CHa vers I'atmosphère.
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La communauté méthanotrophique des bactéries des sédiments de surface incluait aussi des

taxons rares pour les environnements arctiques, incluant les méthanotrophes Verrucomicrobia,

initialement identifiées dans les sources thermales du parc national Yellowstone, ne permettant

plus une classification unique des méthanotrophes comme type I ou ll, tel que fait

antérieurement pour les écosystèmes arctiques. Pour les mares de dégel, il semble y avoir un

lien entre les méthanotrophes des sédiments de surface et les cyanobactéries étant donné leur

production d'oxygène. Ainsi, une plus grande abondance relative des méthanotrophes et des

cyanobactéries a été observée dans les mares polygonales par comparaison avec les mares

allongées. En appui avec cette tendance, les données ô13C du COz et du CH4 ainsi qu'une

relation significative entre la concentration d'oxygène dans I'eau de surface et les valeurs de

ô13C indiquent que le CHa diffusif des mares polygonales est plus susceptible à l'oxydation. La

présence des méthanotrophes est très pertinente parce qu'elles ont été identifiées dans la

régulation des émissions de CH+.

La communauté des mares allongées a démontré une réponse complexe à une hausse de la

température (+5'C), qui correspond probablement à la réalité du réchauffement climatique de

I'Arctique dans un futur rapproché. Alors qu'une production de GES significativement plus

élevée a eu lieu à I'C qu'à 4oC, la production in situ de CHa des mares polygonales pourraient

être régie par les méthanotrophes. Les dégradateurs de C ont démontré une baisse d'activité

(ARN) à +5"C à travers une réduction des Bacteroidetes et une augmentation de multiples Phyla,

incluant les Acidobacteria, qui ont été reconnues comme des mobilisateurs de C récalcitrant

(Fierer et al., 2OO7). Étant donné qu'une jeune (s 60 yrs) source de C, souvent caractérisée

comme plus labile, soutient actuellement la production de GES dans les mares de dégel à l'î.le

Bylot, une augmentation d'Acidobacteria pourrait permettre I'utilisation d'une source de C

récalcitrante suite à l'épuisement de la source de C labile. Par conséquent, les changements

futurs de la communauté responsable pour la dégradation du C pourrait mener à une production

accrue de GES si I'utilisation d'un pool de C plus vieux et plus récalcitrant devient disponible,

mais seulement si l imité par le C labile.

Le résultat que les mares allongées de l'île Bylot présentent une érosion de la tourbe

environnante (vieux dépots pouvant dater jusqu'à 3670 ans BP) et des émissions élevées de

GES ne provenant pas clairement d'une vieille source de C, soutien I'importance de considérer

davantage la labilité des différentes source de C et le rôle fondamental des communautés

microbiennes dans ce processus. Une préférence microbienne actuelle au C fixé récemment par
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les plantes aquatiques ainsi qu'un Arctique verdissant (Epstein et al., 2013) pourraient donc

promouvoir le transport et I'enfouissement du C libéré par le dégel du pergélisol et mobilisé vers

d'autres endroits (Vonk et al. 2013). À ma connaissance, mon étude est la première du genre

qui relie de façon détaillée les différents processus impliqués dans le cycle du C des petites

mares de dégel aux communautés microbiennes en se servant d'outils moléculaires, d'isotopes

stables et de datation au 1aC, représentant ainsi une contribution significative au domaine. Les

résultats de cette thèse justifient la pertinence d'étudier les processus microbiens pour mieux

prévoir les émissions futures de GES. C'est une illustration claire de la nécessité de mieux

connaitre les assemblages microbiens, étant donné leur grande diversité dans I'Arctique, et leur

réponse potentiellement complexe aux changements climatiques.
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Les données présentées dans cet article permettent une compréhension approfondie de la

production de méthane dans les petites mares de dégel. Les données interdisciplinaires ont été

recueillies, traitées, analysées, et interprétées par K. Negandhi sous la supervision d'lsabelle

Laurion et Connie Lovejoy. Les échantillons pour les isotopes stables et la datation 14C ont été

analysés dans des laboratoires spécialisés, et les données de 2009 ont été recueillies par des

collègues mais analysés par K. Negandhi. La première version de la publicatio.n a été

synthétisée et rédigée par K. Negandhi, suivie de la participation des co-auteurs pour une

contribution spécifique à leur domaine de compétence respectif. Après, tous les co-auteurs ont

apporté leurs commentaires et suggestions, une version finale a été préparée par K. Negandhi

et soumise le 16 mai 2013. Avis d'acceptation reçu le 10 Septembre 2013, avec une date de

publication le 13 novembre 2013 dans la revue PLoS ONE 8(1 1):e78204

doi: 1 0^ 1 37 1 ljournal. pone.0078204.
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Résumé

Le dégel du pergélisol dans la toundra de I'Arctique canadien conduit à l'érosion de la tourbe et

à son effondrement dans les dépressions étroiteset peu profondes quis'emplissent d'eau

(nommées mares allongées) et qui bordent les mares polygonales, plus couramment étudiées.

Nous avons comparé la production de méthane entre les mares allongées et les mares

polygonales en utilisant des ratios d'isotopes stables et des signatures au toC, et étudié les

communautés méthanogènes potentielles par séquençage à haut débit du gène 165 ARNr des

Archées. Nous avons constaté que les mares allongées avaient des émissions de méthane et

de dioxyde de carbone significativement plus élevées, et produites à partir d'une fraction

légèrement plus grande du carbone ancien, par rapport aux mares polygonales. La signature

isotopique du méthane indique une production par méthanogénèse acétoclastique durant l'été,

mais les gènes provenant d'Archées quifont la méthanogénèse acétoclastique et

hydrogénotropique ont tous deux été détectés. Nous concluons que les mares allongées

représentent une source de méthane potentiellement plus élevée en C ancien, et qu'elles

contiennent des communautés méthanogènes capables d'utiliser diverses sources de carbone,

accentuant le risque d'augmenter le dégagement de méthane sous un climat plus chaud.

Mots-clés: méthanogènes, carbone, ébullition, mares thermokarst, gaz à effet de serre
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Abstract

Thawing permafrost in the Canadian Arctic tundra leads to peat erosion and slumping in narrow

and shallow runnel ponds that surround more commonly studied polygonal ponds. Here we

compared the methane production between runnel and polygonal ponds using stable isotope

ratios, 1aC signatures, and investigated potential methanogenic communities through high-

throughput sequencing archaeal 165 rRNA genes. We found that runnel ponds had significantly

higher methane and carbon dioxide emissions, produced from a slightly larger fraction of old

carbon, compared to polygonal ponds. The methane stable isotopic signature indicated

production through acetoclastic methanogenesis, but gene signatures from acetoclastic and

hydrogenotrophic methanogenic Archaea were detected in both polygonal and runnel ponds.

We conclude that runnel ponds represent a source of methane from potentially older C, and that

they contain methanogenic communities able to use diverse sources of carbon, increasing the

risk of augmented methane release under a warmer climate.

Key words: methanogens, ebullition, carbone, thermokarst ponds, greenhouse gases
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2.1 lntroduction

In arctic regions, the acceleration of permafrost thaw and deepening of the seasonal active layer

leads to thaw pond formations due to the organic and ice-rich ground subsiding (Allard & Fortier

2QQ4; Rowland et a1.,2010). These thaw ponds are also sometimes referred to as thermokarst

lakes, since they superficially resemble ponds formed by the dissolution of limestone (karst).

Two main geomorphological forms are commonly found in continuous permafrost regions of

Eastern Canada: (i) small, shallow, narrow runnel ponds formed over melting ice wedges where

peat slumping occurs, and (ii) more stable, slightly larger and deeper, polygonal ponds, which

are naturally linked to the active layer freeze-thaw cycles, and can be colonized by aquatic

plants and microbial mats (Figure 2.1). Greenhouse gas (GHG) emissions from thermokarst

ecosystems are highly variable (Tank et a1.,2009; Laurion et al., 2010; Abnizova et al., 2012)

and often not considered in large-scale GHG studies and global carbon cycling models since

small ponds cannot be seen with remote sensing tools (Tranvik et a/., 2009; Muster et a1.,2012}

These ponds have the potential to be significant GHG emitters contributing to a positive carbon-

climate feedback (Zimov et al., 1997; Wagner ef al., 2005; Zona et al., 2Q08), attributed to the

mobilization of old stored carbon (C) stocks released back into the atmosphere (Grosse ef a/.,

2Q11; Schuur et a1.,2008; Shirokova et al., 2013} In these ecosystems, microbial decomposers

and methanogens have access to large quantities of allochthonous organic matter (Laurion ef

al., 2Q10; Breton et a|.,2009). The CHa released from Siberian thaw lakes is significant and

originates from microbial utilization of C stocks deposited thousands of years ago (Zimov et al.,

1997: Walter et al.,2OOB). In the eastern Canadian Arctic, C deposition dates from the Holocene

(Fortier & Allard 2004), but microbial utilization is unknown.

The conversion of organic C previously locked in permafrost to GHG is highly dependent on its

lability to microbial degradation (Schuur et a1.,2008; Berggren et al., 2Q10; Guillemette and Del

Giorgio 2011). For instance, fresh labile organic matter favors acetoclastic methanogenesis (AM)

(Hornibrook et al., 1997), where the organic substrate (i.e. acetate, methanol, methylated

substrates, etc.) is cleaved and the methyl group is reduced to CH4. Comparatively, more

recalcitrant compounds leached from peat favors the hydrogenotrophic pathway (HM) (Penning

& Conrad 2007), which utilizes H2 to reduce CO2. Therefore, the available substrate selectively

determines the methanogenic community and CHa production rate.
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Once CH+ is produced through AM or HM pathways, at the bottom of lakes and ponds, it is

transported through the water column to the atmosphere by diffusion and ebullition. Ebullition

transport can be classified as background, point sources or hotspots. ln Siberian thermokarst

lakes these three sources accounted for 25,58, and 12o/o respectively, with the remaining 5% of

total emissions attributed to diffusion (Walter et a1.,2007). Diffusion is generally considered less

important than ebullition (Michmerhuizen et a1.,1996; Bastviken ef a1.,20Q4). However, diffusion

and ebullition rates are variable in aquatic systems and relative contribution of these sources

has not been investigated in other Arctic thermokarst systems where geomorphology varies

considerably. There are no previous reports from runnel type ponds and their potential

contribution to atmospheric GHG is not known.

The objective of our study was to evaluate the release and potential for GHG emissions in the

poorly studied runnel ponds compared with polygonal ponds of northeastern Canada. These

ponds have the potential to form in ice and organic rich soils of permafrost and glaciated-

influenced landscapes, covering ca. 9.6 million km2 of the global northern landscape (Smith ef

a|.,2007). The methanogenic pathways and C age were investigated through stable isotopic

signatures and radiocarbon dating of dissolved and bubbling GHG. Archaeal community

composition in the sediments was analyzed with high{hroughput 165 rRNA gene

pyrosequencing. We found that runnel ponds were supersaturated in COz and had more than 3

folds greater CHa emissions than polygonal ponds, which were a COz sink. Higher CH+ emission

is likely explained by a higher supply of organic matter under more hypoxic conditions, where

CHa oxidation is less likely to occur. The methanogenic community included genera capable of

both AM and HM, indicating that methanogens could potentially use different carbon substrates

and thus acclimate to changing conditions, for example vegetation cover or hydrology, under a

warmer climate.
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2.2 Methods

2.2.1 Study Site

Samples were collected at Sirmilik National Park, Bylot lsland, Nunavut (73'09'N, 79" 58'W;

Figure 2.1) in the continuous permafrost region of Canadian Arctic, with an active layer depth

between 40 and 60 cm (D. Fortier, pers. comm.). Required permits to carry out sampling were

approved by the Parks of Canada Agency for Sirmilik National Park (Research and Collection

Permit) and the Nunavut Research Institute (Nunavut Science License). The Bylot SILA station

recorded a mean annual air temperature of -14.5"C, with summer temperatures from June to

August averaging 4.5"C and winter temperatures from December to January averaging -32.8'C.

Precipitation between June and August (1994-2007) was about 94 mm. Thaw ponds and lakes

covered 4.2o/o of the -65 km2 pro-glacial river valley in 2010, as obtained from a high resolution

image from WorldView-1, with runnel ponds contributing approximately 44o/o of the surface water

compared to polygonal ponds contributing 27o/o. Polygonal ponds form on top of low centered

peat polygons, and are generally 0.5 to 1.5 m deep with an area < 500 m2. Runnel ponds form

over melting ice wedges, and are often shallower than 0.5 m but sometimes form long networks

(Figure 2.1). Both pond types treeze to bottom in winter, and are unfrozen for approximately 1 10

days per year. The sum of all daily temperatures above freezing averaged 447 thawing-degree

days (http:i/www.cen.ulaval.calbyloVclimate-description-bylotisland.htm).
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Figure 2.1 Study site description: (a) Map indicating the location of the study site on Bylot lsland, Sirmilik
National Park, Nunavut, Canada, (b) collapsed peat polygon ridges forming runnel ponds, and (c) landscape
combining runnel and polygonal ponds.

2.2.2 Sampl ing

In July 2009, 34 ponds were sampled for dissolved GHG concentrations and flux estimation, with

19 sampled for carbon and hydrogen stable isotope ratios (Table 2.1), and 4 ponds (2 polygonal

and 2 runnel ponds) for archaeal diversity assessment via pyrosequencing (BYL1 , 22, 24, 27;

Table 2). These 4 ponds were selected to represent a range of physiochemical properties, which

were measured in previous years. In July 2010,14 ponds from the 2009 series were re-sampled

for dissolved GHG concentrations and f lux estimations. In 2011, from mid June to mid July,

dissolved GHG concentrations and flux estimates were obtained from a total of 43 ponds,

including 15 from the 2009 series. In addit ion, ebull i t ion samples were taken from 4 ponds (2

polygonal ponds; BYLI and 80 and 2 runnel ponds; BYL27 and 38) for stable isotopes and ̂ 14C

analysis, and ebullition rates were measured from the two polygonal ponds, which were deep

enough to install the funnels needed for rate measurements. Ebullition flux was not measured

from runnel ponds because the funnels were too wide to be correctly installed in the shallow and
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narrow ponds, exemplifying the difficulties in Arctic sampling. Also in 2011, GHG dissolved flux

was measured approximately every 2 h over 26 h on 2 polygonal ponds (BYL1 and BYL80) to

examine the daily variations in GHG dissolved concentrations.

Table 2.1 Compilation of thaw ponds samples collected each 1æar. Polygonal ponds (P); runnel ponds (R);
dissolved organic carbon (DOC); organic carbon (OC); Greenhouse gases (GHG, including CO2 and CH4);
ebullition is GHG released as bubbles; production pathway indicates CH4 produced by acetoclastic
methanogenesis (AM) or hydrogenotrophic methanogenesis (HM); temperature (temp). Note that most
samples were collected in 2009, with diurnal, ebull it ion and sediment OC collected in 2011, which was the
only occasion when appropriate sampling gear was available.

Year Ëii,fiffi Meftod
Didved GHG

Ebullitim

Diverdty
Envirmment

GHG flux 2009 - 20ll 92 (33;58\ Dissolved concentrations
Production pathway 2009 19 (9; 10) Stable isotopes
Diurnal variations 2011 2 (?POL) Hourly flux measures
Ebullition flux 20ll 2 (2POL) Funnel traps
Production pathway 20ll a Q;2) Stable isotopes
C-source (age) 2}ll a Q;2) 

toc dati.rg
Methanogenic community 2009 a Q;2) Archaeal pyro-sequencing
Limnology 2009 a Q;2) Nutrients, pH, temp, Oz, DOC
C-source (amount) 2011 17 (9; 8) Sediment OC

2.2.3 Limnological characteristics

Surface water pH was measured with a 600R multi-parametric probe (Yellow Spring

Instrument). The surface temperatures of one polygonal (BYL1) and one runnel pond (BYL24)

were continuously recorded from July 2008 to July 2009 (thermistors, HOBOwarerM l)12,

Onset). Pond water filtered through 0.2 pm pre-rinsed cellulose acetate filters (Advantec) was

used for dissolved organic carbon (DOC) concentrations (Shimadzu TOC-5000A carbon

analyzet calibrated with potassium biphthalate). Soluble reactive phosphorus (SRP) and major

ions were measured on filtered samples (Laurion et al., 2010). Unfiltered water samples were

fixed with HzSO+ (0.15o/o final concentration) for total phosphorus (TP) and total nitrogen (TN)

quantification as in (Stainton et al., 1977).ln 2011, 5 mL of surface sediment were collected for

total organic carbon content (TOC) and processed with 0.1 mol L-1 of sulfuric acid on an

elemental analyzer (CHNS-932, LECO Instruments) (Chappaz et a|.,2008).
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2.2.4 Diffusive flux

Dissolved COz and CH+ concentrations in surface waters were obtained by equilibrating 2 L of

water with 20 mL of ambient air for 3 minutes. Most sampling occurred between 9 am and 4 pm.

The resulting headspace was injected into glass vials (BD 3 mL Vacutainers, or Labco 5.9 mL

Exetainers), helium flushed and vacuumed (Hesslein ef a/., 1991). Samples were analyzed by

gas chromatography (Varian 3800 with COMBI PAL head space injection, CP-Poraplot Q 25 m 3

0.53 mm column, flame ionization detection), and dissolved gas concentration calculated using

Henry's Law:

C=Ku x pcas

where Ks is Henry's constant adjusted according to ambient water temperature, and pGas is the

partial pressure of COz or CHa in the headspace. Dissolved GHG flux (F6) was calculated as:

Fo= k(Cu-  c*)

where C"r.. is the gas concentration in surface water, C"o is the gas concentration when in

equilibrium with the atmosphere at ambient temperature (global atmospheric concentrations

were used), and k is the gas exchange velocity calculated as:

where Sc is the Schmidt number calculated from empirical third-order polynomial fit to water

temperature and corrected at 20"C. The gas exchange coefficient k6ss of Cole and Caraco

(1998) was used as a first approximation:

lkoo : 2.07 + o.2l s " lJ'rl

where Uro is the wind speed at 10 m above ground. However, this gas transfer model is not

adequate for small aquatic systems (small fetched) where turbulence is controlled by heat

exchange rather than wind (Maclntyre et a\.,2010). Therefore, a correction factor (x 0.2458) was

applied, obtained from a series of simultaneous COz flux measurements from a floating chamber

connected to an EGM-4 (PP-Systems) performed at the same time as surface gas

concentrations were collected (Laurion et al., 2O1O) (data from 2QO7 to 2010, n=57, É=0.689,

p<0.001 ; unpubl. data).

k=ku,,[#)"'
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2.2.5 Ebullition

Ebullition flux and bubble characterization (composition, ô13C and ôD, and taC dating; see

below) were obtained from submerged funnels. Bubble samples were collected in pre-

combusted (500"C for 2h), miliQ-rinsed, 125 mL glass bottles, helium flushed and vacuumed,

with butyl rubber caps. Funnels were installed in polygonal ponds BYLI and 80 from 18 June to

13 July 2011.lce was present at the bottom of BYL80 from 18to22 June, while no ice was

present in BYL1. Ebullition flux (F") was obtained from passive accumulation of gas in funnels,

and calculated as:

4 = (pGasxv)l(Ax MV xtirrc)

where V is the gas volume collected, A is the funnel area (0.3526 m'), and MV the gas molar

volume at ambient air temperature. In addition, gas was collected from 22 to 26 June from

stirred sediments for stable isotopes and laC dating in ponds BYt27 and 38, since ebullition rate

did not provide sufficient gas and funnels were too large for proper installation in shallow and

narrow runnel ponds.

2.2.6 Stable isotopes

Stable isotopes of C and H in COz and CHa (ô13CO2, ô13CHa, and ôDçsa) were analyzed at the

Biochemistry Laboratory of the School of Earth and Ocean Sciences (University of Victoria,

Canada). Gas samples in Wheaton bottles were analyzed for ô13CHn by introducing the gas onto

a GSQ PLOT column (0.32 mm lD, 30 m) using a Valco 6-port valve and sample loop. After

chromatographic separation, the CH+ passes through an oxidation oven (1030'C), a Nafion

water trap, and open-split interface to a Continuous Flow-lsotope Ratio Mass Spectrometer (CF-

IRMS). The ô13CO2 wâs measured similarly, but without the combustion oven. Precision for the

!tl13CHa and l13CO2 analyses was t 0.2o/oo. Hydrogen isotope ratios of CH+ (!Dçsa) were

measured by a TC/EA pyrolysis unit (1450'C) interfaced to a CF-IRMS. Precision for the !DcH+

analyses was t 3%0, relative to VSMOW.
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2.2.7 A14C analysis

Methane and CO2 were separated by a continuous flow line consisting of purification and

combustion traps (Xu et al., 2012) as follows: first, COz was frozen in liquid nitrogen (LNz),

second, carbon monoxide (CO) was oxidized to COz in a 300'C CuO furnace and frozen in a

second LN2 trap, finally, non-condensable CHa was oxidized to COz in a CuO furnace at 975'C

(Lindberg/Blue M Tube Furnace, Thermo Scientific). The resulting COz and HzO from CHa

combustion were further separated cryogenically on the vacuum line. Purified COz was

graphitized using the sealed tube zinc reduction method (Xu ef a1.,2007). The 14C analysis was

conducted at the Keck Carbon Cycle AMS (KCCAMS) facility at the University of California,

lrvine (UCl), on a compact accelerator mass spectrometer (AMS) system from National

Electrostatics Corporation (NEC 0.5MV 1.5SDH-2 AMS), with a modified NEC MC-SNIC ion-

source (Southon & Santos 2004; 2007). The in-situ simultaneous AMS ô13C measurement

allowed for fractionation corrections occurring inside the AMS system and during graphitization,

significantly improving the precision and accuracy, with a day-to-day analysis relative error of 2.5

to 3.1%o based on secondary standards, and including extraction, graphitization and AMS

measurement.

2.2.8 Archaeal divers ity

Surface water was filtered sequentially through a 3 pm pore size polycarbonate filter and a 0.2

pm Sterivex unit (Millipore). Filters were immersed in buffer (40 mM EDTA; 50 mM Tris at pH

8.3; 0.75 M sucrose), stored in liquid nitrogen in the field (s 2 weeks), and then stored at -80'C

until extraction. Cellular DNA was extracted from both filters, with a phenol:chloroform:lndole-3-

Acetic Acid (25:24:1) and chloroform:lndole-3-Acetic Acid (2a:1) separation and DNA quantified

by spectrophotometry (Nanodrop ND-1000). Surface sediment samples were collected using a

cut 60 mL sterile plastic syringe to depth of around 6.5 cm, placed in sterile plastic bags and

homogenized. A sub-sample of 3 mL was squeezed from the bag into 5 mL cryotubes with buffer

and stored as above. DNA was extracted using the MO BIO Kit (RNA Powersoil total RNA

isolation kit #12866-25 and DNA elution accessory kit#12867-25) allowing both RNA and DNA

to be extracted at the same time, but only DNA was sequenced for this study. Once extracted

the DNA was quantified as above.
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A PCR reaction mixture of 1X HF buffer (NEB), 200 pM dNTP (Feldan Bio), 0.4 mg mL-1 BSA

(Fermentas), 0.2 pM of each 454 primer (969F: ACGCGHNRAACCTTACC and 1401R:

CRGTGWGTRCAAGGRGCA) (Comeau et al., 2011), 1 U of Phusion High-Fidelity DNA

polymerase (NEB), and 0.1-1 pL of template DNA for sediment samples, or 2 pL for water

samples. Three separate DNA concentrations were used for each sample, from 1X to 2.22X, to

reduce PCR bias. Amplification cycles included denaturing at 98'C for 30s, 30 cycles of

denaturing at 98'C for 10s, annealing at 55"C for 30s, extension at72"C for 30s, and a final

extension at 72"C for 5 min. For each sample, the triplicate reactions were pooled together for

purification (QlAquick PCR purification kit; QIAGEN) and quantification (Nanodrop ND-1000).

The resulting sample coded amplicons were mixed in equal proportions and sequenced on a

Roche 454 GS-FLX Titanium platform at Université Laval Plateforme d'analyses Génomiques.

Raw reads were submitted to NCBI Sequence Read Archive ,SRA) under the accession number

SRA039814, with a Sequence Read Experiment (SRX) number SRX319084. Resulting reads

were subjected to pyrotag pre-processing, quality control, and taxonomic analyses (Comeau ef

a1.,2011). Low-quality reads were identified and removed if they contained any non assigned

nucleotides (N's), were < 150 bp not including the adaptor and sample tag-code, if they exceed

the expected amplicon size, and if the Forward primer sequence was incorrect. The remaining

reads were then trimmed if there were nucleotide bases after the reverse primer. Next, reads

were aligned using mother (Schloss et al. 2009; Schloss 2009) against SILVA reference

alignments, and then manually checked to remove misaligned reads. The number of reads after

processing ranged from 1921 to 2105, and for downstream analysis was randomly resampled to

1921 reads. The SILVA database (version 108) was used for archaeal identifications, including

additional previously generated clone library sequences (Pouliot et al., 2009, Galand et al.,

2006; Comeau et a1.,2012) from the C. Lovejoy laboratory.

2.3 Results

2.3.1 Pond limnological properties

Within the four ponds targeted for the archaeal diversity study, runnel ponds, which are

subjected to more peat leaching and erosion, had higher concentrations of DOC, nutrients (TN,

SRP and TP) and iron (Table 2.2). Polygonal ponds showed no sign of recent erosion, with thick
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cyanobacteria-dominated microbial mats on the bottom, and lower concentrations of DOC,

nutrients and ions. The organic carbon (OC) content of surface sediment was highly variable,

ranging between 1.0 and 25J% among the series of sampled ponds (n=26, 2011), and with no

significant difference (paired t-test) between polygonal ponds (8.4 f 6.6%) and runnel ponds (6.4

! 3.9%o). Over the year, pond ice and water temperatures ranged between -26.7 and +21.4"C

(averaging -7.6'C; Figure 2.2). The temperature records showed that ponds remained frozen

from -25 September to 4 June.

Table 2.2 Surface water physicochemical properties of the four ponds sampled for archaeal communities
between 19 and 26 July 2009, including dissolved organic carbon (DOC, mg L-l ), soluble reactive phosphorus
(SRP, mg L-i), total phosphorus (TP, mg L-1), total nitrogen (TN), nitrate (NO3), sulfate (SO4), iron (Fe) all in
mg L-l, pH, and dissolved CO2 and CH4 concentrations, both in mM.

POND DOC SRP TN NOs SO4 Fe pH GOz CH+ OCTP

Pdygonal ponds

BYLl

BYL22

8 .4

8 . 1

<o.2

<o.2

15.6 363 0.05 r.47 0.299 8.7

25.5 37r 0.04 0.85 0.557 7.2

6.3

25.0

4.6

5.3

1 . 0

1 . 9

Runnd ponds

BYL24 r l .s 1 . 0 2s.s  398 0 .04  0 .67  1 .O12 7 . r  33 .0 3 .4

BYL27 11.8 0.5 26.3 822 0.06 1.56 0.90s 6.6 78.8 2.6

6 .5

77.8
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Figure 2.2. Seasonal melting and freezing: Surface watertemperature for one polygonal pond (BYLI) and one
runnel pond (BYL24), from July 2008 to July 2009.

2.3.2 GHG concentrations, fluxes and isotopic signatures

Surface water GHG concentrations collected in the compiled series of thaw ponds (from 2009 to

2011, n = 91) showed a significantly higher concentration of CHa in runnel compared to

polygonal ponds (t-test, df= 90, p = 0.003). Only runnel ponds were supersaturated in COz

(averaging 1 19 t 124 pM, compared to polygonal ponds 9.6 t 8.9 pM) but all ponds were

supersaturated in CH4 9.1 + 4.7 and 1.3 t 1.7 l.rM, in runnel and polygonal ponds respectively).

Runnel ponds also had significantly higher CO2 and CH+ fluxes compared to polygonal ponds (p

< 0.OOO1; Figure 2.3) but the diffusive flux of COz (-8.1 to 76.9 mmol m-'d-t) and CH+ (0.02 to

6.3 mmol m-'d-') varied greatly over the 3 sampled summers. In the two ponds (BYL80 and

BYLI ) that were tested over 26 hours, diurnal dissolved GHGs varied by 18 and 25o/o for COz,

and 17 and 21o/o for CHa. The corresponding fluxes likely varied by no more than 25%

sepAug
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throughout a day as estimated using a wind-based model incorporating the wind speed over the

preceding 2h,where the coefficient of variation was 45% for the wind speed. ln the same two

polygonal ponds (BYL1 and BYL80), eight separate measurements of CHn ebullition fluxes

showed that despite the variability within ponds, fluxes were always greater in BYL80 than in

BYLI (t-test, df = 7, p = 0.02, Table 2.3). Ebullition 1ux was lower than diffusive flux in BYLI

(representing on average 27o/o of total CH+ emission) and higher than diffusive flux in BYL80

(82% of total emission). The diffusive flux values used in this comparison were from

approximately the same period in 2011, but ebullition was calculated over up to 32 h of bubble

collection, while diffusive flux was always estimated from one discrete gas sample. The CH+

concentration in bubbles was also variable (1.5-32o/o by volume).

POLYGONAL POLYGONAL

Figure 2.3 Diffusive greenhouse gas flux from polygonal and runnel ponds. Data collected from summer 2009,
2010 and 2011, including 33 measurements from polygonal ponds and 58 from runnel ponds. The diffusive
flux was calculated using the windbased model of Cole and Caraco [41], but estimations were corrected with
a regression equation comparing floating chamber COz flux to wind-based flux (see Methods).
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Table 2.3 Methane emission ranges (median value in parenthesis) through diffusion (N= 4) and ebull it ion (N=
8) from two polygonal ponds (BYL1 and BYL80), and diffusive flux from 12 other polygonal ponds and 14
other runnel ponds located on the same site measured from 18 June to 16 July 201 1 .

Diffudvefluxl Ebullition fluf

mmd m-2 d'1

BYLl

BYLSO

POLYGONAL
PONDS

RUNNEL
PONDS

0.04 -  0 .37 (0.10)

0.05 - 0.77 (0.08)

0.02 - 0.2s (0.06)

0.02 - 0.e8 (0.30)

0.01 - 0.07 (0.04)

0.18 -  2 . r3 (0.9r)

Diffusive flux was calculated usins the wind-based model of Cole
and Caracoot, but estimations were corrected with a regression
equation comparing floating chamber CO2 flux to wind-based flux
(see Methods).
'Ebullition flux was calculated from the gas collected with a
submerged funnel over periods of 21 to 121 h.

Overall the A14C signatures of the GHG released from both polygonal and runnel ponds through

ebullition (-1.1 to 114.9 7oo) were categorized as modern (within the last -60 years). However,

ebullition CHa from two runnel ponds (n=3) contained a higher fraction of old C compared to the

two polygonal ponds (n=7; p = 0.002; Figure 2.4). Both C and H stable isotopic signatures

indicate that all CH+ emitted by diffusion and ebullition during summer was produced from AM

(Figure 2.5a). The possibility of HM, as seen in Figure 3b, was ruled out with the inclusion of ôD-

CHa signature. There was no significant difference in the ô13C-CO2 or ô13C-CH+ values between

the polygonal and runnel ponds (Table 2.4), supporting the idea of similar methanogenesis

production pathways (AM). However, there were indications that the CH+ emitted by diffusion

was more susceptible to oxidation in the polygonal ponds (Figure 2.5b). In fact, there was a

significant relationship between the oxygen concentration at the surface of ponds and ô13C-CH4

(l=0.337; p = 0.009). Comparatively, CH4 emitted through ebullition showed no signs of

oxidation.
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Table 2.4 Range (median) of d13CO2, d13CH4, and dDCH4 values for diffusion and ebull it ion gas samples,
also given separately for polygonal and runnel thaw ponds.

d3Goz

(%o vs VPDB)

ôo3cHo

(%o vs VPDB)

ôDc"o

(%o vs VSM OW)

Diffudm (n=17)

Pdygonal (n=7)

Runnel(n=10)

-36.6 to -12.7

(-r7.e)

-21.4 to -15.4

( -18 .3)

-36.6 to -12.7

( - r7.6)

-59.8 to -39.9

(-48.6)

-53 .8  to  -41 .5

(-47.2)

-59.8 to -39.9

(-s0.0)

-368.5 to -304.14

(-342.30)

-347.75 to -304.17

(-330.e4)

-368.50  to  -319.53

(-3s0.24)

Ebullition (n=10)

Pdygmal(n=7)

Runnd (n=3)

-16 .1  to  -0 .1

(-7.2)

-8.8 to -0.1

G4.8)

- 1 6 . 1  t o  - 1 0 . 0

( -13 .0)

-61.7 to -54.8

(-s8.8)

-61.7 to -57.4

(-60.0)

-57.3 to -54.8

(-ss.e)

-408.8 to -338.1

(-372.e)

-381.7 to -338.1

(-363. l )

-408.8 to -388.4

(-3e6.0)



oPolygonal4O2 fPolygonal-CH4 ARunnel{O2 ARunnEl'CH4

ôFC (9tol

Figure 2.4 CHr and COz carbon source and age: Radiocarbon signature 1414C; ptotted against ô13GHl and
6'"COz showing: 1) that as the fraction of young carbon becomes higher for both CHI and COz, the ô'"G
signatures become more divergent indicating a decoupling in carbon source; 2) the runnel ponds CHI
contains a higher fraction of old carbon.
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Figure 2.5 Methane production pathway through stable isotopes: (a) ô13CHr against ôDcru signatures of
diffusive (2009) and ebull it ion (2011) CHr, indicating that acetoclastic methanogenesis (AM) is the dominant
pathway in polygonal and runnel thaw ponds for samples collected in June/July. (b) ô'"COz against 6'"CHr in
thaw ponds showing the predominance of acetoclastic methanogenesis (AM) and the methanotrophic
oxidation level for dissolved and ebull it ion CHr.
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2.3.3 Archaeal assemblages

There was a predominance of methanogen 165 rRNA sequences in surface sediment archaeal

communities in the 4 ponds (88 - 95% of the sequences). ln contrast, the methanogens

represented only 40o/o of the sequences in the water community of one polygonal pond where

we were able to amplify the 163 rRNA gene. We also failed to amplify sediment DNA from one

runnel pond (BYL38). The poor PCR success may have been due to a lack of Archaeal template

present in the water samples, but is unexplained for BYL38 sediment sample. The water sample

archaeal communities were dominated by sequences belonging to the uncultured clusters LDS

and RCV (Figure 2.6), and no anaerobic methanotrophic archaea were detected. The sediment

non-methanogenic OTUs (5 - 12o/o of the sequences) belonged to the phylum Euryarchaeota,

mainly of a terrestrial miscellaneous euryarchaeotal group (TMEG), and from the miscellaneous

crenarchaeotic group (MCG). As there are no cultivated representatives of these groups, the

metabolism of these environmental clusters is not known.
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POL-BYLl sed

POL-BYL22sed

RUN-BYL24sed

RUN-BYL27sed

20

% methanogens in Archaeal community

t lr,lethanobacterium
I uncl assrfred l\tlethanobaclerrales
B Methanosphaerula
rCandidatus Methanoregula
o unclassrfred h4ethanomicrobiales
tr Methanohnea
t Methanosalsum
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o Methanosaeta

I unclassified Melhanobacteriaceae
I [' lethanomrcrobia D-C06
t unclassified Melhanomicrolrraceae
! lr,lethanospirrllum
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oRice Cluster l l
o unclassifred Melhanosarcrnaceae
I I [4elhanimrcrococcus
o Methanosarcina

Figure 2.6 Archaeal methanogenic community of thaw ponds: Methanogen taxa retrieved from the sediment
of four Arctic thaw ponds and from one water sample. Checkered symbols represent AM and solid are HM.

Altogether the majority of Archaea operational taxonomic units (OTUs) from surface sediments

were classified into the four known methanogenic genera (Methanobacterium, Candidatus

Methanoregula, Methanosarcina and Methanosaeta) and one uncultured group (Rice cluster ll,

RC ll) within the deeply branching Methanomicrobiales(Figure 2.6). Overall, the polygonal pond

sediments were dominated by archaeal sequences belonging to HM (Methanobacterium,

Methanoregula) representing from 63 to 82% of the putative methanogen sequences, while

runnel ponds were either dominated by HM (650/o, BYL24) or by AM (Methanosarcina,

Methanosaefa)(51o/o,BYL27). The most abundant Methanobacterium that represented one third

of all archaeal sequences in both runnel ponds was identified closest to Methanobacterium

lacus, a newly described strain that utilize HzlCOz and methanol/H2 as substrates (Borrel et al.,

2011). The most abundant Methanosarcina OTUs were 99% similar to Methanosaeta concilii

(Barber et al., 2011), and to Methanosarcina mazei (Deppenmeier ef al., 2002) both known to be

ilililililtffi|
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acetoclastic methanogens. The most abundant Methanoregula OTU was 98% similar to

Methanoregula boonei, a hydrogenotroph. The polygonal pond BYLI had a high percentage of

RC ll and a lower percentage of Methanosarcina compared to the other 3 ponds.

2.4 Discussion

The Bylot lsland pro-glacial river valley's ice-wedge tundra terrain was covered by a network of

ponds and was similar to the landscape of Samoylov lsland, Eastern Siberia (Muster et al.,

2012). Our results clearly show that in addition to being a source of CO2, as opposed to a sink,

runnel ponds represented a larger source of CH+ than polygonal ponds. Runnel ponds

accounted for 44o/o of the open water in the valley, but contributed to 83% of the total CH+

emissions that included lake emissions from a 3-year diffusive rate database. Our data suggest

that CH+ emissions from thawing permafrost could be strongly underestimated if measured only

from the more frequently studied polygonal ponds (Grosse et a1.,2008; Sachs et a1.,2008; Tank

et a1.,2009; Abnizova et al., 2012). The smaller emissions from polygonal ponds may be due to

more activity by the methanotroph community, and we note that stable isotopes were consistent

with more CH+ oxidation in polygonal ponds (Figure 2.5b).

Methane diffusion rates measured from runnel ponds (on average 0.76 mmol m-'d-') were in the

same range as reported from the thermokarst lakes in Siberia (Zimov et a1.,2001; Walter et al.,

20101, but relatively small compared to peatland ponds from the Hudson Bay lowland (Hamilton

et a1.,1994), which were up to 48 mmol CHam-2 d-1. However, comparing flux estimates among

studies of smaller aquatic systems is difficult due to several factors that are rarely considered,

such as gas collection method, gas transfer model and flux calculation, time of day, season,

latitude, water body size and depth, catchment geomorphology, and finally the presence or

absence of thermokarst slumping. Here, we applied a correction factor (x0.2458; see methods)

based on chamber flux measurements and wind-based estimates (Abnizova et al., 2012) to

account for the positive buoyancy flux occurring as thermal stratification evolves during the day

in small-fetched and sheltered ponds. However, during the night, diffusion is likely to increase as

water mixes due to heat loss, which was not included in our estimates. Moreover, estimates of

CH+ flux with gas exchange velocity based on Fick's law, and pure ditfusive gas transfer such as

for COz, do not take into account micro-ebullition. For these reasons, our runnel pond diffusive

flux estimations may be conservative.
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For the two polygonal ponds, which were measured repeatedly, the maximal ebullition rate

reached2. l3mmol  m-2d- l ,decreas ing  by-1  ordero f  magn i tudeovera fewweeks .Th iswas

similar to the diffusive rates that were up to 017 mmol m-2 d-1 in the two ponds. This maximal

ebullition rate was within the lowest range of values compiled by Walter et al. (2010) (see their

Table 1) for northern aquatic systems (their Arcfic class), and much less than for Siberian

thermokarst lakes, which reached 1563 mmol m-2 d-1. The high rates from Alaska and Siberia

are from emissions categorized as point sources and hotspot ebullition, occurring in lakes with

taliks and much thicker peat deposits. Taliks form under thermokarst lakes that are deep enough

to have a layer of water and sediment or soil, which remains unfrozen in winter. These

conditions are unlikely to occur under the shallow Bylot lsland thaw ponds since they freeze to

the bottom in winter, partly explaining their lower ebullition rates. Unfortunately ebullition

measurements were only taken from polygonal ponds where funnels could be installed.

However, considering that diffusive fluxes were on average 3.5 times higher in the runnel ponds,

ebullition fluxes and overall CHa production were also likely to be greater in the runnel ponds.

A larger fraction of old C would also be available for microbial degradation in the runnel ponds

compared to polygonal ponds because of peat erosion down to the thickness of the -half meter

active layer on Bylot lsland. The base of the peat deposit, which is about 2 m thick, was aged at

3670 t 110 BP (Fortier & Allard 2004). Discrete background ebullition samples collected from

June to July 2011 showed little evidence of high release of this old stored C in the form of GHG

from the two runnel ponds sampled. Runnel ponds however, exhibited a higher fraction of older

C in COz and CH+ compared to polygonal ponds (Fig. 2.5). The utilization and release of a larger

fraction of older C through point source ebullition could still occur at this site at certain times over

the thaw cycle. For example, ebullition from point sources released much older C in Siberian and

Alaskan thermokarst lakes, despite modern age C reported for background ebullition (Walter ef

a|.,20Q8).

Permafrost peat provides substrate for aquatic microbes (Roehm et al., 2009), but the

preferential use of modern C recently fixed from the atmosphere could be favored because of

the greater lability of this pool (Guillemette & Del Giorgio 2011).In the case of the cyanobacterial

mat-covered polygonal ponds on Bylot lsland, the negative CO2 flux most likely resulted from

high photosynthetic rates in the mats, and the modern dates for CHa suggest that abundant

labile compounds coming from a modern autochthonous pool could be the main C supply for
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microbial activity, including methanogenesis. However, in more humic runnel ponds influenced

by peat lixiviation, an older C signature in the CH+ than what we found was expected. The

predominance of AM and the high OC content of surface sediment (1.0 - 25.1o/o) indicate that

both pond types were C-rich (Hornibrook ef al., 1997i Penning and Conrad 2007). These OC

values were mostly greater than values reported in Siberian permafrost soils, for example in the

Lena Delta 4 - 5o/o of OC is within the top 50 cm (Wagner et a1.,2007), which is similar to values

from Northeast Siberia (Zimov et a1.,2006). The reasons for the high OC in surface sediment of

small ponds lacking taliks could be due to slow microbial degradation rates linked to seasonal

re-freezing. lf this were the case, then a longer melt season could result in greater CHa

emissions.

The sum of two methanogen genera adapted to high substrate levels was higher in runnel ponds

than in polygonal ponds. These two genera have different CH+ production pathways,

Methanobacterium with the HM pathway (Karadagli & Rittmann 2Q07), and Methanosarcrnawith

the AM pathway (Sakai et a1.,2009) (Figure 2.6), suggesting community adaptability. The main

methanogens in thaw ponds were Methanosarcina, Methanosaeta, Methanobacteriaceae,

Methanomicrobiales, and RC ll, which is similar to the community retrieved from Svalbard

peatlands and wetlands (Hoj et a1.,2006; Hoj et al., 2008). Most of the descriptive studies to

date on freshwater Arctic archaeal communities are from clone libraries, and at most three

Orders out of the five known Orders of methanogens were found from a single site (Kobabe ef

al., 2004; Metje and Frenzel 2007; Pouliot et a|.,2009; Barbier et al., 2012). For instance, in 19

freshwater lakes, Borrel and colleagues [2011] reported 468 archaeal 165 rRNA sequences

from clone libraries. Methanomicrobiales and Methanosarcinales dominated these lakes, with

occasional sequences belonging to the Methanobacteriales (Borrel et al., 2011). The higher

number of methanogen Orders and presence of AM and HM pathways from Bylot lsland may be

a consequence of the high OC content in the ponds. Alternatively our high throughput

sequencing approach with a minimum 1921 final reads per sample may have recovered the

additional Orders.

Substrate availability for CH+ production from acetate or COz is likely to change seasonally due

to the timing of ice melt and primary production, generating changes in the methanogen

community structure (Hsj et a1.,2006). For example, in Finnish boreal mires, there was a clear

shift in the methanogen community over the arctic summer, with AM (Methanosarcina spp.)

found only during early and mid summer (Juottonen, 2008). On Bylot lsland, both AM and HM
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methanogens were retrieved from the sediments. However, the isotopic signatures of CHa

indicated that only AM was active in July (Figure 2.5a) suggesting that the HM biomass had built

up earlier. These results also show that AM can be a significant summer production pathway in

Arctic permafrost regions, as opposed to other thermokarst systems where only HM was thought

to be significant (Brosius et al., 2012). A methanogenic community composed of both AM and

HM taxa will likely respond to wider temperature ranges and possible substrate changes that

occur under climate stress, and both pathways should be considered in C budget estimates.

Thaw ponds contained reads with matches to methanogenic groups capable of both

hydrogenotrophic and acetotrophic CHa production, providing the potential for community

compensation under changing ambient conditions. However, the small size and great variability

in shapes, limnology and microbial ecology of the ponds represent a challenge for scaling up

their importance for global C cycling, especially since these ponds are primarily found in remote

regions where logistic constraints are great. But considering that they have the potential to

develop in permafrost and glaciated-influenced landscapes covering 9.6 millions of km2 in

circumpolar regions (Smith et al., 2007), these small systems certainly deserve more attention.

As the Arctic warms and permafrost recedes, the abundance of tundra ponds, especially runnel

ponds generated by thaw slumping, is likely to increase. The higher CHa emissions measured

from runnel ponds, and their potential to contain organic carbon deposited thousands of years

ago qualify them as a positive feedback system contributing to climate dynamics.
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3 Arctic thaw pond morphology influences bacterial
communities and associated greenhouse gas emissions

Influence des communautés fonctionnelles de bactéries sur les
émissions de gazà effet de serre par les petites mares de dégel
du haut Arctique canadien

Karita Negandhil, lsabelle Laurionl., Connie Lovejot'

lCentre Eau Terre Environnement and Centre for Northern Studies (CEN), Institut national de la

recherche scientifique, Quebec, QC Canada

2Département de biologie, Institut de Biologie lntégrative et des Systèmes, and Takuvik,

Université Laval, Quebec, QC Canada

Ce deuxième article complète le premier article en identifiant les communautés bactériennes et

leurs rôles fonctionnels distincts relatifs au cycle des GES dans les mares polygonales et

allongées. Les données moléculaires et physico-chimiques été traitées, analysées et

interprétées sous la supervision de Connie Lovejoy et lsabelle Laurion. K. Negandhi a écrit la

première version de I'article, suivi par des commentaires et suggestions formulées par les deux

co-auteurs. L'article a été soumis à la revue Polar Biology le 5 Décembre 2013. Nous avons

reçu les commentaires de l'éditeur le 31 mars 2014 et nous allons produire une version révisée

de I'article avant le 31 maitel que demandé.
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Résumé

Le dégel du pergélisol dans un paysage Arctique modelé par les polygones de tourbe et les

coins de glace résulte en la formation de nombreuses mares. Ces mares émettent du dioxyde

de carbone (COr) et du méthane (CHa) d'origine biologique. Ces émissions de gaz à effet de

serre (GES) sont variables, pour des raisons qui ne sont pas bien comprises, mais elles sont

vraisemblablement liées à un équilibre entre les producteurs et les consommateurs de GES

dans les sédiments et la colonne d'eau, ainsi qu'aux propriétés physiques de I'eau (turbulence)

contrôlant le taux d'échange des gaz avec I'atmosphère. Dans ce chapitre, nous avons étudié la

diversité bactérienne des mares polygonales et des mares allongées, deux types distincts de

mares couramment trouvés en zone de pergélisol continu. En utilisant une combinaison de

séquences d'ARNr 165 Sanger et des séquences d'amplification à haut débit, nous avons

constaté que les communautés bactériennes dans I'eau de surface sont clairement dominées

par des hétérotrophes et sont similaires dans les deux types de mares, en dépit des propriétés

physiques et chimiques de la colonne d'eau différentes. Toutefois, les communautés des

sédiments de surface dans les deux types de mares étaient significativement différentes. Les

sédiments des mares polygonales étaient colonisés par des hétérotrophes (46-29%) qui

consomment la matière organique et produisent du COz, des cyanobactéries (20-27o/o) qui

utilisent du COz et produisent de I'O2, et des méthanotrophes (1 1-2}o/o) qui consomment du CH+

et ont besoin d'oxygène. En revanche, les cyanobactéries étaient absentes des sédiments des

mares allongées, quiétaient colonisées par des hétérotrophes (65-81%), des bactéries pourpres

non-sulfureuses (5-21%) qui ne produisent pas d'O2, €t une quantité moins importante de

méthanotrophes (1-5%). La plus faible proportion des séquences de méthanotrophes dans les

mares allongées suggère un lien avec la géomorphologie, et fournit un outil potentiel de

prédiction des émissions de GES en fonction de la morphologie du paysage.

Mots-clés: communautés méthanotrophes, carbone, thermokarst, pergélisol, méthane
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Abstract

Permafrost thawing in the Arctic results in a polygonal patterned landscape and the formation of

numerous thaw ponds. These ponds emit biologically produced carbon dioxide (CO2) and

methane (CH+). These greenhouse gases (GHG) emissions are variable, for reasons that are

not well understood, but related to a balance between GHG producers and consumers, as well

as to physic-chemical properties of the water controlling exchange rates with the atmosphere.

Here we investigated the bacterial diversity of polygonal and runnel ponds, two

geomorphologically distinct pond types commonly found in the Arctic. Using a combination of

165 rRNA Sanger sequences and high throughput amplicon sequences, we found that bacterial

communities in overlying water were clearly dominated by hetertrophs and were similar in both

pond types, despite their variable physical and chemical properties. However, surface sediment

communities in the two pond types were significantly different. Polygonal pond sediment was

colonized by heterotrophs (a6 - 29o/o) and Cyanobacteria (20 - 27o/o), which take up COz and

produce Oz, and methanotrophs (11-2Oo/o) that consume CHaand require oxygen. In contrast,

Cyanobacteria were effectively absent from the surface sediment of the runnel ponds that in

addition to heterotrophs (65 - 81Yo) were colonized by purple non-sulfur bacteria (5 - 21o/o),

which do not produce 02, ârd by fewer methanotrophs (1 - 5Yo). The defavorisation of

methanotrophs in the runnel ponds suggests links between geomorphology and bacterial

communities and provides a potential tool for predicting future GHG emissions based on

landscape morphology.

Key words: methanotrophic communities, carbon, thermokarst, permafrost, methane
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3.1 lntroduction

The onset of warmer temperatures in the Arctic and the associated permafrost thawing has led

to the formation of shallow lakes and ponds, some of them featuring thermokarst slumping. The

importance of these thawing permafrost areas, in terms of global greenhouse gases (GHG)

emissions, is currently subject to debate (Gao ef a|.,2013), but these ponds are potentially a

mechanism for climate warming positive feedback. This is because Arctic permafrost contains

about 4Oo/o of the worlds near surface labile carbon (C) (McGuire et a\.,1995), part of which is

from an old peatland storage that could be released back to the atmosphere in the form of GHG

(Billings et al., 1998). ln similar systems dissolved organic carbon (DOC) originating from

degrading permafrost mires significantly increases bacterial C consumption, and thus influences

land-atmosphere C balances (Roehm et al., 2009; (Vonk et al., 2013). Moreover, aquatic

photolysis of this recently mobilized pool of C can accelerate the microbial turnover and the

production of GHG, especially within shallow ponds that are exposed to the intense Arctic

sunlight in summer (Laurion et a\.,2013). Arctic wetlands are considered as the largest, natural,

solitary contributor to atmospheric CHa, and were estimated to account for -25o/o of global

annual emissions (Fung et al., 1991; Bousquet et a\.,2006). Permafrost C cycling within small

thaw ponds significantly influences their GHG emissions (Abnizova et al., 2Q12) and the

proportion of old C stocks fueled through microbial activity, and this ecosystem should be

included in global estimations.

The limnological and geomorphological characteristics of thaw lakes generate large differences

in GHG cycling and emission dynamics (Christensen ef al., 20Q7). This is evidenced by the

shallow thaw ponds of Bylot lsland, Canada, with summer GHG flux varying over 4 orders of

magnitude (Laurion et al., 20101' Negandhi et al., 2013). Siberian and Alaskan lakes have been

estimated to emit anywhere between 6.6 to 64 Tg CHa !r-1 (Walter et a1.,2006). These variable

emission rates measured during early spring and summer throughout the Arctic can be

explained by a wide range of microbial assemblages and physicochemical conditions, in addition

to seasonality and methodological uncertainties (Zimov et a1.,2001;Wagner et a1.,2005; Zona et

a1.,2008; Walter et a1.,2010).

Given the biological reactivity of carbon, and the specialization of different bacterial groups

within the carbon cycle (Strickland ef a/., 2009), understanding environmental factors that select

for bacterial communities and their functional guilds across the landscape (Green et a\.,2008)
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should provide a link between physical and trophic characteristics of thaw ponds and the

variability in GHG emissions. Microbial functions broadly involved in COz and CHr cycling

include heterotrophs, phototrophs, methanotrophs, and methanogens. The relative proportions

of these microbial functional groups could easily influence the GHG emissions across Arctic

landscapes.

Overall there are large uncertainties in our understanding of the communal role of aquatic

microbes in GHG cycling. Therefore a pressing need exists to identify how microbial

communities contribute to the production and consumption of COz and CHn to better understand

future GHG emission scenarios (Bardgett ef al., 2008). The goal of the present study was to

investigate the bacterial community of Arctic thaw ponds that contribute to GHG cycling, while

the methane producers (Archaea) were examined in a companion study (Negandhi et a1.,2013).

Bacterial assemblages from five thaw ponds, located in the continuous permafrost region of

eastern Canada and featuring varying limnological and geomorphological conditions, were

investigated through 163 rRNA gene pyrosequencing in waters and sediments. Our aim was to

identify the influence of pond geomorphology and its associated environmental and physical

properties on bacterial communities. These bacterial communities were categorized into

functional guilds to identify the controlling factors regulating GHG emissions from polygonal and

runnel thaw ponds.

3.2 Material and Methods

3.2.1 Study Site and limnological variables

Samples were collected in the continuous permafrost region of eastern Canada, in the Sirmilik

National Park, on Bylot lsland, Nunavut (73"09'N, 79" 58'W). The active layer depth is between

40 and 60 cm at the study site in the valley of glacier C-79 (Fortier & Allard 2004): D. Fortier

pers. comm.). The 1-2 m deep thaw ponds were categorized by their geomorphologic shapes

associated with the thawing permafrost: polygonal ponds formed on top of low centered

polygons, and runnel ponds formed over melting ice wedges. In general, polygonal ponds are

more physically stable systems colonized by thick microbial mats (Vézina and Vincent 1997),

while thermokarst slumping and peat erosion characterize the runnel ponds. Larger bodies of
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water or lakes (kettle and thermokarst lakes) are also present at the sampling site. These lakes

are a few meters deep (-3-5 m).

ln July 2009, we sampled a total of 17 ponds (5 for bacterial communities) and 2 lakes for

dissolved GHG concentrations and limnological characteristics. Temperature, conductivity,

dissolved 02, âod pH were measured with a 600R multi-parametric probe (Yellow Spring

Instrument). Continuous surface temperature was recorded hourly with HOBOwaret" U12

thermistors placed at 10 cm below the air-water interface in two ponds (polygonal BYLI and

runnel BYL24) from July 2008 to July 2009. Additionally, temperature profiles soon after ice melt

were recorded with the YSI probe in June 2011. Dissolved organic carbon (DOC) concentrations

were measured with a Shimadzu TOC-5000A carbon analyzer. Colored dissolved organic matter

(CDOM) optical properties (aszo ând Szzs-zgs defined by (Helms et al., 2008) were obtained by

filtering water through pre-rinsed 47 mm diameter, 0.2 pm pore size cellulose acetate filters

(Advantec Micro Filtration System), then scanned from 200 to 800 nm on a Cary 100

spectrophotometer (Varian). Water samples for soluble reactive phosphorus (SRP) and anions

were pre-filtered as above and measured as in Laurion et al. 2010. Similarly, major cation

samples were also filtered as above in addition to being fixed with HNO3. Total phosphorus (TP)

and total nitrogen (TN) were quantified from unfiltered water samples fixed with H2SO4 following

Stainton et al., 1977. Particulate material used to estimate chlorophyll a (Chl a) was filtered onto

0.7 pm nominal pore size glass fiber filters (Advantec MFS), the pigments extracted with 95%

aqueous MeOH, and the Chl a concentrations determined by high-pressure liquid

chromatography using the method adapted by Bonilla et al. (2005).

Dissolved COz and CHa gas concentrations in surface pond water were determined by the

equilibration of 2liters of water into 20 mL of ambient air for 3 min. The resulting headspace was

injected into duplicate vials (BD 3 mL Vacutainers, or Labco 5.9 mL Exetainers) that had been

previously flushed with helium and evacuated. Gas samples were analyzed by gas

chromatography (Varian 3800 with a COMBI PAL head space injection system and a CP-

Poraplot Q 25 m 3 0.53 mm column and flame ionization detector). Dissolved gas concentration

was calculated using Henry's Law, and further used to estimate gas flux at the pond interface

using the gas exchange coefficient from the empirical model of Cole and Caraco (Cole et al.,

1998) and corrected as detailed by Negandhi et at. (2013). Wind speed for estimating gas flux

was obtained from the SILA meteo station of the Centre for Northern Studies located < 500 m

from the ponds. To identify a possible distinguish between polygonal and runnel pond
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physicochemical properties, a principal component analysis (PCA) statistical analysis of was

performed on PAST (Hammer et a\.,2001). Dissolved GHG cnoncentrations were not utilized in

the PCA since they are they would be a consequence. Separate t-tests were performed on the

GHG concentrations between pond types.

3.2.2 Diversity and community composition

Surface sediments and surface water of 5 ponds (BYL1 , 22, 24, 27 , 38; n=10) were selected for

high throughput pryosequencing targeting the 165 V6-8 region of the 163 rRNA gene (Comeau

et a1.,2011). From these 5 ponds, one polygonal (BYL1) and one runnel pond (BYL38) were

selected for the taxonomic characterization of surface water Bacteria communities via cloning

and Sanger sequencing of the bacterial 165 rRNA gene. Water samples collected just below the

surface were filtered sequentially through a 3 pm pore size polycarbonate (PC) filter and a

0.2 pm Sterivex unit (Millipore). Both filters were preserved in buffer (40 mM EDTA; 50 mM Tris

at pH 8.3; 0.75 M sucrose), frozen in liquid nitrogen (< 2 weeks), and stored at -80"C upon

arrival at the lab, until DNA extraction using phenol:chloroform:lndole-3-Acetic Acid (25:24:1)

and chloroform:lndole-3-Acetic Acid (24:1) (Massana et al., 1997). Surface sediment samples

were obtained from -6.5 cm long cores using a sterile cut 60 mL polycarbonate syringe. The

cores was placed into sterile plastic bags and homogenized, 3 mL sub-samples were then put

into 5 mL cryotubes with buffer and frozen as above. Sediment sample DNA was extracted using

the MO BIO Kit (RNA powersoil total RNA isolation kit #12866-25 and DNA elution accessory kit

#12867-25).

3.2.3 Glone Libraries

Extracted DNA was amplified by polymerase chain reaction (PCR) using bacteria specific

primers 8F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') and a universal reverse primer 1492R (5'-

GGTTACCTTGTTACGACTT-3') (Galand et a1.,2008). The PCR reaction mixture consisted of 5

pL 10X Mg buffer (Feldan), 1 pL 200 pM dNTP (Feldan Bio), 1 pL 0.4 mg mL-1 BSA

(Fermentas),0.25 1tL 1.25 U Taq polymerase (Feldan), 1.5 pL of both 0.3 pM primers

(lnvitrogen), 0.1 - 1 of template DNA for both size fractions, and the addition of distilled HzO for

a total of 50m1. Amplification cycles included denaturation at 94'C for 3 min, 30 cycles at 94'C

for 1 min, 55'C for 1 min, 72"C for 1 min, and a final extension at 72"C for 7 min. PCR products
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were purified (QlAquick PCR purification kit; QIAGEN), quantified spectrophotometrically

(Nanodrop ND-1000), and the two size fractions were then combined in equal quantities. An

overhanging 3'-A post amplification was performed with the following mixture: 45 UL purified

PCR product, 5 trrL 10x buffer (Feldon), 1 pL 10 mM dATP (Feldon), 0.2 pL Taq polymerase

(Feldan), and incubated at 72"Cfor 10 min. Amplicons were then cloned using the TOPA TA

cloning kit (lnvitrogen) following the manufacturers recommendations. Positive colonies were

sequenced in both directions using the T7 promoter of the M13 vector at the Centre Hospitalier

de I'Université Laval (CHUL, QC, Canada). Final sequences (>1,400 bp) compiled and edited

using BioEdit@ (Hall, 1999) were subjected to a Basic local alignment tool search (BLASTx)

against GenBank National Center for Biotechnology Information (NCBI). Sequences with at least

the 97o/o similarity were grouped as operational taxonomical units (OTUs) and submitted to

GenBank under the accession numbers KF650376-396 for BYLI water. and KF650397-425 for

BYL38 water.

3.2.4 Pyrosequencing

High-throughput 165 rRNA gene pyrosequencing for bacteria was performed as in Comeau et

al. (2011). Briefly, a PCR reaction mixture consisting of 1X HF buffer (NEB), 200 pM dNTP

(Feldan Bio), 0.4 mg mL-1 BSA (Fermentas), 0.2 pM of each primer (969F:

ACGCGHNRAACCTTACC and 1406R: ACGGGCRGTGWGTRCAA, Invitrogen; see Comeau et

a|.2011 for primer design), 1 U of Phusion High-Fidelity DNA polymerase (NEB), 0.01 - 1 pL of

template DNA for water samples, or 0.01 - 0.5 lrL for sediment samples, and the addition of

distilled H2O for a total of 50m1. Triplicate reactions for each sample were performed with DNA

concentrations between 1X - 2.22X. Amplification cycles included denaturing at 98"C for 30s, 30

cycles at 98'C for 10s, 55'C for 30s, 72'C for 30s, and 72"C for 5 min. Resulting triplicate PCR

products for each sample were pooled together for purification (QlAquick PCR purification kit;

OIAGEN) and quantification (Nanodrop ND-1000). The equally mixed coded amplicons were

sequenced on a Roche 454 GS-FLX Titanium platform at Université Laval Plate-forme

d'analyses Génomiques. Raw reads were submitted to NCBI Sequence Read Archive (SRA)

under accession number SRA039814, and the corresponding Sequence Read Sample (SRS)

numbers 476754 for sediment and 476588 for water. Before the taxonomical analyses, reads

were subjected to pyrotag pre-processing and quality control (as in Comeau et al., 2011). A

round of elimination was based on the presence of any non-assigned nucleotides (N's), length <
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150 bp, amplicon size larger than expected, and the existence of an incorrect Fonrvard primer

sequence. In addition, any existing bases beyond the reverse primer were trimmed. Next, reads

were aligned against SILVA reference alignments using Mothur (Schloss et a1.,2009), followed

by a manual check to remove misaligned reads. Before further analysis was performed, the

remaining reads were randomly resampled to 2075 per sample. The SILVA database (version

108) was used for bacterial identifications, which included additional previously generated clone

library sequences (Comeau et a|.,2012) from the C. Lovejoy laboratory. Resulting identified taxa

were then assigned to known functional groups based on literature searches. Functional groups

were confirmed down to the Genus level when information was available. Bacteria without

known functions were categorized as unknown function.

Water sample BYLI and BYL38 representative abundant OTUs reads and clone library

sequenced were combined for an alignment made on MUSCLE (Edgar, 2004) followed by a

trimming to similar lengths. A minimum block or sequence length of 10 parameters was used

with any gaps removed using Gblocks (v0.91b) (Castresana 2000). A maximum likelihood tree

was produced using PhyML program and an approximate likelihood ratio test for branch values

(v3.0 aLRT) (Guindon and Gascuel 2006; Anisimova and Gascuel 2006).

3.3 Results

3.3.1 Physiochemical properties

Thaw pond depth ranged from -0.5 to 1.5 m and ponds froze to the bottom in winter. Water

temperature over a complete year cycle ranged between -26.7 and 21.4"C (averaging -7.5'C),

with surface temperature remaining below zero from -25 September 2008 to 4 June 2009. From

this cycle, we estimated that open water conditions last about 111 days. Runnel ponds were

thermally stratified soon after ice melt and for a large part of the summer, whereas the polygonal

ponds were mixed from top to bottom over most of the summer (Table 3.1).
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Table 3.1 Temperature profi les from a polygonal pond (BYLI) and a runnel pond (BYL38).

Depth (m) Temperature (oC)

BYLl BYL38

July 2009 0
0.4
0.8

15
15
T4

14
5
J

June 2011* 0
0.4
0.6

T4
5
4

I4
t4

*2011 profiles were done soon after ice melt and hence
have a shallower depth as the ice was still present on the
pond bottom

The average pH of pond water at time of sampling was 8.35 for polygonal ponds (n=8), 6.69 for

runnel ponds (n=9), and 7.34 for lakes (n=2). Soluble reactive phosphorus (SRP) was below

detection limit (DL) in polygonal ponds, but above DL in 7 of the 9 runnel ponds sampled

(averaging 0.8 pg L-1), and above DL in one lake (0.65 pg L-1). There was more variability in total

phosphorus (TP), with average concentrations of 18.6 pg L-1 for polygonal ponds, 37.8 pg L-1 for

runnel ponds, and 10.6 Ug L-t for lakes. A similar trend in total nitrogen (TN) was seen with

average concentrations of 0.4 Ug L-1 for polygonal ponds, 0 I pg L-1 for runnel ponds, 0.2 pg L-1

lakes. Watercolumn Chl a concentrations averaged2.4 Fg L-1 in polygonal ponds,4.4 pg L-1 in

runnels ponds and 1.5 pg L-t in the two lakes. There were statistically significant differences in C

quantity and quality (DOC, â32e, ârd Szzs-zss) between polygonal and runnel ponds (Table 2).

Dissolved organic matter (DOM) concentrations were higher in runnel ponds (DOC and a32e),

while there was more labile carbon in polygonal ponds with the larger Sezs-zgs. Runnels ponds

also clearly showed higher concentrations in GHG than polygonal ponds (Table 3.2). In fact,

COz was largely below saturation in polygonal ponds.
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Table 3.2 Averages (t standard deviation) from 2009, showing differences in dissolved organic matter (DOM),
expressed as the concentration in dissolved organic carbon (DOC, mg L-1) and the absoiption coefficient of
DOM at 320 nm (aazo, m'1), its lability, expressed by DOM absorption slope calculated between2TS and 295 nm
(Szzs-zgs; more labile DOM = higher S-values), and in dissolved GHG concentrations between polygonal ponds
and runnel ponds.

DOM DOM labilitv cHG

DOC àszo Sztscss COz CH+
(-g L-t) (--t) (o--t) (pM) (rrM)

Polygonal (n:8) 9.5 (1.1) 16.4 (2.8) 0.0196 (0.0014) 9.9 (7.r) 2.2 (r.3\

Runnel (n:9) 13.2 (2.7) 4s.3 (t6.6) 0.01s0 (0.0015) r27.3 (94.7) 7.0 (3.3)

T-test p-values 0.0192 0.0028 0.0018 0.0174 0.0194

When factoring in carbon characteristics (DOC, âgzo, ând Szzs-zss), nutrients and major ions

(SRP, TP, TN, NOx, SO+, Ca, Fe, K, and S), temperature, 02, pH and Chl a, the thaw ponds

grouped by geomorphological shapes (Figure 3.1), with the combined physicochemical

properties explaining 640/o of the differences. The two lakes also tended to group with the

polygonal ponds.
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Polygonal pond a Runnel pond I Lake I

ComPonent 1

Figure 3.1 Principal component analysis of thaw pond physiochemical properties (nutrients, temperature, 02,
pH, Chl a, DOC, âgzo, ând Szzrzgs) explaining a total of 640/o of the variability, with polygonal ponds grouping
together with two larger lakes also sampled at the same site, and separating from most runnel ponds along
axis 1 (460lo of variability)

3.3.2 Bacterial community

The bacterial community composition obtained with the clone library sequencing and

pyrosequencing were correlated (r > 0.7; P s 0.03) for the two pond water samples where

cloning was performed, along with similar distributions of clone sequences and pyrosequencing

reads in a neighbor joining phylogenetic tree (Figure 3.2). In polygonal pond BYL1, the

unclassified Chitinophagaceae reads from pyrosequencing were identified as Ferruginibacter

alkalilentus, and the unclassified Micrococcineae reads were identified as Sporichthya

polymorpha (Figure 3.2a) using the longer reads from clone library sequences. Similarly, in both

polygonal and runnel ponds, Polynucleobacter pyrosequencing reads were identified as

Polynucleobacter necessarius (Figure 3.2b). P. necessarrus was a dominant taxa from the

surface water of runnel pond BYL38.
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Figure 3.2 Maximum likelihood phylogenetic tree with bootstrap values at braches. Tree includes suÉace
water bacterial communities combining clone library sequences at species level and the representative
abundant pyrosequencing OTUs at genius level. Pyro reads are identif ied by 'pyro' at end of branch label
following its BLAST identity a) Phylogenetic tree for polygonal pond BYLI b) Phylogenetic tree for runnel
pond BYL38
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There was a clear separation between surface water and surface sedimènt bacterial

communities (Figure 3.3). The water bacterial community consisted largely of heterotrophs (89 -

99%), some purple non-sulfur bacteria (1 - 3 %), methanotrophs (0 - 1%), and a few OTUs that

could not be assigned to any functional group (1 - 7o/o) (Figure 3.4a). The heterotrophs

consisted mainly of Phyla Bacteroidetes, Betaproteobacteria, and Actinobacteria (Figure 3.4b).

Within the surface sediment communities, there was some grouping between runnel and

polygonal ponds, along with a comparatively lower occurrence of heterotrophs (Figure 3.5).

Besides heterotrophs (29 - 81o/o), the surface sediment bacterial functional groups included

phototrophs (purple non-sulfur bacteria and cyanobacteria, 5 - 27o/o), methanotrophs (1 - 20To),

symbionts for methanogens (1 - 4o/o), and some OTUs with unknown functions (9 - 15o/o)

(Figure 3.5a). While the sediment heterotrophs make up a lower total percentage of the

community compared to the water community, it includes the additional phyla of

Gemmatimonas, Firmicutes, and Acidobacteria (Figure 3.5b). Compared to polygonal ponds, the

runnel pond sediment had more heterotrophs, very few (if any) of the cyanobacteria, fewer

methanotrophs, and two reported methanogenic symbionts genus, Geobacter and Syntrophus.

A range of methanotrophs was identified (Figure 3.5c), and a negative relationship between the

relative abundance of sediment methanotrophs (CHa oxidizers) and dissolved CH+

concentrations in surface waters was found (r=-0.895, P=0.040) among the 5 ponds.

BYL2Twater

BYLlwater

BYL3Swater

BYLz2weter

BYL24water

8YL27sed.

EYLlsed

BYL22sed.

BYL38sed.

BYL24sed"

Figure 3.3 Bray-Curtis cluster of surface water and surface sediment bacterial community OTU numbers, with
branch lengths proportional to the amount of differentiation (Hammer et a1.,2001). The bacterial communities
show the occurrence of two clusters for water (n=5) and surface sediment communities (n=5). Surface
sediment communities sub-cluster by pond geomorphologies, sub-cluster I containing polygonal ponds (n=2)
and sub-cluster ll containing runnel ponds (n=3).

a Polygonal water; I Runnel water; O Polygonal sediment; a Runnel sediment
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BYL3SRunnel

BYL2TRunnel

BYL24Runnel

BYL22Polygon

BYLl Polygon

r Purple non-sulfur bacteria
r Methanotrophs

r Carbon degraders

r Unknown function

BYL3SRunnel

BYL2TRunnel

BYL24Runnel

BYL22Polygon

BYLl Polygon

0 20 40 60 80 100

r Bacteroidetes N Betaproteobacteria rActinobacteria 
b

Figure 3.4 a) Percentage of the bacterial sequence functions in surface water samples; b) Percentage of the
bacterial phy'a contrubuting to the heterotrophs in surface water samples

a
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BYL3SRunnel

BYL2TRunnel

BYL24Runnel

BYL22Polygon

BYLl Polygon

020

s Crenothrix - |
sMethylocaldum - |
r Methylosinus - l l
u Beijerinckia - ll
r LP2A- ?
'. Verrucomicrobia subdiv. 3 - ?

sunclas. Methylococcaceae - |
sMethylosarcina - |
n Methylocystis - ll
rMethylocella - l l
n unclas. Methylacidiphilaceae - ?

c

Figure 3.5 a) Percentage of the bacterial sequence functions in surface sediment samples; b) Percentage of
the bacterial phyla contributing to the heterotrophs in surface sediment samples. The methanotrophs were
excluded from Betaproteobacteria; c) Percentage of methanotroph genuis within surface sediments. Diagonal
lines for type l, solid for type ll, and checkered for phylum Verrucomicrobia with a currently unidetnified
pathway

3.4 Discussion

The polygonal pond sediment bacterial communities were distinct from the runnel pond

communities. The dominance of Cyanobacteria reads from the polygonal ponds was not

surprising since the thick orange benthic mats and the high levels of benthic Chl a, up to

34.8pgcm2, have been reported earl ier in Bylot lsland polygonal ponds (Vezina et a\.,1997).

The lower COz and CHa emissions from polygonal ponds (averages estimated as -1.2 and +0.3

mmol m-2 d-1 respectively) compared to runnel ponds (respectively +15.7 and +1.0 mmol m-'d-t)

could be linked to their sediment bacterial community composition (Figure 3.6). In particular,

polygonal ponds had more Cyanobacterial phototrophs (Figure 3.5a) that consume COz and

produce Oz, water column 02 levels were greater in the polygonal ponds, averaging 11.5 mg L-1

(n=8) compared to 9.2 mg L-1 in runnel ponds (n=9). The presence of 02 is important for

methanotrophs and could explain their higher occurrence in polygonal ponds, and therefore a
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lower concentration of dissolved CHa (Table 3.2). The utilization of COz by Cyanobacteria is also

evidenced by the negative CO2 fluxes most frequently observed in polygonal ponds.

Methanoqens

. Produce CHa

Heterotrophs

. Produce CO2, acetate,
formate. etc... .

\

Methanotroohs

. Oxidize CHr to
COz

n
Phototroohs

1. Cyanobacteria
. Consume CO2, produce 02

2. Purple non-sulfur bacteria
. Produce no 02

Figure 3.6 Basic relationships among bacterial functions related to GHG production and that were identified
in the presented arctic thaw ponds. Black arrows and boxes represent runnel ponds; grey arrows and boxes
represent polygonal ponds. Thick arrows = more important connection

Despite the lower availability of light in runnel ponds (Laurion & Mladenov 2013), these systems

still harbor phototrophic bacteria, but mostly purple non-sulfur bacteria (Figure 3.5) that have low

light requirements (Garcia-Contreras et a|.,2004). Purple non-sulfur bacteria, in the Alpha- and

Betaproteobacteria, resulting in reduced sulfur compounds and not 02 production in anaerobic

environments (Basak et a|.,2007, van Niel, 1944), possibly impede the methanotrophs in runnel

ponds (Whiticar, 1999). The larger relative abundance of heterotrophs and higher DOC in runnel

ponds can also be associated to a larger production of CO2, which would not necessarily be

consumed by the versatile purple non-sulfur bacteria who can utilize multiple C sources

(Pfennig, 1969).
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3.4.1 Role of methanotrophs on GHa and COz emissions

The CH+ flux measured at the air-water interface of thaw ponds is the net contribution from

methanogens minus the action of methanotrophs. While studies in subarctic regions show that

methanotrophic activity can be great enough to cancel out the production of CH+ by

methanogens (Barbier et al., 2Q12; Jaatinen et a\.,2005), it does not seem to be the case for the

shallow ponds on Bylot lsland, as CH4was emitted at significant rates, with estimated diffusive

CHa flux ranging between 0.02 and 6.3 mmol m-' d-t (n=90; (Negandhi et a1.,2013).In fact, the

relatively large dissolved concentrations at the surface of ponds, especially of runnel ponds (4.2

x 4.7 ltM; n=90), indicated that CHa was not completely oxidized and therefore methanotrophs

would not be limited by its availability.

Surface water CHa concentrations were inversely correlated to the number of methanotroph

sequences in surface sediment, but not to water methanotrophs or to sediment methanogens.

This adds support to the idea that methanotrophs have an important role in regulating the

release of CH+ to the atmosphere, as suggested previously in studies of pelagic methanotrophs

(Kankaala et a1.,2006; Barbier et a1.,2012). However in our study, given the few methanotrophs

in surface waters (0.12 - 1.37o/oi Figure 3.3), methanotrophs in or near the sediment would have

been responsible for lower CH+ in the water column.

3.4.2 Benthic Arctic bacterial communities

One Phylum retrieved from Bylot lsland thaw ponds, OP11, was reported in the active layer of

the acidic wetlands of Axel Heiberg lsland (Wilhelm et al., 2011). OP11, which may be involved

in sulfur cycling (Harris et al. 2004), was found at low percentages in sediment of runnel ponds

BYL24 (0.53%;) and BYL27 (0.16%), along with the OP8 phylum (BYL22: 0.44o/oi BYL24:

0.260/0). The bacterial genus Geobacter, a methanogen symbiont, was found in all pond

sediment (0.8 - 3o/o of reads). This taxon has recently been found in aggregates with the

methanogen Methanosaefa, which is also abundant in the ponds (Negandhi et a1.,2013). The

symbiont transfers electrons to Methanosaefa without using H during the production of CH+

(Morita et al., 2011). A second methanogen symbiont in the genus Syntrophus was also found in

thaw pond sediment (maximum of 1.4o/o of reads). Syntrophus bacteria are specialized as

obligate syntrophic symbionts with methanogens (Zinder, 1993), where they degrade butyrate to
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H2, acetate and formate (Schink, 1997; Liu ef a1.,2011). These two metabolically different

methanogen symbionts found in both polygonal and runnel ponds are consistent with diverse

CHa production pathway potentials in the ponds (Negandhiet al.2013).

Microbial assemblages in polar soils reflect a variety of extreme environments. Interestingly, in

the Bylot lsland thaw ponds, we found variable percentages of the phyla Acidobacteria (3 - 16%)

and Gemmatimonadetes (0 - 14o/o), which are considered acidophiles (Wilhelm et al., 2011).

These phyla have also been found on Ellesmere lsland (Steven et al., 2008; Yergeau ef a/.

2010), and are common on Axel Heiberg lsland (Wilhelm et al., 2011). This widespread

distribution suggests that even sediments with more neutral pH levels may harbor acidophiles.

The quantity and quality of C substrates and the C degrading bacterial communities are often

linked. In a study of 71 surface soils sampled throughout the USA, low C quality was correlated

to the abundance of Acidobacteria (Fierer et al., 2007). We found that Acidobacteria were

generally more abundant in runnel ponds (Figure 3.5b) that had sediment with higher

percentages of organic matter (12o/o in average compared to 5% in polygonal ponds; Negandhi

et al., 2013) but with DOC in the above water of a lower quality (lower Szzs-zss associated to

larger DOM molecules; Table 2) compared to in polygonal ponds. Therefore the higher percent

of Acidobacteria in runnel ponds could be linked to the presence of less labile C and indicate

them as initial mobilizers of less labile C sources.

3.4.3 Pelagic thaw pond bacterial community

The thermal regime and overall water temperatures were different between polygonal and runnel

ponds (Table 1; Laurion & Mladenov 2013). The lower transparency of runnel ponds, together

with the local micro{opography, narrow widths (1-3 m) and sheltered water surfaces that result

in reduced wind fetch, promoted stratified conditions for a large part of the summer.

Comparatively, temperature of the polygonal ponds water columns was homogenous in keeping

with longer wind fetches. This thermal structure contributed to maintenance of hypoxia and

unique chemical conditions at the bottom of runnel ponds, which resulted in distinctive sediment

bacterial communities. Interestingly, although water physiochemical properties were different in

both pond types, there was no noticeable effect on water bacterial communities, which were

similar (Figure 3.3). A comparable result was found in Finnish lakes, where more diverse
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bacterial communities were obtained from the anoxic hypolimnic waters than from the

surface waters (Peura et a1.,2012).

Surface water bacterial communities were distinct from sediment communities, suggesting that

they were not originating from the sediment. Betaproteobacteria, which have been associated

with high levels of nutrients (Newton et a|.,2011), were dominant in the water column and are

characteristic of most pond waters. One of the main Betaproteobacteria genera in runnel ponds

was identified as Polynucleobacter from clone library results (Figure 3.2). This taxon is reported

to prefer allochthonous humic substances (Burkert et a\.,2003), which are particularly abundant

in runnel ponds (Laurion & Mladenov 2013). ln aquatic environments, Betaproteobacteria and

Bacteriodetes are associated with substrates rich in organic C (Kirchman, 2Q02; Simon et al.,

2002) and utilize more labile C (Padmanabhan et al., 2003). An abundance of these

heterotrophs in the water column (> 50%; Fig. a) could be associated to the overall more labile C

pool of the pelagic zone exposed to the photolytic action of sunlight compared to the sediment

(Laurion & Mladenov 2013).

3.4.4 Methanotrophs

Aerobic methanotrophs are often classified by their differing enzymatic methane oxidation of

either RuMp (type l) or Serine (type ll) pathways (Hanson et al., 1996). There was no clear

dominance of either type I or ll methanotrophs in Bylot lsland thaw ponds (Fig. 5c), especially

when considering lhe Verrucomicrobia recently identified from Yellowstone National Park hot

springs, which have not been confirmed to utilize either pathway (Hou ef al., 2008; Op den

Camp et a1.,2009). These Venucomicrobra methanotrophs were found in surface sediment of

both pond types on Bylot lsland, ranging from 0.2 - 2o/o, with higher percentages in runnel

ponds.

Type I methanotrophs are reported to be dominant from other Arctic sites in Siberia, Svalbard,

and Canada (Barbier et al., 2012, and references therein). ln our pond samples, Type I is more

dominant compared to Type ll, except in Runnel pond BYL24. However, the previously reported

representative genera, Methylobacter, for Arctic Type I methanotrophs was not found in our

Bylot lsland ponds. These dominant type I strains reported elsewhere in the Arctic are

characterized by a higher C efficiency, requiring less energy to oxidizes CH+ than type ll strains

(Anthony, 1982), and prefer temperatures ranging between 0 and 10'C compared to above 15"C

oxtc
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for type ll (He et a|.,2012). Bylot lsland methanotrophic community containing type l, type ll, and

Verrucomicrobia, in an ecosystem with an average summer water temperature around 9'C (thus

likely lower temperature in surface sediment), were similarly diverse to those found in temperate

peat bogs (Auman et a1.,2000), suggesting that type ll and Verucomicrobia can persist under

cooler temperatures.

3.5 Gonclusion

There was a clear separation between the bacterial communities of surface water and sediment

in the shallow thaw ponds of Bylot lsland. However, the water bacterial communities, mainly

composed of heterotrophs, were not distinguishable between polygonal and runnel ponds even

though the physicochemical characteristics of pond water were quite different. On the other

hand, sediment bacterial communities of polygonal and runnel ponds were distinct. We propose

that the geomorphology in polygonal landscapes influences thaw pond limnological properties,

especially their vertical structure, exerting selection pressure on sediment microbial communities

strong enough to explain the differences in GHG emissions. lt is possible that diffusive CHa

emissions are largely controlled by consumers rather than by producers, as a significant

relationship was found between surface water CH+ and methanotroph sequences but not with

methanogen sequences. Further studies on a larger number of ponds and better estimates of

daily and seasonal variations in CHa, including ebullition are needed to confirm this relationship.

ïhe methanotroph communities of thaw ponds were shown to be particularly diverse, suggesting

a wide range of responses to changing environmental conditions. Further studies on CHa

consumers and producers of this widespread aquatic ecosystem are required to determine the

microbial responses to the expected climate-driven changes, such as increased primary

production, light availability, and organic matter quality and quantity. We found that

geomorphology could be a key to predicting future GHG emissions.

95



Acknowledqements

We thank P.-G. Rossi, V. Gélinas, C. Girard, L. Boutet, and G. Deslongchamps for their efficient

help in the field and laboratory, A. Comeau for his precious help at the molecular laboratory and

for pyrosequencing data processing, G. Gauthier, the Centre for Northern Studies, the Polar

Continental Shelf Project and Parks Canada for logistic support, and ArcticNet, EnviroNorth,

National Science and Engineering Research Council of Canada, and International Polar Year for

financial support.

96



4 Arctic thaw ponds response to increased temperature:
DNA and RNA bacterial community and GHG production
rate

La réponse des mares de dégel du haut Arctique canadien à une
hausse de la température: communautés bactériennes selon
I'ADN et I'ARN et taux de production de gaz à effet de serre

Karita Negandhil, lsabelle Laurionl., Connie Lovejof

lCentre Eau Terre Environnement and Centre for Northern Studies (CEN), Institut national de la

recherche scientifique, Quebec, QC Canada

2Département de biologie, Institut de Biologie Intégrative et des Systèmes, and Takuvik,

Université Laval, Quebec, QC Canada

Cet article présente la production de GES des mares de dégel ainsi que la communauté

bactérienne associée à une mare allongée sous une hausse de température. K. Negandhi a

effectué la collecte des échantillons, la préparation, I'incubation expérimentale, I'analyse des

données et l'interprétation des résultats définitifs sous la supervision d'|. Laurion. Une première

version de I'article a été rédigée par K. Negandhi et soumise à une révision pour améliorer la

forme et le fond. Après d'autres révisions en cours, I'article sera soumis à une revue scientifique

qui met en valeur les études des communautés microbiennes dans l'environnement.
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Résumé

Le dégel du pergélisol est associé à la formation de petites mares de dégel, qui sont des

producteurs substantiels de gaz à effet de serre (GES). Nous avons étudié ici la réponse de ces

mares face à une augmentation de la température de 5'C au-dessus de la moyenne actuelle

l'été (4,5'C). Nous avons suivi pendant 16 jours la production de GES par les sédiments, et les

changements qui se reflétaient dans la structure de la communauté bactérienne par pyro-

séquençage à haut débit du gène 16s de I'ARNr pour la communauté totale (ADN) et les taxons

impliqués dans la synthèse des protéines (ARN). Au cours de I'incubation, les taux de

production du COz et du CH+ ont augmenté de façon significative à la température plus élevée.

Les conditions expérimentales mises en place pour diminuer I'activité des méthanotrophes ont

révélé que c'est la consommation de méthane plutôt que le potentiel de production qui régit les

émissions de méthane in situ des mares et selon leur classification morphologique. Une

sélection pour les unités taxonomiques opérationnelles rares à 9'C (ARN) a entraîné un

changement significatif dans la composition de la communauté responsable pour la

décomposition du carbone organique, de même qu'une diminution de I'abondance relative du

potentiel de synthèse des protéines (ARN). La réduction de la communauté de I'ARN incluait

une diminution des Bacteriodetes et une légère augmentation des Betaproteobacteria, des

Alphaproteobacteria, des Firmicutes, des Acidobacteria, des Verrucomicrobia, et des

Actinobacteria, peut-être en permettant l'utilisation du réservoir de carbone moins labile suite à

l'épuisement des composés labiles.

Mots-clés: structure de la communauté, carbone, thermokarst, pergélisol
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Abstract

Thawing of permafrost is associated with the formation of thaw ponds that are substantial

greenhouse gas (GHG) producers. Here we investigated GHG production in thaw pond sediment

under air temperatures of 9'C, which is above the present summer average of 4.5"C. ln the

same incubations we tracked changes in total bacterial community structure using high

throughput pyro-sequencing of a variable region of the 16s rRNA gene (DNA) and identified taxa

most likely involved in protein synthesis by similarly sequencing 165 rRNA. Over the 16 days

incubation, COz and CHa production rates significantly increased at the higher temperatures.

Experimental conditions that were designed to depress methanotrophic activity, revealed

methane consumption rather than production potentially regulates rn sffu methane emissions

from the polygonalthaw ponds. A selection for rare operational taxonomic units (OTUs)at 9'C in

the RNA community were responsible for a significant community composition change among

organic carbon decomposers. The community composition change comprised of a, relative

decrease in the taxa from rRNA at 9"C compared to 4'C through a decrease in Bacteriodetes

(15o/o) and a slight increases in Betaproteobacteria (1.9o/o), Alphaproteobactera (0.5%),

Firmicutes (3%), Acidobacteria (2o/o),Yerrucomicrobia (1o/o), and Actinobacteria (1%), possibly

allowing for the use of less labile C pool after the utilization of more labile compounds.

Key words: carbon, permafrost, community structure, thermokarst
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4.1 Introduction

Arctic permafrost regions can be diversely characterized by their vegetation, geology,

paleohistory and climate, and the microbial ecology within these permafrost environments likely

varies accordingly (Graham et al., 2011). In particular, due to their significant GHG emissions,

permafrost environments favorable to the development of thaw ponds and lakes are of concern

(Abnizova et al,. 2Q12; Laurion et a1.,2010; Wagner et a1.,2005; Walter et a1.,2006; Zimov et al.,

1997; Zona et al., 2008). Of specific interest, are the large quantities of stored carbon (C)

released when permafrost thaws. This previously unavailable C becomes available to microbes

that produce greenhouse gases (GHG) (Tarnocai et a1.,2009; Schuur et a1.,2009), which has

implications for global C budgets. The mobilization of permafrost C can be investigated

experimentally by following microbial responses to increased temperatures, which are

experienced while this additional stored C releases from the thawing permafrost. An

understanding of the thaw pond microbial community response to temperature and available C

sources will contribute to predicting future GHG emissions and constrain current permafrost

biogeochemical models (Riley et a|.,2011).

The capacity of permafrost microbes, living under perennially cold temperatures, to adapt to

warming, contributes to uncertainties in their biogeochemical response to changing conditions.

For instance, permafrost bacterial activity has been reported as low as -20'C (Vishnivetskaya et

a1.,2Q06), and specif ical ly CHa production at -17"C (Gil ichinsky & Rivkina et a1.,2011). The

predicted increase in global temperature by the end of the 21't century ranges from 1.1 to 6.4'C,

averaging 3.75"C (Solomons et al., 2OO7), however the Arctic is more susceptible to climate

change and warming more rapidly (Serreze et a1.,2000), with a predicted range of 2 to 9'C

temperature increase, depending on model and forcing scenarios (lPCC, 2007).

Under warmer temperatures, microbial communities living in thaw pond sediment could respond

in a number of ways affecting C cycling outcomes. Microbial decomposition of C could intensify,

which would be lead to increased production in COz and CH+ (Cox ef al., 2000; Davidson and

Janssens, 2006). However, the increased activity could result in C depletion over time, reversing

any initial increase in GHG production (Kirschabaum, 2004). Alternatively, an increase in

temperature could result in internal physiological changes of cells, leading to reduced microbial

growth efficiency and lowered biomass and eventual decline in degradative C enzymes

(Steinwig et a|.,2008; Conant et al., 2011). Apart from biomass reduction, increased activities
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and reduced growth efficiencies, at warmer temperature, could result in a change in community

composition (Bradford et al., 2008). A community change would influence GHG emissions

through for example; enhanced utilization of more recalcitrant C sources (David & Janssens

2006). Furthermore, a community change could impact the balance between GHG producers

and consumers; methanotrophs have previously been identified as controlling CHr emissions in

thaw ponds (Negandhi et al., submitted) and other freshwater lakes (Kankaala et a/., 2006) and

an increase in CHa consumption by methanotrophs could result in lower than expected CH+

emissions.

ldentifying the bacterial community from DNA provides a measure of the present community,

however numerous bacteria clades and groups simultaneously respond to increased

temperatures and identifying which taxonomic groups are most sensitive to changes can provide

information on the eventual community that will thrive under higher temperatures. The 163 rRNA

gene is most frequently used to identify different bacterial groups (Sogin et al 2006) and by

targeting this gene using DNA as a template the current community can be identified. Since

rRNA is incorporated into ribosomes using RNA as a template for the same genetic marker, it

provides information on what taxa are involved in protein synthesis. By examining both the rDNA

and rRNA at the same time, the communal bacterial response can be inferred. For instance,

specific taxonomical groups with high rDNA signatures and low rRNA signatures could indicate a

high abundance with low activity. Comparatively, low rDNA signatures and high rRNA signâtures

could indicate low abundance and high activity (Moesseneder et al.2004).

Here we investigated GHG production rate and the changes in bacterial communities from thaw

pond sediment, in response to increased temperatures. Polygonal pond and runnel pond CO2

and CHa production rates were also measured under increased temperature at 4 and I 'C.

Bacterial communities rn srTu and at the start of incubations (T1) were identified from DNA and

over 16 days community composition changes were investigated using RNA as a template and

compared to those from DNA.
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4.2 Methods

4.2.1 Study Site

Samples were collected at Sirmilik National Park, Bylot lsland, Nunavut (73"09'N, 79" 58'W),

which is in the continuous permafrost region of the Canadian Arctic. The active layer depth in

2010 was between 40 and 60 cm (D. Fortier pers. comm.). The sampled ponds were 1-2 m deep

and can be categorized into two geomorphic shapes associated with the thawing permafrost.

Firstly are polygonal ponds formed on top of low centered polygons, and the secondly are runnel

ponds formed over melting ice wedges. In general, polygonal ponds are more stable

environments with thick cyanobacterial mats at the bottom, while runnel ponds have more

erosion due to permafrost slumping and these are also called thermokarst ponds. Thermokarst

ponds are a phenomenon associated to climate change and accelerated permafrost thawing.

ln July 2010, surface sediment samples from two polygonal ponds (BYL1 & 22) and two runnel

ponds (BYL24 & 38) were collected for incubation experiments (n=4), representing a

categorization of physiochemical properties (Table 4.1). Runnel pond BYL38 was further

sampled for bacterial community changes throughout the incubation experiment. BYL38 was

chosen due to its previously recorded particularly high rn sffu GHG emissions (Laurion et al.,

2010). Runnel ponds in general have significantly higher GHG emissions compared to polygonal

ponds (Negandhi et a|.,2013).

Table 4.1 Physiochemical properties of the thaw ponds sampled on Bylot lsland. The four ponds present a
categorization of properties between polygonal and runnel ponds with a few minor changes between 2009 and
2010. SRP - soluble reactive phosphorus; TP - total phosphorus; TN - total nitrogen; DOC - dissolved organic
carbon; agzo - dissolved organic matter absorption at wavelength 320 nm, as an index of the quantity of colored
dissofved organic matter; Szzs-zgs - spectral slope signature between 275 and 295 nm, an index of the molecule
size of colored dissolved organic matter (larger values generally indicate smaller/more labile molecules).

Pond Glass Yr SRP TP TN SOr DOC Àszo
ug L't pg L't ug L't mg L-t mg L'' m'r

Szzs-zgs COz CHr
nm't pM pM

BYL 1 PoI. '09 <0.2 15.6 0.36
'10 0.5 19.0 0.5

1.5 8.4 13.1 0.0199 6.3 1.0
1.06 8.7 13.2 0.0193 20.6 0.7

BYL22 Pol.  '09 <0.2 25.5 0.37
'10  0 .5  68 .0  0 .4

0.85 8.1 19.6 0.0168 25.0 1.9

1 .62  6 .2  20 .8  0 .0191 35 .1  1  .3

BYL24 Run. '09 1.0 25.5
'10 1 .6  38.0

0.4 0.67 11.5

0 .4  1 .81  9 .6

37.0 0.0153 33.0 3.4
36.3 0.0139 63.2 0.8

BYL 38

t02

Run.  '09 1.8
'10  4 .7

71.8 0.87 3.1 12.2

54.0  0 .5  1 .74  12 .1

72.9  0 .0115 181.5  4 .7

67.3 0.0122 85.4 2.7



4.2.2Incubations

Preliminary experiments were performed the previous year in 2009 on BYL38 sediment to

determine the optimal experimental setup. ln these experiments over 28 days, CO2 production

plateaued after 18 days. Therefore, since ourfocus was on early GHG dynamics, an incubation

time of 16 days was chosen for the 2010 experiments. ln 2010, Incubations were started three

days after collection (T1), immediately upon return from Bylot lsland and arrival in Quebec City in

efforts to limit the changes in the composition of the microbial community due to transporting.

On 25 July 2010, sediment samples from four thaw ponds were collected with gloved hands,

placed in a sterilized ziplock bag, and mixed. A 50 ml sediment subsample was collected from

the ziplock bag into a sterile Falcon tube (Fisherbrand) and poured through a funnel into pre-

combusted and acid-washed glass bottles. Water from the corresponding thaw ponds was used

to fill the glass bottles to the top leaving no headspace and to maintain hypoxic conditions similar

to rn sffu. A butyl rubber cap was used, with a gas tight syringe to release the pressure. The

same collection technique was used on all four ponds (2 polyongal and 2 runnel ponds), with a

total of 72 bottles collected (n=18 per pond). This allowed for CO2 and CHa to be measured 6

times within the 16-day incubation, each with 3 replicates.

At the same time of sediment collection for bottle incubations, 3 ml of sediment from runnel pond

BYL38 for in sftu DNA and RNA analysis were taken from the same ziplock bag mixture and

stored in 2 ml of lysis buffer and RNA later respectively.

All72 incubation bottles were kept at around 4'C and in the dark until we were back at the lab

on 27 July 2010, where half of the bottles were incubated at 4"C and half at 9'C, both in the

dark. The 4'C was maintained by incubating bottles within an electronically monitored

refrigerator. Temperature of 9'C was maintained within an incubator (Fisher low temperature

incubator model 307) and internal temperature recorded from a thermistor (U12, Onset). On 28

July 2010, 50 ml of water was removed and flushed with helium for 5 minutes with an exit valve,

and initial GC measurements (T1) were taken. For this, 0.6 ml of gas was removed and 0.5m1

was injected in the GC using a 1.0 ml syringe (SG008130 Canadian Life Science, 1MF-CTC-GT-

HS-5/0.63H). For all other time points, 0.4 ml of gas was removed and 0.1 ml injected to stay

within the detection level ranges. GC measurements of COz and CHa were taken at 6 time points
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(day 1,  5,7,9,  13 and 16).  Each t ime point  had three repl icates (n=72, n=18 per pond).

Sediment was dried and weighed for each sample. The dry weight for each sample (averaged

21.49 at 4'C and 20.89 at 9'C)was used to normalize GHG production rates.

From BYL38, DNA and RNA sediment samples for 16s rRNA bacterial pyrosequencing at the

start of the incubation (T1) and at the end of the incubation (T16) were collected after their GC

measurements were taken. Samples were stored at -80"C with lysis buffer and RNA later

respectively until extraction. Therefore DNA and RNA samples were collected at time points rn

situ,T1, T16-4'C, and T16-9'C (n=8).

4.2.3 Pyrosequencing

DNA and RNA were extracted using the MO BIO Kit (RNA powersoil total RNA isolation kit

#12866-25 and DNA elution accessory kit #12867-25) allowing both RNA and DNA to be

extracted from the same sample. A reverse transcription of extracted RNA to cDNA was

performed using a High Capacity Reverse Transcriptase Kit (Applied Biosystems, CA) including

an equal mixture (30 trL) of RNA and a RT mixture consisting of 6 pL RT buffer, 2.41tL dNTP, 6

pL of random primers, 3 pL of Multi-scrible reverse transcriptase, and 12.6 1tL of HzO.

Amplification of DNA for high-throughput 165 rRNA gene and 165 rRNA from cDNA

pyrosequencing was performed with a PCR reaction mixture consisting of 1X HF buffer (NEB),

200 pM dNTP (Feldan Bio), 0.4 mg mL-1 BSA (Fermentas), 1 U of Phusion High-Fidelity DNA

polymerase (NEB), 0.2 pM of both primers (969F: ACGCGHNRAACCTTACC and 1406R:

ACGGGCRGTGWGTRCAA, Invitrogen; see Comeau et a1.,2011 for primer design), and 0.01 -

0.1 pL of template DNA and 1 plof template RNA from sediment samples. Amplification cycles

included 98"C for 30s, 30 cycles of denaturing at 98'C for 10s, annealing at 55"C for 30s,

extension at 72"C for 30s, and a final extension at 72"C for 5 min. For each sample, triplicate

reactions performed for DNA and duplicate for RNA were pooled together for purification

(QlAquick PCR purification kit; QIAGEN) and quantification (Nanodrop ND-1000). Coded

amplicons were mixed equally into one tube for sequencing on a Roche 454 GS-FLX Titanium

platform at Université Laval Plate-forme d'analyses Génomiques. Resulting reads were

subjected to pyrotag pre-processing and quality control. Low-quality reads were removed if they

contained non assigned nucleotides (N's), were < 150 bp excluding the adaptor and sample tag-

code, if they exceed the expected amplicon size, and if they had an incorrect Fonrvard primer
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sequence. Additionally, bases present after the reverse primer were trimmed. Next, reads were

aligned using Mothur (Schloss, 2009) against SILVA reference alignments and then manually

checked to remove misaligned reads. After processing, 2321 input reads were randomly

selected per sample. The SILVA database (version 108) including additional previously

generated clone library sequences from the C. Lovejoy laboratory was used for taxonomical

identifications.

4.2.4 Statistics

Production rates of CO2 and CHa (pM day-t) were obtained from the linear regressions of the

averaged GC concentration (n=3) taken at day 1,5,7,9, 13 and 16 (Excel 2010). Statistical

difference in COz production rates between temperature (4"C and 9'C) and between pond types

(polygonal and runnel ponds) were tested by separate paired t-test. Statistical difference in CHa

production rates between temperature (4'C and 9'C) and between pond types (polygonal and

runnel ponds) were tested by separate paired t-test. All paired t-test were performed in PAST

version 3.01 (Hammer et al., 2001)

Descriptive statistics (OUT #'s, Chao 1, ACE, Shannon, and Simpson) for bacterial communities

were performed in MOTHUR. A Bray-Curtis cluster analysis was used to find groupings among

the sampled bacterial community time points. From here, an analysis of similarity (ANOSIM) test

was used to find significance values, followed by a similarity percentage test (SIMPER) to

identify the relative influence attributed by bacterial groups. These test were also performed in

PAST version 3.01.

4.3 Results

4.3.1 GHG production at different temperatures

Carbon dioxide and CHa were both produced at a significantly higher rate at 9'C than at 4'C for

all four ponds (p s 0.05; Table 4.2). The response level of COz and CH+ to increased

temperature was not significantly different between polygonal and runnel ponds (p>0.5). Runnel
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ponds had a significantly higher COz production rate than polygonal ponds (p=0.002), but this

was not the case for CH+ (p=0.606; Table 4.2).

Table 4.2 Greenhouse gas linear production rates (l > o.g42, p < 0.001, in pM day I S-1) by thaw pond sediment
of BYL38 in response to increased temperature. Diff. = Difference in production rate over 16 days between the
two temperatures. The stars indicate the significance levels obtained from a paired t-test performed on COz
and GHI for the difference between temperature treatments and pond types.

COz (xlo'2)*'* GHr(xl0-2)*

40c Diff. 4"C Diff.

26.8 38.3
(3.8-17.5) (5.0-30.1)

25.0 37.2 12.2

6.2 8.2
(o-3.1) (0-3.8)

3.3 4.2
(o-2.0) (0.52-3.1)

2.011.5
BYLl

BYL22

Pol .
0.9

(3.e-23.0) (2.1-11.5)

48.0 61.9 13.9

Run. 
(3.2-34.6) (6.9-44.6)

35.6 42.2
(1.6-11.8) (7.e-1s.0)

4.3 5.0
(0-1.6) (0.5-2.0)

2.0 3.9
(o-0.1) (0.04-0.32)

0.7
BYL24

BYL38
1 . 96.6

* Significant difference (0.05) between temperatures
, ** Significant difference (0.005) between polygonal and runnel ponds production rate

4.3.2 DNA and RNA community structure

The DNA at phyla level, for all four sampling time points (in situ, T1, T16-4'C, and T16-9'C),

were dominated (>10%) by Bacteriodetes, Proteobacteria and Actinobacteria, with smaller

proportions (1 - 10o/o) of Acidobacteria, Firmicutes, Verrumicrobia, Gemmatimonadetes and

Chloroflexi (Figure 4.1). The RNA reads at the level of phyla were similar, with some differences

in proportions and more of unclassified bacteria (1.8 - 3.60/o) compared to DNA (s0.7oÂ) (Figure

4.2).The RNA community was more diverse compared to the DNA community (Table 4.3; Figure

4.3).
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rAD3
lBacteroidetes
rCyanobacteria
sNKB19
lProteobacteria
r Verrucomicrobia

differente phyla from the

tAcidobacteria
rChlorobi
r Firmicutes
rNitrospirae
rSC4
rWS3
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DNA template

rActinobacteria
rChloroflexi
I Gemmatimonadetes

Planctomycetes
lSpirochaetes
I unclassified

Figure 4.1 Relative abundance of bacterial phyla from DNA in thaw pond BYL38 sediment in situ, at start of
the incubation (T1), and after 16 days of incubation at 4"C and 9oC.
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Figure 4.2 Relative abundance of bacterial phyla RNA in thaw pond BYL38 sediment in situ, at start of the
incubation (T1), and after 16 days of incubation at 4oG and 9'C. All squares in black are Phyla not present in
DNA.

Table 4.3 Descriptive statistics comparing DNA and RNA reads where each time point sample was resample
to 2321 reads.

OTUs Chaol ACE Shannon Simpson
AI IDNA
AI IRNA

DNA

1240
1 768

1287

1 8 1 5

1240
1 768

6.95

7.26

0.0010
0.0008

in situ
T1
4"C
9'C

275
304
329
332

285
311
336
340

275
304
329
332

5.47
5.56
5.58
5.63

0.0043
0.0036
0.0042
0.0037

RNA in situ
T1
4'c
9'C

449

424

448

447

449

424

448

447

5.91

5.85

5.84

5.92

0.0029
0.0033
0.0036
0.0028

454

434

454

459
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The communities between in situ and T1 contained significantly more dissimilarity between DNA

and RNA than any other time points (analysis of similarit ies, ANOSIM; r=-1, p=1). At t ime point

T1, the largest differences between DNA and RNA among all sampling time points are present

(Figure 4.3; bubble sizes). Bacteriodetes have the largest difference (11.4o/o; bubble size in

Figure 4.3b), with a similar percentages at DNA-rn situ and DNA-T1 but a decrease (8%) in RNA

from in slfu to T1. Actinobacteria also have large difference between DNA-T1 and RNA-T1

(7.5o/o; bubble size in Figure 4.3b) due to an increase (11o/o) in RNA from in situ to T1(Figure

4.4a-b).
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Figure 4.3 Rarefaction curves for DNA and RNA
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20

RNA RNA

Figure 4.4 RNA-DNA comparison of abundant (>1%) Phyla at all four sampling time points. Phyla above
diagonal line indicate a higher DNA percentage than RNA and vice versa for RNA. Size of circle (bubble)
indicates amount of difference between RNA-DNA. a) community at in srtu, b) community at Tl, start of
incubation experiment 3 days after collection, c) community after 16 days of incubation at 4oC, d) community
after 16 dayæ of incubation at 9oG. Aci.= Acidobacteria; Act=Actinobacteria; Bacterio=Bacteriodetes;
G=Chloroflexi; F=Firmicutes; G=Gemmatimonadetes; Proteo=Proteobacteria; S=Spirochaetes;
V=Verrucomicrobia; unc=unclassifi ed bacteria

T16-4"C

110



4.3.3 Bacterial communities at different temperatures

Communities from in situ and T1 were significantly different from the two communities after 16

days of incubation (ANOSIM, p=0.027, R=0.75). Attributing to this significant difference are

Bacteriodetes and Actinobacteria. From T1 to T16 time points, Bacteriodetes DNA and RNA

increase at 4"C (23.9%, 30.1o/o) and to an extent at 9"C (9.2o/o, 15%) (Figure 4.4 b-d). From T1

to T16 time points, Actinobacteria's DNA and RNA decrease at 4'C (10.4o/o, 15o/o) and 9'C

(5.5o/o,1 4.9o/o) (Figure 4.4 b-d).

At the end of the 16 day incubation, both DNA-9'C and RNA-9'C were more diverse

communities compared to DNA-4'C and RNA-4"C communities (Table 4.3, Figure 4.5). While

cluster analysis indicated DNA and RNA communities to cluster by temperature, at 9'C the DNA

and RNA communities were more dissimilar, with RNA-9"C branching the furthest away from the

others and the most dissimilar (Figure 4.6).

l l l



- goc

.  .  4 'C

r o o o o o o o o o o o o o o o
o o o o o o o o o o o o o o o
F ( \ ( Y ) S I O ( O r - @ O ) O - N ( r ) $ t O

500
450
400

S- gso
I 3oo
o
? 250
o zoo

150
100
50
o

350 r
- 9"C

300 .l

250

à 200

! ''uo
Fo 1oo

50

0
\ 

So .'S *S nS ooo 6S 1ss 6>o *o sS
Reads

Figure 4.5 Rarefaction curves by temperature for a) RNA reads b) DNA reads.
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Figure 4.6 Cluster analysis using Bray Gurtis for BYL38 sediment bacterial communities identif ied genera
relative abundances among experimental time points.

Similarity percentage (SIMPER) analysis reported an average of 30.87o/o dissimilarity between

communities by temperature, with the majority of this dissimilarity (86.5%) attributed to the six

phyla: Proteobacteria, Firmicutes, Acidobacteria, Verrucomicrobia, Actinobacteria, and

Bacteriodetes.

The community compositions of the 6 phyla reported by SIMPER to be contributing to a

significant dissimilarity are all carbon decomposers. Interestingly there is not significant

difference between the DNA communities at 4'C and 9"C (t-test, d.f.=5, p=0.096; Figure 4.7),

but is in the RNA communities at 4'C and 9'C (t-test, d.f.=S, p=0.009, Figure 4.7).

0.6-
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Figure 4.7 ldentification of carbon degrader phyla in BYL38 sediment after 16 days of incubation at 4oC and
9oG for a) DNA and b) RNA. A significant difference in community composition of phyla between temperatures
is found for RNA (p=0.009) but not for DNA (p=0.096)

The RNA derived community of carbon decomposers was relatively more abundant at 4"C (70o/o)

than at 9"C (640/o; Figure 4.7). This difference was generated through a complex bacterial

community shift to result in lower relative abundance, yet more diverse community at 9'C (Table

4.3; Figure 4.7a). Specifically, differences between RNA-4'C and RNA-9'C, included fewer

Bacteriodetes (15%), but higher Proteobacteria (Betaproteobacteria by 1.g%o,

Alphaproteobactera by 0.5%), Firmicutes (3%), Acidobacteria (2o/o),Venucomicrobia (1o/o), and

Actinobacteria (1%) for combined total difference of -60/o at RNA-9'C. The total DNA carbon

degrading community also became lower at 9'C than at 4"C (73o/o compared to 77o/o),

emphasizing the decrease in RNA carbon degraders.

4.3.4 Bacteria at Family level

Comparing the community taxa at the family level increased the significance of dissimilarity

among communit ies at 4"C and 9'C (SIMPER, 26.70/o; ANOSIM, P=0.667,R=0.5). Plots of the

DNA and RNA signatures from the specific taxa within the specifictaxa within the 6 carbon
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decomposing Phyla that were shown to significantly change between temperatures distinguish

specific Family's that are responding to temperature.

Acidobacteria - Soilbacteraceae (#4) and Acidobacteriaceae (#1) increased in activity (RNA) at

9'C. Unclassified Acidobacteria DS-18 (#6) was upregulated (increased in both DNA and RNA)

at 9'C (Figure 4.8 a & b).

Firmicutes - Erysipelotrichaceae (#54) and Clostridiales Family Xlll incertae sedis (#47)

increased in activity at 9'C, while their DNA stayed similar between the two temperatures.

Clostridiales Family Xlll incertae sedis (#47) also had more DNA than RNA at both

temperatures. Ruminococcaceae (#51) was upregulated (increased in both DNA and RNA) at

9'C (Figure 4.8 c & d).

Alphaprotebacteria & Verrucomicrobia - Unclassified verrucomicrobia RFP12 (#60) was

upregulated (increase in both DNA than RNA) at both temperatures. Verrucomicrobiaceae (#$1)

increased in activity at 9'C. Then at 9'C, unclassified verrucomicrobia R76-B18 (#58) and

Spartobacteriaceae (#59) have more similarity in their DNA and RNA signatures. For

Spartobacteriaceae (#59), this may be due a decrease in activity at 9oC, leaving an overall trend

for more RNA than DNA signatures for the phylum Verrucomicrobia. For the two

Alphaproteobacteria Caulobacteraceae (#55) and Acetobacteraceae (#56), there was also a

trend for more RNA signatures than DNA signatures (Figure 4.8 e & f).

Bacteriodetes The three dominating families Bacteriodetes incertae sedis (#29),

Cytophagaceae (#38), and unclassified Bacteriodetes (#42) have a very equal DNA and RNA

signatures, with all three being downregultated (decrease in both DNA and RNA) at 9'C.

Cryomorphaceae (#3a) is also downregulated at 9'C, but maintains a higher DNA signature at

both temperatures. Unclassified Bacteriodales (#33), unclassified Flexibacteraceae (#36), and

Flavobacteriaceae (#35) are also less active at 9'C. Chitinophagaceae (#37) is one Bacteriodete

whose activity is similar at 4"C and 9"C (Figure 4.9).

Actinobacteria - Unclassified Actinomycetales (#23) and Cellulomonadaceae (#13), have

slightly higher DNA than RNA signatures. This is likely because they are being deselected for at

9'C. Conexibacteraceae (#26) has similar DNA and RNA signatures, but is only seen at 9'C

indicating an upregulation at 9'C. Actionobacteria have a trend to have more RNA than DNA

signatures (Figure 4.10).
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Table 4.4 Number code for Family represented in Figures 4.8 - 4.10

Acido. # Actino. Bacterio. Firmicutes Alpha Verruco.

1
Acidobacteriaceae

8 unclas. Actino 0319- 29 Bacteroidetes
7L',t4

2 Acidobacteriales 9 Acidimicrobineae 30
_inc_sedis

Bacteroidaceae

Marinilabiaceae

Porphyromonadaceae

unclas. Bacteriodales

Cryomorphaceae

Flavobacteriaceae
36 unclas.

Flavobacteriales

Chitinophagaceae

Cytophagaceae

Flexibacteraceae

Saprospiraceae
41 unclas.

Sphingobacteriales
42

unclas. Bacteriodetes

43
unclas. Baci l l i

44
Catabacteriaceae

45
Clostridiaceae

46 Clostridiales
Fam ilyXl l. I ncertaeSedis

47 Clostridiales
Fam ilyXl I l. I ncertaeSedis

48
Eubacteriaceae

49
Lachnospiraceae

50
Peptococcaceae

5 1
Ruminococcaceae

52
Veillonellaceae

53
unclas. Clostridia

54
Erysipelotrichaceae

Caulobacteraceae

Acetobacteraceae

57
Opitutaceae

58 unclas. verrucom.-
R76-818

59
Spartobacteriaceae

60 unclas.-verrucom.-
RFP12

61
Verrucomicrobiaceae

62 unclas.
Verrucomicrobia

55

5b
Gp6

3
Holophagaceae

4
Solibacteraceae

Â
unclas. 32-20

b

unclas. DS-18
7

unclas. SJA-36

_inc. sedis
10 Acidomicrobiales

c1500-29
11 Acidomicrobiales

E81017
12 Actinomycetales-

ACK-M1
1 1

Cellulomonadaceae
1 4

Frankiaceae
1 5

Intrasporangiaceae
1 6

Kineosporiaceae
1 7

Microbacteriaceae
1 8

Micromonosporaceae
1 9

Mycobacteriaceae
20

Nocardioidaceae
2 1

Propionibacteriaceae
22

Sporichthyaceae
23 unclas.

Actinomycetales
24

Coriobacteriaceae
25

unclassified MC47
26

Conexibacteraceae
27 unclas.

Solirubrobacterales
28

unclas. Actinobacteria

32

33

34

35

37

38

39

40
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4.4 Discussion

ln situ observations over the last few years at this site reveal a trend, with runnels being

supersaturated in both COz and CHa, and polygonal ponds supersaturated only in CHn due to

microbial mat photosynthesis reducing COz below saturation levels (Breton et a1.,2009; Laurion

et a1.,2010). Daily variations from the two ponds revealed that fluxes varied no more than by

25% for both COz and CHa, with runnel ponds having 3 folds higher CH+ emissions (Negandhi ef

al., 2013). The experimental set-up eliminated factors such as thermal mixing, meteorological

conditions, and water surface turbulence, isolating microbes from any exchange with

atmospheric 02 and COz. The absence of atmospheric 02 and COz exchange is therefore

reflected below when comparing in situ trends with our experimental results.

Significantly more COz and CHa were produced at the higher temperature (+5'C above ambient)

for all four thaw ponds. At both temperatures, runnel pond sediment produced almost twice as

much CO2 compared to polygonal pond sediment, consistent with in situ observations. These

results corroborate with the idea that polygonal ponds can act as a sink for CO2 atmospheric

sink (Laurion et al.,2O1O; Negandhi et a|.,2013).

However, CH4 production in the incubation experiment was not consistent with the polygonal and

runnel pond rn srïu GHG trends. Runnel pond BYL38, which has the highest in situ surface

water dissolved CHr concentration among the four ponds, had the lowest CHa production rate

during the incubation experiment. Runnel pond BYL24 also exhibited the same trend as BYL38,

with a lower CHa production rate than from polygonal pond BYL1, and opposite to in situ trends.

The experimental conditions of anoxia and inhibition of photosynthesis, due to an absence of

light, feasibly inhibited methanotrophic oxidation of CH+. The polygonal ponds increased CH+

production rates accentuates the balance between methanotrophs and methanogens, as their

lower in situ CHa emissions is possibly due to methanotrophic consumption of CH+, as opposed

to methanogenic production potential.

The increase in CHa production with temperature cannot be attributed to a decrease in

methanotrophs since their contribution to the communities estimated from the 165 rRNA reads

originating from DNA and RNA did not change with increased temperature (Annexe Figure 51).

The results rather suggest that Arctic thaw pond methanogens were sensitive to an increase in

temperature, at least under the incubation conditions. lncreased CHa production with
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temperature has been reported. Higher temperatures can lower the activation energy required

for CHa production (VanBodegon and Stams 1999; Fey and Conrad 2000). Temperature can

also influences the decomposition of organic materials by heterotrophic bacteria and hence

change the methanogenic community composition depending on the available substrates.

(Schûtz et al., 1990; Chin ef a/., 1999). Unfortunately the methanogens could not be assessed in

the presented study because of unsuccessful amplification of Archaea within this one thaw pond,

BYL38. However, the bacterial community shows support for increased methanogenic activity.

There was a 3.6% and 0.6% higher percentage of Geobacteraceae in DNA and RNA

respectively (Annexe Figure 53) at 9'C than at 4'C. This is a family with several Genera that are

symbionts of Methanosaefa concilli, an acetogenic methanogen that has been found in these

arctic thaw ponds (in other thaw ponds of the same site where Archaea amplification was

successful; see Negandhi ef a1.,2013). This of course does not take into account any possible

increase in hydrogenotrophic methanogens, whose DNA has been found in these thaw ponds

(Negandhi et al. 2013) and are also known to possibly increase with temperature (Hoj et al.,

2008). These inconclusive results place importance for further research onto the ratio of change

between methanogens and methanotrophs with temperature in permafrost environments.

4.4.1 DNA and RNA communities among time points and temperature

There was a considerable overlap between the DNA and RNA communities, with all abundant

OTUs found in'both DNA and RNA. These results are similar to other studies comparing DNA

and RNA communities from soils and sediment (Baldrian et al., 2012; Koizumi et a1.,2003;

Prosser et a1.,2010), indicating a stable and active core community (Bretter et al. 2012).

Therefore the large discrepencies in DNA and RNA at T1 likely indicate a community reacting to

bottle conditions, with larger bubble sizes indicating Phyla that were reacting (Figure 4.4b).

Specifically, Bacteriodetes at T1 had higher DNA than RNA, indicating a reduction in activity,

and Actinobacteria had higher RNA than DNA indicating an increase in activity due to possible

confined environment of the bottle conditions on a very short time scale of 3 days.

After 16 days of incubation, DNA and RNA communities subjected to 4"C and g'C grouped by

temperature, with DNA and RNA communities at 4"C being very similar (Figure 4.5). The slight

temperature increase already imposed on at 4'C, induced a high dominance taken over by

Bacteriodetes. At 4'C, the community is actually less diverse compared to the in situ community.

Comparatively, the community at 9"C is more diverse than the community at 4'C and in sffu. The
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RNA-9'C community separated from the DNA-9'C (Figure 4.6). Rarefaction curves confirm this

with an increase presence of rare OTUs for RNA-9'C. Together these results indicate that at 9'C

selection for an increased expression of rare OTUs within the RNA community occurred,

suggesting that with more time the DNA-9"C community would further separate from the 4"C

communities.

The continual diversity increase would likely be through an increase in rare OTUs associated

with Verrucomicrobia, Acidobacteria, unclassififed bacteria, and Proteobacteria due to their

higher RNA (activity) than DNA percentages (Figure 4.4d; fall below the line), and also a

continual decrease in Bacteriodetes with a higher DNA than RNA percentage (Figure 4.4; falls

above the line). Bacteriodetes at the phylum level consistently had a higher percentage of DNA

than RNA at all time points (Figure 4.4 a-d). Previous bacterial communities have found the

opposite of higher RNA than DNA, but these were in planktonic environments (Cortell and

Kirchman 2000; Eilers et al. 2000). This is likely due to different taxa within the phylum

Bacteriodetes having different traits that are being selected upon. For instance, at both

temperatures the main three families including Bacteriodetes incertae sedis, Cytophagaceae,

and unclassified Bacteriodetes had similar DNA to RNA ratios (Figure 4.9a-b), while

Cryomorphaceae, unclassified Bacteriodales, unclassified Flexibacteraceae had higher DNA

than RNA, and Flavobacteriales had higher RNA than DNA. For these families the trend in DNA

to ratios was similar between temperatures, yet their contributing percentages at 4'C and 9'C

were different. Chitinophagaceae was the only Bacteriodete to maintain a similar activity (RNA)

at 4'C and 9'C only. This may be due to its ability to degrade more complex OM which would be

left as the labile C is rapidly utilized at g'C.

The Actinobacteria also contributed to the active community change between temperatures,

which does not show up at the phylum level (Figure 4.4c-d, 4.7b), but does at the family level

(Figure 4.1Oc-d). In fact, the majorityof Actinobacterial diversitywould not have been produced

with DNA signatures alone. Similar to Bacteriodetes, a selection for different taxa within

Actinobacteria was present, with unclassified MC47, Acidomicrobiales 881017, and

Mycobacteriaceae rRNA only present at 4"C, compared to Nocardiodaceae, Conexibacteraceae,

and unclassified Soilrubrobacterales rRNA only present at 9'C. The lack of sediment replication

within time points may contribute to some of these low represented taxa being present or absent.

Through theuSeofh igh- th roupu tsequenc ing , |owerabun tan t taxa( -<

Actionbacteria, along with Alphaproteobacteria and Verrucomicrobia, possibly have more
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dicrepencies in DNA to RNA ratios and possibly more vulnerability to temperature selection

pressures in Arctic thaw ponds.

4.4.2 Garbon decomposing communities

Carbon decomposers had a counter-intuitive reaction, with a slightly higher percentage in DNA

at 9'C, but a lower RNA percentage at 9'C. The majority of all the bacterial communities were C

decomposers (> 64%), with a shift towards a more diverse yet less active C degrading

community occurring along with an increase in COz and CHa production at higher temperature.

The decline in C-degrading potential from RNA at 9'C coincided with other studies reporting a

decrease in biomass and enzymatic activity with warming (Rinnan et a|.,20Q7; Bradford et al.,

2008), possibly due to internal allocation of C to respiration rather than to groMh (Lôpez-Urrutia

et a1.,2007). However, the reduced biomass at 9'C is accompanied by a community change and

continual higher CO2 production than at 4'C. Specifically, it can be attributed to a decrease in

activity of the Bacteriodete (Figure 4.4 & 4.7). Similar results have been reported in a study of

forest surface soil (7cm) in Michigan, where an increase in temperature resulted in higher

respiration but a smaller active microbial biomass (Zogg et a|.,1997). Interestingly this shift was

noticeable in our Arctic samples with a +SoC, compared to a +20'C in the study by Zogg et al.

(1997). This counter-intuitive reaction in the carbon decomposing community accompanying

increased GHG production can be explained by the more diverse community, selected though

rare OTUs, allowing for utilization of differential C substrates.

The relative abundance differences and increased diversity in the carbon decomposing

communities between RNA-4'C and RNA-9'C included a decrease in Bacteriodetes and slight

increase in Acidobacteria at 9'C, suggesting a shift towards a community capable of degrading

less labile C. The main source of dissimilarity (260/o) between 4'C and 9'C were decreases

among 34 genera of Bacteriodetes at 9'C (Figure 4.6). Bacteriodetes and Beta-proteobacteria

reported to be init ial mobil izers of labile C (Padmanabhan et a1.,2003). On the other hand,

Acidobacteria are considered in some cases to be oligotrophic bacteria, which are categorized

as having high substrate affinities to compete when substrates are low or less labile, and also

have lower growth rates (Fierer et a1.,2007).

Rising temperature has increased the amount of old C used by microbes and could be attributed

to a change in the microbial community (Waldrop & Firestone,2004). The significant C degrader
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community shift seen in our study is compatible with a previous Alaskan permafrost soil study

where community shifts in Actionbacteria, Proteobacteria, Bacteriodetes, and Firmicutes were

seen upon permafrost thaw when more C becomes available (Mackelprange et al. 2Q11). The

shift to a more diverse C degrading community in our study possibly supports the utilization of

the less labile and older C pool deposited in runnel thaw ponds upon permafrost thaw (Vonk et

al. 2003). Considering the large pool of old carbon being released from the thawing permafrost,

even a small increase in the decomposition of this recalcitrant pool could change the C stock

over a decade (Davidson & Janssens, 2006).

4.5 Conclusions

This study demonstrated that at a warmer temperature, there is a significant increase in GHG

production rate from arctic thaw pond sediment. Global climate models should take into account

that warmer temperatures will increase GHG production rate in addition to expand the area

covered by this overlooked aquatic system. Methanotrophic activity is attributed to reducing CH+

emissions in polygonal ponds in situ, as they exhibit comparable CHa production potential and

response level at 9'C to runnel ponds under experimental conditions where methanotrophic

activity was reduced. There was an overall increase in bacterial diversity with temperature.

Under warmer conditions, the major functional group of carbon decomposers decreased in

aclivity, estimated from ribosomal RNA, and was accompanied by a community shift through an

increase in rare OTUs. Many of these rare taxa within Actinobacteria, Alphaproteobacteria, and

Vérrucomicrobia were only identifiable by rRNA signatures and not rDNA. A more diverse

community, may increase the available C pool through accessibility of a lower quality carbon,

and therefore contribute to an increase in GHG production rates.
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lntroduction

In arctic regions, the acceleration of pemafrost thaw and
dcepeling of the seasonal active layer leads to thau' pond
formations due to the organic and ice-rich gound subsiding !
2] These thaw ponds are also srnretimes refened to as
themrokant lakes, since they superficially re semble ponds fomed
bv the dissolutiou of limestone (orst) Two main ge omorpholog-
ical forms are commonly found in continuous permafrost regions
of Eastem Canada: (i) snrall, shallow, narrow runnel ponds fomed
over nrelting ice wedges where peat slumping occurs, and (ii) more
stable, slightly larger and deeper, polygonal ponds, which are
naturally linked to the activc layer freeze-thaw rycles, and can be
colonized bv aquatic plants and microbial mats (Fig l) Greeu-
house gas (GHG) emissions from thermokarst eç()systcms are
highly uariable [3 5] and often not considered in large-scale GHG
studies and global carbon cycling models since small prmds cannot
be seen rvith remote sensing tools [6-7] These ponds have the
potential to be significant GHG cmitters contributing to a positive
carborr-climate feedback [8-10], attributed to the mobilizatiou of
old stored carbon (C) stocks released back iuto tl)e atmosphcre

Il-13] In these ecosysterns) microbial decornposers and
methanogens have access to large quantities of allochthonous
orqanic matter [4,14] Thc CHa released from Siberian tharv lakes

PLOS ONE I ww plosone or9 |

is signficant arrd originates from microbial utilizatiol of C stocks
deposited thousands ofyears ago [8,15] In the eastem Canadian
Arctic, C deposition dates from the Holocene [I], but microbial
utilization is unknom

'l 
he conversion of organic C previoudy locked in pemafrost 1ô

GHG is highly dependent tur its lability to microbial degradation

!2,16.17] For instance, fresh labile organic matter favors
acetoclastic methanogenesis (AÀ'I) tl8], wherc the organic
suhstrate (i.e. acetatc, methauol, methylatcd substratcs, etc) is
cleavcd au<l the methy.l s,rup is rcduced to CHa Comparatively,
more recalcitrant compounds leached from pcat favors the
hydrogenotrophic pathway (HIVI) [9], which utilizes H2 to reduce
CO2 Therefirre, the avai.lable substrate selectivcly dctemrines the
rnethanogenic cummunity and CHa production rate

Ouce CHa is produced through AN{ or H\{ pathways, at the
bottom of lakes and ponds, it is transported through the rvater
colunu to the atmosphere by diffusion and ebullition Ebullition
transpoil can be classified as background, point sources or
hotspots In Sibcrian thcrmokarst lakcs thcsc thrcr sources
accounted tor 25, 58. and 12% respectivcly, with thc remaining
5olo of total ernissiors attributed to dilfusion [20] Diflirsion is
generally considered less important than ebullition [2] 22]
However, diffusion and ebullition rates arc variable in aquatic
systems and relative crntribution of these sources has not been
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irrvcstigatcd in othcr Arctic thcrmokarst slstcnrs ulr:rc gcornor-
phologv varics considcrably 

'l'hcrc 
ur no prclious reporls liom

runncl t1?c ponds and thcir potcnti:rl corrtribution 1o atnrosphcr ic
(iHG is not hrrown

'fhc 
olrjcctivc of our study uas to craluatc thc rclcast' atrd

potcntial for GHG emissions in the poorll studicd runnel ponds
tomparcd wirh lrclygorral 1runds of nonhcasle nr (lanada I hcsc
ponds harc thc potcnti;rl to form in ice and organic rich soils ol
pcrmafrost and glaciarcd-influcrrct'd larrdscaps. coverilrg ca 9 {i
nri l l iorr knr' of thc global northenr laldscapc [23] I 'hc
mcthanogcnic paths'avs and Cl agc l,crc inrcstigatcd through
stablc isotopic signaturcs and radimarbon dating of clissohrd and
bubbling Gl{C Archacal communitv compositior in thc scdi-
mcnrs w'as anallzcd l ' i th high-throuehput 165 rRNA gcnc
pyosec;uencing \\'e lound rhat runnel ponds rvere supersaturaled
in CO1 and had more thau 3 lolds grcatcr CH1 emissions than
polyg<rral ponds, uhich serc a CO1 sirrk Higher CH1 cmissiotr is
l ikcli cxplain'd bv a highcr supplv o[ org,anic matlû un(lcr morc
hyxrxic corrdit i<ns, u4rerc CH1 oxidation is lcss l ik(l) (o o( cut ,
' l 'hc 

mcthanogcnic community inriudcd gcncra capablc of lxrth

Atrl and HIr{, indicatirg thar mcthanogcns could potcntialh usc
dillèrcnr carbon substratcs and thus acclirnate to changing
conditions, for cxmplc lcgctatiolr covcr or h_vdrologl, undcr a
rvamcr climatc
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Results

Pond limnological properties
\ { i th in thc lour ponds targctcd for thc achacal dircni ty 'stut ly,

runrrcl ponrls, uhich arc subjcctcd to morc pcat lcaching and

crosion, had highcr corrcurtrat ions of DOC, nutr icnts ( l 'N. SRP

and TP) and iron (Tablc l) Polygonal ponds showcd no sigr of

rccent erosion. rvitlr thick nanobacteria-domirrated rnicrobial

mals on thc bortom. and lowcr concentrations ol DOC, nutricnls

and ions 
'l'lre 

organic carbon (OC) content of surfacc sedimcnt

uas highl l  rar iablc,  ranging lr twccn I0 and 25 196 amrng thc

series ofsamplcd ponds (n-26,20l l ) ,  and s' i th no signi l icant

cliflèrcucc (paircd t-tcst) bcts'ccn polygonal ponds (8.4 +6 60/o) md

runncl ponds (6++3.990) Ovcr thc vcar,  pond icc and n'atcr

tcmpcraturcs rangccl bctuccn -26.7 and +21 4"C (avcraging
-7,6'C; I ïgurc Sl in l ' i lc Sl) . ' l 'hc tcmpcraturc rccords showcd

that ponds rcrrraincd frozcn f iom -25 Scptcmber to .1.Junc

GHG concentrations, fluxes and isotopic signatures
Surfacc uatcr GHG conccntrations collcctcd in thc compilcd

scr ics  o1 ' thaw ponds ( f rom 2009 to  2011,  n=91)  shou 'cd  a
sigrri l icarrdy lrighcr corrccntration of CH I in rurrncl comparcd to
polvgonal ponds (t-tcst, dl=90, p=i)003). Onll '  runncl ponds
\icrc supcrsaturatcd in CO2 (averagirg I l9: l2{ pM, comparcd
to polvgonal ponds 9.61t1.9 pil! but all ponds rvcrc supc$atu-
ratcd in CH1 i4 l:14 7 and I 3+ I 7 p\'1. iu runnrl and polygonal

c j
A

e

Flgur: 1. Study 3ltc de3crlptlon. (.) Map indicating the location of the study site on Bylot lsland, Sirmilik National Park Nunavut, Canada, (b)
collapsed peàt polygon ridges foming runnel ponds, and (c) landscape combining runnel and polygonal ponds
doi: | 0 I 37 1 /journal.pone.0078204.900l

1 i
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Tablê l. Surface water physicochemical properties of the four ponds sampled for archaeal communities between 1 9 and 26 July
2009, including dissolved organic carbon (DOC, m9 L-1), soluble reactive phosphorus (SRP, p9 L 1), total phosphorus OP, [9 L-t),
total nitrogen (TN), nilrate (NO:), sulfate (5Oo), iron (Fe) all in mg L ', pH, and dissolved CO2 and CH4 concentrations, both in pM.
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ponds respectivclv) Runncl ponds also had signihcantly highcr

CO2 anci CH4 ( luxcs conlrarcr l  to p<rlyuonal prrrds (p<0 0001;

Figure 52 irr  Fi lc Sl)  but the di fhrsive f lux of CO2 (- t i  I  to

7 6 9 m m o l  n - t d ' ;  a n d  C H 1  ( 0 0 2  r o  6 3 n u r o l  m  
2 d t )

varied grcatly or cr the ll samltlrd summers hr thc trvo ltonds

@YLBO arr l  BYI- l )  that uct tested rrvr:r  26 h,rurs, r l iunral

dissolved GHGs varicd by t8 and 25"1, for CO2, and l7 and 2l%

for CHa The correspondirrg Iluxcs likelv varied by Do more tharr

259o throughout a day as est imated using a u. indùased rnodel

incorporat ing the uind speed oycr rhe precedi lg 2 hu.6erc thc

coeff ic ient ofvar iat ion rvas 4594 for thc rvind spced In the sanrc

nro polygonal ponds (BYLI and BYI1}0), eiehr scparatc mcasure-

mcnts of CHr ebullition fluxes showcd that despite thc yariability

within ponds, fluxes rverc alsal's greâtcr in BYL80 than in BYLI

(t- tcst,  df=7, p=002, Table Sl in Fi lc Sl)  Ebul l i t ion f lux u'as

Iower than dillusivc flux in B\-I-1 (representiug on avcrasc 2796 of

total OHa emission) and higher than diffusive thrx in BYl,80 (82oô

oftotal emission) The dillusivc llux valrres used in this comparison

u't're frcrr approxinratclr the sanrc period in 201 l. but cbullition

was câlculalcd ()ver up to 32 h ol buhblc crllectirn, q'hilc diflusivr

flux u'as alu'a1's estimated from onc discrcte gas samplc l'hc CH1

côDcentration ûr bubbles u'as also variablc (l 5 32% bv tolume).

O v e r a l l  t h .  Â l r (  I  
" i g r , a t u r ,  

s  , , 1  r h , .  G H G  r . l . a * . d  f r , ' m  I ' r h

polygrnal arxl runurl porxls through cbullitirrr (- I I k, I 14 97m)

iverc câtcgodze(l as nrodcrn (rvirltin thc last -60 vears) Houever,

ctuilition CH4 front iwr mnncl ptnds (n = ii) rntaincd a highcr

lraction of old fi compared tô the 1\\,o polygonal ponds (n = 7;

p = 0 002; I-ig 2) Both C and H stable isotopic sigraturcs indicate

tbat al l  CHa crni t tcd bv r l i f fusirn ancl cbul l i t i , r r  dur ing surnrncr
rvas puluce<l f iom AM (Fig 3a) 1'he lxrssibi l i t l '  r r f I I \ '1,  as sccn in

Fig 3b, r ,as ruled out with rhc inclusron of ôD-CHa signature

There rvas [o sisni f icarrt  c l i f lcrcucc i rr  t ] rc ôl3C-CO2 rr ô '3C-CH,

valucs bctsren the polygmal and runDel prnds (l'ablc 52 rn Filc

Sl) ,  support ing the idca of s imi lar mcthanogenesis product ion

l)ârhwâ,vs (AÀf) Hotrt-rt:r. thcrc ucr( in<lications rliat thc CHa

enitted by drflusion u'as more susccptible to oxidation il th<:

polygonal ponds (Fig 3b) In fact, there wils a significant

relationship bctwcen the oNgrn conccDtration at the surfacc of

poDds aûd ô' ]C-CH, (r? = 0 3137: p = 0 009) Cornparar iYely,  CHa

cmitted through ebullition shou'cd no signs of oxidation

Archaeal assemblages
There rvas a predorninancc of mcthanogen 165 rRNA

sequcrraes irr  sur lacc set l imerrt  arthaeal ctnrmurr i t ics i l  t l re 4

ponds (88 95% of the sequenccs) In contrast,  the mcthâuogens

represented onlr  40%, of the sequcnccs in the rvater contnrunity of

onc yr lyronal yrrnd u' l r rrc w: utrc ablc to ampl i$ t lv '  l65 rRNA

P L O S  O N E  I  w w p l o s o n e o r g  3

gcnc \{c also failed to anrplify sedinrent DNA frtm tinc runncl

pond (8Y1,38) Thc 1>rx,r  PCR success mal have bcerr r lue to a

lack of Archaeal templatc present in the rrater smplcs, but is

unexplained for BYL38 scdimcnt sample Thc water sample

archacal commurr i( ics rvrre domilate<l by ser luences bel l rgiug t<r

the uncultured clustcrs LDS and RCV (Fig 4), and no anaerobic

rnethanotrophic archacil were detected 
'l'he 

sedime[t norr-

methanogenic OTUs (5 l2% of the sequences) belonged to the

phylum Euryarchaeota, mainly of a tenestrial misccllancôus

ruryarchaeotal group (T\IEG), and tom the rrriscellaneous

crcnarchacotic gr('up (\4C(;) As tlrcrc arr: no cultivated repre-

scntaoves ofthese groups, thc D)ctab() l isDr oi  thesc crrr i ronnreutal

clustcrs is uot kuown

Altogcther the malor i t l  of  Arcl iar:a,rprrat i rnal  ta, l rorrr ic uni ts

(OTU$ from surface sedrments u'crc classificd into thc four knorvn

methanogcnic gcnera lMelhnnobatknrzz. Oandidatus Methanoregtk,

MtLlnnoçotcita axl )lctlunosattn\ and onc unculturctl group (Rict:

clustcr II. RC II) rvithin the deepll branchrng ÀIethanomùobialzs

(! ' ig 4) Ovcral l ,  thc polvgonal pond sedimenls were dominatcd bv

arclraral sequencr:s lrclrlqing t, HM lMllunobuloium, Methanor

rgzla) representing from 63 to B2'70 of thc putativc rnethanôgen

scqucnccs, u'hilc runncl ponds lere cither drrnilated by HM

(65%, BYL24) rrr  bv A\4 \ . l lcthanosanno., l lcthanowta) (5loÀ,

BYL27) The most :rbundant i.4ethanobacknum Thztt reprcsented (,ne

third of al l  archacâl sequcD.es in l rolh rutrnel ponds u,as ident i l ied

closest to trleiluua[tocteium latus, a nt wly dcscribed strain that utilizc

H2/CO2 and methanol/H2 as substrates l24l  The most abundant

,Velhttnawràna OTtls rvo r: 99o/o similal ttt trIelhanoræ.ta uncilii 1251,
and. r<t Alil.lnnonnina na4L f'26) both knowr t() bc acet(rlastlc

rn€than()gens Thc nrost abundant ,llethanoregula OI'U rvas 98'/o

srmilar kr tr[ethuotgull ûooaei, a hyrlrogel('troplr The polygonal

pond B1'I-l had a high perccntage of R(l II and a lower

percefrtage o1 Melhano.çarcina compared to the other 3 ponds

Discussion

Thc Bvlot Island pro-glacial rircr vallcy's icc-u'edge tundra

terrain s'as covercd by a ucts'ork of ponds and rças sirnilar to the

Iandscape of Samoylov Island Eastern Siberia [7] Our resuhs

<Iearl l  shorv that in addit i r rn to lx ' ing a souru ofC()2, as,pp, 'std

to a sink, rurrncl  pr l r ls rcprcsûrted a latqct srrutcc of CH1 thalr

polygonal ponds Runnel ponds accountcd for 44olo of the open

s'atcr il thc vallcy, lnt crntribulcrl to 83% of the t{)tal CH+

elnissions that includcd Iake cmissions lrorn a 3-r'car di{Iusivc ratt:

database, Our data suggcst that CH1 cnrissions from thawing

pcmrafr{)st  could Lr- strrngly undcrcst inral( :d i f  measurcc{ onl l

f rrrn t l re mort:  ùt<luerrt lv stur l icr l  polysonal l r rrrds [3,5,27,28]
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runnel ponds CH. contâins a higher fraction of old cârbon
doi:l 0 I 371 4ournal.pone.00782O4.9O02

Thc small<'r emissions frorn polygonal ponds may bc cluc to morc
activiq by thc methuotroph communiry, md wc note that stable
isotopes werc consistcnt with more CHt oxidation in polygonal
ponds (Fig 3b)

Itlerhane difusion rates mcasurcd from runnel ponds (on

averagc 0.76 mmol m 
- 2 d 

- l; rve re in tle sme range as reported
liom the thcmokanl lalcs in Siberia [29 30], but rclativcll small
comparcd to pcadmd ponds from thc Hudson Bay'lorvland l3l],
u'hich werc up to 48 mmol CH.1 m-r d-r. Howe.cr, comparing
flux cstimatcs anrong studics of smallcr aquatic systcms is di{firuIt
duc to scvcral facton tha( arc rarclv considcrcd, such as gas
collcction nrcùrod, gas transler nrodcl and llux calculation, timc of
da1, season, latitudc, uatcr body sizc and dcpth. catchmcnt
goomorplrolol;1., and finall1, the presence or absence of themo-
kæt slmpirg. Here, rve applied a coûection factor (x0.2,158; see
methods) based on chmrhr llu rDeasurcmcnts md wind-bæcd
estimates [4] to account for the positivc buol'acy flu occurring as
thcmal stratilication cvolvcs during thc daf in small-fctchcd and
shchcrcd ponds. Hou'cvcr, during thc night, dillusion is liliclv to
ittcreæc as u'ater mixes due to heat loss, u'hich was not includcd itt
our cstimatcs lVlorcor.cr, cstimatcs of CH4 flux with gas cxchugc
vclocity bascd or l-ick's law, and purc di{Iusivc gas translcr such as
for CO2, do not takr into accounl micro-ebull it ion I 'or these
reÀsons, our runnel pond dillusive flur estimarioDs mâ) be
conscruauvc.

l'or tlre tr.o polygoud ponds. rvhich srre mcæured rcpca(cdly,
t l r r  n ru ima l  cbu l l i t ion  ra tc  rea< l red  2  l3  mmol  - -  t ' d - ' ,

dccreasing lry -l order of magnitude orrr a fcrv wceks This
was simi.lar to thc dillusive rates that wrre up to 0.77 mmol
m ' d ' il thc tb'o ponds. This muimal cbullition ratc u,as
within thc lowcst rangc of valucs compilcd bv Waltcr ct al [30]
(scc thcir'Iablc l) for nortlern aquatic systcms (tlrcir,{nlri class),
and much less than for Siberian rhcmolant la-lics. which rcachcd
1563 mmol m-? d-r 'l'h" 

high ratcs from Alæka and Sikria ar<:
from cnrissions categorizcd as poirrt sources and hospot ebullition.
occuning in laùes with talils and much thicker pear deposis
'l'alih 

fom undcr themokm;t lakrs tbat are dcrp e nough to have

PLOS ONE I ww.plosoneorg 4
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a la),cr of rvalcr and sediment or soil, u,hich rcmains unfrozcn irr
u.inter. These conditions æe urùikely to occur undcr the shallow
Bylot Island thaw ponds since thev freeze to the bottom in winter,
partlv explaining thcir lorver ebullition rates Unfortunatell'
cbullition mcæurcmcnts wcrc onlv takcn from polvgonal ponds
u'here funnels could tr installcd- Horvever, considcring that
diffusivc lluxcs s'crc on a\cragc 3 5 timcs highcr in thc runncl
ponds, ebullition fluxes and overzrll CHa production rvcrc also
likcly to bc grcatcr in thc ruuncl ponds.

A largcr fraction of old C would also be arailablc for microbial
dcgradation in thc runncl ponds comparcd to polygonal ponds
bccausc of pcat erosion down to thc thickness of thc -half mctcr
activc la),er orr Bylot lsland 

'l'hc 
basc ofthc pcat deposit, which is

about  2m th ick ,  wæ aged a t  3670t l l0BP ! ] ,  D isc rc te
background ebullition samples collected fromJune toJuly 20ll
showcd litdc evidcncc of high rcleasc of t}ris old stored C in thc
fom of GHG from the two runnel ponds smpled Runnel ponds
howcvcr, cxhibitcd a highcr fmction of oldcr C in CO2 and CH1
compared to poll'gonal ponds (l'ig 2) 1'hc utilization and relcasc
of a larger fraction o[ oldcr C through point source ebullition
could srill occur at this sitc at ccrtain timcs ovcr thc thaw cycle l'or
cvmplc, cbullition from point sourccs rclcascd much oldcr C in
Siberian aud Alaskan themokant lakes, despite modenr age C
reported for background cbullition [5]

Pcrmafrost pcat prorides substratc for aquatic nicrobcs [32.1,
but the prcl-ercntial usc of modern C recentJy fixed lrom the
atmospherc tpuld bc favored bccause of thc greatcr lability o[ this
pool ! 7] ln the casc ofthe cyæobacterial mat-covered polygonal
ponds on Bylot Island, the negativc CO2 llux most likely resultrd
fiom high photoslnthctic mtcs in thc mats, ud ùc modcrn datcs
lbr CH{ suggcst that abundant labilc compounds coming from a
modcrn aulochtlronous pool could br thc mail C supply for
microbial activirr, inchrding mcthanogenesis Howcvcr. in morc
humic runnel ponrls inlluenccd b-v peat lixiriation, an oldcr C
sigrraturc iIr thc CHa than rvhat u'c found rvas expected Thc
predomiuance of AI\{ and the high OC contenr of surface
sedimcnt (1.0-25.1olo) indicatc that both pond tlpes were C-rictr

-20
r 0-25.40-55-70

6rec (9L)

Figurê 2. CH. rnd COz orbon sourcG lnd.gG. Radiocarb_on signature (^rac) plotted against 613CH. and ôtrCO2 showing: l) that as the fraction
of young carbon becomes higher for both CHa and CO2, the ô''C signatures become more dlve.gent indicatlng a dæoupling In carbon source; 2) the
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Flgur. 3. M.thanc prcduction prthw.y thrcugh 3t!bl. lc
top.s. (r) ô''CHo against ôDcH. signatures of diffusive (2009) and
ebullition (201 l) CH& indicaring that acetoclastic methânogenesis (AM)
is the dominant pathway in polygonal and runnel thaw ponds for
samples collected in June/July. (b) ô' 'CO, againsr ô' 'CH. in thaw ponds
showing the pr€dominance of acetoclastic methanogenesis (AM) and
the methanotrophic oxidation level for dissolved ônd ebullition CH.
doi:l 0.1 371 /journal.pone 0078204.9003

!8-19] Thesc OC valucs wcrc mostly {reatcr thatr valucs
rcportcd in Sibcrian pcrmafrost soi.ls, for cxamplc in rhc If,na
Delta 4 5% of OC is within the top 50 cm [33], rvhich is similar to
values from Nonheast Siberia [34].'Ihe reamns for the high OC
in surfacc sedirnent of small ponds lacking talils could bc duc to
slou microbial dcgradation ratcs linkcd to seâsonal rc-frcczing If
this werc rhc case, tlren a longer melt season could result in greatcr
CHa emisions

'l'he 
sum o[ nvo methanogcn gcnera adapted to high substratc

lcvcls rvæ highcr in runncl ponds thm in lrclygonal ponds. Thesc
tuo genera havc different CH1 production pathba)s! llletJmobu-
kriumuirh the Hl\l pathrvar' 1351, and ù[ctharcsarràm rr.irh rlre .AI\l
pathwav f36l fig. 4), suggesting communiq' adaptahiliw Thc
main mcthanogens in thaw ponds u'ere lllclhanovrcirc. Àlethano-
suh, lteûanobachiucae, Alclhanmitrobiaks, and RC ll, uhich is
sirnilar to thc communitl rclrievcd from Svalbard pcatlands and
wctlands [37 38]. I\,lost of tlrc dcscriptivc studics to datc on
frcslruater Arctic archaeal communitics are fronr clone librarics,
and al most thrce Ordcrs out of thc firr knourr Ordcrs of
methanogeDs s'ere found fronr a single site [39 42], For instance,
in 19 freshwater lakcs. Bonel and colleagucs l2,l] reponed 468

PLOS ONE I M.ploson€org
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archacal l(iS rRNA sequcnces from clorc libraries. Melhanonioo'
hiales and lllcthanosarrinalc dominarcd thcsc la-kcs, rvith æcasional
scqucnccs bclonging to thc lllelhanohattaiaht l+31 

'lhc 
highcr

rrumbcr of mcthanogrn ()r<lcrs and presence of AM and HIr{
pathwa)'s ftom livlot lsland may be a conscqucnce of the high O()
contcnt iil thc potrds- Altcruativcly our high throughput scquenc-
ing approach u,ith a minimum l92l fna.l reads per sample may
harc rccovcrcd thc additional Ordcn

Substrate arailabiliq' for CH 1 production from acetate or CO2
is Iikcly to changc scasonally duc to thc dming of icc mclt md
primary production, gcncra(ing clurrgcs in drt metharogert
comnruDit),structure [38] For cxamplc, in Firrnish lmrcal mires,
therc was a clcar shift iu thc mctharrogcrr community ovcr tht
arctic summer, with AM (llahanosaràna spp.) fiound only during
carly and mid summcr [44] On Bylot Island, both Atr{ ard HM
nretharoqcns wcrt'rctricr,cd from thc srdimcrrts. Horvcvcr, thc
isotopic signatures of CH 1 indicatcd that only AtrI was active in

July (t'ig 3) suggcsiiog that thc Hlr{ biornass had built up carlicr.
Thesc resuhs also shorn that AI\,f can lr a sinificant surnmer
production pathwav in Arctic ltrmafrcst regions, as opprd to
other thcmoliârst q'stcms wlrerc only HNI was thouglrt to bc
signi{icmt [45] A mcthuogenic comunity conposed of botlt
Al{ and HM tua v'ill likely rcspond to $ider temperature rangcs
and possible substratc chmges that occur under climate strcss, and
bodr pathways should be considered in C budget estimates-

Thau ponds corrtained reads rvith nratches 1o methanogenic
groups capablc ol both h1'droçnotrophic and acetomophic CH 1
production, proriding thc potcnti;rl for community compcnsation
undcr changing ambient conditions. Howrvtr, ùtc small size aud
grcat variability in shapcs, linnolog-v and microbial ecology o[ thc
ponds rcprcscnl a challcnge for scaling up thcir importancc for
global C cycling, espcially sincc tlrcsc ponds æc primarily found
in rcmote regions rr'herc logistic constmints arc grcat But
considttirrg that tlrey ha\r thc potcntial to devclop in pennafrost
and glaciated-inlluerrccd lan<lscayrs cowrirg 9.6 millions of km'
in circunrpolar rcgions [2ll], thcsc snrall rystcms cenainll dcsen,e
Dor( atleDtioD As thc Ârctic warms aDd pcrrnafrost rcccdcs, thc
abundancc ol tundra ponds, cspccialll runncl pouds gcncrated by
tharv slumping, is l ikelv to incrcasc.' l ' lrc highcr CHa cmirsions
mrasurcd fron mnncl ponds, and thcir potcntial to contain
organic carbon dcpositcd thousands ofyean ago qualili them as a
positive fcedback slstem corrtributing to climate dynmics.

Method3

Study Site
Samples rverc collected at Sinnilik National Park. Bylor lsland,

Nunavut (73'09'N, 79'58'\t; Fig. l) in the continuous pema-lrost
rcgion ol Oanadian Arctic, rvith arl activc lavcr dcpth bctu'cen 40
and 60 cm (D. F'onicr, pcrs comm,) Rcquircd pcmits to carn,
out sampling u,crc approtcd by ùrc Parls of Canada Agency for
Similù National Pak (Rcsearch and Collection Pemit) and the
Nunar ut Research lnstitute (Nunawt Scierce License ) Thc Bvlol
SIIÂ station rccordcd a mcan aDnuâl air tcmpcraturc ol-
-145'C, rvith sunrmcr tcmpcratl lrcs from Junc to August
avcraging 4.5'C and wintcr temperaturcs from Dccember to

January avcmging -32t1'C. Prccipitation bcnccn Junc and
Âugus (1994-2007) was about 94 mm. 

'l-haw 
ponds and lakes

<:overed 4.2?o of the -65 km' pru-glaciarl river valley in 2010, as
obtaincd liqn a high rcsolution irnagc from WorldVicrv-I, rith
runnel porrds contributing approxirnately 44olo ofthe sur(àce watel
comparcd to polygonal ponds contriburing 27% Polygonal ponds
l-orm on top of los' ccntcrcd pcat polygons, and arc gcncrally 0.5
to 1.5 m deep uith an uca <500 m'. Runncl ponds fom over
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POL.EYLlwa ler

POL-BYL1 sed

POL-BYL22sed

RUN'BYL?4sed

RUN-BYL27sed

20 40 60 80
'/. melhtnogens in Atchtaal communlty

o Methânobôclerrum
lunclassrfÉd Melhanobaclonal6s
t Meihanosphaerula
lCandidatus Melharuegulâ
o unclassrt€d Melhanomrcrobralos
!Methanol 'nea
I Melhanoslsùm
r unclassrfi ed Methanosarctnales
oMethanosela

a unclassr[Éd Melhanobactenôceae
aMelhanomrcrobra O-C06
r unclâssifi€d Methanomrcrobracêae
lMelharcsDtr i l lum
aundassit€d M€thanomrcrobra
o Rice Cluste. l l
o unclassrfEd Melhanosarcrôaceae
1l Mglhanrmrcr@cus
oMethanosârcina

Flgurc 4. Archtol m€thânogoi( Gommunlty of thlw ponds. Methanogen taxa retrieved from the sediment of four Arctic thaw ponds and
from one water sample Checkered symbols represent AM and solid are HM
doi: l 0 I 371 /journal pone 0078204.9004

mclLing icr nrdges. arrcl arc oftcrr slrallorrcr than 05m brrt
somctimcs form long neruorks (l ig l) Borh pond rvpcs Îr(r'zc ro
bonom itr u'intcr, and arc unliozcr) for approximatelr I l0 davs
per rcar Thr sun of all dailr tcrnJreraturcs above frcrzing
avtragcd .117 tlal'irrçdcgrec da,r's (http://wrrn ccn-ulaval cal
b14ot/climatr-descr\rt ion-bvlotislarrd htm)

Sampl ing
In.lul,v 2(){)9. i j4 ponds ucrc samplcd lôr dissolvcd G}lG

coDccntrations and flux cstimation. q'ith l9 sanrplcd lôr cartron
arrd hydrogcn stablc isonpc rarios (I'ablc 2), and 4 ponds (2
polygorral and 2 runncl ponds) for archacal dilcrsitr asscssnl(.nt
r,ia p\ros<qucncing (ltYl l,22,21.27 Tablc l) 

' l 'hr:sc 
4 ponds

ucre sclccrcd to rcprcscDt a rangc of phvsiochcmical propcrtics.
rvlrich rvcrc mcasurcd in prcr-ious ycan hr.Jull '2010. l4 porrls
fiom the 2009 scrics were re-sarnplcd l irr cl issolved GHG
( onccntratidrs and flux cstimatiorrs Il 201 | . lrom nid Jurrc to
mid Julv. dissoh ed C;HG conceûtratiorrs and flux estimales wcrc
obtaincd lrom a toral of'43 ponds, including I 5 [rom thc 2009
scrics ln adrlit iou, cbull it ion samplcs $'erc rakcn from 41xxls (2
poll 'gortal pontls; BYLI and 80 and 2 runrrel ponds; BYL27 and
3B) for stablc isotopcs md Âr1f) anallsis, anci cbullition ratcs rlcrr
mcasurcd from thc t\,o lmltgoDal ponds $hich wcrc dccp clough
to ins(all the lunncls needcd for rate mcasurements Ebullition flux
uas not ntcasurcd l iom runncl ponds becausc thc l 'unnels u'ctc too
nidc to bc corrcctly installcd in thc shallorv and narrow ponds,
cxonplif i ' ing thc di{I icultics in Arrtit sarnpling Also in 2011,
(]HO disvllvcd flux s'as nrcasurcd approximarcl) cvcn 2 h ovcr
26 h on 2 lnl\gonal ponds (BYLI and BYLfl0i to cxanrinc thc
daily variations in OHG dissolved conccnrrariols

Limnological characteristics
Surlàct uatcr pll l ,as measured rrith a 600R multi-pararrrctric

probc ù'cllou Spring Instnrnrrnt) 
'l-hc 

surfarr tcmperarurrs o1'

PLOSONE I wwplosoneorg 6

onc polvgonal (BYLI; and onc ruuncl pond (BYl24) rrcrc
.ontinuoud\ rccortlcd frrrrr Julr ' 2{l{)t} ro Jul} 2(l(19 (rhcnnisrors.
HOBOTT'arcrrr t ' l ' ! . L)rrser1. Pond qater f ihercd through 0.2 grn
prc-rinsed ccllulosc acctatc hhcrs (Advantcc) was uscd for dissolvcd
organi( carbon (DO(l) crnccutrations (Shimadzu TOC-5000A
carhn analyzer calilrratc<l wirh porarsium biphrhalatc) Soluble
reacti\r phosphorus (SRP) and major ions scrc mcasurcd on
filtcrcd sarnples ["1], Unhltcrcd w?tcr sotplcs wcrc fued u,itlr
H?S()r (0 l5o/" l irral coDcentrarion) for total phosphorus fTPl and
total rt itrogcn {lN) quarrrif icariorr as in [46] lrr 2011, 5 rnl, of
surlacc scdimeut u'cre collcctcd for toul orgarric carborr content
(I 'OC) and prccsscd wirh 0 I mol L-r of sull irric aci<l on an
clcnrcntal analyzcr (CHNS-93?. l, l lcO lnsrmmcnts) 1.171.

Diffusive flux
I)issoh'cd (lO2 ard CII 1 conccntrations in surlacc walers rvcrc

obtaincd b) cquililrrating 2 L olwarcr wirh 20 mL of ambicnr air
for 3 minutes Most sampling occured betseen 9 mr and 4 pnr
-l-hc 

rcsulting hcadspace uæ injccted into glass rials (RD 3 mL
Vacuraincrs, or labco 5 9 nrl- Excrainers), helium flushed ard
vacuutncd [,18] Samplcs u<.rt' arrallzed by gæ chromatograph_v
(\'arian 3800 uith COÀlBl PAL lread spacc injrcriorr, CP-
Poraplot Q 25 nr 3 0 5lJ mm coluntr), f lamc iorrizatiorr d('tcction),
ancl dissolr cd gas conccntration ( alculated usinq Hcnn's faq,:

C= KuxPGas

s'hcrc K11 is Hcnry's constaut adiustcd according to mbicnt
\\ atcr tcnlpcraturc. and pGas is thc pmial prcssurt o[ (.iO2 or
(iH1 irr the headspace f)issolvcd GHG flux ft)) rvas calculatcd as:

Fd:k(c, , , -c"q)
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Table 2. Compilation of thaw ponds samples collected each year

Numb€r of ponds M.thods

(+lG flux

Produdon pathway

lxumal vdidim.

Ebul l i t ion f lux

P.odKim pathwày

C-source (age)

Methârc9s5

Lrmnology

C"sruce (amqnt)

2009-20r I

2009

20tl

201 1

201 r

201 1

2009

2009

2011

33P, 58R

9P, lOR

2P

2P

2P,2R

2P, 2R

2P,2R

2 P , 2 R

9P. 8R

Disslved <oncentÊtions

slable rsolopes

Houù flq measures

Funnel t raps

Stable ietopes

"c darng

Pyroequemng

Nutrients, ions, pH, lemp, or, Doc

sedimst OC

Polygonal ponds (P); runnel ponds (R); dirsolved organic carbon (DOC); organi( carbon (OC); Greenhouse gases (GHG, induding CO, and CHd; ebullition is GHG released

as bubbles; produdion pathway indicater CHa produced by acetocla5lc methânogenesis (AM) or hydrogenotrophtc methanogehel i5 (HM); temperature ( temp) Note

that most sampleswere <ol leded in 2009, wirh diumà1, €bul l i t ion and sedimenl OC col lected in 201 l ,whrch was the only occasron when appropnate sampl ing gealwas

avai lable
doi:1 0 I  371/ loumal pone 0078204 t002

rvhcrc C.,,. is thc gas crnccrrtration in surfacc u'ater, C,.,, is thc gas

concentratioD when in equilibrium rvith thc atmosphcrc at

ambient temperaturc (global atmospheric cônccntrariolrs \{crc

used), and k is thc gas exchangc velociry calculated as:

/ , S c \ - o sp:t"(uoo_/

whcrc Sc is thc Schmidt nurnbcr calculated fron cmpirical third-

ordcr poh'norlial fit to u-atcr tempcraturc and corrected at ?0'(l
' I 'hc 

gas cxchauge coclf ic ient k1,,n,  of  Oole and Ciaraco [49] uas

uscd as a first approximation:

k m : 2 0 j + 0 2 1 5 x  u f /

lvlrcrc U16 is thc urnd spccrl at l0 m abovc ground Hou,cvcr, this

gas transfcr nrodcl rs not adcquatc for snral l  aquat ic sl  stcms (snral l

fetchcr l)  rvherc tur l rulcrr t : r  is r : , l t t r , r l lcd by hcat exchangc rat l tcr

than u' ind l50l  
' l 'hcrcforc. 

â corect ion factor (x02458) uas

appl i t r l ,  o)r taiuol  f rom a sr:r ies of s imultaneous CO2 0ux

Dleasurernents from a floaLiug chamber connected to an EGM-4

(PÈSlstems) per{omred at the same tinre as surface gas

c{}ncentral i ()ns rvere col le<ted [4] (data from 2007 to 2010.

n = 57, r2 = 0 6tt9,  p<0 001; unpubl data)

Ebul l i t ion
Ebul l i t ion f lux and bubblc chârâ.ter izât ion (composit ion. ôr3Cl

and ôD. and 
' 'C 

dat ing: srr  br l ' r r1 ncrr oblained lrom

submerged funnels Bubbk: samples were collccted in yrrr-

cornbusted (500'C for 2 h). miliQ-rirscd, I25 mL glass bottlcs,

hcliunr llushcd :rnd vacuurned, rvith butvl rubber caps !'unnels

rvcrt irrstallcrl in prrlyqorral ponds BYLI and 80 frrm I lSJurrc to I 3

.Julv 20 I I Icc was present at the bottom of BYLBO from l I to 22

Junc, rvhik nrr icr: rvas prcscDt in BYLI Ebulliti,u flux (F,) rras

obtaiued iiom passive accurnulatiorl ol gas in lirnncls, and

calculated as:

F":  (pGas x V) I  (A x MV x t ime)

rvhere V is the gas volume collectcd. A is thr lutrnel area

(0 3526 rr?).  and MV thc sas rrolar r .olume at ar lbient air

(emperature In addit i r l r .  gas rvas t-ol l tct t<l  f rom 22 to 26 Junt:

llom stirrcd seditucnts Iirr stable isotopcs and 
''C 

dating in ponds

BYL27 and 38, sincc ebullition ratc did not provide suflicicnt gas

aud funnels werc (oo lârge for proper iustallation in shallow and

narrorv runnel ponds

Stable isotopes

Srablc isoropes ol  ( l  and H in OO2 and ( lH4 (ôr3(1O2, ôrrClH4,

and ôD6sq) u'cre analrzcd at thc Biochcmistry Laborato4 of thc

St:lr,rol .f Eartlt anrl ()ccan Scicnces (Llniversity of Vict.ria,

Canada) Gas satnples in \Vhcaton bott les werc analyzed for

ô'3CH, b" intrrxlur: ing t l r ( :  sas (Drlo a GSQ PLOT rrr lurnn

(0 32 nrm ID 3( l  m) t ts i tg a Valco 6-P()r1 vaht an<l samplt  lot 'p

Âfter chronratographic scparat ion, the CHa passes through an

oxidat i .n ,rrn ()01j0'( l ) .  a Nal i ,n u'atcr t rap, and opcn-spl i t

intcr lacc to à Cont inuous Florv-Isotopc Rat io \ Iass SPcctronretcr

((II'-IRIUS) f-he ôr3(l(), wâs mcasure d similarly, but u'ithout thc

cornbust ion oveu Prccision lor the ôl3CH, and ôr?CO2 analyses

u'as :i0 27m Hyrlrogr n isr)t(,I)c rati{)s of CHa (ôD111a) urre

me asured by a TClDA p,vrolysis uni l  ( l450'C) interfaccd to a CF-

IRI\IS Prccision for tltc ôDç11a anall'ses was 137m, relative to

\/s\'{o\\I

ÂraC analysis
I \ f t r tharrr :  an<l CO2 \{cr( :  seParatt t l  l l r  a crrnt i r luous to* ' l i t rc

consist i rrg of pur i f icat ion atrcl  cornbust iotr  t raps 15l]  as fol lows:

first, CO2 u'rs frozcn in liquid nltrogcn (Lli2), sccond. carbon

nronoxidt (()())  rvas oxidized to ( i ()2 in a 300-( l  OuO furnacc and

frozcrr in a second L\2 trap, finallv. non-condensable CHa was

oxidizcd t , ,  OO2 in a ( lu()  furnacc at 975"C (Lindbcr-g/Bhrc M
'I-ube 

Fumacc. Thermo Scient i l ic)  Tbe rcsult ing CO2 and H2O

fronr CHa comhustion rvere furthcr separ ated cn'ogenicallv on the

vacuum line Purified CO2 was graphitized using the scaled tube

zirrc rr :duct i<n mcrhtxl  [52] The 
'*C 

anal l 'sts rvas ctutducled at

thc Keck Carbon Cycle ÀMS (KCCANIS) facilin at thc Ulivcrsity

of California, In'ine (UCI), on â compact accc lcrator mass

sp(:ctrorilctcr (AI\1S) sy'st<rl froDr Natiolral El(:ctr()slâlics CorPo-

ration (NEC 0.5NIV I 5SDH-2 AtrIS), u'ith a modified NEC NtC-

SNIC ion-sourcc [53 54].  Thc in-st lu sinrul taneous AI1S ô' ' ( l

lncasuret) lcnl  al l , 'urd f i  ' r  { iae( i ' rnal i ( i l1 rorrect i rr ts rxcurr i r tq

inside thc AI\IS systcm and during grâPhitizatiôn, signifrcandy

irnproving the prccision and âccurac\.  ui th a day-to-dal analvsis
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relaLivc err()r of 2 5 to 3.lYæ basr:d rn sccondarl ' standards, and
including extraction, graphitization and A\IS measurement

Archaeal diversity
Surfacc u âtcr \i,as filtr:rcd sr qucDtially througlr a 3 pur Porc sizr:

polycarbonate filtcr and a 0 2 pm StcÉr'cx unit (l\{illip,rrc) Filtcrs
werc immersed in buffer (40 rrrNl EDTA; 50 urtrl 

'fris 
at pH I 3;

0 75 M sucrose), stored in liquid nitrogcn in the field (<2 weeks).
an<l thel stored at -80'C unti l cxtrac(i(ùr Cellular DNÀ sas
extracted from both ûlters, rvith a phenol:chlorofom:lndolc-3-
Ar:etic Acicl (25:24:l) and chk'rt ' f i 'rm:Iudole-3-Acetic Acid (24: l)
scparatiorr arxl DN.\ quarltilicd b;- spcc(rtrplxrtometry (I'{an<xlrop
ND-1000) Surface sediment samplcs uere collected using a cut
60 mL sterile plastic syringe ro depth of around 6 5 cnr, placed in
stcrile plastic bags and homogenizcd. A sub-samplc of 3 mL u'as
squceze<l lrom the bag irrto 5 mL cryotuhs with bu(Ier an<i stored
as abovc DNÀ was cxtrâcted using the \1O BIO Kit (RliA

Porvcrsoil total R-\A isolation kit #12866-25 and l)NA elution
accesson kit #l28fr7-25) allrwing both RNA and DNA to be
extracted at the samc time, but only f)NA was scquenccd for this
study Oncc extracted thc l)NA rvas quantified as above

A PCR reaction mixture of I x HF bufler CNEB), 200 UM
dNTP (Feldan Bio;, 0 4 mg ml--r BSA (F-emrcntas), 0.2 pM of
each 454 primcr (969F: À(IGCGHNP'{\(ICTIAOC and
l40lR: CRGTGWGTRCAAGGRGCÀ) [55], I U ol'Phusion
High-Fidelin DNA polprerase (NEB), and 0 I I gL o{ templatc
DNA for sedimelt samples. or 2 pL for water samples, 

'I'hrcc

separate I)NA côncentrations tr'crc uscd for cach sample, fiom I x
n 2 22x. kr reduce PCR l:ias Amplification c1t:les included
denaturing at 98"O for 30 s,30 cvclcs ofdenaturilg at 9fi 'C {irr
10 s, annealing at 55"C for 30 s, ex(ensiou at 72"C for 30 s, ud a
tnal extensiou at 72'Q f<rr 5 min R'r t ach sample, thc tr\rlicatc
rcacti()ns \l'er( prxrled togcthcr lirr purficati<n (QlAquick PC:R
purificatiou kit; QIAGEITI) ard quarrtificatiott flanodrop NI)-
I000) Thc rr:strlting sample coded amplict'ls u'rre mixed itr crlual
proportiorrs and sequenced oD a Rochc 454 GS-I'IX Titanium
platfomr at Liniversité Iaral Platefomrc d'anal1'ses Génomiques
Raw reatls wt re submittc<l to NOBI Sequcnce Rcad Archiv<:
(SRA) unrlr:r thc accession rrurnbcr SRA0398l 4, u ith a Se<lucncc
Read Experiment (SRX) number SR-\319084 Resulting reads
wcrc sulrjected to p)'rotag prc-processiug, qualig' colrtrol, attd
taxononlic analtscs [55] Lou-qualily rt:ads werc idcnrilled and
removed ifthey containcd an1 non assigned nucleotides (lVs). rvere
< 1 50 bp not including thc adaptor and samplc tag-codc, if they
cxcced the expected amplicon size, arrd if the Foruard primer

sequence was incorrect The rcnraining reads rrere theu trinuned if
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therc wcrc nuclcotidc bases after thc teverse primer Ncxt, reads

were aligned using mother [56 57] against SILVA reference
aligumcnts, and thcl tlatrually checked to removc rnisaligned
reads Th€ Dunrber ofreads aftcr proccssing ranged from l92l to
2105, aud for dorurstrcam analysis \r'as randoml)'resampled to
l92l rcads f'hc SILVA databasr (r'crsix 108) u'as uscd for
archaeal iderltifications, iucluding additional previously generated

clonc libran, sequenccs [41,58 59] from thc (l Lovejoy labora-
tory

Supponing Information

File Sl Figure Sl, Seasonal mclting ud freezing. Surface
s'atcr temperature for one poh gonal pond (Bl'I-l) and oûe runnel
pond (BYL24), froni July 2008 to July 2009 Figue 52,
Diftsive greerhouse ga6 tlu from polygonal ud ruel
poads. Data collected from summo 2009J 2010 and 201l,
including 33 measurements from polygonal ponds and 58 from
r ururel p,n<ls 

'fhe 
diflusive flux rlas qlculatcd usilrg the u'irxl-

bascd modcl of Cole aud Caraco [41], but estilnations \rere
conectcd with a regressiôn equation comparing floating chamber
CO2 flu to rvind-bascd flu (scc Nlcthod$ Table Sl, Mcthuc
emissioa rugcs (Bediu v.lue ir parcnthesis) through
diftrsioa (N = 4) rd ebullition (N = 8) from two polygo-
nal poEd6 (BYLI ud BYL80), ud diftrsive {lq from 12
other polygonel poads ud 14 other mel pords
loceted on the came site meacued from 18 Jue to 16

Jufy 20f 1. Table 52, Ruge (mediu) of ôr3CO2, ôr3ctl,
ud ôDçsa vdues for diftsioa ud ebullition gas
suplce, dso givcn sepratcly for polygonal ud mel
thaw poads.
(PDD
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