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Résumeé

Les prairies subalpines abritent de grandes populations d’herbivores sauvages et sont
souvent soumises au paturage domestique. Le but de cette thése est d’analyser la réponse
métabolique des plantes subalpines a [I’herbivorie, et d’identifier les conséquences
fonctionnelles sur I’écosystéme via la décomposabilité¢ des litieres. Pour cela, nous avons
¢tabli un dispositif d’exclusion des herbivores sur 1’alpage d’Armenaz dans le massif des
Bauges, dans deux contextes de paturage différents : extensif par des herbivores sauvages
(chamois, Rupicapra rupicapra) et intensif par des herbivores domestiques (genisses, Bos
taurus). Nous avons caractérisé une vingtaine d’espéces végétales par des traits fonctionnels
foliaires reflétant leur métabolisme de croissance et de défense, en présence ou en absence
d’herbivores, et avons estimé la décomposabilité des liticres de certaines d’entre elles.
Contrairement a I’hypotheése du compromis entre croissance et défense, nos résultats montrent
que la présence de composés de défense (polyphénols et lignine) chez les plantes n’est pas
reliée a leur stratégie d’acquisition des ressources. Dans notre étude, la réponse des plantes a
I’exclusion des herbivores dépend essentiellement : (1) du contexte d’herbivorie, la réponse
étant davantage marquée dans le contexte du paturage intensif par les génisses qu’extensif par
les chamois, (2) des especes végétales, suggérant I’existence de différentes stratégies de
défense, (3) des conditions environnementales, pouvant &tre le reflet d’effets d’interaction
avec le traitement d’herbivorie. Parmi les réponses observées, I’exclusion des herbivores
entraine chez certaines especes une diminution de la teneur en composés phénoliques, et plus
particulierement en flavonoides, pouvant refléter la relaxation de la synthese de ces composés
de résistance en absence d’herbivores. L’exclusion des chamois n’influence pas la
composition chimique des litieres ni leur décomposabilité. Cette derniére, parmi les composés
étudiés, dépend majoritairement de sa composition en polyphénols. L’identification d’effets
contrastés de différents contextes d’herbivorie sur la réponse des plantes et des fonctions
écosystémiques qui en découlent nous permet d’améliorer notre compréhension du
fonctionnement des prairies subalpines. Ce sont autant d’éléments pour nous aider a mieux
appréhender les effets sur 1’environnement d’éventuels changements démographiques des
populations de grands herbivores.

Mots-clés : chamois Rupicapra rupicapra, génisses Bos taurus, stratégies de défense,
polyphénols, décomposition, prairies subalpines, massif des Bauges, écologie fonctionnelle






Abstract

Alpine grasslands are home to large populations of wild herbivores and are often exposed
to additional grazing by domestic herbivores. This study aims to investigate the metabolic
response of subalpine plant species to herbivory and to identify the ecosystem functional
consequences via the alteration of litter decomposability. For this purpose, we set up a two-
year experimental design using exclosures on the Armenaz subalpine grassland from the
Bauges massif, under two mammalian herbivory regimes: intensive grazing by domestic
heifers (Bos taurus) and extensive grazing by wild chamois (Rupicapra rupicapra). We
measured leaf functional traits representative of growth and defense metabolisms on about
twenty plant species grown in presence or absence of herbivores, and estimated litter
decomposability of some of these species. Contrary to the hypothesis of a growth/defense
tradeoff, our results show that the allocation of defensive compounds (polyphenols and lignin)
in plants is not related to their nutrient acquisition strategy. In our study, plant responses to
grazing exclusion vary according to: (1) herbivory context, plant response being more
pronounced in the case of intensive grazing by heifers than extensive grazing by chamois, (2)
plant species, suggesting that they rely on different defensive strategies, (3) environmental
conditions, which may reflect the interactive effects with grazing treatment. One of the
observed responses of plants to grazing exclusion is the decrease of their phenolic content,
and more specifically flavonoids, which can be explained by the relaxation of the production
of plant defenses when herbivores are no longer present. Chamois exclusion has no influence
on chemical composition and decomposability of litters, the latter being best explained by its
phenolic content. Revealing the contrasted effects of wild and domestic mammalian
herbivores on vegetation and related soil processes allow us to improve our understanding of
subalpine grasslands functioning. This should help us to better predict the effects of potential
demographic variations of herbivore populations on environment.

Key words: chamois Rupicapra rupicapra, heifers Bos taurus, defensive strategies,
polyphenols, decomposition, alpine grasslands, Bauges massif, functional ecology
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upper quartile. Whiskers represent 1.5 times the interquartile range. Significant differences
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FIGURE 34 : Estimation de la décomposition de la variance des teneurs en carbone et en
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du site, de I’espece et de I’interaction entre ces deux variables, pour les espéces communes
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herbivory, filled circles: no herbivory). Points represented means and vertical bars are 95%
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1 CONTEXTE THEORIQUE

Les herbivores® faconnent les communautés végétales dans lesquelles ils évoluent et dont
ils se nourrissent. Ils peuvent par exemple modifier la composition floristique (Augustine et
McNaughton 1998 ; Kempel et al. 2015), la diversité (OIff et Ritchie 1998 ; Bakker et al.
2006 ; Borer et al. 2013, 2014) ou encore la structure de ces communautés (Olofsson et al.
2004 ; Becerra 2007 ; Falk et al. 2015). Par effet de cascade, ces modifications peuvent a leur
tour influencer certains processus écosystémiques tels que la décomposition des litiéres, et
ainsi altérer les cycles biogéochimiques qui en découlent (Bardgett et al. 1998 ; de
Mazancourt et al. 1998 ; Wardle et al. 2002 ; Bardgett et Wardle 2003). Cette modification du
fonctionnement des écosystemes peut en retour affecter les services patrimoniaux et
agronomiques, tels que la qualité des fourrages ou la fertilité du sol. 1l est donc important de
prendre en compte le réle des herbivores pour améliorer la compréhension du fonctionnement
des écosystemes.

Cette thése a pour objet d’étudier la réponse métabolique des plantes subalpines a
I’herbivorie sauvage et domestique et d’évaluer les conséquences potentielles de ces
modifications sur le fonctionnement de 1’écosystéme via la décomposition des litiéres. Pour
éclairer les résultats qui suivront, je présente dans cette introduction (1) les moyens par
lesquels les herbivores affectent les plantes, (2) les stratégies mises en place par ces derniéres
pour se défendre ainsi que (3) les processus par lesquels les herbivores peuvent influencer la
décomposition des litieres. Cette revue de la littérature se base essentiellement sur les grands
herbivores, mais est parfois complétée par des études portant sur d’autres modeles
biologiques plus étudiés (autres mammiféres herbivores ou insectes phytophages).

1.1 Comment les herbivores affectent-ils les plantes ?

1.11 Défoliation

Le paturage par les herbivores implique nécessairement une perte de biomasse végétale
aérienne liée a la défoliation. A I’échelle de la plante, les dommages créés peuvent avoir un
impact plus ou moins important selon le stade phénologique ou encore selon les organes
consommés et peuvent occasionnellement mener & la mort de la plante (Hester et al. 2006). A
I’échelle de la communauté végétale, toutes les especes ne subissent pas la méme intensité de
defoliation par les herbivores : certaines sont consommeées, a des degres variables, d’autres

! On appelle herbivore un animal qui tire son énergie de la consommation des plantes. Ils sont présents
chez un nombre important de taxons tels que les mollusques, les oiseaux, les mammiféeres, les insectes, les
reptiles, les poissons ou encore les marsupiaux (Hopcraft et al. 2010). Parmi les herbivores vertébrés, on parle
généralement de « grands herbivores » lorsque ceux-ci ont une masse supérieure a 2 kg (Fritz et Loison 2006).
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1 CONTEXTE THEORIQUE

sont au contraire évitées. En effet, les herbivores sont amenés a sélectionner les plantes selon
leurs caractéristiques physiques ou chimiques, dans le but d’atteindre leurs besoins
nutritionnels (Demment et Van Soest 1985). Par exemple, les chamois dans des prairies
subalpines du massif des Bauges sélectionnent les plantes caractérisées par une forte teneur en
azote, une faible teneur en matiére seche et une faible résistance a la perforation (Bison 2015).
Ces critéres de sélection varient d’une espéce d’herbivore a 1’autre en fonction de leur type
alimentaire (ENCADRE 1). Les critéres d’une espéce peuvent également varier en fonction
des contraintes que 1’animal rencontre (ex. compétition, prédation) ou selon la saison et le
développement phénologique des plantes (Lefebvre 2011 ; Bison 2015). Puisque le régime
alimentaire dépend de I’espéce d’herbivore considérée, on peut s’attendre a ce que les effets
de la défoliation sur la végétation soient contrastés selon les especes d’herbivores.

Ce processus de sélection d’espéces végétales par les herbivores peut, a long terme, étre a
I’origine d’un changement de composition floristique des communautés végétales, favorisant
I’augmentation de 1’abondance des plantes non-consommeées par les herbivores ou de celles
tolérant 1’herbivorie (Wardle et al. 2001 ; Bardgett et Wardle 2003 ; Brathen et @ksanen
2001). Par exemple, D’exclusion des rennes (Rangifer tarandus) en milieu arctique
s’accompagne d’une augmentation de 1’abondance des buissons et des herbacées, et d’une
diminution de 1’abondance des bryophytes (Pajunen et al. 2008 ; Zamin et Grogan 2013 ;
aprés respectivement 8 et 5 années d’exclusion).

1.1.2 Piétinement

Le piétinement est I’un des mécanismes lié au paturage par lequel les grands herbivores
peuvent engendrer des modifications au niveau de la végétation, du sol et des processus qui en
découlent (OIff et Ritchie 1998 ; Dunne et al. 2011 ; Xu et al. 2012 ; Schrama et al. 2013 ; Xu
et al. 2013). Il implique la destruction de tissus végétaux, pouvant conduire a la mort de la
plante ou d’une partie de la plante (Hester et al. 2006). Il crée aussi des surfaces de sol nu,
propice a 1’établissement de graines (Faust et al. 2011) et peut favoriser 1’extension spatiale
des individus par la stimulation de la production de ramets (Sui et al. 2011). Le piétinement
peut aussi influencer les plantes de facon indirecte. Par exemple, la compaction du sol peut
affecter I’activité des communautés biotiques impliquées dans les cycles géochimiques, et
ainsi modifier la disponibilité des nutriments utilisables par les plantes (Schrama et al. 2013).
La compaction du sol peut également diminuer sa porosité et limiter la disponibilité en eau
pour les plantes (Schrama et al. 2013).

Les effets du piétinement sur la végetation varient selon les espéces de grands herbivores
et augmentent avec leur taille (Cumming et Cumming 2003 ; Hobbs et Searle 2005).
Contrairement a ce que ’on pourrait penser, ces effets ne dépendent pas directement de la
pression exercée au sol par les herbivores. En effet, la taille des herbivores est proportionnelle
a celle de leurs sabots, et la pression exercée au sol par unité d’aire est donc identique quelle
que soit la taille des herbivores (Ssemakul 1983 ; Cumming et Cumming 2003). Par contre, la
taille des herbivores est inversement proportionnelle a celle de leurs pattes. Ainsi, les

4
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herbivores de grande taille ont besoin de faire plus de pas que ceux de petite taille pour
parcourir une méme distance, impliquant un piétinement plus important (Cumming et
Cumming 2003).

1.1.3 Dépot d’excréments

Le dépot d’excréments (urine, féces) par les herbivores peut directement affecter les
plantes par des dommages physiques (Bardgett et Wardle 2003 ; Hester et al. 2006) ou des
effets phytotoxiques via certains composés phénoliques ou acides gras (Hoekstra et al. 2002).
Cependant, les effets principaux seraient surtout indirects et positifs, par le biais de
modifications du cycle des nutriments (OIff et Ritchie 1998 ; Augustine et McNaughton
2006). En effet, les excréments sont riches en macronutriments, principalement en azote et
potassium mais aussi en phosphore, calcium et magnésium (Hobbs 1996 ; Lupwayi et al.
2000).

Cet enrichissement du sol par le dépdt de feces peut entrainer une augmentation de
’activité et de la biomasse microbienne (Ruess et Seagle 1994 ; Bardgett et al. 1998a)
favorable a la minéralisation de 1’azote (Ruess et McNaughton 1987 ; Molvar et al. 1993). La
disponibilité des nutriments assimilables par les plantes peut ainsi étre modifiée (Bardgett et
Wardle 2003) et, par le biais d’interactions entre especes végétales (ex. compétition), changer
la structure des communautés (Steinauer et Collins 1995). Le dépdt d’excréments par les
grands herbivores peut aussi faciliter la dispersion des graines a des distances importantes de
la plante dont elles sont issues (endozoochorie) et favoriser leur germination (Pakeman 2001 ;
Mouissie et al. 2005 ; Miloti¢ et Hoffmann 2016).

Les excréments peuvent avoir des effets variables selon les especes d’herbivores,
s’expliquant entre autres par la variabilité des régimes alimentaires et des caractéristiques des
systemes digestifs (Clauss et al. 2002 ; Bakker et al. 2004). Dans leur étude portant sur les
effets de trois espéces d’herbivores (bovins, lapins, campagnols) sur le cycle de ’azote,
Bakker et al. (2004) ont montré que 1’exclusion des bovins entrainait une augmentation de la
minéralisation de 1’azote sous ’effet du paturage par les deux autres herbivores. L’une des
raisons évoquees par les auteurs concerne la spécificité des excréments des trois especes. En
effet, les excréments different de par leur quantité, leur qualité, mais également par leur taille
et la facon dont ils sont distribués. Ils émettent 1’hypothése que la distribution de 1’azote par
les petits herbivores serait plus homogene en raison d’excréments de petite taille, répartis de
maniere plus uniforme. De plus, selon ces mémes auteurs, plus les excréments sont petits,
plus leur décomposition est rapide et plus la disponibilité en azote pour les plantes est
importante (Bakker et al. 2004).
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ENCADRE 1 : DETERMINANTS DU REGIME ALIMENTAIRE DES HERBIVORES

Hofmann (1989) classe les herbivores ruminants en 3 types alimentaires, selon les
caractéristiques morpho-physiologiques de leur rumen (FIGURE 1). A une extrémité de ce
gradient se trouvent les « cueilleurs » (« browsers » ou « concentrate selectors »), dont le
régime alimentaire est constitué essentiellement d’espéces dicotylédones ou d’organes de
plantes sélectionnés pour leurs qualités nutritives. Leur rumen est peu adapté a la digestion
des fibres (Clauss et al. 2003) mais la sécrétion d’enzymes par leurs glandes salivaires leur
permet de faire face aux métabolites secondaires produits par les plantes (Hofmann et al.
2008). A I’autre extrémité de ce gradient se trouvent les « paisseurs » (« grazers ») dont le
régime alimentaire, constitué essentiellement de graminées, est riche en fibres. I1ls compensent
la faible qualité de leur alimentation en ingérant une plus grande quantité. Leur rumen, plus
gros et plus musculeux que celui des « cueilleurs », permet une digestion lente des fibres et
une meilleure assimilation des nutriments. Entre ces deux extrémes se trouvent les ruminants
au régime intermédiaire (« intermediate feeders » ou « mixed feeders »).

Le régime alimentaire des herbivores dépend également de leur masse. En effet le taux
métabolique des herbivores est inversement proportionnel a leur taille (Demment and Van
Soest 1985). Ainsi, les herbivores de petite taille ont besoin d’une alimentation de qualité
pour satisfaire leurs besoins nutritionnels et sélectionnent les espéces végetales riches en
énergie et facilement digestibles. A I’inverse, les herbivores les plus grands consomment les
espéces végétales en tenant peu compte de leurs caractéristiques physico-chimiques (pas ou
peu de selection), et compensent la faible qualité de leur fourrage en ingérant une plus grande
quantité.
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FIGURE 1 : Classification des grands herbivores ruminants européens (especes domestiques en blanc, especes
sauvages en gris) selon leur stratégie alimentaire, les caractéristiques morpho-physiologiques de leur rumen et
leur rythme d’activité. Extrait de Hofmann (1989).
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1.14 Salive

Outre les blessures mécaniques, la salive déposée par les herbivores sur les plantes lors
de leur consommation participe au processus d’induction de la réponse des plantes a ’attaque
(Liu et al. 2012 ; Pellissier 2013 ; Li et al. 2014). La quantité de salive produite varie selon les
grands herbivores, en raison de la taille de leurs glandes salivaires (Hofmann et al. 2008). La
composition de la salive varie également selon les espéces. Par exemple, les protéines
capables de complexer les tannins issus des végétaux sont présentes dans la salive des cerfs
mulet (Odocoileus hemionus) et absentes dans celle de bovins (Bos taurus) et de moutons
(Ovis aries) (Austin et al. 1989). Plus genéralement, ces protéines seraient présentes dans la
salive des «browsers », leur permettant de consommer des plantes riches en tannins, et
absentes de la salive des « grazers » (Shimada 2006 ; Duncan et Poppi 2008). La littérature
concernant I’effet de la composition salivaire des mammiferes herbivores sur la réponse des
plantes est inexistante. En revanche, les sécrétions orales d’insectes phytophages contiennent
de nombreux éliciteurs® insectes-spécifiques, capables d’induire la production de défenses
variées (revue par Kessler et Baldwin 2002). Par analogie, il semble donc raisonnable de
penser que la réponse des plantes aux mammiféres herbivores pourrait varier selon leur
identité, via des différences de composition salivaire.

1.15 Densité des herbivores

L’intensité des processus par lesquels les herbivores affectent les plantes (décrits dans les
paragraphes ci-dessus) est d’autant plus forte que la densité des herbivores est importante.
Dans certains cas, cette densité est telle que les especes fourrageres ne sont plus a méme de se
maintenir dans le temps: on parle alors de surpaturage® (Mysterud 2006). Le niveau de
densité au-dela duquel on considére qu’il y a surpaturage dépend de la capacité de charge du
milieu (souvent notée « K »). Elle correspond a la taille de population maximale que le milieu
est capable de supporter (Mysterud 2006). Le phénoméne de surpaturage intervient
essentiellement pour les herbivores domestiques ou semi-domestiques, et s’explique
principalement par une gestion des troupeaux non-adaptée aux milieux qui les accueillent
(Oesterheld et al. 1992 ; Mysterud 2006 ; Hansen et al. 2007). Ainsi, la conclusion simplifiée
affirmant que les herbivores domestiques pourraient avoir un effet sur la végétation supérieur
a celui des herbivores sauvages peut en réalité étre une conséquence d’une différence de
densité de population (Ssemakul 1983).

> Howe et Jander (2008) définissent le terme « éliciteur » comme étant un composé produit par un
organisme vivant (ex. enzyme produite par un insecte) qui induit une réponse de défense de la plante hote, aprés
reconnaissance.

® Le surpaturage inclut les processus tels que la consommation des plantes, mais aussi le piétinement et les
autres processus liés a la présence des herbivores. La définition du terme « surpaturage » varie selon les acteurs
qui le considérent (voir la revue de Mysterud 2006). Par exemple, le surpaturage pour un forestier est le niveau
au-dela duquel les dégats sur les essences sylvicoles affectent les intéréts économiques. Un gestionnaire de la
faune sauvage parlera de surpaturage des lors qu’un herbivore donné rentrera en compétition avec 1’espéce qu’il
protége.
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1.2 Comment les plantes répondent-elles a ’herbivorie ?

1.2.1 Les stratégies de défense

Les plantes, en tant qu’organismes sessiles, n’ont pas la possibilit¢ de fuir leurs
prédateurs. Pour minimiser 1’impact des herbivores, les plantes ont développé des traits de
défense, qui augmentent leur fitness en présence d’herbivores (Strauss et Agrawal 1999).
Selon ces auteurs, un trait peut étre considéré comme un caractére de défense méme si ce
n’est pas sa fonction primaire. Ils citent ’exemple des flavonoides, dont le role principal
serait de protéger les tissus des plantes des UVs (Jaakola et Hohtola 2010), mais dont le role
de défense contre les herbivores a été reconnu (Ibanez et al. 2013). Les traits de défense des
plantes font référence a trois stratégies : la tolérance, 1’évitement et la résistance (Boege et
Marquis 2005 ; Norghauer et al. 2014 ; FIGURE 2).
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/N N

Croissance " P
; Allocation des
compensatoire Physique Chimique (métabolites
ressources o - g -
Mimétisme (épines, pilosité...) secondaires)

Activité

photosynthétique
Spatial Temporel

Capacité (inaccessibilité) (phénologie)

reproductrice

FIGURE 2 : Schéma des trois stratégies de défense des plantes contre I'herbivorie et principaux mécanismes mis
cn ccuvre

La stratéqgie de tolérance

La stratégie de tolérance permet aux plantes de maintenir leur fitness suite a I'herbivorie
(Rosenthal et Kotanen 1994 ; Strauss et Agrawal 1999 ; Boege et Marquis 2005). Par
exemple, les plantes peuvent compenser” la perte de masse engendrée par les herbivores par
une élongation de leurs tiges (Champagne et al. 2012), une augmentation du nombre de
feuilles (Korpita et al. 2014) ou de leur activité photosynthétique (Thomson et al. 2003). La
compensation peut aussi se traduire par des modifications d’allocation des ressources. Par
exemple, Newingham et al. (2007) ont observé un transfert des ressources azotées des racines
vers les feuilles chez des individus de Centaurea maculosa exposés a des herbivores
racinaires. L’augmentation des capacités reproductrices des plantes apreés avoir été
endommagées par les herbivores est aussi caractéristique de la stratégie de tolérance. Par

* Le terme compensation est souvent utilisé pour signifier le degré de tolérance d’une plante. Si des plantes
endommagées et saines ont la méme fitness, cela signifie que la plante a la capacité de compenser entierement
les dommages créés par les herbivores. Si les plantes endommagées ont une fitness supérieure a celle de plantes
saines, alors cela signifie que les plantes surcompensent. Si les plantes endommagées ont au contraire une fitness
inférieure a celle de plantes saines, alors cela signifie que les plantes sous-compensent (Strauss et Agrawal
1999).
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exemple, Martin et al. (2014) ont montré que les individus d’Impatience du Cap (Impatiens
capensis) paturés par les cerfs de Virginie (Odocoileus virginianus) étaient plus tolérants que
les individus protégés de ces herbivores, grace a une augmentation du nombre de jours de
floraison et du nombre de fruits par individus.

La stratéqie d’évitement

La stratégie d’évitement est certainement la moins étudiée de toutes. Elle consiste a
réduire la probabilité d’une plante a étre trouvée et donc consommée par les herbivores. Il
peut sagir d'un évitement spatial, dans le cas ou la plante pousserait dans un endroit
inaccessible. 11 peut aussi s’agir d'un évitement temporel par des modifications
phénologiques, rendant inaccessibles les organes importants en termes de fitness (ex. fleurs)
lorsque leurs prédateurs sont présents (Parachnowitsch et al. 2012). Une étude a également
mis en évidence qu'un mimétisme pouvait avoir lieu chez les plantes (Gianoli et Carrasco-
Urra 2014). Les auteurs de cette étude relatent que la vigne Boquila trifoliolata assure sa
protection contre les herbivores grace a sa propriété grimpante, la rendant hors de portée des
herbivores du sol, mais également en mimant les feuilles des arbres sur lesquels elle se trouve,
en modifiant la taille, la forme et la couleur de ses propres feuilles.

La stratégie de résistance

La stratégie de résistance permet aux plantes de limiter la probabilité d’étre consommées
par les herbivores, grdce a la production de traits qui réduisent la préférence ou la
performance des herbivores (Strauss et Agrawal 1999). Ces traits de résistance ont été classes
de multiples facons par les auteurs : en fonction de leur structure (physique ou chimique), de
leur mode de production, ou encore de leur mode d’action.

Les défenses physiques, telles que les épines ou les trichomes, dissuadent les herbivores
de consommer les plantes qui en sont pourvues (Cooper et Owen-Smith 1986 ; Hanley et al.
2007). Ironiquement, la présence d’épines peut au contraire servir dans certains cas d’indice
de bonne qualité pour les herbivores, sélectionnant ainsi les individus munis d’épines (Kohl et
al. 2014). La silice contenue dans les parois cellulaires des végétaux ou sous forme d’agrégats
(phytolithes) augmente le caractére abrasif des plantes et limite la digestion (Mayland et
Shewmaker 2001 ; Massey et Hartley 2006 ; Massey et al. 2006, 2007, 2007a). Elle est
présente essentiellement dans les feuilles des graminées, avec une concentration pouvant
atteindre jusqu’a 5% de leur masse séche, soit 10 & 20 fois la concentration en silice des
feuilles d’especes dicotylédones (Massey et al. 2006). La lignine est un composé de défense a
la frontiere entre défenses physiques et chimiques. En effet, ce polymere est d’une part
considéré comme une défense physique, de par son role de rigidification des tissus végétaux
(lignification) et de barriére a la penétration des insectes ou champignons pathogenes (Taiz et
Zeiger 2006). D’autre part, la lignine est aussi considérée comme une defense chimique, de
par son origine metabolique commune avec celle des métabolites secondaires (voir ci-
dessous). Elle a la capacite de réduire la valeur nutritive des plantes, en interférant avec le
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processus de digestion. En effet, elle agit comme une barriére a 1’action des enzymes censées
dégrader les polysaccharides (Moore et Jung 2001). De plus, elle est elle-méme uniquement
dégradee par des enzymes spécialisées (i.e. ligninases) uniquement présentes chez certains
micro-organismes (Osono 2007).

Les défenses chimiques sont essentiellement assurées par les nombreux métabolites
secondaires. Ces composés ont historiqguement été considérés comme étant des déchets des
différentes voies métaboliques, sans aucune utilité pour les plantes, a I’inverse des métabolites
primaires, essentiels aux fonctions de croissance et de reproduction. Fraenkel (1959) a depuis
mis en évidence leur réle de médiateur dans les interactions entre les plantes et leur
écosystéme. lls favorisent entre autres la défense contre les prédateurs, I’attraction des
pollinisateurs ou encore la protection contre les dommages liés aux UVs (Agrawal et Weber
2015 ; lason et al. 2012 ; Raguso et al. 2014). lls peuvent avoir des effets toxiques, répulsifs
ou anti-nutritifs pour les herbivores (revue par Mithdfer et Boland 2012). On distingue
plusieurs dizaines de milliers de molécules différentes, classiqguement regroupées en trois
grandes classes : les terpenes, les composés azotés comprenant les alcaloides et les composés
phénoliques (ENCADRE 2).

Les défenses (qu’elles soient physiques ou chimiques) peuvent étre constitutives ou
induites, selon leur mode de production. Les défenses constitutives sont définies par Agrawal
(2007) comme étant des traits de plantes qui sont toujours exprimés, méme en absence
d’herbivores, alors que les défenses induites sont des traits dont la production ou I’activité
anti-herbivore est augmentée a la suite d’une attaque dans le but de réduire la probabilité
d’une attaque ultérieure (Karban et Myers 1989). L’induction de certaines défenses peut étre
trés rapide et mesurable aprés quelques heures (voire jours) d’exposition aux herbivores
(Seldal et al. 1994 ; Lindgren et al. 2007 ; Kaplan et al. 2008 ; Pellissier 2013). La frontiere
entre les deux types de composés est loin d’étre stricte, puisque certains composés constitutifs
peuvent voir leur concentration augmenter lors d’attaques par les herbivores (Kaplan et al.
2008 ; Moreira et al. 2014 ; Kant et al. 2015 ; Rasmann et al. 2015).

Les défenses peuvent étre qualifiées de directes ou d’indirectes, en fonction de leur mode
d’action (Kant et al. 2015). Les premiéres affectent directement la croissance ou la survie des
herbivores en agissant en tant que répulsifs, toxines ou inhibiteurs du processus de digestion
(Huntzinger et al. 2004). Les deuxiémes font référence aux traits qui permettent d’affecter
indirectement les herbivores, par exemple en attirant leurs prédateurs par la production de
nectar (Kant et al. 2015).

Coexistence des trois stratégies

Bien que ces trois stratégies (tolérance, évitement, résistance) soient souvent évaluées de
facon indépendante, elles ne sont en réalité pas exclusives. En effet, des especes peuvent a la
fois présenter des traits de tolérance et de résistance (Leimu et Koricheva 2006 ; Scholes et
Paige 2015), ou méme des trois stratégies (Xiao et al. 2007 ; Norghauer et al. 2014). Certains
auteurs défendent I’hypothése que cette co-expression de traits représentatifs des différentes
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stratégies serait le résultat de compromis expliqués par le colt de production des traits de
défenses : 1’énergie allouée a la production d’un type de trait se ferait au détriment de la
production d’un autre type de trait (van der Meijden et al. 1988 ; Fineblum et Rausher 1995).
Cette hypothése a trouvé le soutien de certains auteurs (ex. Norghauer et al. 2014 ; Zust et al.
2015) mais ne fait pas I’unanimité au sein de la communauté scientifique (Leimu et
Koricheva 2006 ; Carmona et Fornoni 2013 ; Scholes et Paige 2015).

ENCADRE 2 : LES METABOLITES SECONDAIRES DES PLANTES

Les terpénes constituent la plus grande classe de composeés secondaires (plus de 30 000
composés® identifiés) et sont ubiquistes au sein du régne végétal (Mithofer et Boland 2012).
Leur structure repose sur la condensation d’unités isoprénes (CsHg, FIGURE 3) sur laquelle
peuvent se greffer des groupements fonctionnels (ex. groupements méthyles) pour former les
terpénoides. Leur synthese se fait par la voie de 1’acide mévalonique ou celle du
méthylérythritol phosphate (FIGURE 5). Les r6les des terpénes dans les plantes sont variés,
les plus petits d’entre eux participant aux odeurs émises par les végétaux. Par exemple, la
plupart des especes de lamiacées, de pinacées ou encore de rutacees doivent leur odeur
caractéristique a la présence de terpénes (ex. a- et B-pinene, limonene). Certains terpénes
constituent les précurseurs d’hormones végétales indispensables dans les différentes étapes de
croissance et de développement des plantes, d’autres jouent un role dans la défense contre les
herbivores ou au contraire ont un pouvoir attractif sur certains insectes (Junker et Bllthgen
2010).

(a) (b) (c)

C CH
HC? cF 2 N OH

H H

FIGURE 3 : Formules chimique de (a) I'isopréne (élément de base des terpénes), (b) la pyrrolidine (élément de
base de nombreux alcaloides, ex. nicotine) et (¢) du noyau phénol (élément de base des composés phénoliques)

Les composés azotés sont essentiellement représentés par les alcaloides (plus de 12 000
composés répertoriés). lls sont trouvés dans environ 20% des especes de plantes vasculaires
(trés représentés chez les Solanaceae) et chez quelques champignons (Mithofer et Boland
2012 ; Taiz et Zeiger 2006). Leur structure est composée d’un ou plusieurs hétérocycles
(FIGURE 3). Leur syntheése dérive généralement d’acides aminés (lysine, tyrosine,
tryptophane ; FIGURE 5). Les alcaloides sont impliqués dans de nombreuses fonctions chez
les plantes et principalement dans la défense contre les prédateurs, grace a leur caractére
toxique et repulsif (Pfister et al. 2001 ; Thompson et al. 2001). D’autres composés azotés
jouent aussi un réle de défense, tels que les glucosinolates (Rasmann et al. 2015 ; Scholes et

® Le nombre de composés par famille de métabolites secondaires est donné a titre indicatif, en se basant sur
les estimations de Mithdfer et Boland (2012). A noter que ces estimations sont sans-cesse contestées par la
communauté scientifique.
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Paige 2015), les composés cyanogenétiques (Godschalx et al. 2016), ou encore les inhibiteurs
de protéase. Ces derniéres sont des polypeptides ayant la capacité de limiter le processus de
digestion grace au blocage des activités enzymatiques (Lindgren et al. 2007).

Les composés phénoliques sont ubiquistes dans le régne végétal, avec plus de 9000
composés dénombrés (Mithofer et Boland 2012). L’¢lément de base de ces composés est le
groupement phénolique : un cycle aromatique portant une fonction hydroxyle (FIGURE 3).
Leur synthése se fait par la voie du shikimate ou celle de 1’acide malonique (Cheynier et al.
2013 ; FIGURE 5). Ces deux voies produisent une multitude de composés, catégorisés en
fonction de leur squelette de base : composes phénoliques simples (Cs), acides phénoliques
(Cs-C1 ou Cs-C3), flavonoides (Cs-C3-Cg) et tannins ((Ce-C3-Cs)n). Leurs roles dans les plantes
sont variés. Certains agissent comme composés de défenses contre les herbivores (Moore et
Jung 2001 ; Gallet et al. 2007) ou assurent une activité allélopathique (Li et al. 2010), d’autres
protegent les feuilles des radiations UV (Agati et al. 2012) ou permettent 1’attraction des
polinisateurs (Zhao et al. 2014). Du fait de leur r6le de précurseur dans la synthése de la
lignine, ces composés peuvent étre présents en bien plus grande quantité (de 1% a 25% de la
masse seche foliaire ; Hattenschwiler et Vitousek 2000) que les deux autres catégories de
métabolites secondaires (terpénes et composés azotés). Leur ubiquité et leur forte abondance
dans les plantes sont certainement les raisons pour lesquelles les composés phénoliques ont
été (et sont encore) largement étudiés aujourd’hui en tant que composé de défense (Appel et
al. 2001).

(a) (b) " (c) ¢H

FIGURE 4 : Formules chimiques de quelques composés phénoliques : catéchol (phénol simple ; a), acides
gallique et caféique (acides phénoliques ; b et ¢ respectivement), lutéoline (flavonoide de type flavone ; d) et
kaempférol (flavonoide de type flavonol ; e)

12



1.2 Comment les plantes répondent-elles a 1’herbivorie ?
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FIGURE 5 : Schéma simplifié des voies de synthese des différents métabolites secondaires (adapté de Taiz et
Zeiger 2006)
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1.2.2 Allocation des composés de résistance : de nombreuses hypothéses

Le nombre de composés impliqués dans la résistance au sein du regne végétal est
phénoménal. Dans leur revue, Mithofer et Boland (2012) estiment a plus de 200 000 le
nombre de composés identifiés. Cette grande diversité de composés s’expliquerait par la
longue histoire de coexistence entre les plantes et les organismes avec lesquels elles
interagissent (prédateurs, parasites, hotes, mutualistes). Ces composés de résistance sont
présents chez les plantes de facon ubiquiste mais leur distribution, caractérisée par une grande
variabilité inter- et intra-spécifique, est encore peu comprise. Pourtant, de nombreuses
hypotheses ont été proposées pour expliquer la distribution des métabolites secondaires dans
le regne végétal. Dans son article, Berenbaum (1995) en répertoriait douze et d’autres
hypotheses sont depuis venues compléter la liste (ex. Jones et Hartley 1999 ; Close et
McArthur 2002). Les similitudes entre ces différentes hypotheses sont nombreuses et les
différences parfois subtiles. Ces hypothéses sont avant tout conceptuelles, et la difficulté de
les vérifier de facon empirique et de les généraliser a large échelle (a travers un grand nombre
de systemes) explique la coexistence de ces hypothéses et les nombreux débats au sein de la
communauté scientifique (Berenbaum 1995 ; Stamp 2003). Dans cette partie, je développe les
hypotheses ayant le plus marqué la communauté scientifique en suivant I’ordre chronologique
de leur publication.

La théorie de la défense optimale (« Optimal Defense Theory », ODT, Rhoades et Cates
1976)

La théorie de la défense optimale s’intéresse a I’allocation des métabolites secondaires au
sein d’une plante. Elle prédit que, puisque les défenses sont colteuses a produire, leur
allocation devrait étre principalement dirigée vers les organes les plus susceptibles d’étre
attaqués par les herbivores. De méme, les organes ayant un réle majeur dans la fitness de la
plante devraient étre davantage défendus. Par exemple, les jeunes feuilles dont la capacité
photosynthétique est importante sont davantage défendues que les feuilles plus matures
(McCall and Fordyce 2010 ; Godschalx et al. 2016). De la méme maniére, I’hypothése que les
organes reproducteurs (fleurs, fruits, graines) devraient étre mieux défendus que les organes
végeétatifs de la plante a été testée dans de nombreuses études, sans trouver de réel support
empirique (McCall and Fordyce 2010 ; Godschalx et al. 2016 ; mais voir Zangerl et Rutledge
1996 ; Barto et Cipollini 2005).

L *hypothése de [’apparence des plantes (« plant apparency hypothesis », PAH, Feeny 1976)

L’hypothése de I’apparence des plantes compléte la théorie de la défense optimale, en
I’extrapolant a 1’échelle interspécifique. Selon cet auteur, les plantes qu’il définit
« d’apparentes » sont de grande taille, de durée de vie longue, et donc faciles a trouver pour
les herbivores (ex. arbres). Pour cette raison, ces especes devraient investir largement dans
des composés de défense qu’il qualifie de « quantitatifs », afin de faire face a tout type
d’herbivores, qu’ils soient généralistes ou spécialistes. A 1’inverse, les plantes définies comme
« non apparentes », de petite taille et a durée de vie courte (ex. graminées), ont peu de chance
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d’étre selectionnées par les herbivores spécialistes et pourraient ainsi se contenter de défenses
efficaces contre les herbivores généralistes qu’il qualifie de « qualitatives ». Cette hypothese a
eu un succes considerable (citée plus de 1400 fois, Endara et Coley 2011) et est toujours
d’actualité dans la littérature (Haukioja 2003 ; Bustamante et al. 2006) bien que trés
controversée (Smilanich et al. 2016 ; Hay et al. 2016).

L ’hypothese de 1’équilibre carbone/nutriments (Carbon/nutrient balance hypothesis, CNBH,
Bryant et al. 1983)

L’hypothése de 1’équilibre carbone/nutriments repose sur I’idée que la concentration en
métabolites secondaires des tissus vegétaux est contrélée par la disponibilité en carbone et en
nutriments dans 1’environnement. Dans le cas ou la disponibilité en carbone exceéde celle en
nutriments, 1’hypothése prédit que la croissance devrait étre limitée, et que ’excédent de
carbone devrait étre alloué a la production de métabolites secondaires carbonés (ex. composés
phénoliques). Inversement, un exces de nutriments devrait favoriser la croissance, et donc
limiter la quantité de carbone disponible pour la production de défenses carbonées.
L’excédent de nutriments permettrait la production de défenses azotées (ex. alcaloides,
glucosides cyanogénétiques). Bien que séduisante, cette hypothese a fait 1’objet de nombreux
débats en particulier parce qu’elle est difficilement vérifiable (Koricheva et al. 1998 ;
Hamilton et al. 2001 ; Koricheva 2002 ; Lerdau et Coley 2002) mais aussi parce qu’elle est
redondante avec 1’hypothése de 1’équilibre croissance/différenciation proposée par Herms et
Mattson (1992) (Voir ci-dessous).

L *hypothése de la disponibilité en nutriments (« Ressource Availability Hypothesis », RAH)
ou hypothése du taux de croissance (« Growth rate hypothesis », Coley et al. 1985)

L’hypothése de la disponibilité en nutriments propose que la variabilité interspécifique
de I’investissement des plantes dans les composés de défenses s’explique par le taux de
croissance des plantes, ce dernier étant dépendant de la disponibilité en ressources dans
I’environnement. Les auteurs défendent aussi I’idée que le taux de croissance des plantes
permet également d’expliquer le type de défenses produites. Selon eux, les espéces a
croissance lente et a longue durée de vie, typiques de milieux pauvres en nutriments,
présentent des concentrations importantes en composés de défense qu’il qualifie
« d’immobiles » (ex. composés phénoliques et fibres). En effet, ces composés sont peu
sensibles a la biodégradation, ce qui assure a ces espéces une accumulation continue sur toute
la durée de leur vie. A I’inverse, les espéces & croissance rapide et a faible durée de vie,
caractéristiques des milieux riches en nutriments, possédent des défenses que les auteurs
qualifient de «mobiles » (ex. alcaloides, glycosides cyanogénétiques), car elles sont
renouvelées en permanence. Pour cette raison, les défenses dites mobiles ne sont pas
fréquentes chez les plantes a longue durée de vie, car leur renouvellement continu implique
des codts de production importants qui, cumulés sur la totalité de la durée de vie, excéderaient
le colt initial & investir pour la production de défenses immobiles. La RAH est encore
aujourd’hui soutenue par de nombreuses études. Par exemple, I’hypothése a été vérifiée
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localement chez des espéces ligneuses (Matsuki et Koike 2006) et chez des espéces herbacées
(Massey et al. 2007). Plus récemment, Endara et Coley (2011) ont montré dans leur méta-
analyse portant sur plus de 600 especes que cette hypothése était valide a plus large échelle,
pour différents écosystémes.

L’ hypotheése de [’équilibre croissance/différenciation (« Growth Differentiation Balance
Hypothesis », GDBH, Herms et Mattson 1992)

L’hypothése de I’équilibre croissance/différenciation défend I’'idée qu’il existe un
compromis entre les processus lies a la croissance des plantes (division et élongation
cellulaire) et les processus liés a la différenciation (spécialisation cellulaire qui peut conduire,
entre autres, a la production de metabolites secondaires). Le cadre conceptuel de cette
hypotheése est donc similaire a celui de I’hypothése de 1’équilibre carbone/nutriments
(CNBH). Cependant, la GDBH est plus compléte que la CNBH, puisqu’elle considere que
I’allocation des ressources a la production de défenses dépend d’un large spectre de facteurs
environnementaux (ex. disponibilité en eau, en lumiere, en CO,...), et non pas uniquement de
la disponibilité en carbone et en nutriments, comme cela est décrit selon la CNBH. Cette
hypothese est considérée comme étant la plus aboutie mais demeure compliquée a tester
(Stamp 2003 ; Stamp 2004).

1.3 Effets des herbivores sur la décomposition des litieres

Dans les écosystemes terrestres, plus de 90% de la production primaire retourne au sol
sous forme de litiere (Swift et al. 1979 ; Chapin et al. 2011). Ce processus est essentiel au
fonctionnement des écosystémes puisqu’il alimente le cycle des nutriments et influence ainsi
les services écosystémiques qui s’ensuivent tels que la productivité primaire ou le stockage du
carbone (Norby et Cotrufo 1998). De trés nombreuses études s’accordent a dire que trois
facteurs contrdlent le processus de décomposition — la qualité des litiéres, les communautés
d’organismes décomposeurs et le climat — mais les contributions respectives de chacun de ces
facteurs restent trés discutées (Bradford et al. 2016). De plus, des études récentes ont montré
que I’influence de ces facteurs pouvait varier en fonction des stades de décomposition
(Garcia-Palacios et al. 2016). Dans les parties ci-dessous, nous verrons que les herbivores ont
la capacité d’influencer le processus de décomposition des litiéres, via des modifications de la
qualité des litieres, des communautés de décomposeurs, ou par la modification des conditions
microclimatiques du sol (FIGURE 6).
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FIGURE 6 : Schéma conceptuel des trois facteurs principaux (encadrés verts) contrdlant le processus de
décomposition des litieres (symbolisé par la double fleche) et des moyens par lesquels les herbivores peuvent
influencer chacun de ces facteurs (encadrés gris).

1.3.1 Effets des herbivores par altération de la qualité des litieres

Un grand nombre d’études souligne le role prépondérant de la qualité des litieres dans les
processus de décomposition a 1’échelle locale (Wardle et al. 2002 ; Ibanez et al. 2013 ;
Kazakou et al. 2006) comme a 1’échelle globale (Cornwell et al. 2008 ; Diaz et al. 2004). En
réalité, la qualité des litieres est étroitement liée a la qualité des plantes dont elles sont issues
(Kurokawa et Nakashizuka 2008) et la décomposabilité des litieres dépend donc de la qualité
des plantes. On parle alors d’effets d’héritage ou post-mortem («legacy effects » ou
« afterlife effects »), définis par Han et al. (2014) comme étant les effets de perturbations
antérieures qui continuent d’affecter la structure et la fonction d’un écosystéme. En tant que
consommateurs primaires, les herbivores peuvent modifier la qualité des litieres (1) en
altérant la composition chimique des plantes (2) en modifiant les proportions relatives des
différents tissus de plantes ou (3) en changeant la composition spécifique des communautés
végétales (FIGURE 6). Ces trois processus, développés ci-dessous, peuvent par effet de
cascade impacter la qualité de la litiére et donc sa décomposabilité.

Modification de la composition chimique des litieres

Comme évoqué dans la partie 1.2.1, les herbivores peuvent engendrer des réponses a
court-terme chez les plantes se traduisant par la modification de leurs traits fonctionnels
physiques, chimiques ou encore morphologiques. La modification de la qualité de ces plantes
entraine souvent une modification de la qualité des litieres, qui a son tour peut impacter le
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processus de décomposition (Chapman et al. 2003 ; Ibanez et al. 2013 ; mais voir Cardenas et
al. (2015) pour I’absence d’effet des herbivores sur la décomposition).

De nombreux traits fonctionnels, susceptibles d’étre influencés par les herbivores, ont été
mis en évidence dans le contr6le du processus de décomposition des litiéres. Par exemple, les
teneurs en azote, en phosphore, en potassium ou encore la surface spécifique foliaire (SLA
pour « specific leaf area ») sont généralement corrélées positivement avec la décomposabilité
(Santiago 2007 ; Bakker et al. 2011 ; Ibanez et al. 2013 ; Cornwell et al. 2008). En effet, les
décomposeurs préferent les tissus riches en azote, phosphore et potassium, qui sont des
éléments essentiels & leur métabolisme. Les plantes avec une forte SLA sont aussi préférées,
car elles permettraient aux organismes décomposeurs de les consommer plus rapidement
(Bakker et al. 2011). A I’inverse, des traits tels que le ratio carbone:azote, la teneur en lignine,
la masse surfacique foliaire (LMA pour « leaf mass per area ») ou encore la teneur en matiére
séche (LDMC pour « leaf dry matter content ») sont généralement corrélés négativement avec
la décomposabilité (Kazakou et al. 2006 ; Cornwell et al. 2008 ; Kurokawa et Nakashizuka
2008 ; Kazakou et al. 2009 ; Ibanez et al. 2013 ; Bumb et al. 2016).

Les composés phénoliques, dont le réle de défense contre les herbivores a été discuté
(voir ENCADRE 2), ont des effets contrastés sur la décomposabilité des litiéres. Certains
auteurs ont mis en évidence une baisse de la décomposabilité (Hattenschwiler et Vitousek
2000), d’autres une augmentation (Ibanez et al. 2013 ; Hoorens et al. 2003) ou encore une
absence d’effets (Kurokawa et Nakashizuka 2008). Cette diversité de réponses s’expliquerait
par la grande diversité des composés phénoliques et de leurs caractéristiques physico-
chimiques (Schimel et al. 1998). Certains composés de faibles poids moléculaires (tels que les
acides phénoliques ou certains flavonoides) et hydrosolubles pourraient stimuler la
décomposition des litieres. En effet, ils peuvent servir de ressources carbonées aux activités
microbiennes (Schimel et al. 1998), favorisant une augmentation de la biomasse microbienne
et stimulant les processus du sol (Kanerva et al. 2008). A I’inverse, la présence de polyméres
de haut poids moléculaire tels que les tannins condensés ou la lignine ralentissent la
décomposition des litieres (Kurokawa et Nakashizuka 2008). En effet, les tannins
interagissent avec les protéines pour former des complexes insolubles et récalcitrants a la
plupart des organismes décomposeurs (Hattenschwiler et Vitousek 2000).

Plus largement, certains auteurs ont montré que la décomposabilité des litieres était
corrélée avec le gradient du « Leaf Economic Spectrum (LES) » (Santiago 2007 ; Cornwell et
al. 2008 ; Bakker et al. 2011). Ce gradient oppose des plantes qualifiées d’exploitatrices,
caractérisées par une bonne capacité a acquérir les ressources et une croissance rapide et dont
les litieres sont facilement decomposables, aux plantes qualifiées de conservatrices dont les
caractéristiques sont opposées (Wright et al. 2004). Ce gradient coincide egalement avec la
palatabilité des plantes pour les herbivores, supérieure chez les plantes exploitatrices que chez
les plantes conservatrices (Diaz et al. 2004).
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Modification des proportions relatives des organes des plantes constituant les litieres

En selectionnant certaines parties de plantes, les herbivores peuvent modifier les
proportions relatives des différents organes qui retourneront au sol lors de la sénescence.
Méme si la bibliographie a ce sujet est inexistante, il est courant d’observer sur le terrain des
plantes ététées ou dont seules les feuilles les plus jeunes ont été consommees. La
concentration importante en substances nutritives de ces organes (Mattson 1980) expliquerait
leur préférence par les herbivores. Dans leur méta-analyse portant sur la décomposabilité de
litieres a travers le monde, Freschet et al. (2013) ont estimé qu’en milieu prairial, 26% de la
litiere produite proviendrait des feuilles, 41% des tiges et 33% des racines. La sélection a fine
échelle par les herbivores peut modifier ces proportions relatives et ainsi influencer le
processus de décomposition. En effet, dans cette méme étude, la décomposabilité des feuilles
était 1.5 fois supérieure a celle des tiges, et 2.8 fois supérieure a celle des racines. Puisque la
contribution des racines a la quantité de litiére totale est loin d’étre négligeable, il
conviendrait de les prendre en compte dans les études de décomposabilité des litieres.
Pourtant, seulement 2% des articles étudiant la décomposition des litieres se sont intéressés
aux racines (Zhang et al. 2008). En effet, 1’étude de la composition des racines est fastidieuse
et tres chronophage.

Modification de la composition floristique des communautés végétales

Dans la partie 1.1.1, nous avons vu que les herbivores pouvaient modifier la composition
floristiqgue des communautés végétales, en sélectionnant les plantes de maniere a répondre a
leurs besoins nutritionnels. Ce comportement de sélection alimentaire pourrait avoir un effet
négatif sur la vitesse de décomposition des litieres a I’échelle de la communauté végétale,
dans le cas ou les especes délaissées seraient aussi celles qui décomposent le moins vite. I
semble en effet que certains traits des plantes influencant la décomposition des litiéres soient
aussi des traits recherchés ou évités par les herbivores. Par exemple, Bison (2015) a montré
que les chamois sélectionnaient les plantes caractérisées par une forte teneur en azote et une
faible teneur en matiére seche. Or les plantes riches en azote (Cornwell et al. 2008) et celles a
faible teneur en matiére séche (Bumb 2016) ont une décomposabilité supérieure aux plantes
caractérisées par des valeurs de traits opposées. Ces traits communs aux deux processus
pourraient étre a I’origine de la corrélation positive entre la digestibilité et la décomposabilité
des plantes, confirmée dans le récent travail de thése de Bumb (2016).

Plus largement, la modification des proportions relatives des formes de croissance (voir
partie 1.1.1) dans les communautés végétales peut influencer le processus de décomposition.
En effet, la décomposabilite des litieres varie selon les groupes fonctionnels des plantes. Dans
une meta-analyse portant sur la décomposabilité de litieres en zones arctique et alpine, la
forme de croissance des espéces était le 2°™ facteur le plus important aprés les effets du
climat (Cornelissen et al. 2007). Dans cette étude, ces deux facteurs expliquaient plus de 80%
de la variabilité de la décomposition des litieres observée. Dans un ordre décroissant de
décomposabilité des litieres, on trouve généralement : les herbacées non-graminoides, les
herbacées graminoides, les laiches, les buissons décidus, les buissons sempervirents et les
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mousses (Cornelissen et al. 1999 ; Quested et al. 2003 ; Dorrepaal et al. 2005 ; Cornelissen et
al 2007 ; Cornwell et al. 2008 ; Baptist et al. 2010).

La décomposabilite des litiéres peut également varier selon les groupes taxonomiques.
Dans 1’¢tude de Cornwell et al. (2008), les bryophytes et ptéridophytes sont les taxons pour
lesquels la décomposition est la plus lente, alors que les dicotylédones et Magnoliidae sont les
taxons pour lesquels la décomposition des litieres est la plus rapide. Toujours dans cette
méme étude, les monocotylédones et gymnospermes ont des valeurs intermédiaires de
décomposabilité de litiéres. A plus fine échelle, en se focalisant uniquement sur des espéces
herbacées méditerranéenne, Kazakou et al. (2009) et Birouste et al. (2012) ont montré que la
variabilité de la décomposition des litieres variait également selon les familles. Elle est
minimale pour les Poaceae, intermédiaire pour les Lamiaceae et maximale pour les
Asteraceae et Fabaceae (Kazakou et al. 2009 ; Birouste et al. 2012). Il est a noter que cette
derniére famille dont la décomposabilité est importante est par ailleurs trés prisée des
herbivores (Bison 2015).

1.3.2 Influence des herbivores sur les communautés biotiques du sol

En tant que consommateurs de matiére organique en sénescence, les organismes
décomposeurs jouent un rdle essentiel dans le processus de décomposition des litiéres
(Garcia-Palacios et al. 2013). La diversité des organismes participant au processus de
décomposition est importante, et les interactions entre chaque acteur sont multiples et
complexes (Gessner et al. 2010). De fagon simplifiée, on distingue deux types d’acteurs : les
micro-organismes décomposeurs et les détritivores (Gessner et al. 2010 ; FIGURE 7). Les
micro-organismes décomposeurs, acteurs principaux du processus de décomposition, sont
composés de bactéries et champignons, permettant la transformation des structures
polymérisées (ex. lignine) en molécules simplifiées (Berg et McClaugherty 2014). Les
détritivores se nourrissent de débris de litiere, assurant ainsi sa fragmentation, et/ou de
bactéries et champignons. En tant que consommateurs de détritivores, les prédateurs
contrélent indirectement le processus de décomposition des litieres (Gessner et al. 2010 ;
Chapin et al. 2011 ; Chomel et al. 2016). De nombreuses études montrent que les herbivores
(foliaires et racinaires) peuvent influencer la faune du sol et impacter le processus de
décomposition (Sankaran et Augustine 2004 ; Raiesi et Asadi 2006 ; Bressette et al. 2012).
Cependant, les mécanismes impliqués sont encore mal connus, et font intervenir de nombreux
parametres, interconnectés les uns aux autres (Bardgett et Wardle 2003). Différents
mécanismes répertoriés dans la littérature sont développés ci-dessous.
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FIGURE 7 : Schéma simplifié des acteurs influencant le processus de décomposition. Les fleches indiquent les
interactions trophiques entre les différents compartiments. Les organismes illustrés ne représentent qu'une partie
infime de la diversité des acteurs de la décomposition. Schéma adapté depuis http://landscapeforlife.org/

Enrichissement du sol par dépdt d urine et de feces

Les plantes consommées par les herbivores sont fragmentées et décomposées lors du
processus de digestion. Une partie des nutriments issus de la dégradation des plantes n’est pas
assimilée lors du processus de digestion et est relachée sous forme de féces et d’urine
(Bardgett et Wardle 2003). Ce processus est souvent caractérisé de «cycle court» des
nutriments, qui s’oppose au « cycle lent », par lequel le retour des nutriments au sol se fait via
la sénescence des plantes et la décomposition des litieres (Bakker et al. 2004).
L augmentation de la disponibilité des nutriments via le dépot d’excréments peut augmenter
localement la biomasse, la structure et I’activité des communautés microbiennes du sol
(Bardgett et al. 1997 ; Bargett et al. 1998a ; Stark et al. 2000 ; mais voir Stark et Grellmann
2002), stimulant localement et a court terme le processus de décomposition des litieres
(Olofsson et al. 2002).

Production d’exsudats racinaires

Selon Bardgett et al. (1998), les substances carbonées issues de la photosynthése allouées
aux parties sous-terraines peuvent étre stockees, utilisées pour la croissance ou la respiration
racinaire, ou relachées dans la rhizosphére sous forme d’exsudats racinaires®. La production

® Dans leur revue, Bais et al. (2006) définissent les exsudats racinaires comme des composés sécrétés par
les racines, regroupés en deux catégories. Les composés de faible poids moléculaire (acides aminés, sucres,
métabolites secondaires) sont les plus divers, a I’inverse des composés de fort poids moléculaire
(polysaccharides, protéines) dont la diversité est moindre mais 1’abondance supérieure. Certains de ces composés
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de ces exsudats racinaires varie selon les especes végétales, 1’état physiologique de la plante
et les conditions environnementales. L’exsudation racinaire peut aussi étre augmentée par la
défoliation induite par les herbivores (Holland et al. 1996 ; Paterson et al. 2003 ; Hamilton et
al. 2008). Ces exsudats représentent une ressource de haute qualité pour le développement des
microorganismes du sol (Bais et al. 2006). Ainsi, la production d’exsudats racinaires suite a
une defoliation, permet la stimulation des communautés microbiennes du sol et de leur
activité (Holland et al. 1996 ; Hamilton et al. 2008). La stimulation de 1’activité microbienne
peut alors favoriser le processus de décomposition des litieres (Bardgett et Wardle 2003).

Altération de la structure et de la perméabilité du sol par le piétinement

Les herbivores peuvent aussi modifier la structure du sol par le biais du piétinement
(Cumming et Cumming 2003 ; Binkley et al. 2003). Ces effets se traduisent principalement
par I’augmentation de la densité du sol (diminution de la porosité), qui a pour impact la
diminution de I’abondance de la macrofaune et du processus de décomposition (Schrama et
al. 2013).

Effet indirect via des modifications de la qualité des litieres

La qualité des litieres et la faune du sol sont intimement liées. Ainsi, la modification par
les herbivores de la strate herbacée, a I’échelle de la plante par une modification des valeurs
de traits, ou a I’échelle de la communauté végétale par la modification de sa composition
spécifique (voir partie 1.3.1) peut modifier les communautés microbiennes du sol (Barrett et
Stiling 2007 ; Bressette et al. 2012) et avoir des répercussions sur la décomposition des
litieres (Sankaran et Augustine 2004).

A T’échelle de la plante, la suppression de composés secondaires carbonés chez des
lichens a pour conséquence une augmentation de 1’abondance en acariens, collemboles et
araignées (Asplund et al. 2015). La récente revue de Chomel et al. (2016) insiste sur le role
clé des métabolites secondaires dans le processus de décomposition, notamment par leurs
effets directs sur les micro-organismes et la faune du sol. La toxicité ou encore la présence de
structures difficiles a dégrader (ex. cycles aromatiques) seraient les raisons principales d’une
limitation de la croissance et de 1’activité des organismes décomposeurs (Chomel et al. 2016).

Le type de communauté végétale influence aussi largement la composition des
organismes décomposeurs (Wardle et al. 2004 ; Veen et al. 2010). Les plantes caractéristiques
d’un milieu productif, produisant des litieres facilement décomposables, seront typiquement
associées 4 des communautés microbiennes dominées par les bactéries. A I’inverse, des
plantes caractéristiques d’un milieu de faible productivité, produisant des litieres réfractaires a
la décomposition, seront associées a des communautés microbiennes dominées par les
champignons (Bardgett et al. 1998 ; Wardle et al. 2004 ; Gusewell et Gessner 2009). En effet,
les besoins en nutriments et I’activité métabolique des champignons sont moindres que ceux

sécrétés n’ont pas de fonction connue et sont considérés comme des déchets a évacuer, d’autres peuvent par
exemple jouer un réle de défense contre les pathogeénes ou d’attraction d’organismes mutualistes.
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des bactéries (Hodge et al. 2000). Le lien entre qualité des plantes (et des litieres qui en sont
issues) et communauté de décomposeurs a donné lieu a I’hypothése du « Home Field
Advantage ». Cette hypothése prédit que les litieres décomposent plus rapidement a 1’endroit
ou elles ont été produites (« home ») que loin de leur lieu de production, grace a la présence
de décomposeurs adaptés (Gholz et al. 2000 ; Ayres et al. 2009 ; Freschet et al. 2012 ; Austin
etal. 2014 ; Veen et al. 2014 ; Chomel et al. 2015).

1.3.3 Impact marginal des herbivores sur les conditions microclimatiques
du sol

Le climat est traditionnellement considéré comme étant un facteur important contrélant
le processus de décomposition des litieres (Chapin et al. 2011 ; Berg et McClaugherty 2014).
A une échelle globale, la décomposition augmente avec la température et les précipitations
(Zhang et al. 2008). Les mécanismes sous-jacents n’ont pas ¢été clairement identifiés, et
certaines ¢tudes suggerent que I’influence du climat sur le processus de décomposition des
litieres se ferait principalement de fagon indirecte. D’une part, le climat est, a 1’échelle
globale, en grande partie responsable de la composition floristique des communautés
végétales, de la qualité des litieres qui en sont issues, et donc de leur décomposition (Aerts
1997 ; Cornelissen et al. 2007). D’autre part, le climat peut également influencer les
communautés d’organismes décomposeurs (Garcia-Palacios et al. 2013). Que les effets du
climat a I’échelle globale soient principalement indirects, il n’en reste pas moins que les
conditions microclimatiques peuvent jouer un réle direct dans le processus de décomposition
a plus fine échelle.

En milieu alpin, la décomposition des litiéres a lieu principalement en hiver, grace a la
présence du manteau neigeux, jouant un réle protecteur pour les activités microbiennes. Dans
leur étude, Baptist et al. (2010) ont montré que 50% a 80% de la perte de masse des litiéres
sur deux années de décomposition avait lieu durant le premier hiver. Une augmentation de la
température du sol favorise les activités microbiennes et la décomposition des litieres
(Seastedt et al. 2001). Le maintien de températures clémentes et propices a I’activité des
microorganismes est favorisé par la présence du manteau neigeux, qui assure l’isolation
thermique du sol vis-a-vis de I’atmosphere, prévenant ainsi des gelées (Baptist et al. 2010). La
décomposition des litiéres est d’autant plus importante que I’épaisseur du manteau neigeux est
grande et que la date de fonte est tardive (Baptist et al. 2010). Des valeurs intermédiaires
d’humidité du sol (60-80% de la saturation) maximisent également le processus de
décomposition. Au-dessus de ce seuil, le manque d’oxygéne limite 1’activité microbienne et
donc le processus de décomposition (Seastedt et al. 2001).

Les herbivores peuvent marginalement et localement modifier les conditions
microclimatiques du sol (Bardgett et Wardle 2003). Par exemple, le prélevement de biomasse
aérienne par les herbivores peut entrainer une augmentation de la température et une
diminution de I’humidit¢ du sol. En effet, la diminution de la couverture végétale est
favorable a un réchauffement solaire du sol qui a pour conséquence de favoriser
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I’évapotranspiration (Risch et al. 2013). Ce changement de conditions microclimatiques est
invoqué dans de nombreuses ¢tudes comme étant une cause probable de I’augmentation de
I’activité des communautés microbiennes et de I’accélération du processus de décomposition
des litiéres (Stark et al. 2000 ; Haynes et al. 2014 ; Matulich et Martiny 2014).
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2 CONTEXTE METHODOLOGIQUE

2.1 Le Massif des Bauges

2.1.1 Situation géographique, géologie et climat

Situation géographigue

Le massif des Bauges est un massif des Préalpes frangaises d’une superficie de 856 kmz2,
Situé a cheval sur les départements de la Savoie et Haute Savoie, il est entouré au sud par le
massif de la Chartreuse, et au nord par le massif des Bornes-Aravis et est delimité par les
villes d’Annecy, d’Albertville et de Chambéry (FIGURE 8). L’altitude de ce territoire de
moyenne montagne varie entre 250 et 2217 métres, dominé par le sommet de 1’Arcalod. Ce
massif a été classé parc naturel régional en 1995.

Albertville

FIGURE 8 : Situation géographique du Massif des Bauges et de la Réserve Nationale de Chasse et de Faune
Sauvage (RNCFS, en rouge)

Géologie

Les Bauges sont constituées de couches calcaires, formées par sédimentation marine au
cours du Mésozoique. Ces couches ont par la suite été élevées et plissées lors de la formation
des Alpes pour donner les reliefs que nous connaissons actuellement. On retrouve ainsi de
nombreux synclinaux perchés, caractéristiques des reliefs de type subalpin. Ce massif est
également caractérisé par un grand nombre de systemes Kkarstiques, recouvrant un quart de la
surface totale des Bauges. Ces particularités géologiques du massif des Bauges ont été mises
en avant par le label « Géopark » recu en 2011 (source : www.parcdesbauges.com).
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Climat

En tant que massif préalpin, les Bauges représentent un des premiers remparts
géographiques aux perturbations océaniques, a 1’origine d’un climat humide et froid. Les
précipitations les plus importantes sont enregistrées dans le ceeur du massif, avec 1.9 métres
de précipitation par an enregistrées a Aillon le Jeune (900 m asl). De novembre a avril, ces
précipitations tombent essentiellement sous forme de neige, formant une couche au sol de
facon quasi permanente au-dessus de 1000 metre d’altitude. La température moyenne
annuelle enregistrée a Lescheraines (590 m d’altitude) est de 7.9°C, allant de -1.1°C au mois
de janvier (le plus froid) et jusqu’a 17.2°C au mois de juillet (mois le plus chaud).

2.1.2 Habitats, flore et faune

Habitats et flore

Avec une altitude allant de 250 et 2217 metres, les habitats rencontrés sont divers,
caractéristiques des étages collinéen, montagnard et subalpin. On trouve des foréts denses de
feuillus ou de coniferes, dont certaines essences ont un intérét sylvicole (Abies alba par
exemple), des pelouses et prairies largement dominées par les espéces herbacées (ENCADRE
3), ou encore des falaises abruptes au sol écorche et a la végétation minimaliste. La diversité
de ces habitats est a ’origine d’une trés grande diversité floristique, avec plus de 1500
espéeces répertoriées (source : www.parcdesbauges.com).

Faune sauvage et domestigue

On dénombre également une grande diversité faunistique sauvage, avec plus de 400
especes identifiées dont 37 espéces de mammiferes (source: www.parcdesbauges.com).
Parmi les mammiféres, on trouve cing especes de grands ongulés : chamois (Rupicapra
rupicapra), chevreuil (Capreolus capreolus), cerf (Cervus elaphus), mouflon (Ovis gmelini
musimon) et sanglier (Sus scrofa). Il est difficile de donner des estimations précises des tailles
de populations de ces espéces, mais il y aurait a priori plus de chamois (> 2500 individus) que
de chevreuils, cerfs ou mouflons. L’expansion démographique de ces espéces a été
remarquable ces derniéres déecennies, expliquée principalement par la faible pression de
prédation naturelle (présence occasionnelle de loups ou d’aigles), et par un effort de chasse
diminué. Le massif des Bauges abrite également des troupeaux d’herbivores domestiques
(bovins et caprins) dont I’élevage représente 1’une des activités principales du massif. Ainsi,
6000 ha d’alpages accueillent les troupeaux d’avril & novembre (aux faibles altitudes). La
production de ces troupeaux est majoritairement laitiere, permettant la confection de
nombreuses spécialités fromageres locales dont plusieurs d’entre elles sont d’appellation
d’origine protégée.
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ENCADRE 3 : LES PRAIRIES SUBALPINES

Les prairies sont des écosystemes ou la végétation est dominée par les espéces herbacées,
de type graminoides (« grass ») ou non-graminoides (« forbs »). Les cypéracées (« sedge ») et
juncacées peuvent également étre représentées (Schroder 2008). Les buissons et les arbres
peuvent étre présents, mais en faible abondance. Les prairies couvrent 40% de la surface
émergeée terrestre et sont présentes sur tous les continents sauf en Antarctique (Allaby 2006).
On distingue généralement deux types de prairies : les tropicales (savanes) et les tempérées.
Le biome « Prairies et terres arbustives de montagne » (classification WWF?), dont font partie
les prairies subalpines®, est caractérisé par une richesse floristique modérée, avec en moyenne
1400 espéces par écorégion® de ce biome (Kier et al. 2005). A titre indicatif la richesse
floristique moyenne s’étend de 200 espéces pour le biome « mangroves », a plus de 3000
espéces pour le biome « foréts décidues humides tropicales et subtropicales » (Kier et al.
2005).

NORD

ETAGE
ETAGE

ETAGE
COLLINEEN

(croquis extrait: FLEURS DES PYRENEES - Philippe Mayoux - RANDON EDITION) |
|

FIGURE 9 : Représentation schématique de I'étagement de la végétation en montagne. Extrait de Mayoux (2004)

A Dlinterface entre 1’étage montagnard et 1’étage alpin (FIGURE 9), ’étage subalpin
abrite une richesse spécifique importante, caractéristique de I’effet écotone (Grytnes 2003 ;
Grytnes et al. 2006). La productivité, la phénologie et la composition floristique des prairies
subalpines sont tres hétérogénes selon les communautés végétales considérees, certainement
en raison de la grande variabilité des conditions environnementales (Duparc et al. 2012 ;
Redjadj et al. 2012). En comparaison a d’autres écosystemes, les prairies subalpines se
composent essentiellement d’espéces pérennes de petite taille (Korner 2003), ou les formes de

’ L’organisation WWF (World Wildlife Fundation) identifie 14 biomes terrestres (Olson et al. 2001)

8 Le mot « subalpin » référe a la zone intermédiaire entre 1’étage montagnard, dont la flore est composée de
foréts de feuillus et de coniferes, et 1’étage alpin, dans lequel aucun arbre ne pousse (Korner 2003).

% Une écorégion est une unité géographique assez large, qui refléte les frontiéres de la distribution naturelle
d’espéces animales et végétales (Kier et al. 2005). On en dénombre 867 a la surface terrestre (Olson et al. 2001).
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croissance les plus représentées sont les herbacées graminoides, les herbacées non-
graminoides en rosette et les arbustes nains (Korner 1995, 2003). Les prairies subalpines
fournissent de nombreux services écosystémiques™ a la société humaine. Par exemple, elles
offrent aux touristes des paysages esthétiques, limitent le risque d’avalanches ou fournissent
aux éleveurs un fourrage en quantité et de qualité pour y faire paturer leurs troupeaux (Quétier
et al. 2007). En effet, la forte diversité floristique de ces milieux offre une alimentation riche
et variée aux herbivores domestiques, non seulement favorable au maintien de leur condition
physique (Provenza et al. 2007), mais également responsable de la qualité gustative des
fromages produits, dans le cas de vaches laitieres (Martin et al. 2005).

2.1.3 La Réserve nationale de chasse et faune sauvage des Bauges
(RNCFS) : hotspot des activités de recherche

Au cceur du massif des Bauges se situe la réserve nationale de chasse et de faune sauvage
(5200 ha). Initialement créée en 1913 par les Eaux et Foréts (désormais ONF) afin de limiter
le fort déclin des populations de chamois, son statut évolue en 1955 pour devenir une réserve
nationale de chasse. Elle est actuellement cogérée par trois organismes publics : 1’office
national des foréts (ONF), le parc naturel régional du massif des Bauges (PNR Bauges) et
I’office national de la chasse et de la faune sauvage (ONCFS). Ces trois institutions ont pour
objectif d’assurer 1’équilibre entre les activités agricoles, sylvicoles et cynégétiques, de
promouvoir la fréquentation touristique et les activités de loisir, mais également de permettre
la recherche scientifique afin d’améliorer les connaissances concernant la faune de montagne
et les milieux dans lesquels ils évoluent.

L’activité de recherche dans la réserve est principalement menée par I’ONCFS, avec un
volet important consacré a 1’étude des grands herbivores. Ainsi, les populations de chamois,
animal emblématique du massif, sont suivies depuis 1985 grace a I’équipement des animaux
par des colliers visuels ou GPS. Ces études ont depuis été étendues a d’autres especes de
grands ongulés (mouflons, chevreuils, cerfs) et ont donné lieu a de nombreuses publications
traitant de démographie, d’épidémiologie, de sélection d’habitats et de déplacements, de la
cohabitation entre plusieurs especes, ou encore du dérangement (Voir la synthése dans la
these de Marjorie Bison 2015). Plus récemment, la these de Claire Redjadj a permis
d’identifier la composition et la qualité des régimes alimentaires des chamois, chevreuils et
mouflons, par analyse micro-histologique des rumens (Redjadj 2010 ; Redjadj et al. 2014) et
par la technique d’ADN métabarcoding™ & partir des féces (Rayé et al. 2011). En paralléle,
des études ont été menées sur les alpages d’Armenaz et de Charbonnet pour étudier les

19 Un service écosystémique est le lien qui existe entre (1) la biodiversité et le fonctionnement d’un
écosysteme et (2) la société humaine (Lavorel et al. 2011).

11| e métabarcoding est une technique récente utilisée entre autres pour déterminer le régime alimentaire
des herbivores. Elle repose sur le séquencage massif des fragments d’ADN chloroplastique de plantes contenus
dans les feces des herbivores. Les séquences obtenues sont ensuite comparées a une base de référence pour
identifier les espéces présentes. Cette méthode permet d’identifier le régime alimentaire des herbivores de fagon
plus précise que par les méthodes traditionnellement utilisées (observations visuelles, analyses au microscope du
contenu ruminal ou de feces...).
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communautés végétales, et déterminer leur composition floristique, biomasse et phénologie
(Duparc et al. 2012 ; Redjadj et al. 2012). Le croisement de ces deux bases de données
(régimes alimentaires et végeétation disponible) a donné lieu a la thése de Marjorie Bison
(2015) dont I’'un des objectifs était de déterminer les critéres de sélection alimentaires de ces
espéces. Elle a entre autres mis en évidence que les chamois et mouflons ne prélevaient pas
leur alimentation au hasard, mais selon des critéres biomécaniques et biochimiques précis,
pouvant varier selon les espéces et les saisons. Concernant ce méme théeme d’interactions
entre plantes et herbivores, I'un des objectifs de la thése d’Antoine Duparc (2016) est de
mettre en évidence ’influence de la disponibilité en ressources alimentaires sur 1’occupation
de I’espace par les grands herbivores de ce massif.

Ainsi, I’étude des interactions entre plantes et grands herbivores dans le massif des
Bauges était jusqu’a présent essentiellement « animal-centrée ». La volonté de s’intéresser
davantage aux plantes a conduit a la formulation de nombreuses questions. Les plantes
mettent-elles en place des stratégies de défense lorsqu’elles sont consommées ? Est-ce que ces
stratégies varient selon les especes de plantes et/ou leur état phénologique et/ou le contexte
d’herbivorie ? A plus long terme, quels sont les effets des herbivores sur la composition
floristique des communautés végétales ? Peut-il y avoir des répercussions sur les processus
écosystémiques ? Et la liste est encore longue... Cette succession de questions a donné lieu a
I’élaboration de ma thése, pendant laquelle je me suis concentrée sur les effets a court-terme
des herbivores sur les plantes. Je me suis plus particulierement intéressée a I’induction de
composés de défense chez les plantes. J’ai également souhaité savoir si ces modifications
mesurables a I’échelle de la plante pouvaient se répercuter sur le processus de décomposition
des litiéres.

2.2 Herbivores étudiés

Dans ce travail, deux herbivores sont étudiés : le chamois (Rupicapra rupicapra) et le
bovin domestique (Bos taurus). Ce sont tous deux des herbivores ongulés appartenant a
I’ordre des artiodactyles (ils possedent un nombre pair de doigts par pied) et a la famille des
bovidés (Bovidae). La différenciation phylogénétique se fait au niveau de la sous-famille, le
premier étant un caprin (Caprinae) et le second un boviné (Bovinae).

Selon la classification de Hofmann (1989 ; FIGURE 1), le chamois est considéré comme
un «mixed feeder » (Bertolino et al. 2009 ; Redjadj et al. 2014) et le bovin domestique
comme un « grazer » (Lechner et al. 2010). Les récentes analyses du régime alimentaire du
chamois dans les Bauges, déterminé par métabarcoding a partir des féces au cours des théses
de Claire Redjadj (2011) et de Marjorie Bison (2015), ont permis d’identifier au total 326
taxons de plantes, dont 96 étaient présents en proportion supérieure a 2.5% de séquences
d’ADN. Parmi les espéces les plus sélectionnées se trouvent 1’hélianthéme (Helianthemum
nummularium), mais également de nombreuses fabacées telles que le lotier corniculé (Lotus
corniculatus). Plus généralement, les espéces préférées sont celles caractérisées par une forte
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teneur en azote, une faible teneur en matiére seche et une faible résistance a la perforation
(Bison 2015). Des travaux plus anciens, basés sur des observations, ont montré que les
génisses en alpage dans les Bauges pendant I’estive avaient un régime trés varié, avec une
part prépondérante des graminées (Agreil et al. 2005). La détermination du régime alimentaire
de vaches laitiéres par métabarcoding a été réalisée sur un site expérimental des Monts
d’Auvergne (Farruggia et al. 2012). Ces analyses montrent que leur régime est
essentiellement composé de graminées et de fabacées. Le régime alimentaire des deux especes
differe également par la quantité qu’ils doivent ingérer. En effet, méme si le taux métabolique
de la vache domestique est plus faible que celui du chamois (Demment et Van Soest 1985), sa
masse est bien plus importante (500 kg vs. 35 kg respectivement), 1’obligeant a consommer
une plus grande quantité de biomasse pour répondre a ses besoins nutritionnels.

Outre leurs caractéristiques morpho-physiologiques, 1'une des différences essentielles
opposant ces deux herbivores concerne leur rapport vis-a-vis de ’homme. L’occupation du
territoire par les chamois peut dépendre de contraintes géographiques, de la disponibilité des
ressources alimentaires, du risque de prédation ou encore du dérangement*?. Par ses activités
récréatives et pastorales, ’homme peut influencer les déplacements du chamois, bien que ce
dernier reste avant tout un animal sauvage. A I’inverse, le bovin a été domestiqué il y a 8000-
10000 ans, offrant a I’lhomme des produits alimentaires (lait, viande) et facilitant les taches
agricoles (traction, enrichissement des sols) (Loftus et al. 1994 ; MacHugh et al. 1997). De
par leur statut d’animal domestique, les bovins d’¢levage voient leurs déplacements contraints
par I’homme et disposent d’une surface définie a paturer, souvent responsable d’une densité
d’animaux plus importante que celle des grands herbivores sauvages (Ssemakul 1983 ; voir
partie 1.1.5).

2.3 Approche fonctionnelle de I’écologie

L’écologie fonctionnelle consiste & décrire les organismes par leurs fonctions™ afin de
trouver des regles générales pour expliquer leurs rdles dans la structure et le fonctionnement
des écosystéemes (Calow 1987 ; Lavorel et Garnier 2002 ; Cornelissen et al. 2003 ; Violle et
al. 2007 ; Garnier et Navas 2012). Elle présente aussi I’avantage de simplifier la complexité
de la diversité vegétale en regroupant les espéces selon la similitude de leurs fonctions (i.e.
« groupes fonctionnels ») plutét que par une approche taxonomique classique (Petchey et
Gaston 2002, 2006 ; Petchey et al. 2004).

L’écologie fonctionnelle repose sur la notion de « trait », défini par Violle et al. (2007)
comme étant «toute caractéristigue morphologique, physiologique ou phénologique
mesurable au niveau de I’individu, de la cellule a I’organisme entier, sans faire référence a

12 Etudier les facteurs influengant I’occupation du territoire par les chamois constitue le cceur de la thése
d’ Antoine Duparc (LECA).

3 e terme « fonction » est défini par le CNRTL comme étant une « activité dévolue a un élément d’un
ensemble ou a I’ensemble lui-méme », bien que d’autres sens aient été donnés a ce terme (voir I’introduction de
Calow 1987).
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I’environnement ou a tout autre niveau d’organisation ». Les traits sont qualifiés de
« fonctionnels » s’ils « impactent la fitness de 1’espéce, indirectement par I’intermédiaire
d’effets exercés sur les traits de performance® » (Violle et al. 2007 ; FIGURE 10). Les traits
fonctionnels végétaux peuvent étre considéres comme des traits de réponse lorsque 1’on
s’intéresse a leur expression en fonction de changements environnementaux, ou comme des
traits d’effet lorsque I’on s’intéresse a leur influence sur les fonctions de 1’écosystéme
(Lavorel et Garnier 2002). Les traits d’effet et de réponse peuvent étre étroitement liés
(Lavorel et Garnier 2002 ; FIGURE 11). Par exemple, la forme de croissance des plantes peut
étre considérée comme un trait de réponse a I’herbivorie (Diaz et al. 2007 ; Pajunen et al.
2008 ; Zamin et Grogan 2013 ; voir partie 1.1.1). Elle peut aussi étre considérée comme un
trait d’effet vis-a-vis de certains processus des ecosystemes tels que la décomposition des
litieres (Cornelissen et al. 2007 ; Cornwell et al. 2008 ; voir partie 1.3.1). De la méme
maniére, certains traits chimiques peuvent aussi lier la réponse des plantes a des changements
environnementaux aux effets sur des processus écosystémiques. Par exemple, les composés
phénoliques des plantes peuvent étre induits en réponse a une perturbation telle que
I’herbivorie (ex. Ibanez et al. 2013 ; voir partie 1.2.1), mais peuvent aussi influencer certains
processus écosystémiques tels que la décomposition des litieres ou encore la palatabilité des
plantes (ex. Kurokawa et al. 2010 ; voir partie 1.3.1).

A Trait; MPP

! ;: Trait, MPP
i Biomasse végétative

! : Traits MPP

' Succes reproducteur —» Perflc?rmlapce —

| de l'individu

3 Trait, MPP

Survie de I'individu

‘au  Trait, MPP
i J . S

Traits Fonctionnels Traits de Performance

— —

Traits

FIGURE 10 : Schéma conceptuel expliquant la notion de traits, tiré de Violle et al. (2007) et basé sur la structure
hiérarchique définie par Arnold (1983). Les traits morpho-physio-phénologiques (MPP) (de 1 a k) affectent un
ou plusieurs traits de performance (biomasse végétative, succeés reproducteur, survie de 1’individu) qui
déterminent la performance de la plante et la fitness des individus. Les traits MPP peuvent étre inter-reliés
(doubles fleches). Par soucis de clarté, les interactions entre les traits de performance et leurs rétroactions sur les
traits MPP ne sont pas représentées

! La performance d’une espéce dans un habitat écologique donné est évaluée par la capacité des individus
de cette espéce a croitre, se reproduire et survivre (Violle et al. 2007). La biomasse végétative, le succés
reproducteur et la survie de la plante sont les trois traits de performance.
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Structure et
diversité de la

’—> communauté

(( Traitsde )
Changements réponse
environnementaux
et biotiques 9
0 J
Traits
d'effet

Fonctionnement
de 'écosystéme

FIGURE 11: Schéma conceptuel permettant darticuler la réponse des plantes aux changements
environnementaux et biotiques et les effets potentiels de cette réponse sur le fonctionnement de 1’écosystéme, via
les traits de réponse et d’effet. Extrait de Lavorel et Garnier (2002)

L’utilisation des traits fonctionnels en écologie ne se cantonne pas a la description de
processus intervenant a 1’échelle de I’espéce, mais permet également de décrire des processus
a des niveaux d’organisation plus élevés (population, communauté, écosystéme). Cette
démarche nécessite de croiser les informations mesurées a 1’échelle de la plante (traits) a
celles mesurées a 1’échelle de la communauté (composition floristique et abondance des
especes). Par ce biais, il est possible de déterminer la valeur d’un trait agrégé a 1’échelle de la
communauté, ou la contribution de chaque espece a la définition de ce trait agrégé sera
proportionnelle a son abondance dans la communauté végétale considérée. Le calcul de ces
traits agrégés repose sur la théorie proposée par Grime (« the mass ratio hypothesis », 1998)
qui suggére que le degré selon lequel une espéce de plante influence le fonctionnement de
I’écosystéme dépend de sa contribution a la biomasse végétale totale. Autrement dit, le
fonctionnement de 1’écosystéme dépendrait majoritairement des valeurs de traits des especes
dominantes de la communauté végétale.

Les exemples d’études utilisant I’approche fonctionnelle sont multiples, notamment pour
comprendre la réponse des organismes a des facteurs biotiques et abiotiques du milieu — tels
que le climat (Fortunel et al. 2009 ; Lamarque et al. 2014) ou les changements de pratiques de
gestion (Quétier et al. 2007, 2007a). Cette approche a également permis de décrire de facon
succincte la structure des écosystémes. Par exemple, Reich et al. (1997) et Wright et al.
(2004) ont montré que les espéces végétales étaient organisées selon un gradient appelé
« spectre d’économie foliaire » (Leaf Economics Spectrum, LES), dont les extrémités sont
représentées par des espéces dites « conservatrices » — caractérisées par des traits foliaires
permettant une acquisition lente et une conservation au long-terme des ressources — et des
espéces dites « exploitatrices », dont les caractéristiques sont opposées. Enfin, 1’approche
fonctionnelle est également utilisée afin de comprendre les effets des organismes sur le
fonctionnement de 1’écosystéme, via des processus tels que la décomposition des liticres
(Kazakou et al. 2006 ; Baptist et al. 2010 ; Ibanez et al. 2013 ; Saccone et al. 2013), les cycles
biogéochimiques (Ostle et al. 2009 ; Robson et al. 2010 ; Legay 2013 ; Conti et al. 2016) ou
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encore les services écosystémiques (Quétier et al. 2007 ; Lamarque et al. 2011, 2011a, 2014 ;
Lavorel et Grigulis 2012 ; Grigulis et al. 2013).

Dans le cadre de cette thése, 1’approche fonctionnelle sera utilisée dans le but de
répondre a trois objectifs principaux. Le premier objectif sera de décrire, au sein d’une prairie
subalpine, la relation existant entre stratégie d’acquisition des ressources et stratégie de
défense (article 2). Le deuxieéme objectif sera de mettre en évidence la réponse des plantes a
I’exclusion des herbivores, en mesurant certains traits de réponse tels que les teneurs en
phénols totaux, en carbone ou en azote d’une part (article 3), ou encore le contenu en
flavonoides et en chlorophylle d’autre part (article 4). Enfin, le dernier objectif sera d’étudier
I’effet de ces mémes traits (cette fois considérés comme des traits d’effets) sur le processus de
décomposition des litieres (article 5).
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L’objectif général de cette thése est de comprendre I’influence de deux contextes
d’herbivorie — I’un intensif assuré par des herbivores domestiques (génisses), I’autre extensif
assuré par des herbivores sauvages (chamois) — sur le métabolisme de plantes subalpines, et
d’évaluer les conséquences potentielles de ces modifications sur le fonctionnement de
I’écosystéme via la décomposition des litieres. Le schéma ci-dessous présente de fagon
synthétique les différentes questions abordées dans ce manuscrit et leur organisation sous
forme d’articles (FIGURE 12).

METHODOLOGIE: ESTIMATION DES INFLUENCE DES CONTEXTES
POLYPHENOLS D’HERBIVORIE

EXTENSIF SAUVAGE || INTENSIF DOMESTIQUE
SPECTROSCOPIE (SN CHIMIE SIVEE B —
(DUALEX) @ (FOLIN / HPLC) l l

REPONSE CHIMIQUE DES PLANTES

COMPROMIS @
CROISSANCE [/ DEFENSE

QUALITE DES LITIERES

BT 6 ®
@ DECOMPOSITION DES LITIERES

FIGURE 12 : Schéma de synthése représentant I'organisation des différentes questions abordées dans cette these.
Les chiffres indiquent les articles dans lesquels les différentes thématiques sont abordées.

* Leaf Economic Spectrum

Les composés phénoliques sont largement étudiés en écologie car, bien que
traditionnellement définis comme composés secondaires, ils sont présents en quantité non
négligeable chez les plantes (de 1% a 25 % de leur masse séche) et de fagon ubiquiste au sein
du regne végétal, contrairement aux deux autres classes de composés secondaires (i.e.
terpenes et alcaloides). Ainsi, toutes les plantes des prairies permanentes d’altitude
contiennent des polyphénols, dont la synthése est favorisée par les conditions stressantes liées
aux conditions climatiques (amplitude thermique importante, forte irradiation lumineuse) ou a
la présence de grandes populations d’herbivores sauvages et domestiques. La production de
composés phénoliques a la suite d’une perturbation telle que 1’herbivorie peut modifier le
fonctionnement des écosystéemes en altérant le processus de décomposition des litiéres,
soulignant ainsi I’importance de s’intéresser a ces composes.
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Plusieurs techniques sont utilisées pour étudier les composés phénoliques. La méthode de
dosage traditionnellement utilisée se base sur le réactif de Folin-Ciocalteu, et permet une
estimation de la fraction phénolique globale. Cependant, cette technique est chronophage et
implique la destruction du matériel végétal prélevé. De nouvelles méthodes, basées sur les
propriétés optiques des végétaux ont récemment émergé et sont d’un intérét majeur en
¢écologie. En effet, ces méthodes sont peu coliteuses et permettent d’analyser un grand nombre
d’échantillons en un temps restreint. De plus, certains appareils sont portatifs et permettent de
réaliser les mesures directement sur le terrain, sans avoir a échantillonner les plantes. Outre
I’économie de temps, ces mesures non-destructrices permettent surtout de refléter 1’état
physiologique de la plante, en évitant la perturbation induite par le prélevement des tissus.
Ces nouvelles méthodes nécessitent néanmoins une calibration préalable. Dans ce contexte,
nous avons testé sur trois plantes alpines un appareil récemment congu — le Dualex — qui
permet de réaliser des mesures in situ du contenu en flavonoides (i.e. une famille de composes
phénoliques). Cette étude fait ’objet du premier article de cette thése, dans lequel nous
avons tenté de calibrer I’indice en flavonoides estimé par le Dualex avec deux méthodes
traditionnellement utilisées : (1) la teneur en phénols totaux estimée par le dosage de Folin-
Ciocalteu et (2) la teneur en flavonoides totaux estimée par chromatographie en phase liquide
a haute performance (HPLC).

L’allocation de composés de défense chez les plantes résulte souvent d’'un compromis
avec leur capacité a croitre. En effet, les plantes disposent d’une quantité limitée de ressources
qu’elles peuvent allouer aux mécanismes favorisant la croissance ou au contraire a ceux
favorisant la défense. La capacité des plantes a croitre est entre autres définie par le processus
d’acquisition des ressources, qui dépend de certains traits foliaires. L’expression de ces
derniers définit un gradient appelé spectre d’économie foliaire. Il oppose les espéces dites
« exploitatrices », dont 1’acquisition des ressources est rapide, aux espéces dites
« conservatrices », dont 1’acquisition des ressources est lente. Ainsi, les especes a stratégie
exploitatrice, dont la croissance rapide permet un renouvellement des tissus a faible codt,
seraient moins défendues que les especes a stratégie conservatrices. L’article 2 de cette thése
a pour vocation de vérifier cette hypothese, dans le contexte des prairies subalpines. Les
composés de défense chez les plantes sont variés, mais nous avons décidé de nous intéresser
plus particulierement aux composés phénoliques et a la lignine, de par leur présence ubiquiste
dans le régne végétal. Ainsi, notre hypothese est que les espéces conservatrices, caractérisées
par une forte teneur en carbone relativement a celle en azote, devraient étre caractérisées par
des teneurs en composes phénoliques et en lignine supérieures a celles d’especes
exploitatrices.

Les défenses des plantes peuvent étre constitutives (i.e. étre présentes méme en absence
d’herbivores) mais peuvent également étre induites par une attaque d’herbivores. L’induction
de ces défenses résulte de processus complexes. D’une part, la capacité des plantes a induire
des défenses est en partie déterminée par leur niveau de défenses constitutives. En effet, les
especes contenant peu de défenses constitutives sont plus exposées aux herbivores que les
especes contenant une grande quantité de défenses constitutives, et devraient donc produire
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davantage de défenses (induites) lors d’attaques d’herbivores. D’autre part, la capacité des
plantes & induire des défenses dépend également de facteurs environnementaux, tels que la
disponibilité des ressources ou les conditions climatiques. L’induction des défenses dépend
aussi de la nature et de I’intensité de 1’attaque, et donc du contexte d’herbivorie. Dans ce
contexte, notre objectif est d’améliorer la compréhension des facteurs contrdlant la réponse
chimique de plantes subalpines dans deux contextes d’herbivorie contrastés : I’un extensif par
des herbivores sauvages (chamois, Rupicapra rupicapra), I’autre intensif par des herbivores
domestiques (génisses, Bos taurus). Pour cela, nous avons congu et mis en place un dispositif
d’exclusion de ces deux herbivores in natura, sur deux années. Ce dispositif expérimental est
a I’origine des trois derniers articles de cette these.

Dans Darticle 3, nous avons souhaité améliorer notre compréhension des facteurs
contrlant la réponse des plantes a I’herbivorie. Pour cela, nous avons caractérisé une
vingtaine d’especes végétales par des traits fonctionnels foliaires, en présence ou en absence
d’herbivores. De méme que pour I’article 2, nous nous sommes plus particulierement
intéressés aux composés phénoliques, dont le rdle de défense est connu. Nous avons
également dosé les teneurs en carbone et en azote des plantes, indicateurs du métabolisme
global des plantes. Notre hypothése est que 1’exclusion des herbivores devrait affecter la
composition chimique des plantes, avec des réponses variables pouvant étre le reflet de
différentes stratégies de défense. La réponse des plantes devrait également dépendre de
facteurs environnementaux, et notamment du contexte d’herbivorie auquel elles ont été
eXpPOoSees.

Dans P’article 4, nous nous sommes focalisés sur trois especes d’herbacées dicotylédones
afin de tester I’hypothese selon laquelle la capacité des plantes a induire des composés de
résistance a la suite de 1’herbivorie résulte d’un compromis avec la capacité des plantes a
tolérer 1’herbivorie. Pour cela, nous avons d’une part estimé la teneur en flavonoides en tant
que composé participant a la résistance des plantes. D’autre part, nous avons estimé la teneur
en chlorophylle en tant qu’indicateur du taux photosynthétique des plantes, pouvant étre le
reflet d’une stratégie de tolérance. Notre hypothese est que 1’exclusion des herbivores devrait
entrainer une diminution de la teneur en flavonoides (i.e. relaxation de la défense) dans le cas
d’une stratégie de résistance, et d’'une diminution de la teneur en chlorophylle dans le cas
d’une stratégie de tolérance.

Le processus de décomposition des litieres est essentiel au fonctionnement des
écosystemes puisqu’il alimente le cycle des nutriments et influence les services
écosystémiques qui s’ensuivent. En induisant la synthése de composés de défense, les
herbivores modifient la qualité des litieres et peuvent ainsi impacter le processus de
décomposition. Dans Particle 5, nous avons souhaité évaluer 1’effet du paturage extensif par
les chamois sur le processus de décomposition de litieres. Pour cela, nous avons caractérisé
(1) la décomposabilité des litieres issues d’une dizaine d’especes végétales exposées ou non
aux chamois grace au dispositif expérimental décrit ci-dessus, (2) la qualité de ces mémes
litieres par leur ratio C/N mais également par leur teneur en composés phénoliques, dont la
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présence peut résulter d’une induction par les herbivores et dont le réle de controle dans le
processus de décomposition des litiéres est connu. Ainsi, notre hypothése est que 1’exclusion
des herbivores devrait modifier le processus de décomposition des litieres, via une
modification de leur qualité chimique.
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1 SITED’ETUDE

L’étude se déroule au cceur de la RNCFS du massif des Bauges, et plus particuliérement
sur le site d’Armenaz (227,4 ha ; de 1400 & 2150 m). La vegétation de cet alpage peut étre
divisée en 7 types de communautés végétales, chacune étant caractérisée par quelques especes
dominantes. Le chamois est le seul ongulé sauvage présent en abondance tout au long de
I’année (>200 individus ; Loison et al. 2006), méme s’il est possible que quelques chevreuils
et sangliers fréquentent de fagon occasionnelle les plus basses altitudes de ce site. A ces
animaux sauvages s’ajoutent une quarantaine de génisses, de races Tarine et Abondance,
présents uniquement en période estivale (FIGURE 13).

FIGURE 13 : Photos de chamois (a) d'une génisse Tarine (b) et d'une génisse Abondance (c). © M. Cornillon (a)
et G. Loucougaray (b, )

La présence d’herbivores domestiques sur ’alpage d’ Armenaz est historique. Paturé par
les moutons jusqu’en 1935, I’alpage a ensuite été fréquenté par des troupeaux de vaches pour
la production laitiére jusqu’en 1960. Avec la création de la réserve, I’ONCEFS interdira par la
suite la mise en pature des terres. Cet arrét du paturage a entrainé une recolonisation des
espaces herbacés par les buissons — essentiellement par 1’aulne vert (Alnus viridis) — modifiant
ainsi les habitats pour la petite faune de montagne, dont celui de I’emblématique tétras lyre
(Tetrao tetrix), et diminuant la diversité des espéces végétales (Mestelan et al. 2007). Pour
limiter I’embroussaillement, des coupes d’aulnaies ont été réalisées, sans succeés puisque la
reprise de la végétation a été rapide. Une réhabilitation expérimentale de I’alpage a €té mise
en place par le retour d’un troupeau d’une quarantaine de génisses en 2003 en période
estivale. Des travaux de I’INRA ont a cette occasion montré que les génisses utilisaient une
large gamme de végétaux et consommaient volontiers les espéces ligneuses (Agreil et al.
2005). Le pastoralisme est alors apparu comme étant le meilleur mode de gestion pour
répondre aux enjeux de conservation de la biodiversité (Mestelan et al. 2007). Depuis, un
troupeau d’une quarantaine de génisses monte tous les ans en estive sur 1’alpage. Les
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communautés végeétales actuellement en place sur cet alpage résultent donc d’une longue
histoire du paturage, de plus d’un siecle pour les mammiféres herbivores domestiques, et
d’une durée certainement plus longue pour les sauvages. Pour cette raison, nous étudions ici
les effets de I’exclusion des herbivores sur la réponse des plantes plut6t que les effets des
herbivores sur les plantes. En effet, cela aurait nécessité que les plantes soient naives (i.e.
qu’elles n’aient jamais €té exposées aux herbivores).
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2  DISPOSITIF EXPERIMENTAL

Trois sites ont été choisis pour I’installation du dispositif (TABLEAU 1). Le choix de ces
sites s’est fait initialement en fonction des contraintes liées & la topographie, en évitant les
fortes pentes pour limiter la casse ou la perte de matériel lors d’éventuelles avalanches, et
pour sécuriser le travail de terrain. Le choix a également été influencé par la fréquentation de
’alpage par les chamois et génisses, et par les types de communautés végétales (FIGURE 14).
Ainsi, deux sites sont situés sur des communautés végétales de type nardaie (présence du nard
raide, Nardus stricta), I’un est fréquenté par les chamois (WC1), I’autre par les génisses (DH).
Un troisieme site est situé sur une communauté végétale a Seslérie bleuatre (Sesleria
caerulea), fréquenté par les chamois (WC2™). La présence des chamois sur les sites WC1 et
WC2 a pu étre confirmée par la présence de nombreux féces, ainsi que par 1’observation
d’individus a proximité des exclos. Les données GPS des suivis de population réalises sur
I’alpage d’ Armenaz témoignent également de leur présence.

TABLEAU 1 : Caractérisation des trois sites choisis sur I'alpage d'Armenaz pour I'échantillonnage des plantes.
Chaque site est caractérisé par les espéces végétales dominantes, par la richesse spécifique et la diversité de
Shannon (moyennes et écart-types), par les espéces des principaux mammiféres herbivores présents et par des
variables topographiques (altitude, pente et exposition)

) Altitude
) . ) Richesse )
Site Especes dominantes o Herbivores Pente
Diversité
Expo.
Vaccinium vitis-idaea (10%) 27.6 (6) 2050 m
WC1 Avenella flexuosa (9%) ) 9 03) Chamois (environ 0.9 animaux/ha) 15°
Arnica montana (7%) o S
. o Génisses entre aodt et sept. (environ
Agrostis capillaris (14%) ) 1750 m
] 28.9(5.4)  2.1animaux/ha)
DH Festuca nigrescens (11%) ] ) Lo 0°
. 3.0(0.2) Chamois (potentiellement, & trés
Chaerophyllum hirsutum (7%) ] » SwW
faible densite)
Carex sempervirens (12.8%) 1850 m
) 25.1(6.3) ) ) )
WC2 Sesleria caerulea (10.2%) 28(0.3) Chamois (environ 0.9 animaux/ha) 20°
Serratula tinctoria (5.6%) T SE

1> Les noms des sites référent aux espéces d’herbivores qui les fréquentent : WC1 et WC2 pour « Wild
Chamois » et DH pour « Domestic Heifer ».
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FIGURE 14 : Photos des sites WC1 (a), DH (b) et WC2 (c), fréquentés par les génisses ou chamois. © P.
Marchand (a) et G. Loucougaray (b) M. Cornillon (c)

Deux traitements ont été mis en place sur chacun des trois sites : un traitement paturé et
un traitement non-paturé (FIGURE 15). Le traitement paturé consiste en des quadrats de 1 m?,
matérialisés au sol par 4 sardines de tente enfoncées a mi-hauteur, et accessibles aux
herbivores : génisses ou chamois selon le site considéré. Le traitement non-paturé a été assuré
par I’installation d’exclos, permettant de protéger la végétation qui se trouve a I’intérieur.
Chaque exclos est constitué d’une structure en treillis soudé sur laquelle vient se fixer des
pans de grillage a poule, délimitant une zone au sol de 1 m2. La taille de la maille (environ 2
cm) permet d’exclure les grands herbivores (chamois ou génisses) mais permet aux petits
herbivores (essentiellement des insectes et quelques mollusques) d’accéder aux exclos. La
conception, une grande partie de la « pré-fabrication » et la montée sur le terrain des exclos
par hélicoptere ont été assurées par I’ONCFS. Sur chacun des trois sites décrits ci-dessus, 18
exclos et 18 quadrats témoins ont été installés au printemps 2014, soit 54 exclos et 54 témoins
au total (FIGURE 15). Pour limiter le risque de dégats causés par la neige et les éventuelles
avalanches, les cages ont été déemontées et fixées au sol en novembre 2014. Elles ont été
remontées exactement a la méme place en mai 2015, des la fonte de la neige. Les plantes a
I’intérieur des unités d’échantillonnage ont été isolées de celles a 1’extérieur par une coupe
des racines a une profondeur de 15 cm autour de chaque exclos et de chaque quadrat témoin,
afin d’éviter d’éventuels échanges chimiques entre clones.

Des enregistreurs de température et d’humidité du sol (EM50 digital data logger et
sondes 5TM, Decagon) ont été installés. Pour chaque site, deux unités d’échantillonnage de
chaque traitement (exclos ou témoin) ont été équipés de deux sondes insérées horizontalement
dans le sol a 10 cm et 20 cm de profondeur. Ainsi, 24 sondes ont été installées au total (3 sites
x 2 traitements x 2 unités d’échantillonnages x 2 profondeurs).
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Alpage d’Armenaz

Site

FIGURE 15 : Carte de I'alpage d'Armenaz et des sites choisis (1: WC1, 2: WC2, 3: DH). Sur chaque site sont
installés 18 exclos et 18 quadrats témoins.
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3  RELEVES FLORISTIQUES ET ECHANTILLONNAGES

Si I’on omet I’installation et le démontage du dispositif d’exclusion, le travail de terrain
peut se résumer en trois grandes étapes (FIGURE 16). La premicre étape s’est déroulée au pic
de végétation, et consistait a déterminer la composition floristique des sites et a échantillonner
du matériel vert. La deuxiéme étape a eu licu a ’automne, ou nous avons échantillonné du
matériel sénescent. Enfin, la troisieme étape consistait en 1’étude de la décomposition des
litieres. Ces trois étapes ont été répétées deux fois, en 2014 et en 2015. Les différentes étapes
de terrain n’ont pas toujours pu étre réalisées exactement aux mémes dates les deux années
pour des raisons climatiques et logistiques (FIGURE 16).

A noter que chaque exclos (ou témoins) n’a servi qu’a un seul échantillonnage. En effet,
nous avons considéré qu’un échantillonnage de matériel végétal pouvait étre assimilé a un
traitement d’herbivorie. Ainsi, la moitié de ces installations a été utilisée pour un
échantillonnage en 2014 — aprés une saison d’exclusion — et l’autre moitié pour un
échantillonnage en 2015 — apres deux saisons d’exclusion (TABLEAU 2).

Installation Relevés Echantillonnage Echantillonnage Démontage Décomposition
dispositif floristiques matériel vert matériel sénescent dispositif litiere
wcC1 25 septembre
15:18 juillet bu 20 bre 2014
2014 wez 2juin2014 | 15:18 juillet 3 octobre 30 octobre 2014 u 30 octobre
au 24 mai 2015
DH 20 aolt 9 octobre
wc1
8:9 juillet Du 21 octobre 2015
2015 wez 24 mai 2015 1:2 juillet 30 septembre 21 octobre 2015 Y <t octovre
au 7 mai 2016
DH 12 aolt

FIGURE 16 : Récapitulatif des dates des différentes étapes du travail de terrain

TABLEAU 2 : Récapitulatif du nombre d'exclos ou de quadrats témoins, installés au printemps 2014

Echantillonnage en 2014 Echantillonnage en 2015 Total

(1 an d’exclusion) (2 ans d’exclusion)

Eté Automne Eté Automne
WC1 5 4 5 4 18
DH 5 4 5 4 18
WC2 5 4 5 4 18
Total 15 12 15 12 54
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3.1 Relevés floristiques

La composition floristique des 3 sites a éte déterminée durant les étés 2014 et 2015 (du
15 au 18 juillet 2014 et du 1* au 2 juillet 2015). Pour cela, des relevés ont été effectués dans 9
exclos et 9 témoins par site et par année, par la méthode des points contacts (20 points
contacts par exclos ou témoins). Une analyse en composantes principales (ACP) a été
effectuée a partir de ces relevés, afin de s’assurer que la composition floristique initiale était
similaire entre exclos et quadrats témoins au sein d’un méme site, et d’'une année sur I’autre
(FIGURE 17). Les deux premiers axes expliquent 18% de la variance totale, et suffisent a
ségréger de fagon claire les 3 sites en fonction de leur composition floristique. L.’axe 1 oppose
les deux sites de type nardaie (WC1, DH) au site a seslérie (WC2), caractérisé principalement
par la présence des espéces Sesleria caerulea, Carex sempervirens et Globularia nudicaulis.
L’axe 2 permet de différencier les deux sites de type nardaie. Le site WCL1 se différencie
plut6t par des especes telles que Vaccinium vitis-idaea, Avenella flexuosa, ou encore par la
présence de nombreux lichens, alors que le site DH se caractérise par des espéces telles que
Festuca nigrescens, Chaerophyllum hirsutum ou encore Agrostis capillaris. Cette analyse
permet également de montrer que la composition floristique est relativement homogéne entre
exclos et témoins, et d’une année sur I’autre, au sein de chacun des trois sites.

i
DH ML e
s
\l P
g
I* WC2
S5
l St
1 ey
&
wel Tt * exc_2014
g exc_2015
o * tem_2014
tem_2015

FIGURE 17 : Analyse en composantes principales (ACP) de la composition floristique des 3 sites (WC1, DH,
WC?2), selon le traitement (exclos ou témoin) et selon I'année (2014 ou 2015). Axe 1=11% de I’inertie, Axe2=7%
de I’inertie.
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3 RELEVES FLORISTIQUES ET ECHANTILLONNAGES
3.2 Echantillonnage de matériel vert au pic de végétation

3.2.1 Dates d’échantillonnage

L’échantillonnage de matériel vert a été effectué au cours des étés 2014 et 2015, au pic
de végétation. Pour les sites fréquentés par les chamois (WC1 et WC2), cet échantillonnage a
eu lieu du 15 au 18 juillet 2014 et du 8 au 9 juillet 2015, soit aprés environ 50 jours d’acces
aux chamois (i.e. dés la fonte de la neige, qui correspond aussi au moment ou les exclos ont
été installés). L’échantillonnage du site fréquenté par les génisses (DH) n’a pas pu étre
effectué aux mémes dates. En effet, les génisses n’exploitent ce site que tardivement : de fin
juillet a début aout selon 1’état phénologique des prairies. L’échantillonnage du site DH a
donc eu lieu le 20 aolt 2014 et le 12 ao(t 2015, soit aprés 17 jours de fréquentation par les
génisses pour chaque année (FIGURE 16). A noter que 1’état phénologique des plantes du site
DH était ainsi plus avancé que celui des sites WC, d’autant plus que ces derniers sont situés
plus en altitude.

3.2.2 Choix des espéces

L’échantillonnage consistait au prélevement de 9 especes par site (5 dicotylédones et 4
graminoides). Certaines especes sont communes a plusieurs sites, ce qui porte le nombre total
d’espéces échantillonnées a 20 (TABLEAU 3). Ce choix s’est fait principalement selon
I’abondance des espéces afin de s’assurer d’avoir suffisamment de matériel disponible pour
les analyses chimiques. Nous avons également essayé de maximiser la diversité des profils
chimiques des plantes, en nous basant sur les compositions en carbone, azote, phosphore et
teneur en matiére séche (LDMC) issues d’une base de données préexistantes (Bison 2015).

3.2.3 Prélevements

L’échantillonnage des feuilles des 9 especes a été réalisé dans 5 exclos et 5 témoins par
site et par année (TABLEAU 2, FIGURE 18). Pour chaque espece et chaque unité
d’échantillonnage, plusieurs individus (entre 5 et 20 selon la taille des espéces) ont été
prélevés et ont été regroupés. Ainsi, nous disposons de 5 réplicas pour chacune des especes
par traitement d’herbivorie (exclos : non-paturé ; témoin : paturé), soit un nombre théorique
de 270 échantillons par année (3 sites x 9 espéces x 2 traitements x 5 réplicas). En réalite,
toutes les espéces n’étaient pas présentes dans chacun des exclos et témoin, ce qui nous a
mené a prélever 240 échantillons en 2014 et 264 en 2015. Les échantillons ont été placés dans
des sacs conservés au maximum 6h dans une glaciére. Dés le retour au laboratoire, ils ont été
séchés a température ambiante, broyés et conservés a I’abri de la lumicre jusqu’a analyses.
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3.2 Echantillonnage de matériel vert au pic de végétation

TABLEAU 3 : Especes échantillonnées pendant les étés 2014 et 2015 sur chacun des trois sites. Les espéces en
gras sont celles pour lesquelles les teneurs foliaires en flavonoides et en chlorophylle ont été réalisées in situ
(Voir partie 5.5 « Estimation de la teneur en flavonoides et en chlorophylle de 1’épiderme »)

Espéces WC1 DH WC2
Avenella flexuosa X

Agrostis capillaris X

Arnica montana X X

Briza media X
Carex sempervirens X X
Chaerophyllum hirsutum X

Crepis conyzifolia X X

Festuca nigrescens X X X
Gentiana purpurea X X

Lotus corniculatus X
Nardus stricta X X

Onobrychis montana X
Phleum alpinum X

Plantago atrata X
Potentilla erecta X

Prunella vulgaris X
Pulsatilla alpina X

Serratula tinctoria X
Sesleria caerulea X
Vaccinium myrtillus X

FIGURE 18 : Echantillonnage de matériel vert sur le site WC2 en été 2014. © M. Bison

49



3 RELEVES FLORISTIQUES ET ECHANTILLONNAGES
3.3 Echantillonnage de matériel sénescent & 1’automne

3.3.1 Dates d’échantillonnage

Une deuxiéme campagne d’échantillonnage a été effectuée a I’automne, les deux années.
Cet échantillonnage a été réalise fin-septembre début-octobre (FIGURE 16).

3.3.2 Choix des espéces

Le choix des especes a été effectué selon les mémes criteéres que ceux utilisés pour
I’échantillonnage d’été (abondance et maximisation de la diversité de profils chimiques).
Quatre espéces (trois dicotylédones et une graminoide) ont été échantillonnées sur chacun des
deux sites fréquentés par les chamois (WC1 et WC2, TABLEAU 4). A noter qu’il n’était pas
possible de prélever les mémes espéces que celles échantillonnées en été du fait de leur faible
abondance a I’automne. Aucune espece n’a pu étre ramassée sur le site fréquenté par les
génisses (DH), étant donné la tres faible biomasse disponible a cette période.

TABLEAU 4 : Espéces échantillonnées sur les deux sites fréquentés par les chamois, et utilisées pour
I'expérience de décomposition des litieres. Toutes les espéces ont été échantillonnées en 2014 et 2015, sauf les
deux éricacees.

WC1 WC2
Arnica montana Sesleria caerulea
Gentiana purpurea Serratula tinctoria
Nardus stricta Potentilla erecta
Vaccinium vitis-idaea (2014) Cirsium acaulis

Vaccinium myrtillus (2015)

3.3.3 Prélevements

L’échantillonnage des feuilles des 4 espéces a été réalisé dans 4 exclos et 4 témoins par
site et par année (TABLEAU 2). Pour chaque espece et chaque unité d’échantillonnage,
plusieurs individus (entre 5 et 20 selon la taille des espéces) ont été prélevés et ont été
regroupés. Ainsi, nous disposons de 4 réplicas pour chaque espéce par traitement d’herbivorie
(exclos : non-paturé, témoin : paturé), soit un nombre théorique de 64 échantillons par année
(2 sites x 4 especes x 2 traitements x 4 réplicas). En réalité, toutes les espéces n’étaient pas
présentes dans chacun des exclos et témoin, ce qui nous a mené a prélever 63 échantillons en
2014 et 63 en 2015. A ’automne 2014, nous avons également prélevé sur les 3 sites un
mélange d’espéces en proportions relatives a celles de la composition floristique de la
communauté végétale, soit 24 échantillons (3 sites x 2 traitements x 4 réplicas). Les
échantillons ont été placés dans des sacs conservés au maximum 6h dans une glaciere. Dés le
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3.3 Echantillonnage de matériel sénescent a I’automne

retour au laboratoire, ils ont été séchés a température ambiante, broyés et conservés a 1’abri de
la lumiére jusqu’a analyse.
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4 EXPERIENCE DE DECOMPOSITION DES LITIERES

4  EXPERIENCE DE DECOMPOSITION DES LITIERES

La décomposabilité des litieres a été estimée par perte de masse par la technique des sacs
a litiere. Les sacs (10 x 15 cm) ont été confectionnés a partir d’un agro-textile en polyéthyléne
d’une maille de 920 um (Diatex, Saint Génis Laval, France). Une partie des litieres prélevées
durant les automnes 2014 et 2015 a servi a 1’¢laboration de deux types de sacs a litiére : des
sacs mono- et de sacs multi-spécifiques.

Dans les sacs mono-spécifiques, 500 mg de matiére séche sénescente d’une seule espéce
ont été placés. Les espéces étudiées sont celles echantillonnées durant les automnes 2014 et
2015 (TABLEAU 4). Pour les sites WC1 et WC2, 3 pseudo-réplicas ont été réalisés par
espéce et par unité d’échantillonnage, portant a 192 le nombre théorique de sacs a litiere
réalisés par année (2 sites x 4 espéces x 2 traitements x 4 réplicas x 3 pseudo-réplicas). En
réalité, 153 sacs mono-spécifiques ont été réalisés en 2014, et 154 en 2015. Ces sacs a litiere
n’ont pas pu étre réalisés pour le site DH, puisque 1’échantillonnage de litiére n’a pas été
possible (voir partie 3.3). Les sacs ont été installés sur les sites d’échantillonnage des litiéres,
a la fin du mois d’octobre de chaque année (2014 ou 2015, FIGURE 16), juste avant les
premieres chutes de neige (FIGURE 19). lls ont été posés a la surface du sol et ont été fixés a
I’aide de clous. La récupération des sacs s’est faite 7 mois plus tard (fin mai), dés la fonte de
la neige. La totalité des sacs issus de la premiére année de décomposition (hiver 2014-2015) a
pu étre récupérée, alors que 3 sacs sur les 154 déposés la deuxiéme année (hiver 2015-2016)
n’ont pu €tre retrouves.

FIGURE 19 : Confection d'un sac a litiere de Serratula tinctoria (a) et sacs a litiéres in situ (b)

Dans les sacs multi-spécifiques, réalisés uniqguement en 2014, 2 g de matiére séche
sénescente provenant d’un mélange d’espéces en proportions relatives a celles de la
composition spécifique des communautés végeétales ont été placés. La litiere placée dans ces
sacs correspond a celle échantillonnée a 1’automne 2014 sur les 3 sites (voir partie 3.3). Au
total, 144 sacs multi-spécifiques ont été réalisés, a raison de 6 pseudo-réplicas par unité
d’échantillonnage (3 sites x 2 traitements x 4 réplicas x 6 pseudo-réplicas). La moitié des
réplicas (n=72) a été mise a décomposer in situ, dans les mémes conditions que celles décrites
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3.3 Echantillonnage de matériel sénescent a I’automne

précédemment. L’autre moitié des réplicas a été mise a décomposer pendant 76 jours en
conditions contrdlées. Les mésocosmes consistaient en des bacs en PVVC de dimensions 30x50
cm dans lequel nous avons disposé une couche de 10 cm d’un mélange (mélange 1:1:1) de
terreau universel, de vermiculite et de sol & dominance calcaire provenant d’une prairie de la
chaine de I’Epine (entre les hameaux de Servagette et de Vernatel). L’humidité du sol a été
assurée par un arrosage hebdomadaire pour remplacer 1’eau évaporée. La mise en place et le
suivi des mésocosmes ont été assurés par Marion Leglaye dans le cadre de son stage de M2.
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5 ANALYSES CHIMIQUES DES PLANTES

Les plantes échantillonnées ont été séchees pendant une semaine a I’air libre et a I’abri de
la lumiere, finement broyées a 1’aide d’un broyeur a billes, et conservées dans des eppendorfs
a I’abri de la lumiére.

5.1 Teneurs en azote et carbone

Les teneurs en carbone et azote ont été déterminées sur les 504 échantillons préleveés les
étés (Voir partie 3.2 pour les détails), les 150 échantillons prélevés les automnes (voir partie
3.3) et les 304 échantillons correspondant aux litieres post-décomposition des deux années
(voir partie 3.3), soit un total de 958 échantillons. Pour chaque échantillon I’analyse a été
réalisée a partir de 3 a 5 mg de matiére seche finement broyée, placés dans une capsule
d’aluminium. Ces capsules ont ensuite été placées dans un analyseur CHN (Flash EA 1112,
Thermo Electron Corporation ; LECA Grenoble). Le principe de cet analyseur repose sur la
combustion dynamique « Flash» de I’échantillon a 930°C. Les gaz produits par cette
combustion sont ensuite séparés dans une colonne a chromatographie gazeuse, et leur
détection se base sur la conductibilité thermique des gaz (catharometre). Les résultats ont été
exprimeés en pourcentage de matiére seche.

5.2 Teneur en « phénols totaux »

Le dosage des «phénols totaux » se base sur la propriété réductrice des composés
phénoliques (Appel et al. 2001). Ce dosage mesure la capacité de 1’échantillon a réduire le
réactif de Folin-Ciocalteu, un mélange de phosphomolybdate et de tungstate de sodium, dont
la couleur vire au bleu lorsqu’il est réduit. L’intensité de la coloration bleue, mesurée par
spectrophotométrie, nous renseigne alors sur la concentration de I’extrait en composés
réducteurs (majoritairement des composés phénoliques).

La teneur en phénols totaux a été déterminée sur le matériel ayant servi aux dosages de
carbone et azote, excepté les litieres récupérées apres décomposition, soit 654 échantillons
(504 en été, 150 en automne). Pour chaque échantillon, I’analyse a été réalisée a partir de
100mg de matiere seche finement broyée. L’extraction des composés phénoliques s’est faite
sous reflux a 100°C dans 50 mL d’éthanol a 70%. Aprés 30 min d’ébullition, les extraits ont
été refroidis, filtrés puis conserveés au réfrigérateur en attendant la réalisation du dosage.

Dans un délai de 48h maximum, le dosage des phénols totaux a été réalisé grace a
I’utilisation du réactif de Folin-Ciocalteu (F9252 Sigma-Aldrich). Le dosage de Folin a été
effectué a partir de 100 uL de la solution extraite, a laquelle 3,4 mL d’eau distillée ont eté
rajoutés. A 1’extrait ainsi dilué ont été ajoutés 0,5 mL de réactif de Folin. Cette réaction se fait
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5.3 Digestibilité

en milieu basique, atteint par 1’ajout de 1 mL de bicarbonate de sodium. Aprés agitation, cette
solution a été placée au bain-marie a 40°C pendant 20 min. La lecture d’absorbance a ensuite
été realisée au spectrophotomeétre a 760 nm (Shimadzu UV-160A ; LECA Bourget du Lac).
La réalisation d’une gamme étalon avec de 1’acide gallique a permis I’expression des résultats
en milligramme d’acide gallique par gramme de matiére séche.

5.3 Digestibilité

La digestibilité est définie par Allen et al. (2011) comme étant la proportion de matiére
séche, de matiere organique et de nutriments absorbés lors de leur passage dans le tube
digestif des herbivores. Dans cette étude, la mesure de digestibilit¢ de la totalité des
échantillons a été effectuée par spectroscopie proche infrarouge (NIRS ; Thermo ANTARIS
I1, @ IRSTEA Grenoble). L’acquisition des spectres de chaque échantillon a été réalisée entre
400 et 2500 nm. La prédiction des valeurs de digestibilité s’est faite a partir d’'une gamme
¢talon réalisée sur 89 échantillons a ’IRSTEA. Cette calibration concernait des échantillons
de communautés végétales, prélevées sur différents sites en France détaillés dans Gardarin et
al. (2014), ainsi que dans les massifs du Vercors et de 1’Oisans. La digestibilité des
échantillons de la gamme étalon a été déterminée par digestion enzymatique (pepsine-
cellulase) selon la méthode proposée par Aufrére et Michalet-Doreau (1983). Le coefficient
de régression en validation-croisée était de R2=0.924. Les mesures de digestibilité sont
exprimées en g/kg.

5.4 Lignine

La lignine est présente dans tous les tissus végétaux, mais en proportion bien plus
importante dans les tissus de soutien. Ce polymeére est récalcitrant a la dégradation biologique,
ce qui en fait un des facteurs responsable de la qualité médiocre des fourrages a forte teneur
en lignine (Moore et Jung 2001). Insoluble, sa quantification dans les tissus végetaux est
complexe et nécessite des quantités relativement importantes de matiere seche. C’est pourquoi
dans le cadre de cette thése, la teneur en lignine a été estimée par NIRS (voir partie 5.3). La
prédiction des valeurs a été réalisée grace a une gamme étalon réalisée a partir de 36
¢chantillons d’especes prélevées sur 1’alpage d’Armenaz, dont le dosage chimique de la
lignine a été effectué par le Laboratoire Départemental d’Analyses (LDA) du Morbihan. La
méthode utilisée est adaptée du protocole de Van Soest (1963), dont le principe est de faire
subir a I’échantillon une succession de digestions acides dont le résidu final sera assimilé a la
lignine. Une masse connue d’échantillon finement broyé (environ 1 g MS ; m(échantillon))
est mis en contact avec un détergent acide (ADF) dont le résidu est forme de lignine et de
cellulose. La fraction obtenue est ensuite hydrolysée par de 1’acide sulfurique (ADL), dont le
résidu contient la lignine et les cendres et dont on détermine la masse m(ADL). Ce residu est
ensuite incinéré a 550°C afin de déterminer la masse de cendres m(cendres). La teneur en
lignine est exprimée en g par 100 g de MS et est calculée selon la formule suivante :
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5 ANALYSES CHIMIQUES DES PLANTES

o m (ADL) — m (cendres)
lignine = —~ - x 100
m (échantillon)

Le coefficient de régression de la calibration en validation-croisée était de R2=0.7 (FIGURE
20).
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FIGURE 20 : Corrélation entre les teneurs en lignine (%) estimées par NIRS et les teneurs en lignine (%)
mesurées selon le protocole de Van Soest (1963). Les informations en bleu concernent la calibration, celles en
rouge la prédiction en validation croisée.

5.5 Estimation de la teneur en flavonoides et en chlorophylle de
I’épiderme

L’estimation des teneurs en flavonoides épidermiques et en chlorophylle a été réalisée
directement sur le terrain a I’aide d’un spectrométre portatif (Dualex Force-A, Orsay, France;

Goulas et al. 2004 ; Cartelat et al. 2005). Cet appareil présente 1’avantage majeur d’étre non-
destructif et portatif.

Les flavonoides sont une des familles de composés phénoliques impliqués dans de
nombreuses interactions biotiques (voir ENCADRE 2). lls jouent entre autres un role de
défense contre les herbivores et pathogénes (Treutter 2006). L’estimation de la teneur en
flavonoides repose sur leur capacité a absorber les UV et a transmettre les infra-rouges. Ainsi,
I’excitation de 1’épiderme de la feuille par deux longueurs d’ondes (une a 375 nm, absorbée
par les flavonoides et ’autre a 655 nm, non-absorbée par les flavonoides) permet de déduire
le contenu en flavonoides de 1’épiderme, puisqu’il est proportionnel a la différence de
fluorescence émise par la chlorophylle aux deux longueurs d’ondes (FIGURE 21).
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5.5 Estimation de la teneur en flavonoides et en chlorophylle de 1’épiderme

La chlorophylle est souvent utilisée comme un proxy de 1’activité photosynthétique des
plantes (Korpita et al. 2014) ou comme un indicateur de leur état physiologique (Srivastava et
al. 1995). L’estimation par le Dualex du contenu en chlorophylle se fait a 720 nm (rouge), et
les effets de la structure de la feuille sont pris en compte par I’émission simultanée d’une
seconde longueur d’onde a 860 nm (IR). Les teneurs en flavonoides et en chlorophylle
estimées par le Dualex sont sans unité, car elles représentent des ratios (voir article 1 pour
plus de détails).

(@) (b)

UV exc Visible exc

- ChiF + ChIF

FIGURE 21: Photo du Dualex (a) et représentation schématique du principe de l'appareil sur une coupe
longitudinale d'une feuille de blé (b; extrait de Julkunen Tiitto et al. 2015). L'excitation de la chlorophylle (en
rouge) par un rayonnement UV est atténuée par la présence des composés phénoliques (en bleu) contenus dans
1’épiderme de la feuille, et la fluorescence de la chlorophylle est donc faible (-ChlF). A D’inverse, un
rayonnement visible atteint aisément le mésophylle et entraine une forte fluorescence de la chlorophylle (+ChlF)

L’estimation des teneurs en flavonoides et chlorophylle ont été réalisées au cours des étés
2014 et 2015 (du 15 au 18 juillet 2014 et du 8 au 9 juillet 2015 pour les sites WC1 et WC2; le
20 ao(t 2014 et le 12 aolt 2015 pour le site DH). Ces mesures concernaient un total de 5
especes dicotylédones, présentes sur les 3 sites de 1’étude (TABLEAU 5). Le choix des
espéces a eté conditionné par la taille et la forme des feuilles, le lecteur optique ne pouvant
étre utilisé sur des feuilles trop petites (nard) ou découpées (potentille). A noter qu’une
version plus récente du Dualex a depuis €té mise au point, dont le capteur plus petit s’adapte
plus facilement aux « feuilles fines ».

Sur chaqgue site et pour chaque année, 5 exclos et 5 quadrats témoins ont été utilisés.
Dans chaque unité d’échantillonnage, les mesures ont été effectuées sur 5 individus par
espece. La plus grande feuille de chaque individu a été scannée par le Dualex, a raison de six
lectures d’absorbance : 3 sur la face adaxiale et 3 sur la face abaxiale. Les valeurs obtenues
sur chaque face ont ensuite été moyennées puis sommées afin de représenter le contenu total
en flavonoides de la feuille (Goulas et al. 2004 ; Cartelat et al. 2005 ; Meyer et al. 2006).
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5 ANALYSES CHIMIQUES DES PLANTES

TABLEAU 5 : Espéces dont la teneur en flavonoides épidermiques a été estimée par le Dualex

Espéces WC1 DH wcC2

Arnica montana
Crepis conyzifolia
Gentiana purpurea
Prunella vulgaris X

Serratula tinctoria X
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REFLETER LE CONTENU FOLIAIRE EN POLYPHENOLS DE
PLANTES ALPINES LE LONG D'UN GRADIENT ALTITUDINAL ?
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Préambule a Particle 1

Comme indiqué dans la partie « Objectifs et hypothéses » (p35), je me suis
particulierement intéressée au réle des composés phénoliques dans le cadre de cette these, a la
fois en tant que composé de défense mais également en tant que contréle du processus de
décomposition des litieres. Un des enjeux majeurs des personnes s’intéressant a ces composés
est de pouvoir les doser rapidement et a faible coit. Parmi les différentes méthodes qu’il est
possible d’utiliser, une technique de spectroscopie récente parait particulierement intéressante,
puisqu’elle permet d’estimer la teneur en flavonoides (i.e. une famille de composés
phenoliques) directement sur le terrain, sans avoir a échantillonner les plantes. Outre
I’économie de temps, ces mesures non-destructrices permettent surtout de refléter 1’état
physiologique de la plante, en évitant la perturbation induite par le préléevement des tissus.
Nous avons donc souhaité savoir si cet appareil portatif (le Dualex) pouvait remplacer deux
méthodes traditionnellement utilisées : (1) la teneur en phénols totaux estimée par le dosage
de Folin-Ciocalteu et (2) la teneur en flavonoides totaux estimée par chromatographie en
phase liquide a haute performance (HPLC).

Contrairement aux quatre autres articles qui suivront, dont les données proviennent de
I’alpage d’ Armenaz (Bauges), celui-ci est basé sur des données provenant du col du Lautaret,
et ont été eéchantillonnées par Christiane Gallet en amont de ma these (été 2011). Bien que le
site du col du Lautaret différe Iégerement de celui d’Armenaz de par I’altitude (1600-2600 m
vs. 1750-2050 m) et les conditions climatiques (température moyenne : 6°C vs. 9.6°C;
précipitations moyennes : 960 mm vs. 1600 mm), ce sont tous deux des sites sur substrat
calcaire avec une veégétation typique des prairies subalpines. Ainsi, les especes végétales
utilisées pour réaliser ces calibrations (Dryas octopetala, Rhododendron ferrugineum,
Vaccinium myrtillus), caractéristiques de ces prairies, sont également présentes sur le site des
Bauges.
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Does leaf optical absorbance reflect the polyphenol content of alpine plants
along an elevational gradient? Alpine Botany, 126:177-185

Abstract

Phenolic compounds play important ecological roles in alpine plants such as offering
efficient UV protection at high level of incident sunlight. Methods to study those compounds
are limited, as they require sophisticated analytical tools and are time-consuming. An
alternative and portable device — Dualex© — has been recently developed to estimate the plant
epidermal flavonoids by fluorescence sensing.

Here, we assessed if the Dualex device accurately estimates the phenolic contents of
three alpine plant species along an elevational gradient and be an alternative to the commonly
used chemical methods. We characterized their leaf epidermal absorbance measured by the
Dualex device, total phenol content assessed by the Folin-Ciocalteu assay and total flavonoid
content estimated by high-performance liquid chromatography.

The results showed that leaf epidermal absorbance was slightly positively correlated to
total phenols for Rhododendron ferrugineum and Dryas octopetala, but not for Vaccinium
myrtillus and to total flavonoids for the first species, but not for the two others. The leaf
epidermal absorbance estimated by the Dualex device is not an accurate and universal
predictor of total phenols or total flavonoid contents for alpine plant species. The limitations
of this optical method could be mainly explained by the high intraspecific variability of plant
chemical composition in heterogeneous environmental conditions met in alpine areas. We
thus recommend a cautious use of this device to avoid misinterpretations.

Keywords: Total phenols, Flavonoids, Dualex device, Dryas octopetala, Rhododendron
ferrugineum, Vaccinium myrtillus
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INTRODUCTION

Introduction

Plant polyphenols are the most widely distributed class of plant secondary metabolites
(Hattenschwiler and Vitousek 2000) and probably the most extensively studied. They are
involved in plant defense against herbivores or pathogens (Kaplan et al. 2008), pollinator
attraction or seed dispersal (Foley and Moore 2005), and exert allelopathic activity (Li et al.
2010). In addition, some polyphenols play important roles in plant physiology, and
antioxidant properties as well as epidermal protection against UV-radiation damages have
been assigned to flavonoids (Agati and Tattini 2010). More generally, polyphenols confer on
plants the ability to interact with their environment and to adapt to environmental disturbances
(Cheynier et al. 2013). Their roles of key mediators in ecosystem processes are also now well
known (lason et al. 2012). Alpine plants contain larger amounts of phenolic compounds than
plants found at lower elevation as adaptive responses to changing environmental conditions
(Korner 2003). This increase could be explained by the protective role of phenolic compounds
against UV radiation that increases with elevation (Robberecht et al. 1980). Phenolic
compounds may also compensate the decrease of radical scavenging activity when
temperatures are lowered (Albert et al. 2009). Phenolics promote the nitrogen immobilization
in litters of some species growing in poor nutrient environments, such as alpine areas (Steltzer
and Bowman 2005). Coupled with harsh environmental conditions detrimental to biological
activity, excess of phenolic compounds in mountainous plant species and litter are expected to
exert large consequences on ecosystem functions, which make the investigation of phenolic
compounds important (Bardgett and Wardle 2003; Baptist et al. 2008; Ibanez et al. 2013).

However, describing the phenolic profiles of the plant species remains a challenge. It
implies sophisticated analytical tools and skills (combination of liquid chromatography, mass
spectrometry, nuclear magnetic resonance, etc.). Moreover, it often requires sampling large
amount of plants, which is complicated when the studied area is not easily accessible and
when plants are of limited size and/or distribution. As a consequence, many ecological studies
are still looking for quick and easy technical methods that can offer a rough estimation of
phenolic content. The old and controversial Folin-Ciocalteu reagent (Appel et al. 2001) is
classically used in the laboratory to estimate the “total phenolic” fraction in plant tissues,
based on the spectrophotometric analysis of the blue complex formed between the reactant
and reducing polyphenols. Although technically sound and inexpensive, this procedure
remains time-consuming and requires over-sized equipment and a number of chemical
reagents (Julkunen-Tiitto et al. 2015). It also implies a preliminary extraction step with
variable efficiency depending on the solvent polarity. An alternative method, the Dualex©
portable instrument (Force-A, Orsay, France; Goulas et al. 2004), has been recently developed
to directly estimate in the field plant chlorophyll and epidermal polyphenol contents, thanks to
the fluorescence and UV absorbing properties of leaves (Goulas et al. 2004; Cartelat et al.
2005). It is designed to perform instantaneous and nondestructive measurements under all
conditions of temperature and ambient light of the field. To date, this device has mainly been
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used in plants of agronomical or horticultural interest, such as Zea mays L. (Tremblay et al.
2007), Triticum aestivum L. (Cartelat et al. 2005), Viburnum tinus L. and Lagerstroemia
indica L. (Meyer et al. 2006) to estimate epidermal flavonoid (or polyphenol) content.
Epidermal flavonoid content is often considered representative of the whole leaf content even
if the relationship between epidermal and total contents has not been established so far
(Tattini et al. 2000). Studies have demonstrated the accuracy of the Dualex values per se to
predict the nitrogen status (Cartelat et al. 2005) or the plant susceptibility to parasites, like the
endophyte richness of Coccoloba cereifera (Sanchez-Azofeifa et al. 2012) without any regard
to their relationships with any of the polyphenolic compounds. When used to infer the
adaptation of tree leaf metabolism to variations of solar UV radiations, Barthod et al. (2007)
conversely showed that the Dualex absorbance values were correlated to the amount of leaf
phenolics assessed by the Folin—Ciocalteu method (R?=0.65 for Acer platanoides L. and R? =
0.85 for Fraxinus excelsior L.). The authors also stressed that species-specific calibration was
necessary (Barthod et al. 2007). Positive correlations have also been found between Dualex
absorbance and total flavonoid content identified by high performance liquid chromatography
(HPLC) in leaves of Vitis vinifera L. (Rz = 0.94; Agati et al. 2008) and Betula pendula L. (R =
0.75; Morales et al. 2010). However, plants investigated in those latter studies were grown in
relatively homogeneous environments (from a physical and biotic point of view) or along a
simple (i.e., light) ecological gradient. These mixed results deserve further investigations to
evaluate the accuracy of the Dualex to estimate leaf phenolic in plants.

The aim of our study was to evaluate the relevance of Dualex to accurately estimate leaf
phenolic content of alpine species growing in highly heterogeneous environments such as
elevational gradients that are known to induce large variations in plant secondary metabolism
(Koricheva and Barton 2012). We sampled individuals from three alpine plant species, Dryas
octopetala L., Rhododendron ferrugineum L. and Vaccinium myrtillus L., known to be rich in
phenolic compounds. We explored the phenolic contents of these three species and tested if
they were linked to elevation. We further compared the leaf epidermal absorbance (LEA)
estimated by the Dualex to commonly used methods of phenolic quantification. The
objectives were to determine which chemical parameters among 1) the total phenol content
determined by the Folin-Ciocalteu method, 2) the total flavonoid content and 3) some specific
flavonoid compounds quantified by HPLC were better correlated to the Dualex epidermal
absorbance of leaves.

Materials and methods

Study site and vegetation sampling

The experiment was conducted in the neighborhood of the Station Alpine Joseph Fourier,
at the Col du Lautaret (2058 m, 45°20°N, 6°24’E) in the central French Alps. The climate is
subalpine with temperatures ranging between 20°C in summer and -8°C in winter, and annual
precipitation is about 956 mm, mainly in the form of snow. The bedrock is predominantly
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made of calcareous shales. Vegetation types vary from subalpine to alpine meadows,
dominated by Poaceae with heath patches, on quite acidic soil with pH around 5 (Baptist et al.
2008). Three perennial species known for their phenolic richness and largely distributed
across the study site were selected: Dryas octopetala (Do), Rhododendron ferrugineum (Rf)
and Vaccinium myrtillus (Vm). They also have large enough leaves to allow measurement by
the Dualex optical sensor that cannot be used on small or divided leaves. As alpine species
reproduce mainly by vegetative sprouting, plants distant from some meters could be from the
same or from different clones. The term “plant” instead of “individual” will thus be used to
define each sample selected. On 15 and 23 July 2011, from 25 to 34 plants per species were
randomly selected along an elevational gradient from 1675 to 2570 m (TABLEAU 6),
delimited by the natural range of the three species. One sun-exposed and mature green leaf
per plant was used to proceed to the phenolic content investigation by means of three different
methods described below.

TABLEAU 6 : Plant sampling description

Species (family) Foliage Altitudinal range  Number of Mean (SE) leaf
of sampling (m) samples (leaf)  dry weight (mg)
Dryas octopetala (Rosacea) deciduous  2100-2570 27 12.5(3.2)
Rhododendron ferrugineum (Ericacea) evergreen 1870-2480 34 33.7(11.2)
Vaccinium myrtillus (Ericacea) deciduous  1675-2520 25 8.5(2.3)

In vivo optical measurements by the Dualex

Leaf epidermal absorbance was recorded at the fixed 375 nm wavelength (imposed by
the Dualex) directly on the field on July 15 and 23 between 10:00 am and 4:00 pm. Only one
record was taken on the adaxial and abaxial sides of each leaf due to the small leaf area of the
three investigated species. Adaxial and abaxial values were then summed to be representative
of the whole flavonoid content of the leaf (Goulas et al. 2004; Cartelat et al. 2005; Meyer et
al. 2006) and expressed as leaf epidermal absorbance (LEA). Leaves on which Dualex
measurements were performed were collected and left to dry at room temperature in a shady
place for 1 week. Samples were stored in paper bags until chemical analysis.

Chemical analysis of polyphenols

Phenolic extraction. Thin leaves of Do and Vm were kept whole and those of Rf were
roughly cut into few pieces. Leaf phenolics extraction was performed with 25 mL of an
ethanol-water (50:50) mixture, by heating at ebullition temperature for 30 min under reflux.
Preliminary experiments showed that leaf grinding and second ethanol extraction did not
improve phenolic yields. After filtration and volume measurement, one aliquot was used for
total phenol determination and another for total flavonoid determination. These aliquots were
stored at -18°C until analysis.
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Total phenol determination. Total phenol content was measured by the Folin-Ciocalteu
colorimetric method using 100 pL of the ethanolic solution. The absorbance of the blue
complex formed between phenolics and Folin-Ciocalteu reagent was measured at 760 nm
with a spectrophotometer Shimadzu UV-160A and gallic acid was used as a standard. The
results were expressed in milligram of gallic acid equivalent per gram of dry mass (and not on
a leaf area basis).

Total flavonoid determination. Flavonoid compounds were separated by HPLC (Waters
600 controller) and diode array detector (Waters 996). The injection volume was 20 pL on a
Zorbax column (Zorbax SB-phenyl 5 um, 4, 6 x 250 mm). The flow rate was 1 mL/min with
a linear gradient from 20 to 60 % of B (methanol) in A (acetic acid 0.1 %) during 45 min. No
identification of individual peaks was performed, since our goal was to assess the
performance of the Dualex to evaluate the flavonoid fraction as a whole. For each species, the
sum of peak areas integrated at 354 nm (maximum of absorbance of the main flavonoid
compounds isolated in our three species) was considered as a reasonable approximation of the
total flavonoid content.

Statistical analysis

As a prerequisite, to explore the chemical properties of the three species, indexes of
flavonoid richness (i.e., the number of flavonoid compounds) and diversity (based on the
number of flavonoid compounds and their relative abundance, by analogy with the Shannon
diversity index) were calculated. We also examined the intraspecific dissimilarity of flavonoid
composition by calculating a beta-diversity index following the Bray—Curtis method, based on
the presence/absence data. Whereas beta-diversity is commonly used in ecology to quantify a
floristic diversity among several sites or plant communities, it was used here to reflect the
chemical dissimilarity among plants within each species. It ranges from 0, when two plants
have exactly the same chemical composition, to 1, when two plants are strictly different. We
used ANOVAs to test if all these indexes were different among species and proceeded to
pairwise comparisons with post hoc Tukey tests.

The interspecific diversity of flavonoids was explored by means of a principal
component analysis (PCA) based on the relative area of the peaks detected at 354 nm for the
three species, to justify the species-specific calibration between LEA and chemicals methods,
as recommended by Barthod et al. (2007). Correlations between LEA and chemical methods
were then calculated for each species separately, using mixed-effects models. Total phenols or
total flavonoids were considered as fixed variables, whereas elevation and date were
considered as random factors. Each relationship was compared with its null model by an
ANOVA and was considered to be significant when the p value was inferior to 0.05. Though
controversial for mixed-effects models, R? was calculated according to Nakagawa and
Schielzeth (2013) to reflect the goodness of fit of relationships. We further tested if some
flavonoid compounds were more strongly linked to the LEA using mixed-effects models with
elevation and date as random factors and calculated for each species the relative frequency of
occurrence of these flavonoids significantly correlated to the LEA. Finally, the contribution of
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the elevation in explaining the variability of LEA, total phenols or total flavonoids for each of
the three species was assessed using mixed-effects models with date as random factor. All
analyses were done using R version 3.0.2 (Ime4 packages for mixed-effects modeling, ade4
package for multivariate analyses and vegan package for the calculation of diversity and
richness indexes; R  Foundation for  Statistical computing, Vienna, AT;
http://www.Rproject.org).

Results

Chemical characterization of the three alpine species

The three species exhibited high concentrations of total phenols that significantly differ
among them: Vm was the most concentrated species (mean = SD: 208.5 + 46.2 mg/g), Rf the
less one (126.0 £ 22.3 mg/g), and Do the intermediate one (179.4 + 28.5 mg/g, FIGURE 22a).
Total flavonoid content measured as the sum of peak areas detected by HPLC was more than
three times higher in Vm than in Do and Rf (FIGURE 22b). LEA estimated by the Dualex
device was higher in Rf (4.0 £ 0.3), intermediate in Vm (3.3 = 0.5) and lower in Do (2.9 £
0.4, FIGURE 22c). Flavonoid profiles exhibited in average six peaks for both Vm and Do, but
23 for Rf (FIGURE 23a). Consistently, flavonoid diversity calculated as a Shannon diversity
index was more than twice higher in Rf (2.6 + 0.2) than in Do andVm (1.2 £ 0.3 and 1.1
0.2, respectively, FIGURE 23b). The intraspecific diversity of flavonoid composition
calculated according to the Bray-Curtis method on the presence/absence data differed among
species (p < 0.001, FIGURE 24). Rf had the lowest dissimilarity index (0.22 £+ 0.8) meaning
that its flavonoid composition was more similar among Rf than among Vm (0.27 + 0.15) or
Do (0.30 £ 0.15, FIGURE 24). The principal component analysis (PCA) based on HPLC
peaks segregated plants into three distinct groups on the first two axes, which explained 37 %
of the total variance. These three groups corresponded to the three species, each of them
having a pool of characteristic compounds almost never shared with other species (Supporting
information, APPENDIX 1).

. (a) - (b) 5 <)
2 37 ¢ P b e
o vy 0 = . b
E o] 35 - 5 o ~ °
: 5 S BT
e 1z . Z20 % == a 47 =

T H
v g | b = = 25 == e ' :
< = : , =6 s & =+ T = '
= -1 1 T 1 *SE N E | 7 :
=2 =/ +~ B e N —— i i
= _ —_ w2 | H o 4

s =
Do Rf Vm = Do Rf Vm Do Rf Vm

FIGURE 22 : Phenolic composition of D. octopetala (Do), V. myrtillus (Vm) and R. ferrugineum (Rf) described
by a) the total phenol concentration expressed in milligram of gallic acid equivalent per gram of dry mass, b) the
total flavonoids as the total area of the flavonoid peaks determined by HPLC and c) the leaf epidermal
absorbance (LEA) measured by the Dualex device. Each box represents the lower quartile, the media (bold line),
and the upper quartile. Whiskers represent 1.5 times the interquartile range. Significant differences among
species at p<0.05 (Tukey test) are represented with different letters.
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FIGURE 23: Richness (a) and Shannon diversity (b) of flavonoid compounds in D. octopetala (Do), R.
ferrugineum (Rf), and V.myrtillus (Vm). Each box represents the lower quartile, the media (bold line), and the
upper quartile. Whiskers represent 1.5 times the interquartile range. Significant differences among species at
p<0.05 (Tukey test) are represented with different letters.
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FIGURE 24 : Bray-Curtis dissimilarity index calculated on the flavonoid composition of D. octopetala (Do), R.
ferrugineum (Rf), and V.myrtillus (Vm). Each box represents the lower quartile, the media (bold line), and the
upper quartile. Whiskers represent 1.5 times the interquartile range. Significant differences among species at
p<0.05 (Tukey test) are represented with different letters.

Correlations between LEA and total phenols or total flavonoids

Prior to further investigations, we explored the relationships between the LEA values of
the adaxial and abaxial sides for each species (supporting information, APPENDIX 2). Values
from the two leaf sides were slightly positively correlated for Do (R2 = 0.192, p = 0.018) and
Vm (R2 = 0.245, p = 0.009), but not for Rf (R2 = 0.003, p = 0.736). As a result, statistical
analyses were performed for the LEA values of the two leaf sides and their sum, but only
results obtained with this latter are presented, except where it is expressly stated.

The LEA, as the sum of adaxial and abaxial values, was slightly positively correlated to
the total phenol content determined by the Folin-Ciocalteu method for Rf (R2 = 0.172, p =
0.013) and Do (R? = 0.137, p = 0.045), and not significantly correlated for Vm (R2 = 0.096, p
= 0.118; FIGURE 25). The intercepts of the two significant correlations were different from
0, indicating that other components than phenolic compounds could be measured by the
Dualex. These correlations were not improved when using either adaxial or abaxial values
(TABLEAU 7). Correlation between LEA and total flavonoids as the total area of flavonoid
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peaks detected by HPLC was positive and significant in Rf (R2 = 0.318, p < 0.001) and not
significant in Do (R? = 0.108, p = 0.108) or in Vm (R? = 0.086, p = 0.142; FIGURE 26).
These correlations were not improved when using either adaxial or abaxial values
(TABLEAU 7). Analyses showed that some flavonoids were better correlated to LEA than
others (supporting information, APPENDIX 3), and that the relative frequency of occurrence
of these flavonoids significantly correlated to LEA was different among the three species (p <
0.001; FIGURE 27). Only 1 flavonoid compound out of the 14 detected for Do was positively
correlated to the LEA, 10 out of 36 for Rf and 2 out of 13 for Vm (Supporting information,
APPENDIX 3). The correlation between total flavonoids and total phenols was significant in
Vm (R2 = 0.722, p < 0.001) and Rf (R? = 0.491, p < 0.001), but not in Do (R? = 0.067, p =
0.179, Supporting information APPENDIX 4).

TABLEAU 7 : Correlations between total phenols (expressed as milligram of gallic acid equivalent per gram of
dry mass) or total flavonoids (as the sum of the peaks areas determined by HPLC at 354 nm) and leaf epidermal
absorbance from the adaxial or the abaxial leaf side or as the sum of the two leaf sides (LEA adaxial, LEA
abaxial, LEA sum, respectively). Correlations were performed for each species (Do: D. octopetala; Vm: V.
myrtillus; Rf: R. ferrugineum) performing mixed-effects models where site and date of sampling were considered
as random factors. Values are in bold when correlations are significant

LEA (sum) LEA (adaxial) LEA (abaxial)
P-value R? P-value R? P-value R?
Total phenols (mg/g)
Do 0.045 0.137 0.505 0.017 0.030 0.145
Rf 0.013 0.172 0.080 0.089 0.081 0.092
vm 0.118 0.096 0.586 0.012 0.096 0.109
Total flavonoids
Do 0.108 0.108 0.076 0.114 0.192 0.071
Rf <0.001 0.318 0.300 0.032 0.001 0.282
vm 0.142 0.086 0.149 0.083 0.195 0.067
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FIGURE 25 : Relationships between leaf epidermal
absorbance measured by the Dualex device (LEA)
and total phenol concentration expressed in
milligram of gallic acid equivalent per gram of dry
mass for D. octopetala (Do), R. ferrugineum (Rf),
and V.myrtillus (Vm). Regression lines are drawn
when p values < 0.05, according to the values fitted
by the mixed-effects models
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FIGURE 26 : Relationships between leaf epidermal
absorbance measured by the Dualex device (LEA)
and total flavonoids as the total area of flavonoid
peaks determined by HPLC for D. octopetala (Do),
R. ferrugineum (Rf), and V.myrtillus (Vm).
Regression lines are drawn when p values < 0.05,
according to the values fitted by the mixed-effects
models
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FIGURE 27 : Relative frequency of the occurrence of flavonoid compounds that are significantly correlated to
the leaf epidermal absorbance in D. octopetala (Do), R. ferrugineum (Rf), and V.myrtillus (Vm). Each box
represents the lower quartile, the media (bold line), and the upper quartile. Whiskers represent 1.5 times the
interquartile range. Significant differences among species at p<0.05 (Tukey test) are represented with different

letters.

Effects of elevation on phenolics

LEA, total phenol content and total flavonoid content tended to increase along the
elevational gradient (FIGURE 28), although relationships with elevation were only significant
for total flavonoids extracted from Rf (R? = 0.260, p = 0.002; FIGURE 28b) and for the LEA
measured on Do (R2=0.196, p = 0.019; FIGURE 28c).
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FIGURE 28 : Total phenols expressed in milligram of gallic acid equivalent per gram of dry mass (a), total
flavonoid as the total area of flavonoid peaks detected by HPLC (b), and leaf epidermal absorbance (c) in
function of elevation for each of the three species. Gray empty squares are used for D. octopetala (Do), full
circles for R. ferrugineum (Rf), and empty circles for V.myrtillus (Vm). Regression lines are drawn when the
chemical variable for a species is significantly correlated to elevation (p value < 0.05). Dashed line is used for
Do, solid lines for Rf, and dotted line for Vm

Discussion

The aims of this study were (1) to investigate the chemical characteristics of three alpine
plant species and (2) to test if the Dualex device could be an alternative to time-consuming
chemical methods to estimate plant phenol content. Although this device has been
successfully used for plants growing in relatively homogeneous environmental conditions
such as agri-environments, no publication has related the effectiveness of this method in wild
plants growing in changing environments such as mountain areas.

Chemical characterization of plant species

The three studied alpine species were characterized by different chemical profiles, both
in terms of quantity (total phenols or flavonoid contents and LEA Dualex values) and
composition. Interspecific comparisons of the total phenol contents have to be made with
caution, because the standard (gallic acid) probably does not have the same capacity as the
specific phenolic compounds to reduce the Folin reagent (Appel et al. 2001). Flavonoid
richness was more than three times and flavonoid diversity more than two times higher in Rf
species than in the two other species. The intraspecific diversity of flavonoid composition,
calculated according to the Bray-Curtis method on the presence/absence data, was lower in Rf
than in Vm and Do which means that the pool of flavonoid compounds was more
homogeneous among Rf plants than among plants of the two other species.

Beyond these quantitative aspects, plant species also differed by their flavonoid
composition. Although from the same botanical family, flavonoid composition largely
differed for the two Ericaceae species (Rf andvVm) (Supporting information, APPENDIX 1).
Studies investigating the phenolic content of these species reported some common compounds
such as chlorogenic acid and quercetin conjugates (Witzell et al. 2003; Louis et al. 2010).
These differences among species, both in terms of flavonoid quantities and especially in terms

73



ARTICLE 1

of flavonoid composition, supported the necessity to perform species-specific Dualex
calibration, as recommended by Barthod et al. (2007).

The great intraspecific variability of polyphenol content found within the three
investigated alpine species could be attributed both to genotype and environmental conditions
(Navas-Lopez et al. 2014) which are highly variable in mountainous regions. A large number
of studies have already shown that phenolic concentration in plants increases along
elevational or latitudinal gradients (Spitaler et al. 2008; Martz et al. 2010) as a response to
decreasing temperature (Albert et al. 2009), increasing light (UV) intensity (Jaakola and
Hohtola 2010) and general stressful and unfertile soil conditions. In our study, polyphenols
tend to increase with elevation, but this trend was only significant for total flavonoids in Rf
and for the LEA measured on Do. While Martz et al. (2010) found a significant increase of
Folin-Ciocalteu values and flavonol content with elevation in Vm leaves, no significant trend
was found in our study for this species. Elevational gradient could also induce
mesotopographical variability at a very fine scale that locally induces great variability in
temperature, exposure and soil fertility. This may in turn lead to a great variability in
secondary metabolite compounds that could explain the weak relationships between our
variables and elevation.

Can Dualex LEA predict total phenols or total flavonoid contents in alpine
plants?

The LEA measured by the Dualex was weakly correlated to total phenol content for Rf
and Do, and not significantly correlated for Vm. Although significant for Rf and Do, these
relationships remained more tenuous than those found by Barthod et al. (2007) for Acer
platanoides L. and Fraxinus excelsior L. It may be possible that the Dualex device could
underestimate the total phenol content of plant species if the wavelengths of its main phenolic
compounds are far from 375 nm. For example, chlorogenic acid — a major phenolic compound
in Vm (with concentration going up to 66 mg/g DM in green leaves, Liu et al. 2014) — has a
maximum absorbance at 325 nm and may be poorly detected by the Dualex device. It is also
possible that the Folin-Ciocalteu method overestimates the total phenol content, because it
measures all substances with reducing properties (Castro-Alves and Cordenunsi 2014)
including non-phenolic compounds. For example, acid ascorbic, known for its antioxidant
properties, has been reported to be more abundant in alpine plants than in lowland plants in
response to increased UVB radiation (Streb et al. 1997; Smirnoff 2000) and has been detected
as the main antioxidant component in Do (Wildi and Litz 1996). This hypothesis could be
supported by the absence of correlation found between total phenols and total flavonoids for
this species, which indicated that flavonoids did not explain the measured antioxidant
components (Supporting information, APPENDIX 4).

The LEA was not better explained by total flavonoids determined as the sum of peak
areas detected by HPLC. These results were contrary to our expectations and to other studies
that found a significant linear relationship between LEA and total flavonoids detected by
HPLC at 375 nm in Betula pendula R. leaves (Morales et al. 2010) and Vitis vinifera L. leaves
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(Agati et al. 2008). Interestingly, some flavonoid compounds were better correlated to LEA
than others (Supporting information, APPENDIX 1). Having a large number of flavonoid
compounds could increase the probability of having some of them measurable by the Dualex
device. This could explain why the Dualex efficiency was more accurate for the Rf species,
which had the highest flavonoid richness and the largest proportion of flavonoid compounds
significantly correlated to the Dualex. Moreover, the intraspecific diversity of the flavonoid
composition was lower in Rf than in the two other species. Since the nature of flavonoid
compounds seems to be of prime importance to explain the Dualex efficiency, this may partly
explain why the calibration between LEA and chemical methods was possible for Rf and not
for the two other species.

Because the three studied species were polyphenol rich, it is possible that the Dualex
device was limited by the saturation phenomenon. If so, the high concentration of metabolites
would lead to a decrease in Dualex accuracy as the phenolic content increases. The lack of
plateau when looking at the relationship between LEA and total phenols did not support this
hypothesis. Moreover, the strongest relationship between LEA and total phenols or total
flavonoids was found for Rf that also had the highest LEA (LEA as the sum of the two leaf
sides superior to 4).

Kolb and Pfiindel (2005) argued that leaf structure organization could influence
epidermal UV absorbance measurements. These authors compared UV absorbance of leaf
epidermis with UV absorbance of leaf phenolics extracted from Vitis vinifera L. and Hordeum
vulgare L. leaves. They suggested that the optical heterogeneity of the leaf epidermis was one
of the factors that could interfere with the relationship between leaf epidermal screening and
phenolic absorbance. For example, thick leaf cuticle, presence of numerous leaf veins and
irregular leaf surfaces are some of the leaf structures that could interfere with LEA.
Surprisingly, the best predictions of phenolic estimation by LEA were observed for Rf
evergreen leaves, characterized by thick and brilliant cuticle on the adaxial side and rough
orange-brown layer on the abaxial side (that gives the name “ferrugineum” to the species). On
the contrary, there was no relationship between LEA and total flavonoids or total phenols for
the very thin and deciduous Vm leaf. It is then unlikely that such structural parameters could
be responsible of this discrepancy.

Finally, flavonoid location in leaves could also explain the calibration failure between
LEA and chemical methods. As pointed out by Cerovic et al. (2012), the Dualex device
determines the content of flavonoids located in the leaf epidermis, whereas HPLC detects
these compounds from the whole leaf extract. Even if flavonoids are frequently located in the
leaf epidermis due to their UV screen properties, they are also detected in mesophyll cells to
ensure roles such as antioxidant activities (Agati and Tattini 2010). Improving the calibration
by taking into account the phenolics from the leaf mesophyll would imply realizing the same
measurements on peeled leaves (Bidel et al. 2007). However, stripping off the epidermis is
inapplicable to many plant species (especially, those with thick leaves such as Vm) and would
be destructive, which would make the Dualex far less attractive.
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Conclusions

From our results, complex and mixed species-specific relationships emerged between
total phenols, total flavonoids and leaf epidermal absorbance in three common alpine species.
The content and localization of different classes of polyphenols will vary according to
environmental confounding factors along elevational gradients. This could explain why the
Dualex device cannot accurately predict the total phenol or total flavonoid contents for any of
the alpine species investigated in this study. However, even if this optical technique cannot
replace traditional chemical methods, it could still be useful to explore plant responses to
individual ecological factors such as changes in light intensity, soil nutrient richness or
herbivory intensity.
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Supporting information

APPENDIX 1 : Principal Component Analysis (PCA) of the leaf flavonoid composition (i.e. peaks detected by
HPLC at 354 nm) of Dryas octopetala (Do), Rhododendron ferrugineum (Rf) and Vaccinium myrtillus (Vm).The
first axis explains 24% of the variation and the second 13%. Points represent plants grouped by species with
ellipses

Axis 2 (13 %)

Axis 1 (24 %)
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APPENDIX 2 : Adaxial leaf epidermal absorbance (LEA) in function of abaxial LEA for Dryas octopetala (Do),
Rhododendron ferrugineum (Rf) and Vaccinium myrtillus (Vm). Regression lines are drawn when correlations

are significant (p-value<0.05)

Adaxial LEA

24

2.0 o m.

16 159

1.0 1.5

Abaxial LEA

APPENDIX 3: Peaks separated by HPLC in Dryas octopetala (Do), Rhododendron ferrugineum (Rf) and
Vaccinium myrtillus (Vm) and their retention times. The p-value and sign of correlation between the compound
area (at 354 nm) and the LEA (calculated separately for each species) are given and in bold when significant

Correlations with LEA

HPLC peak RT (min) Do Rf vm

1 18.1 - - -

2 20.5 - 0.556 (+) 0.812 ()
3 21.1 - - 0.665 (-)
4 21.8 - 0.272 (+) -

5 23.3 - 0.842 () -

6 23.4 - 0.721 (+) -

7 26.7 - 0.017 (+) -

8 27.4 - 0.045 (+) -

9 29.5 0.005 (+) 0.135 (+) -

10 31.6 0.069 (+) - -

11 30.3 - 0.468 (+) -

12 31.8 - 0.245 (+) -

13 323 - 0.24 (+) -

14 329 - 0.716 (-) -

15 33.8 0.41 (+) 0.47 (-) -

16 35.8 - - -

17 36.7 0.178 (+) 0.037 (+) -

18 37.7 0.358 (+) 0.038 (+) 0.067 (+)
19 38.1 0.624 (+) 0.022 (+) -

20 39.8 - 0.001 (+) 0(+)
21 40.6 0.925 (+) 0.678 (+) -

22 40.9 - 0.032 (+) -

23 41.3 0.242 (+) 0.01 (+) 0.028 (+)
24 42.9 - 0.211 (+) -
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25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43

43.8
44.4
46
47.2
48.5
49.9
51.2
51.8
52.9
53.2
53.8
54.9
55.6
55.8
56.1
56.5
58.4
58.9
63.7

0.678 (-)

0.422 (+)
0.275 (+)
0.039 (-)
0.048 (+)
0.935 ()
0.183 (+)
0.775 (-)

0.932 (+)
0.659 (+)
0.506 (+)
0.366 (-)

0.014 ()
0.013 (+)
0.229 (-)
0.084 (+)

0.412 (+)
0.155 (+)

0.071 (+)

0.008 (-)

0.053 (-)

APPENDIX 4 : Relationship between total phenol content expressed in mg of gallic acid equivalent per gram of
dry mass and total flavonoids as the sum of peaks areas determined by HPLC of Dryas octopetala (Do),
Rhododendron ferrugineum (Rf) and Vaccinium myrtillus (Vm). Regression lines are drawn when p-
values<0.05, according to the values fitted by the mixed effects model

Total phenols (mg/g)

350
300
250
200
150

100

0.0e+00

1.0e+11  2.0e+11

3.0e+11

Total flavonoids
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Résumé

Les plantes font face & un compromis entre croitre et se défendre afin de se maintenir
dans leur environnement. L’expression de traits liés a 1’acquisition des ressources,
conditionnant la capacité des plantes a croitre, s’organise sous forme d’un gradient appelé
spectre d’économie foliaire, aux extrémités duquel se trouvent les espéces a stratégies
conservatrice et exploitatrice. Selon I’hypothése du compromis entre croissance et défense, les
plantes a stratégie conservatrice, dont la croissance est lente, devraient contenir davantage de
composés de défense que les especes a stratégie exploitatrice.

Dans cette étude, nous avons caractérisé vingt espéeces vegétales typiques de prairies
subalpines, de deux groupes phylogénétiques (monocotylédones, dicotylédones) et de quatre
formes de croissance (graminées, laiches, herbacées non-graminoides, buissons), par cing
traits foliaires reflétant leur capacité a croitre et a se défendre : azote, digestibilité, carbone,
phénols totaux, lignine. Nous avons exploré le lien entre les stratégies de croissance et de
défense des plantes. Six especes étaient communes a plusieurs sites, nous permettant
d’évaluer I’influence du contexte environnemental sur la hiérarchisation des espéeces.

Les résultats mettent en évidence un gradient d’especes opposant les monocotylédones
aux dicotylédones, respectivement associées a des profils d’especes conservatrices ou
exploitatrices, suggérant un conservatisme phylogénétique des syndromes de traits liés a
I’acquisition des ressources. La présence de composés de défense (polyphénols, lignine)
n’était pas associée aux especes a stratégie conservatrice. La hiérarchisation des espéces était
conservée malgré I’influence du contexte environnemental sur la variabilité intra-spécifique
des traits. S’appuyant sur une revue de la littérature, nos résultats suggerent que 1’absence de
relation entre stratégies de croissance et de défense pourrait s’expliquer par la difficulté a
déterminer un syndrome de traits de défense, en raison de la grande diversité de composés de
défense existant chez les plantes.

Mots-clés : Spectre d’économie foliaire (LES), défense, polyphénols, lignine, variabilité
intra- et inter-spécifique

81






INTRODUCTION

Introduction

Les plantes sont soumises a de nombreuses contraintes pouvant étre biotiques, telles que
la présence de pathogenes ou herbivores, ou abiotiques, telles que les conditions
météorologiques (Chapin et al. 2011). Pour se maintenir dans leur environnement malgré ces
contraintes, les plantes font face a un compromis entre croitre et se défendre. L’existence de
ce compromis se base sur I’hypothese que les plantes ont a disposition une quantité limitée de
ressources, qu’elles peuvent investir dans les mécanismes favorisant la croissance ou au
contraire dans ceux favorisant la défense (Coley et al. 1985 ; Herms et Mattson 1992). Ces
mécanismes se traduisent par I’expression de certaines caractéristiques morphologiques,
physiologiques et phénologiques, aussi appelés traits fonctionnels (Violle et al. 2007).

Plusieurs traits ont été identifiés comme jouant un réle majeur dans le processus
d’acquisition des ressources des plantes, conditionnant ainsi leur capacité a croitre. Ces traits,
regroupés en syndromes de traits (Agrawal et Fishbein 2006), définissent le spectre
d’économie foliaire (Leaf Economic Spectrum, LES), qui refléte le compromis entre la vitesse
d’acquisition des ressources et la capacité de conservation de ces ressources (Reich et al.
1997 ; Wright et al. 2004). Le gradient oppose des especes dites « exploitatrices »,
caractérisées par des traits foliaires permettant une acquisition rapide et une conservation sur
le court-terme des ressources, a des espéces dites « conservatrices » dont les caractéristiques
sont opposées.

Contrairement au gradient de stratégies d’acquisition des ressources, validé par de
nombreuses études, 1’établissement d’un gradient de stratégies de défense demeure un défi en
écologie. Cette difficulté s’explique par la diversité de défenses existant dans le régne végétal
qu’elles soient de nature physique ou chimique, et reposant dans ce dernier cas sur des
composés minéraux (ex : silice ; Massey et Hartley 2006) ou organiques (Mithofer et Boland
2012). Ces derniers appartiennent pour la plupart aux métabolites secondaires végétaux et
présentent une diversification structurale extréme, communément simplifiée en trois grandes
classes — les composés phénoliques (> 9000 composés), les terpenes (> 30 000 composés) et
les composes azotés dont les alcaloides (> 12 000 composés) — et jouent un role prépondérant
dans la défense des plantes contre les herbivores (Pfister et al. 2001 ; Thompson et al. 2001 ;
Mithofer et Boland 2012). D’autres composés ayant avant tout un role structural chez les
plantes, tels que la lignine, la cellulose ou I’hémicellulose, peuvent également affecter la
digestion des herbivores (Moore et Jung 2001). En général, les plantes ne contiennent pas un
seul de ces composés pour se défendre, mais une combinaison de plusieurs d’entre eux, dont
les effets peuvent étre synergiques (Agrawal et Fishbein 2006 ; Richards et al. 2015).
Cependant, I’ensemble de ces composés est rarement étudié de fagon simultanée, car les
méthodes pour les doser sont souvent colteuses et chronophages.

Cette difficulté a caractériser des syndromes de traits de défense explique certainement le
peu d’études ayant tenté de relier la capacité des plantes a acquérir des ressources a la
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capacité des plantes a se défendre. Il a néanmoins été montré que des traits foliaires de
défense tels que la résistance des feuilles (Baroloto et al. 2010), le contenu en matiére séche
ou encore la teneur en tannins (Mason et Donovan 2014) étaient associés a des espéces a
stratégie conservatrice. Conformément a I’hypothése du compromis entre croissance et
défense (Coley et al. 1985 ; Herms et Mattson 1992), Mason et Donovan (2014) justifient ces
résultats par le colt élevé nécessaire a la production de défenses constitutives, qui n’est

rentabilisé que si ces défenses assurent a la plante une longue durée de vie.

Les plantes des prairies subalpines sont soumises a des conditions climatiques
rigoureuses, caractérisees essentiellement par de fortes amplitudes thermiques et un
rayonnement solaire important. Leur saison de végétation est courte, conditionnée par la
présence prolongée du manteau neigeux (Koérner 2003). Ces plantes sont également exposées
de fagon permanente aux herbivores, dont le role de structuration des communautés végetales
est essentiel (Bakker et al. 2006 ; Borer et al. 2014). Dans ce milieu soumis a de fortes
contraintes environnementales, notre étude vise a comprendre les relations existant entre la
capacité des plantes a acquérir les ressources et leur capacité a se défendre. C’est pourquoi
cinq traits, pouvant refléter la stratégie d’acquisition des ressources, la qualité nutritive et la
stratégie de défense des plantes ont été mesurés. Vingt espéces végeétales représentant quatre
formes de croissance contrastées (graminées, laiches, herbacées non-graminoides, buissons
décidus), appartenant a deux grands groupes phylogénétiques distincts (monocotylédones et
dicotylédones), et couvrant une grande partie du spectre d’économie foliaire des prairies
subalpines ont été choisies.

Parmi les traits mesurés, la teneur en azote est un indicateur de la concentration en
protéines et refléte la capacité d’acquisition des ressources. Une forte teneur en azote est
généralement caractéristique d’espéces a stratégie exploitatrice (Diaz et al. 2004). La
digestibilite correspond a la proportion de matiere seche, de matiére organique et de
nutriments absorbés lors du passage dans le tube digestif des herbivores (Allen et al. 2011) et
représente une mesure synthétique de la quantité d’énergie disponible pour les herbivores
dans les constituants de la plante (Bruinenberg et al. 2002). Bien qu’aucune étude n’ait établi
de lien direct entre la digestibilité et le gradient d’économie foliaire a notre connaissance, les
especes a forte digestibilité sont généralement caractérisées par des traits typiques de la
stratégie exploitatrice. La teneur en carbone est considérée comme un indicateur des stratégies
d’acquisition des ressources et de défense (Fortunel et al. 2012), dont les fortes valeurs sont
généralement caractéristiques d’especes conservatrices (Collins et al. 2016). Le ratio C/N est
souvent utilisé comme un indicateur du compromis entre stratégies, ou les especes
conservatrices sont associées a un fort C/N relativement aux espéces exploitatrices. Les
composés phénoliques, ubiquistes chez les végétaux et souvent présents en quantité non
négligeable (de 1% a 25% de la masse seche ; Hattenschwiler et Vitousek 2000), participent a
la défense constitutive ou induite des plantes contre les herbivores (Mithdfer et Boland 2012).
L’ensemble des polyphénols d’une plante est souvent estimé par un dosage global des
« phénols totaux ». L’utilisation de la teneur en phénols totaux en tant que trait fonctionnel
doit se faire avec prudence. En effet, cette mesure est basée sur la propriété réductrice des
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composés phénoliques et regroupe ainsi un grand nombre de composés tres divers
structurellement (allant des monomeres phénoliques de faible PM aux structures polymérisées
comme les tannins) et réagissant spécifiquement avec le réactif utilisé, d’ou un probléme de
validité des comparaisons interspécifiques (Appel et al. 2001). Enfin, la lignine est un
polymere polyphénolique de structure qui constitue avec la cellulose et les hémicelluloses les
fibres pariétales. Elle est souvent responsable de la qualité médiocre des plantes de par sa
résistance a la biodégradation (Crampton and Maynard 1938 ; Moore et Jung 2001).

L’objectif principal de cette étude est d’évaluer le lien entre la stratégie d’acquisition des
ressources et la stratégie de défense dans le milieu contraint que représente une prairie alpine.
Nous émettons 1’hypothése que, conformément a la littérature, les espéces conservatrices
devraient présenter plus de composés de défense (i.e. composés phénoliques et lignine) que
les espéces exploitatrices. Nous avons également regardé si la hiérarchisation des especes le
long de ces gradients pouvait étre influencée par la variabilité intra-spécifique des valeurs de
traits mesurées. Enfin, les composes phénoliques et la lignine ne représentant qu’une fraction
des composés de défense possibles chez les plantes, nous avons voulu renforcer notre
interprétation en nous appuyant sur une analyse bibliographique des composés de défense
présents chez les vingt especes considérées dans cette étude. Cette revue viendra en appui de
la caractérisation des espéeces par les cing traits mesurés dans cette étude, dans le but
d’améliorer la compréhension du lien entre la stratégie d’acquisition des ressources et la
stratégie de défense chez les plantes subalpines.

Matériels et méthodes

Echantillonnage des plantes

L’échantillonnage du matériel végétal a été effectué sur les trois sites de ’alpage
d’Armenaz décrits précédemment (TABLEAU 1), du 15 au 18 juillet 2014 sur les deux sites
fréquentés par les chamois (WC1 et WC2) et le 20 ao(t 2014 sur le site fréquenté par les
génisses (DH). Vingt espéces végétales ont été choisies en raison de leur forte abondance et
de leur large distribution spatiale, de leur diversité taxonomique (11 familles différentes,
regroupeées en deux groupes phylogénétiques distincts : monocotylédones et dicotylédones) et
de leur diversité de formes de croissance (graminées, laiches, herbacées non-graminoides,
buissons décidus) (TABLEAU 8). Certaines espéces étaient communes entre plusieurs sites,
portant a 27 le nombre de populations. Ici le terme « population » désigne une combinaison
« espéce-site ». L’échantillonnage a été réalisé dans 5 quadrats (1 x 1 m) répartis
aléatoirement sur chacun des sites. Ainsi, nous disposons de 5 réplicas par population, chacun
de ces réplicas étant constitué d’un « pool » de plusieurs individus. Les échantillons ont été
séchés a température ambiante pendant une semaine et ont été stockés dans des sachets en
papier a I’abri de la lumiere jusqu’a ce qu’ils soient analysés.
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TABLEAU 8 : Populations échantillonnées en été 2014, sur les 3 sites de 1’étude (WC1, DH, WC2). Les codes des populations sont constitués des deux premieres lettres du
nom de genre et des deux premiéres lettres du nom d’espéce. Les deux derniéres lettres concernent le site d’échantillonnage. L’abondance relative (%) des espéces sur les sites
est donnée apres le nom de code

Espéces Famille Formede \ycy DH wC2

croissance
Agrostis capillaris Poaceae Grass AGCA_DH (11.7 %)
Arnica montana Asteraceae Forb ARMO_WC1 (6.9 %) ARMO_DH (4.0 %)
Briza media Poaceae Grass BRME_WC2 (3.5 %)
Carex sempervirens Cyperaceae Sedge CASE_WC1 (3.6 %) CASE_WC2 (14.9 %)
Chaerophyllum hirsutum  Apiaceae Forb CHHI_DH (8.2 %)
Crepis conyzifolia Asteraceae Forb CRCO_WC1 (22%) CRCO_DH (1.5 %)
Avenella flexuosa Poaceae Grass AVFL_WC1 (9.3 %)
Festuca nigrescens Poaceae Grass FENI_WC1 (3.1 %) FENI_DH (11.3 %) FENI_WC2 (4.0 %)
Gentiana purpurea Gentianaceae Forb GEPU_WC1 (1.6 %) GEPU_DH (6.2 %)
Lotus corniculatus Fabaceae Forb LOCO_WC2 (3.6 %)
Nardus stricta Poaceae Grass NAST_WCL1 (6.6 %) NAST_DH (6.9 %)
Onobrychis montana Fabaceae Forb ONMO_WC2 (1.8 %)
Phleum alpinum Poaceae Grass PHAL_DH (2.7 %)
Plantago atrata Plantaginaceae Forb PLAT_WC2 (2.3 %)
Potentilla erecta Rosaceae Forb POER_DH (3.8 %)
Prunella vulgaris Lamiaceae Forb PRVU_WC2 (2.3 %)
Pulsatilla alpina Ranunculaceae  Forb PUAL_WC1 (1.7 %)
Serratula tinctoria Asteraceae Forb SETI_WC2 (4.8 %)
Sesleria caerulea Poaceae Grass SECA_WC2 (11.4 %)
Vaccinium myrtillus Ericaceae Shrub VAMY_WC1 (5.4 %)
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MATERIELS ET METHODES

Analyses chimiques

Les analyses chimiques des plantes ont été réalisées a partir de matériel sec finement
broyé. Les teneurs en carbone et azote ont été déterminées grace a un analyseur CHN (voir
partie 5.1, p54). Les composés phénoliques ont été extraits a 1’éthanol et dosés selon la
méthode de Folin-Ciocalteu (voir partie 5.2, p54). La teneur en lignine ainsi que la
digestibilité ont été estimées par spectroscopie proche infra-rouge (NIRS, voir parties 5.3 et
5.4, p55). Les teneurs en carbone, azote et lignine ainsi que la digestibilité sont exprimeées en
mg/g MS. La teneur en phénols totaux est exprimée en mg/g de MS, en équivalent d’acide
gallique. Le ratio C/N est sans unité.

Analyses statistiques

Pour visualiser les profils chimiques des 27 populations étudiées en fonction des traits de
« croissance » et de « défense », une analyse en composantes principales (ACP normée) a été
réalisée a partir des 135 individus de plantes échantillonnés (27 populations x 5 réplicas). Les
individus sont caractérisés par leurs teneurs en carbone, azote, phénols totaux, lignine ainsi
que par leur digestibilité. Le regroupement des espéces par les différentes formes de
croissance a été représenté graphiquement. La différence de composition chimique entre les
formes de croissance a été testée statistiquement par des ANOVAS, réalisées pour chaque trait
chimique (carbone, azote, ratio C/N, phénols totaux, lignine, digestibilité ; une ANOVA par
trait). Ces analyses ont été suivies de tests post-hoc de Tukey pour comparer les formes de
croissance deux a deux.

La variabilité intra-spécifique des traits chimiques étudiés a été explorée statistiquement,
d’une part pour les especes communes entre les sites WC1 et DH (5 espéces communes), et
d’autre part pour les espéces communes entre les sites WC1 et WC2 (2 especes communes).
Pour cela, des ANOVAs ont été utilisées pour tester 1’effet du site (WC1 et DH ; ou WCL1 et
WC2), de I’espece (les 5 espeéces communes a WC1 et DH ou les deux espéces communes a
WC1 et WC2 ; voir TABLEAU 8) ainsi que I’interaction « Sitexespéce », sur chaque trait
mesuré (carbone, azote, C/N, phénols totaux, lignine, digestibilité ; une ANOVA par trait).
Lorsque I’ANOVA était significative, un test post-hoc de Tukey a été realisé pour mettre en
évidence I’effet du site au sein de chaque espece. Afin d’évaluer I’importance relative du site,
de I’espéce et de I’interaction « sitexespéce » sur les différents traits mesurés, une analyse de
décomposition de variance a été réalisée d’une part pour les espéces communes aux sites
WC1 et DH, et d’autre part pour les deux espéces communes aux sites WC1 et WC2.
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Résultats

Profils globaux des espéces en fonction des traits de « croissance » et de
« défense » étudiés

Le premier axe de ’ACP (38% de I’inertie) est structuré par la teneur en azote et par la
teneur en phénols totaux (FIGURE 29), qui sont positivement corrélées (r=0.30, p<0.001 ;
informations supplémentaires, APPENDIX 5). Il est a moindre mesure déterminé par la
digestibilité, positivement corrélée a la teneur en azote (r=0.41, p<0.001) et a la teneur en
phénols totaux (r=0.56, p<0.001 ; informations supplémentaires, APPENDIX 5). Ce premier
axe ségrége les especes en fonction de leur origine phylogénétique : il oppose les especes
monocotylédones (ex. Nardus stricta, Sesleria caerulea), caractérisées par des faibles teneurs
en azote, phénols totaux et digestibilité, aux especes dicotylédones (ex. Onobrychis montana,
Crepis conyzifolia, Vaccinium myrtillus) dont les caractéristiques sont opposées.

(a) (b) lignine d=05
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FIGURE 29 : Représentation de 1’analyse en composantes principales (ACP) du premier axe en fonction du
deuxieme axe. (a) Individus échantillonnés (points) regroupés par population (étiquettes, voir TABLEAU 8 pour
les noms entiers d’espéce). Les fléches rouges symbolisent la variabilité intra-spécifique des especes
échantillonnées sur plusieurs sites. Elles relient les barycentres des individus échantillonnés sur le site WC1 a
ceux des individus échantillonnés sur le site DH (fleches en trait plein), et de la méme maniére entre les sites
WC1 et WC2 (fleches en traits pointillés). (b) Traits des plantes (carbone, azote, phénols totaux, lignine,
digestibilité ; fleches). (c) Individus regroupés par forme de croissance (« + » pour les graminées ou « grass »,
n=10 populations; « o » pour les laiches ou « sedge », n=2 populations ; « ¢ » pour les herbacées non-
graminoides ou « forb », n=14 populations ; « * » pour les buissons décidus ou « shrub », n=1 population) et par
groupe phylogénétique (monocotylédones et dicotylédones)
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Le deuxiéme axe (23% de D’inertie) est essentiellement caractérisé par la teneur en
lignine (FIGURE 29). Cette derniére est positivement corrélée a la teneur en azote (r=0.25,
p<0.01) et a la teneur en phénols totaux (r=0.18, p<0.05) mais n’est pas corrélée aux deux
autres traits (informations supplémentaires, APPENDIX 5). Ce deuxieme axe ségrége les
espéces au sein des deux groupes phylogénétiques en fonction de la teneur en lignine des
espéces. Au sein des monocotylédones graminoides, il oppose les graminées aux laiches, dont
la teneur en lignine est supérieure. Au sein des dicotylédones, il oppose les buissons a forte
teneur en lignine aux herbacées dicotylédones, caractérisees par une variabilité intra-groupe
élevée le long de cet axe.

Enfin, le troisiéme axe (20% de I’inertie) refléte majoritairement la teneur en carbone des
plantes, et ségrége les buissons des autres espéces (FIGURE 30). A noter que la teneur en
carbone n’est corrélée a aucun des quatre autres traits étudiés (informations supplémentaires,
APPENDIX 5).

(b) carbone
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VAMY_WC1

phénols
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ONMO_WC2 azote
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FIGURE 30 : Représentation de l'analyse en composantes principales (ACP) du premier axe en fonction du
troisieme axe. (a) Individus échantillonnés (points) regroupés par population (étiquettes, voir TABLEAU 8 pour
les noms entiers d’espéce). Les fléches rouges symbolisent la variabilité intra-spécifique des espéces
échantillonnées sur plusieurs sites. Elles relient les barycentres des individus échantillonnés sur le site WC1 a
ceux des individus échantillonnés sur le site DH (fleches en trait plein), et de la méme maniére entre les sites
WC1 et WC2 (fleches en traits pointillés). (b) Traits des plantes (carbone, azote, phénols totaux, lignine,
digestibilité ; fleches). (c) Individus regroupés par forme de croissance (« + » pour les graminées ou « grass »,
n=10 populations; « 0 » pour les laiches ou «sedge », n=2 populations; « ¢ » pour les herbacées non-
graminoides ou « forb », n=14 populations ; « * » pour les buissons décidus ou « shrub », n=1 population)
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La modélisation des différents traits par des ANOVAS confirme les résultats de I’ACP, et
montre que les valeurs de ces traits varient en fonction des formes de croissance (FIGURE
31). Les buissons (« shrub », ici représentés uniquement par V. myrtillus) se caractérisent ainsi
par des fortes teneurs en carbone (491+8 mg/g), phénols (202+12 mg/g) et lignine (46+7
mg/g), significativement supérieures en comparaison des autres formes de croissance
(FIGURE 31a, d et e respectivement). Les herbacées non-graminoides («forb») se
distinguent des autres formes de croissance par une faible teneur en carbone (431+19 mg/qg) et
une forte teneur en azote (18.9+5 mg/g) (FIGURE 31a et b respectivement). Leur teneur en
phénols est intermédiaire vis-a-vis des autres formes de croissance (71+2 mg/g ; FIGURE
31d). Les graminées et les laiches ont un ratio C/N élevé (respectivement 3317 et 30+2 ;
FIGURE 31c) et une faible teneur en phenols totaux (respectivement 2714 mg/g et 28+4
mg/g ; FIGURE 31d). Au sein des graminoides, les graminées (« grass ») different des laiches
(« sedge ») par leur teneur en lignine, significativement inférieure chez les graminées (20+£9
mg/g ; FIGURE 31e). La digestibilité des espéces non-graminoides (buisson et herbacées non-
graminoides) est significativement supérieure a celle des especes graminoides (graminées et
laiches) (respectivement 750+30 mg/g, 740+50 mg/g, 630+90 mg/g et 590+20 mg/g;
FIGURE 31f).
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FIGURE 31 : Variables chimiques (carbone, azote, ratio C/N, phénols totaux, lignine, digestibilité) en fonction
des formes de croissance des plantes (Buissons décidus ou « Shrub », n=1 population ; Herbacées non-
graminoides « Forb », n=14 populations ; Graminées « Grass », n=10 populations ; Laiches « Sedge », n=2
populations). Chaque boite @ moustache représente le quartile inférieur, la médiane (ligne en gras) et le quartile
supérieur. Les moustaches correspondent a 1.5 fois I’intervalle interquartile. Les valeurs indiquées dans les
cadres en haut a droite de chaque figure correspondent aux valeurs F des ANOV As testant 1’effet des formes de
croissance sur chaque trait chimique. Le niveau de significativité de ces tests est indiqué:  p-value<0.1, * p-
value<0.05, ** p-value<0.01, ***p-value<0.001. Les différences significatives entre les formes de croissance
(test de Tukey, p<0.05) sont indiquées par différentes lettres placées au dessus des boites

Variabilité intra-spécifique des traits mesurés

La composition chimique des especes communes a plusieurs sites varie en fonction du
site sur lequel elles ont été échantillonnées. Concernant les sites WC1 et DH, les 6 variables
mesurées sur les 5 espéces communes sont influencées par le site d’échantillonnage (i.e.
variable « site » et/ou interaction « site x espece » significative ; FIGURE 32, TABLEAU 9).
Les individus échantillonnés sur le site DH relativement a ceux échantillonnés sur le site WC1
se caractérisent par des teneurs en carbone inférieures (de -0.5% pour N. stricta a -6% pour A.
montana ; FIGURE 32a), des teneurs en phénols totaux inférieures (de -8% pour G. purpurea
a -31% pour A. montana ; FIGURE 32d), des teneurs en lignine supérieures (de +14% pour F.
nigrescens a +237% pour G. purpurea ; FIGURE 32¢) et des digestibilités inférieures (de -3%
pour G. purpurea a -12% pour C. conyzifolia ; FIGURE 32f). L’effet du site sur la teneur en
azote est contrasté selon les espéces (de -24% pour C. conyzifolia a + 45% pour F.
nigrescens ; FIGURE 32b).
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FIGURE 32 : Représentation des différents traits des plantes des espéces communes aux sites WC1 et DH, en fonction de ’espéce (noms complets dans TABLEAU 8) et du
site (bleu : site WC1, jaune : site DH). Les différences de valeurs de traits entre les deux sites sont représentés lorsqu’elles sont significatives (*, p<0.05) ou marginales (°,

0.05<p<0.1)
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TABLEAU 9 : Résultats des ANOVAs concernant I’effet du site (WC1 et DH) et de I’espéce (ARMO, CRCO,
FENI, GEPU, NAST) sur les traits mesurés (carbone, azote, C/N, phénols totaux, lignine, digestibilité). " :
p>0.05, * : p<0.05, **: p<0.01, *** : p<0.001

Phénols

Carbone Azote CIN Lignine Digestibilité
totaux
(Sdlf‘ezl 34) F=12.58** F=0.65"° F=0.93"%  F=147.9%%* F=15.15%** F=32.28***
(Edsfp:e:% 2 F=2855%%%  F=22.26%**  F=17.48% F=32577%** F=2.41 F=85.66***
?A}e::jsgf)ce F=2.98* F=8.3g***  F=0.12%%* F=geg**  F=150"  F=108"S

Concernant les especes communes aux sites WC1 et WC2, seules la teneur en phénols
totaux ainsi que la digestibilitt chez F. nigrescens sont influencées par le site
d’échantillonnage (FIGURE 33). Les individus de cette espéce échantillonnés sur le site WC2
relativement a ceux échantillonnés sur le site WC1 ont une teneur en phénols totaux
significativement supérieure (+33.5%) et une digestibilité significativement inférieure (-6%)
(FIGURE 33d et f, TABLEAU 10).

TABLEAU 10 : Résultats des ANOVAs concernant I’effet du site (WC1 et WC2) et de 1’espece (CASE, FENI)
sur les traits mesurés (carbone, azote, C/N, phénols totaux, lignine, digestibilité). ™ : p>0.05, * : p<0.05, ** :
p<0.01, *** : p<0.001

Phénols

Carbone Azote C/N totaux Lignine Digestibilité
(Sc;:‘il,S 2 F=0.94"° F=0.00"° F=0.34"°  F=4.07"° F=0.43"° F=6.12*
(Edsfpféf,% 2 F=49.78*%*  F=3336***  F=14.18** F=275"S  F=4242% F=6,04*
z}ijsﬁfe F=1.12" F=353"S F=231%  F=21.047** F=058"°  F=0.30"
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Carbone (mg/g MS)

FIGURE 33 : Représentation des différents traits des plantes des especes communes aux sites WC1 et WC2, en fonction de 1’espéce (noms complets dans TABLEAU 8) et du
site (bleu : site WC1, orange : site WC2). Les différences de valeurs de traits entre les deux sites sont représentés lorsqu’elles sont significatives (¥, p<0.05) ou marginales (°,

0.05<p<0.1)
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L’importance relative du site, de I’espece et de I’interaction entre les deux variables varie
selon les traits considérés (FIGURE 34). Concernant les espéces communes aux sites WC1 et
DH, la part de variance expliquée par I’espéce est supérieure a celle expliquée par le site ou
par I’interaction « site x espece » pour les teneurs en carbone, azote, phénols ainsi que pour le
ratio C/N et la digestibilité (FIGURE 34). Pour ces traits, entre 50% et 86% de la variance
(respectivement pour le ratio C/N et la teneur en phénols totaux) est expliquée par I’espéce,
alors que la part expliquée par le site varie entre 1% et 10% (respectivement pour la teneur en
azote et la teneur en phénols totaux). Pour la teneur en lignine, 15% de la variance est
attribuée a I’espéce, 23% au site, et 9% a ’interaction entre les deux variables (FIGURE 34).
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O Résidus

O Site*Espéce
B Espéce

B Site

20

Variance relative estimée (%)

Carbone Azote C/N Phénols Lignine  Digestibilité

FIGURE 34 : Estimation de la décomposition de la variance des teneurs en carbone et en azote, du ratio C/N, des
teneurs en phénols totaux, en lignine et de la digestibilité, en fonction du site, de ’espéce et de ’interaction entre
ces deux variables, pour les espéces communes aux sites WC1 et DH

De la méme maniére, pour les espéces communes aux sites WC1 et WC2, I’espéce
explique la plus grande part de la variance totale des teneurs en carbone, en azote, en lignine
et du ratio C/N (de 43% a 73%, respectivement pour le ratio C/N et la teneur en carbone).
Pour ces quatre mémes traits, la part de la variance totale expliquée par le site est d’environ
1% et celle expliquée par I’interaction « Site x espéce » est comprise entre 1% et 7%
(respectivement pour la teneur en lignine et le C/N ; FIGURE 35). Concernant la teneur en
phénols totaux, 49% de la variance totale est attribuée a 1’interaction « site x espece », 6% a
I’espece et 9% au site. La variabilité de la digestibilité est expliquée a part égale entre le site
et ’espece (21% chacun) (FIGURE 35).
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FIGURE 35 : Estimation de la décomposition de la variance des teneurs en carbone et en azote, du ratio C/N, des
teneurs en phénols totaux, en lignine et de la digestibilité, en fonction du site, de I’espéce et de I’interaction entre
ces deux variables, pour les espéces communes aux sites WC1 et WC2

Revue bibliographique des composés de défense des plantes

Une revue bibliographique des composés de défense présents dans les feuilles des 20
especes étudiées a été réalisée (TABLEAU 11). Cette revue concernait plus particuliérement
les composes appartenant aux trois grandes familles de métabolites secondaires : composes
phénoliques, terpenes, alcaloides. D’autres composés, identifiés dans la littérature comme des
composés de défense, ont aussi été considérés dans cette revue bibliographique (ex. silice). La
précision des informations phytochimiques recueillies dans la littérature est tres hétérogene
selon les espéces, allant de la simple mention de présence d’une famille de composés, jusqu’a
I’identification précise de composés particuliers. Des études concernant d’autres espéces des
mémes genres que celles étudiées ont parfois ét€ nécessaires pour compléter 1’absence
d’information concernant certaines espéces peu étudiées (ex. Carex sempervirens ou
Pulsatilla alpina). Ce tableau ne présente en aucun cas une liste exhaustive des composés de
défense présents chez ces espéces mais fait état de la littérature disponible a ce sujet. En effet,
de nombreuses espéces, au faible intérét pharmaceutique ou agronomique, n’ont pas fait
I’objet d’étude de leur composition phytochimique.

Cette revue de la littérature met tout d’abord en évidence que les composés phénoliques
sont présents de fagon ubiquiste, bien que leur nature et leurs quantités varient d’une espece a
I’autre. Comme I’ensemble des éricacées, Vaccinium myrtillus présente des quantités tres
importantes de composés phénoliques (phénols totaux > 100 mg/g MS ; pouvoir tannant >
220 mg/g MS). Les herbacées non-graminoides ont généralement des teneurs en composés
phenoliques intermédiaires. Certaines présentent un cocktail de composés de défense, pouvant
étre dominé par la présence de terpénes (Chaerophyllum hirsutum), d’alcaloides (Gentiana
purpurea), ou encore de glucosides cyanogenétiques (Lotus corniculatus). Enfin, d’autres
herbacées non-graminoides ont des profils phytochimiques moins marqués, caractérises par
un assortiment de métabolites variés composé de phénols et terpénes (Pulsatilla alpina,
Potentilla erecta), phénols et alcaloides (Onobrychis montana), ou de ces trois types de
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composeés (espéces de la famille Asteraceae, Plantago atrata, Prunella vulgaris). Les especes
des familles Poaceae et Cyperaceae présentent des quantités faibles de composes phénoliques.
Les articles portant sur ces espéces ne reportent pas, ou alors a 1’état de trace, la présence de
terpénes ou d’alcaloides. Elles présentent par contre une teneur en silice importante (ex.
Nardus stricta).
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TABLEAU 11 : Revue de la littérature concernant la présence de composés chimiques de résistance dans les feuilles (sauf indication contraire) des 20 espéeces étudiées. Le
tableau ordonne les espéces par familles, classées par ordre alphabétique. Les « ? » indiquent une absence de littérature. Les « * » indiquent que I’article porte sur une autre
espéce que celle étudiée, mais du méme genre

Espéce (Famille) Composés de résistance identifiés Références

Chaerophyllum hirsutum  Composés phénoligues:

(Apiaceae) - Flavonoides (lutéoline) Dall'Acqua et Innocenti 2004
CHHI - Acides phénoliques (ex. acides chlorogénique et férulique)  Dall'Acqua et Innocenti 2004
Terpénes: trées nombreux, monoterpénes (ex. sabinene), Kubeczka et al. 1989
Sesquiterpenes lactones
Alcaloides: ?
Arnica montana Composés phénoliques:
(Asteraceae) - Phénols totaux: 58 mg/g MS Nikolova et al. 2013
ARMO - Flavonoides totaux = 5 mg/g MS Nikolova et al. 2013
(Ex. hispiduline, pectolinarigenine) Nikolova et al. 2013
(Ex. dans les fleurs: lutéoline, kaempférol) Ganzera et al. 2008, Aiello et al. 2012
- Acides phénoliques (Ex. caféique, dans les fleurs) Ganzera et al. 2008, Aiello et al. 2012
Terpénes: ?
nombreux sesquiterpenes lactones dans les fleurs Aiello et al. 2012, Seemann et al. 2010
Alcaloides: Prolinamide Holub et al. 1977
Crepis conyzifolia Composés phénoliques:
(Asteraceae) - Flavonoides (ex. lutéoline) Zidorn et al. 2008
CRCO - Acides phénoliques (ex. acides caféique et chlorogénique)  Zidorn et al. 2008
Terpeénes : Sesquiterpénes lactones (ex. guaianolides) abon-  Tsoukalas et al. 2014* (chez C. dioscoridis L.)
dants
Alcaloides: présence Aynehchi et al. 1985* (chez C. kotschyana Boiss.)
Serratula tinctoria Composés phénoliques:
(Asteraceae) Flavonoides totaux: 5,5 mg/g MS Kaiser 1993
SETI (Ex. lutéoline, kaempférol, quercétine) Guinot et al. 2009
Terpeénes: triterpenes (amyrines) Corio-Costet et al. 1993, Rustaiyan et Faramarzi 1988* (chez S. latifo-
lia)
Alcaloides: présence Aynehchi et al. 1985* (chez S. radiata)
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Carex sempervirens

(Cyperaceae)
CASE

Composés phénoliques: absence ou trace dans le genre
Carex

Terpénes: ?
Alcaloides: variable selon les espéces du genre Carex
Silice: 1,1 %

Manhart 1986* (chez 19 espéces du genre Carex), Bélanger et Berge-
ron 1987* (1 espéce), Manhart 1990*, Singh et al. 2012* (chez C.
rupestris)

Bélanger et Bergeron 1987*, Busqué et al. 2010* (chez C. brevicollis)
Hodson et al. 2005

Vaccinium myrtillus
(Ericaceae)
VAMY

Composés phénoligues:

- Phénols totaux: de 106 a 110 mg/g MS

- Flavonoides totaux: de 5,4 a 6 mg/g MS
(Ex. quercétine, myricétine and kaempférol)

- Tannins totaux: de 220 a 230 mg/g MS
(hydrolysables et condensés)

- Acides phénoligues totaux: de 8,8 a 9,8 mg/g
(Ex. catéchol et acide caféique)

Terpenes: ?

Alcaloides: myrtine, épimyrtine, quinolizidine
Silice: de 0,12 2,6 %

Gallet et Lebreton 1995

Gallet et Lebreton 1995

Gallet et Lebreton 1995, Jaakola 2003, Riihinen et al. 2008, u et al.
2014

Gallet et Lebreton 1995, Riihinen et al. 2008

Gallet et Lebreton 1995

Gallet et Lebreton 1995

Gallet et Lebreton 1995, Liu et al. 2014

Slosse and Hootele 1981
Gonzales-Hernandez et Silva-Pando 1999, Hodson et al. 2005

Lotus corniculatus
(Fabaceae)
LOCO

Composés phénoliques:

- Phénols totaux: 44,6 mg/g

- flavonoides (quercétine, kaempférol)

- acides phénoliques (acides coumarique, férulique)
- tannins totaux : de 10 a 35 mg/g MS
(Procyanidines, Prodelphinidines)

Terpénes: saponine
Alcaloides: ?

Glucosides cyanogénétigues
Silice: de 0,12 0,3 %

Goverde et al. 1999

Harney et Grant 1964

Harney et Grant 1964

Bazin et al. 1997

Meagher et al. 2004, Sivakumaran et al. 2006, Schreurs et al. 2007,
Villalba et al. 2011

Walter 1961

Scriber 1978, Bazin et al. 1997
Hodson et al. 2005

Onobrychis montana
(Fabaceae)
ONMO

Composés phénoligues:
- Flavonoides (Ex. kaempférol, quercétine, rutine, afzeline)
- Acides phénoliques (Ex. arbutine)

99

Lu et al. 2000, Marais et al. 2000, Regos et al. 2009
Regos et al. 2009



ARTICLE 2

- Tannins condensés (procyanidines et prodelphinidines)

Terpénes: ?
Alcaloides: présence dans les graines

Marais et al. 2000, Barrau et al. 2005, Carbonero et al. 2011, Gea et al.
2011

Mohajer et al. 2014

Gentiana purpurea
(Gentianaceae)
GEPU

Composés phénoligues:
- Flavonoides (Ex. isoorientine, isovitexine)
- Xanthones: caractéristiques de la famille Gentianaceae

Terpeénes: iridoides (Ex. gentiolactone) dans les racines
Alcaloides: abondants (ex. gentianine)
Silice: 0,79 %

Hostettmann et al. 1975, Pan et al. 2016

Verney et Debelmas 1973, Menkovic et al. 2000* (chez G. lutea),
Olennikov et al. 2015* (chez 4 espéces du genre Gentiana), Pan et al.
2016

Suhr et al. 1978, Pan et al. 2016
Singh 2008
Hodson et al. 2005* (chez G. decumbens)

Prunella vulgaris
(Lamiaceae)
PRVU

Composés phénoliques:

- Flavonoides (quercétine, rutine)

- Acides phénoliques (Ex. acides rosmarinique, caféique,
coumarique)

Terpénes: composes triterpénoiques (Ex. acides oléanolique,
bétulinique, ursolinique)

Alcaloides: composé non-spécifié, ni sa localisation dans la
plante

Cheung et Zhang 2008
Psotova et al. 2006, Cheung et Zhang 2008, Chen et al. 2011

Kojima et Ogura 1986, Ryu et al. 2000, Chen et al. 2011, Cheung et
Zhang 2008

Rasool et al. 2010

Plantago atrata
(Plantaginaceae)
PLAT

Composés phénoligues:
- Phénols totaux: 25 mg/g MS
- Tannins totaux: 8 mg/g MS

Terpeénes: iridoides (Ex. Aucubine, catalpol)
Alcaloides: dans les graines
Silice: de 0,143 %

Jayanegara et al. 2011
Jayanegara et al. 2011

Handjieva et al. 1991, Ronsted et al. 2000, 2003
Gao et al. 2012* (chez P.asiatica)
Hodson et al. 2005

Agrostis capillaris
(Poaceae)

AGCA

Composés phénoligues :
Phénols totaux: entre 5 et 19 mg/g MS

Terpénes : ?
Alcaloides : traces
Silice : de 1,3 4 4,9% MS
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Elger et al. 2009
Gonzalez-Hernandez et Silva-Pando 1999, Hodson et al. 2005, Massey
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Avenella flexuosa

Composés phénoligues:

(Poaceae) Phénols totaux: de 11 a 20 mg/g MS Alonso et al. 2001, Massey et al. 2007
AVFL Terpénes: ?
Alcaloides: ?
Silice: de 0,22 4,1 % Hodson et al. 2005, Massey et al. 2007
Briza media Composés phénoligues:
(Poaceae) - Phénols totaux: 33 mg/g MS Massey et al. 2007
BRME - Flavonoides (Ex. vitexine, orientine, lutéoline) Murray et Williams 1973, Ferreres et al. 2007

Terpénes: ?
Alcaloides: ?
Silice: de 0,8 a2,7%

Hodson et al. 2005, Massey et al. 2007

Festuca nigrescens
(Poaceae)
FENI

Composés phénoligues:

- Phénols totaux: 14,8 mg/g MS

- Flavonoides totaux: 9,1 mg/g MS

(Ex. Schaftoside, lomoorientin, apigénine)
- Acides phénoliques totaux: 5,5 mg/g MS
(Ex. Acide chlorogénique)

Terpeénes: traces
Alcaloides: présents
Silice: de 0,1 a 3,8 % selon les espéces

Fraisse et al. 2007
Fraisse et al. 2007
Fraisse et al. 2007
Fraisse et al. 2007
Fraisse et al. 2007

Tavaet al. 2011
Villalba et al. 2011* (chez F. arundinacea)

Hodson et al. 2005* (chez 11 espéces du genre Festuca)

Nardus strict
(Poaceae)

NAST

Composeés phénoligues:
- Phénols totaux: de 8 a 24 mg/g MS

- Tannins totaux : de 4 a 5 mg/g
Terpénes : ?

Alcaloides: ?

Silice: de 1,2 2 6,9% MS

Alonso et al. 2001, Gusewell et al. 2005, Massey et al. 2007, Jayane-

gara et al. 2011, Tarcau et al. 2013
Tarcau et al. 2013

Hodson et al. 2005, Massey et al. 2007

Phleum alpinum

(Poaceae)

Composés phénoligues: traces

Terpénes: traces
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PHAL

Alcaloides: absents
Silice: de 0,5a 1,5%

Bélanger et Bergeron 1987* (chez P. pratense)
Soininen et al. 2013

Sesleria caerulea
(Poaceae)

SECA

Composés phénoligques:
présence de flavonoides

Terpénes: ?
Alcaloides: ?
Silice: présence de "silica cells"

Harborne et Williams 1976

Comainescu et Kuzmanovi¢ 2010* (chez S. uliginosa et S. heufleriana)

Pulsatilla alpina
(Ranunculaceae)
PUAL

Composés phénoligues:

- Phénols totaux: de 30 a 45 mg/g MS selon les espéces

- Flavonoides totaux: de 6 a 10 mg/g MS selon les especes
(Ex. kaempférol)

Terpeénes: Triterpénes dans les racines de certaines espéces

Alcaloides: ?
Silice: 0,9%

Danova et al. 2009* (chez 3 espéeces du genre Pulsatilla)
Danova et al. 2009*
Liu et al. 2012a* (chez P. koreana)

Ye et al. 1999* (chez P. patens), Glebko et al. 2002* (chez P. chinen-
sis)

Hodson et al. 2005* (chez P. multifida)

Potentilla erecta
(Rosaceae)

Composés phénoliques:

- Phénols totaux: 69 mg/g

- Flavonoides totaux: 3 mg/g MS

(Ex: kaempférol, quercétine, catéchine)

- Tannins totaux: 71 mg/g MS
(hydrolysables et condensés)

- Acides phénoliques totaux: 4 mg/g

(Ex: acides gallique, coumarique, caféique)

Terpeénes: Triterpénes (Ex. acide tormentique)
Alcaloides: ?
Silice: de 1,2a3 %

Tomczyk et al. 2010

Tomczyk et al. 2010

Goncharov et al. (1987, 1989, 1989a), Tomczyk et Latté 2009
Tomczyk et al. 2010

Tomczyk et Latté 2009

Tomczyk et al. 2010

Tomczyk et Latté 2009

Tomczyk et Latté 2009

Gonzalez-Hernandez et Silva-Pando 1999, Hodson et al. 2005
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Discussion

Profils globaux des especes en fonction des traits de « croissance » et de
« défense »

La caractérisation des espéces par les cing traits étudiés permet de mettre en évidence
une forte structuration de la communauté végétale, le long d’un gradient de stratégie
d’acquisition des ressources illustré entre autres par la teneur en azote et la digestibilité. Ce
gradient ségrége les especes en fonction de leur appartenance aux deux groupes
phylogénétiques. Les especes dicotylédones sont associées a une forte teneur en azote et a une
forte digestibilité, caractéristiques reflétant une bonne qualité fourragere (Bruinenberg et al.
2002) a I’inverse des espéces monocotylédones dont les valeurs de traits sont opposées. Ainsi,
dans le contexte de prairies alpines, les especes monocotylédones investiguées se
rapprocheraient d’un profil d’espéces a stratégie conservatrice, relativement aux espéces
dicotylédones plutdt caractéristiques d’especes a stratégie exploitatrice. Cette structuration
selon les groupes phylogénétiques pourrait s’expliquer par un conservatisme phylogénétique
des stratégies d’acquisition des ressources (Suding et al. 2003 ; Gross et al. 2007 ; Edwards et
al. 2014).

Conformément a la littérature, les formes de croissance sont également bien discriminées
et s’échelonnent le long de ce gradient, allant des graminées aux buissons, en passant par les
herbacées (Diaz et Cabido 1997 ; Diaz et al. 2004, 2016 ; Albert et al. 2010). La situation des
buissons le long de ce gradient est a prendre avec précaution, car une seule espéce représente
cette forme de croissance. Il s’agit de V. myrtillus, dont les fortes teneurs en composés
phénoligques sont typiques de la famille des éricacées (Gallet 1992) et sont souvent supérieures
aux buissons d’autres familles (ex. Zamin et Grogan 2013). D’autres traits utilisés plus
classiquement auraient pu compléter cette analyse tels que la teneur en matiere seche ou
encore la surface spécifique foliaire, dont les fortes valeurs sont respectivement
caractéristiques de plantes a stratégie conservatrice (Freschet et al. 2010 ; Bumb 2016) ou
exploitatrice (Diaz et al. 2016).

Contrairement a notre hypothése initiale, nos résultats ne permettent pas d’identifier de
compromis entre stratégie d’acquisition des ressources et stratégie de défense. Dans notre
étude, les espéces les plus riches en azote et dont la digestibilité est la plus forte —
caractéristiques typiques d’une stratégie exploitatrice — sont également celles qui possedent
les plus fortes teneurs en composés phénoliques. De plus, les fortes teneurs en lignine ne sont
pas associees a des faibles teneurs en azote, ni a une faible digestibilité. Ces résultats ne
permettent pas de confirmer ceux d’études antérieures, ayant montré que des composés
foliaires de defense tels que les tannins, le contenu en matiere séche, ou encore la résistance
des feuilles, étaient caractéristiques d’espéces a stratégie conservatrice (Baroloto et al. 2010 ;
Mason et Donovan 2014), en accord avec I’hypothése du compromis entre croissance et
défense (Coley et al. 1985 ; Herms et Mattson 1992).
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Plusieurs explications peuvent éclairer cet assemblage inédit de traits. La premiére
explication est d’ordre analytique car les méthodes d’extraction, de dosage, et d’expression
des résultats sont trés variables d’une étude a I’autre. Ainsi, le terme « phénols totaux » ne
reflete pas toujours la méme réalité phytochimique (Appel et al. 2001). De plus a I’inverse des
quatre autres traits dont les variations sont principalement d’ordre quantitatif, la teneur en
phénols totaux peut masquer des différences qualitatives entre espéces : deux espéces dont les
teneurs en phénols totaux sont identiques peuvent avoir des profils phénoliques tres différents
(Appel et al. 2001). L’¢établissement de ces profils demeure un processus long et complexe, et
nécessite des quantités de matiére importantes. Enfin, la nature des composes phénoliques
peut expliquer les corrélations positives entre la teneur en phénols totaux et la teneur en azote
ou la digestibilité. En effet, ces composés, dont la diversité est tres grande, ne jouent pas tous
un réle de defense chez les plantes (Chomel et al. 2016). Certains d’entre eux peuvent par
exemple protéger les tissus contre les dégats liés aux UVs, notamment dans le cas des plantes
d’altitude exposées a des radiations solaires intenses. De plus, certaines études ont montré que
la présence de certains composés phénoliques en faible quantité dans 1’alimentation pouvait
étre bénéfique pour I’animal (Aerts et al. 1999 ; Provenza et al. 2007 ; Villalba et al. 2011).

Finalement, cette association de traits peut aussi tout simplement refléter une absence de
compromis entre les traits de défense et ceux liés & I’acquisition des ressources dans le
contexte des prairies subalpines. En effet, les plantes subalpines sont soumises a d’autres
contraintes que celle exercée par les herbivores, telles que la faible disponibilité en
nutriments, ou encore par la courte durée de végétation due a I’enneigement (Kdrner 2003).
L’existence de ces contraintes peut ainsi conditionner la capacité de la plante a se défendre, et
masquer I’existence d’un éventuel compromis entre la défense et 1’acquisition des ressources.

Influence de variations spatio-temporelles sur la mesure des traits

Dans leur article, Violle et al. (2007) précisent qu’un trait d’une espece peut prendre
différentes valeurs ou modalités — qu’ils appellent « attributs » — en fonction du contexte
environnemental. Il existe dans notre étude, une variabilité intra-spécifique pour les traits
mesurés en fonction des conditions environnementales (sites d’échantillonnage, i.e.
communauté, modalité de paturage et date d’échantillonnage), et particuliérement celles
communes aux sites WC1 et DH. Cette variabilité intra-spécifique des traits pourrait
s’expliquer a la fois par une variabilit¢ génotypique mais également par une plasticité
phénotypique (Garnier et al. 2001 ; Roche et al. 2004). Notre étude ne nous permet pas de
connaitre 1’origine de cette diversité intra-spécifique des traits, mais plusieurs causes peuvent
étre envisagées.

Tout d’abord I’altitude, supérieure pour le site WC1 (2050 m) relativement au site DH
(1750 m), peut en partie expliquer cette variabilité intra-spécifique des traits, et notamment
celle de la teneur en composés phénoliques, inférieure pour les individus du site DH. En effet,
il a été montré que la teneur en composés phénoliques et particulierement celle en
flavonoides, augmente avec I’altitude (Albert et al. 2009 ; Lefebvre et al. 2016) afin d’assurer
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une protection contre les dommages engendrés par une augmentation des radiations UV
(Robberecht et al. 1980 ; Bligny et Aubert 2012).

L’¢tat phénologique des plantes au moment de leur échantillonnage peut également
contribuer a la variabilité des traits entre les deux sites. En effet, les individus du site DH ont
été échantillonnés un mois aprés ceux du site WCI, et étaient certainement a un stade
phénologique plus avancé. Ce décalage phénologique peut étre accentué par ’effet de
I’altitude, puisque le site DH se situe 300 métres plus bas que le site WCI, et que ’altitude a
un effet retardant sur le développement phénologique des plantes. Par exemple, Iversen et al.
(2009) ont montré, dans un écosysteme alpin du nord de la Norvége, que la floraison des
buissons décidus était retardée de 10.2 jours et celle des herbacées dicotylédones de 5.1 jours
tous les 100 metres d’altitude. Ainsi, I’état phénologique des individus du site DH, plus
avancé que celui des individus du site WC1, peut expliquer leur teneur en lignine supérieure
(Temel et al. 2015) de méme que leur digestibilité inférieure (Garroutte et al. 2016).

Enfin, la variabilité intra-spécifique des traits peut s’expliquer par la différence d’histoire
de paturage entre les deux sites. Le site DH a été paturé par les herbivores domestiques depuis
des dizaines d’années : par des troupeaux de moutons jusqu’en 1935 puis par des troupeaux
de vaches de 1935 a 1960, et de 2003 & aujourd’hui (Berrod 2013 ; Agreil et al. 2005). A
notre connaissance, le site WCI1 n’a pas été paturé par les herbivores domestiques, mais est
fréquenté par des chamois. L historique de leur présence sur ce site ou méme plus largement
sur le massif des Bauges n’est pas connu, mais des études paléontologiques ont daté leur
arrivée en Europe de I’Ouest avant le Pléistocéne supérieur (i.e. il y a environ 126 000 ans ;
Rivals 2002). La présence historique du paturage a pu agir comme une force de sélection
favorable aux especes végeétales capables de se maintenir en présence d’herbivores. Les
individus sélectionnés sont souvent de moins bonne qualité, notamment lorsque la pression
exercée par les herbivores est forte (Milchunas et al. 1995 ; Adler et al. 2004). Cela pourrait
entre autres expliquer la teneur en lignine supérieure et la digestibilité inférieure des individus
du site DH relativement a ceux du site WCL. En effet, la densité actuelle des génisses est plus
de deux fois supérieure a celle des chamois, et leur masse plus de 15 fois supérieure a celle
des chamois, les obligeant a consommer davantage de plantes pour subvenir a leurs besoins
nutritionnels (Demment et Van Soest 1985).

Malgré la forte plasticité intra-spécifique des traits sous I’influence du contexte
environnemental, elle demeure inférieure a la variabilité inter-spécifique et n’influence pas la
hiérarchisation des espéces les unes par rapport aux autres. Cela confirme les résultats
d’études antérieures, selon lesquelles la plasticité des traits ne remet pas en question leur
utilisation dans les comparaisons entre especes (Garnier et al. 2001 ; Roche et al. 2004 ;
Violle et al. 2007 ; mais voir Albert et al. 2010 ou Siebenkas et al. 2015). Cela souligne
néanmoins I’importance de prendre en compte la variabilité des conditions environnementales
dans lesquelles les traits sont mesurés pour éviter les interprétations erronées (McGill et al.
2006 ; Wright et Sutton-Grier 2012).
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Une multitude de composes de résistance

Dans notre étude, les plantes a stratégie exploitatrice (i.e. fortes teneur en azote et
digestibilité) présentent des concentrations importantes en composés phénoliques,
traditionnellement considérés comme des composes de défense. Cela est contraire a notre
hypothése de départ et a la littérature a ce sujet, dans laquelle les plantes les mieux défendues
sont généralement associées a des espéces a stratégie conservatrice (Baraloto et al. 2010 ;
Mason et Donovan 2014). Cependant, bien que présents de fagcon ubiquiste dans le régne
végetal, les composés phéenoliques ne suffisent pas a représenter de facon exhaustive la
capacité de la plante a se défendre. En effet, la revue de la littérature concernant les 20
espéces étudiées dans ce travail met en évidence une multitude de composés chimiques
pouvant participer au mécanisme de résistance des plantes. Outre les terpénes et les alcaloides
dont les propriétés anti-herbivores sont reconnues depuis longtemps (revu par Mithofer et
Boland 2012), d’autres composés organiques peuvent avoir un réle de résistance chez les
plantes. Par exemple, la faible teneur en composés phénoliques chez les graminées peut étre
compensée par la présence d’inhibiteurs de protéases, qui limitent la digestion des plantes en
bloguant les activités enzymatiques (Lindgren et al. 2007), ou encore de benzoxazinones
toxiques pour les herbivores (Sirikantaramas et al. 2008). La présence de silice chez les
graminées augmente aussi leur résistance vis-a-vis des herbivores. D’une part, ses propriétés
abrasives sont dissuasives pour les herbivores (Massey et al. 2007a). D’autre part, la silice
peut réduire la digestibilité des plantes en perturbant ’activité de la microflore intestinale de
I’herbivore, contribuer a la formation de calculs urinaires ou encore accélérer 1’usure des
dents (Mayland et Shewmaker 2001 ; Massey et Hartley 2006). Ainsi, nous suggérons que
davantage de composés de défense devraient étre pris en compte pour vérifier I’hypothése
selon laquelle les espéeces conservatrices seraient mieux défendues que les especes
exploitatrices.
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Informations supplémentaires

APPENDIX 5 : Corrélations entre les traits mesurés, pris deux a deux. Les concentrations en azote, carbone et
lignine ainsi que la digestibilité sont exprimées en mg/g de MS. La concentration en phénols totaux est exprimée
en mg/g de MS, en équivalent d’acide gallique. Sur la diagonale du graphique sont représentées les distributions
de chaque trait. Sous cette diagonale, les graphiques représentent les relations entre les traits pris deux a deux.
Les couleurs correspondent aux formes de croissance (bleu : « grass », vert : « forb », violet : « sedge », rouge :
« decidous shrub »). Les coefficients de corrélation de Pearson et leur significativité sont indiqués au dessus de
la diagonale. Niveau de significativité : T p-value<0.1, * p-value<0.05, ** p-value<0.01, ***p-value<0.001
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LEFEBVRE T, LOUCOUGARAY G, GALLETC

Contrasted plant chemical responses to exclusion of mammalian herbivores
in alpine grasslands. Article en préparation

Abstract

Herbivores can induce the production of defensive compounds in order to increase their
resistance to future attacks. This is well established for phytophagous insects, but induction of
defenses following herbivory by large mammalian herbivores remains far less studied.

Here, based on a two-year experimental design using exclosures, we studied in natura the
effect of two mammalian herbivory regimes — intensive grazing by domestic heifers (Bos
taurus) and extensive grazing by wild chamois (Rupicapra Rupicapra) — on the chemical
composition of 20 alpine plant species spanning 4 growth forms.

We found that forbs and shrubs were more affected by herbivory exclusion than grasses.
In addition, most of the species affected following herbivory exclusion showed a change in
carbon concentration that either increased or decreased depending on the year of sampling. A
few number of species experienced an increase of nitrogen content and a decrease of phenolic
content following exclusion. Finally, more plant species were affected by heifers exclusion
compared to chamois exclusion.

Our results suggest that plants response to herbivory exclusion depends on their intrinsic
defense strategies and can be modulated by environmental factors such as nature and intensity
of grazing contexts.

Keywords: polyphenols, Rupicapra rupicapra, Bos taurus, defense strategy, grazing regime
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Introduction

As sessile organisms, plants are exposed to numerous abiotic and biotic stresses, such as
herbivory. In order to cope with herbivores, plants have evolved a wide range of defensive
compounds enabling them to reduce the probability of being eaten (Karban and Baldwin
1997). These defensive traits can be constitutive if their expression is permanent even in the
absence of herbivores. They can also be induced following herbivory in order to increase
plant resistance to further attacks (Agrawal 2007). Whereas a substantial number of plant
defenses have been highlighted, understanding how defenses are allocated in plants, in terms
of levels and composition, remains a central goal in the study of plant-herbivore interactions.

Among the many hypotheses proposed (see Stamp 2003), Coley et al. (1985) suggested
that plant growth rate should determine the quantity and the type of defenses. According to
this hypothesis, fast-growing plant species have high foliar nutrient concentrations and low
levels of constitutive defense. By contrast, slow-growing plant species have lower foliar
nutrient concentrations and higher investment in constitutive defenses. These assumptions
result from the fact that the replacement of tissue loss through defoliation is more costly for
slow-growing than for fast-growing plants (Coley et al. 1985). This hypothesis further
assumes that fast-growing species should experience higher levels of herbivory than slow-
growing species, because of their lower level of constitutive defenses. As a result, fast-
growing species are predicted to have a greater defensive plasticity than slow-growing species
permitting to adjust their response to the herbivory pressure. Although the plasticity of
defense induction following herbivory is partially explained by these two contrasted
strategies, environmental factors can also constrain the ability of plants to produce these
defenses.

First, the expression of these plastic defenses following herbivory can vary according to
the nature of herbivores. Plant responses to ungulate herbivores can result mainly from
defoliation, trampling, excrement return or saliva deposit (Hester et al. 2006). Defoliation
modalities vary depending on herbivore species because of different diets, the latter being
mainly determined by herbivore body size. Indeed, the metabolic rate of small species is high
relative to largest species (Demment and Van Soest 1985). Thus, small species have to select
high-quality plants in order to reach their feeding requirements. Largest species are less
selective and compensate the low quality forage by eating larger quantities thanks to their
large gut size (Hofmann 1989). Rumen type and diet specificities also determine feces
characteristics among species (Clauss et al. 2002; Bakker et al. 2004). Moreover, herbivore
species also differ by the amount and quality of saliva produced (Austin et al. 1989; Shimada
2006; Duncan and Poppi 2008; Hofmann et al. 2008). Because of all these morpho-
physiological specificities, herbivore identity can differentially affect plant species. In
addition, the effects of defoliation, trampling, feces and saliva deposit on plant species can be
increased with increasing population densities (Brathen et al. 2007; Austrheim et al. 2008).
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Indeed, domestic herbivores are often more deleterious to the environment than wild
herbivores, because of inadequate management practices maintaining high population
densities (Ssemakul 1983).

Then, environmental factors can also influence plant-herbivore interactions by either
affecting herbivores or plants. For example, Marchand et al. (2015) found that Mediterranean
mouflons modify their habitat selection under thermal stress, selecting forested areas to
provide thermal cover during hot and non-windy days. Weather conditions can also affect
herbivores demography and lead to increased densities (Moen et al. 2006). Consequently,
changes in herbivores behaviour or demography can have potential cascading effects on
vegetation and thus on plant physiology (Coley 1998). Environmental conditions can also
constrain plants’ ability to induce defenses following herbivory. Indeed, the amount of
resources that plants can allocate to defense production depends on local biotic and abiotic
factors such as nutrient availability or climate (Herms and Mattson 1992; Stamp 2003). For
instance, Pellissier et al. (2014) showed that low temperatures encountered at high elevations
constrain the induction of iridoid glycosides in Plantago lanceolata following herbivory by a
Lepidoptera species, thus leading to a reduction of their resistance.

Subalpine grasslands are characterized by a wide diversity of plant species, with
contrasted functional types and growth forms (Koérner 2003). They are adapted to low fertility
conditions and are exposed to harsh climatic conditions, with high thermal amplitude and
intense UV radiations. Snow cover occurs more than half of the year, conditioning the
growing season of plants (Kérner 1999). In addition, subalpine grasslands are also exposed to
large populations of wild and domestic ungulate herbivores (Loison et al. 2003). The
investigation of plant responses to large herbivores and especially wild species have been
poorly studied because it relies on in natura experiments often difficult to settle down. These
experiments are particularly difficult to carry out in mountainous areas where site
accessibility, slope and snow restrain the size of the experimental design that can be set up.
Moreover, studies exploring plant chemical responses to disturbance such as herbivory often
consist in the examination of a restricted number of plant species.

Here, we thus attempt to fill these gaps by analyzing the plant chemical responses to two
mammalian grazing regimes: intensive grazing by domestic heifers (Bos taurus) vs. extensive
grazing by wild chamois (Rupicapra Rupicapra). For this purpose, we set up a two-year in
situ experimental design using exclosures and investigated 20 plant species chosen as
representative of those found in a subalpine pasture and spanning four major growth forms
(grass, sedge, forb, shrub). We mainly focused on total phenolic content of plant samples, as
phenolics can be quickly induced following herbivore attacks and because of their key role in
plant defenses (Kaplan et al. 2008). Our study aims to understand the circumstances that drive
plant chemical responses. We hypothesized that (1) plant response to grazing exclusion differs
among growth forms because of different defense strategies, (2) plants exposed to intensive
grazing by heifers experience a greater response than plants exposed to extensive grazing by
chamois.
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Materials and methods

Study site

The study was conducted in the Bauges massif located in the northern French Alps
(45°39’ N, 6°10’ E). This massif is calcareous with elevation ranging from 700 to 2200 m asl.
Climate is considered as cold and wet with a mean annual temperature of 9.6°C and about
1600 mm of accumulated precipitation per year, mainly in the form of snow between
November and April. More specifically, the study took place in the National Game and
Hunting Reserve, in the subalpine grassland of Armenaz (227.4 ha). The pasture has been
traditionally grazed by sheep until 1935 and then by cows for milk production until 1960. In
order to limit shrub encroachment due to grazing abandonment, conservation plans were
settled and grazing was reinstated since 2003 using a herd of 40 heifers in the lower part of
the grassland (Mestelan et al. 2007). In addition to domestic herbivores, a large population of
chamois (Rupicapra rupicapra) is present all year round, with at least 200 individuals (Loison
et al. 2006).

Experimental design

Three sites were chosen on the subalpine pasture of Armenaz that differed by plant
composition, topographical characteristics and herbivore species attending them (TABLEAU
12). One site is attended by domestic heifers every summer (DH site), and the two others by
wild chamois, present all year long (WC1 and WC2 sites). The presence of chamois was
visually attested by many feces and by location data from GPS monitoring of animals. The
pressure exerted on plants was higher when exposed to heifers than when exposed to chamois
due to different population density, which was more than two times higher in the DH site
compared to the WC1 and WC2 sites (TABLEAU 12). In addition, the two species largely
differ by their body mass (about 500 kg for heifers and 35 kg for chamois) that imply
contrasted amounts of plant ingestion to reach nutritional requirements.

TABLEAU 12 : Characteristics of the three sites from the grassland of Armenaz (WC1 and WC2: wild chamois,
DH: domestic heifers)

Site Dominant plant species Herbivore species (density) Elevation Slope Exposure
Vaccinium vitis-idaea (10%) Chamois (exclusively, about

WC1  Avenella flexuosa (9%) 0.9 animal/ha) 2050 m 15° S
Arnica montana (7%)
Agrostis capillaris (14%) Heifers between Aug. and

DH Festuca nigrescens (11%) Sept. (about 2.1 animals/ha) 1750 m  0° SW

Chamois (potentially, at very

Chaerophyllum hirsutum (7%) low densities)

Carex sempervirens (12.8%) Chamois (exclusively, about
WCZ  sesleria caerulea (10.2%) 0.9 animal/ha) 1850m  20°  SE

Serratula tinctoria (5.6%)
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An experimental design was set up at the end of May 2014. At each site, ten exclosures
and ten control plots accessible for grazing were randomly located within a 300m? area,
homogeneous according to vegetation composition, slope and exposure. Exclosures were
made of chicken wire and were shaped as a 1m® delimiting a soil area of 1mx1m. Mesh size
was 2 cm large, excluding large mammalian herbivores, but allowing other herbivores
(mainly insects), to enter into the plot. Following Ravolainen et al. (2014), roots were cut
around each exclosure and control plot to isolate plants inside from those outside in order to
avoid potential chemical exchanges between clones. In 2014, on each site, 5 exclosures and 5
control plots were randomly chosen for plants sampling (after one growing season of
herbivores exclusion), the remaining 5 exclosures and 5 control plots were used for plant
sampling in 2015 (after two growing seasons of herbivores exclusion). To avoid damage from
snow or avalanches, exclosures were removed just before snowfall in late October 2014 and
were reinstated at the same location immediately after snowmelt at the end of May 2015.

Plant sampling

Five dicotyledons and four graminoids were sampled per site (i.e. 27 populations),
because of their large distribution and abundance (TABLEAU 13). Four plant species were
common to the DH and WCL sites (Arnica montana, Crepis conyzifolia, Gentiana purpurea,
Nardus stricta), one was common to the WC1 and WC2 sites (Carex sempervirens), and one
was common to the three sites (Festuca nigrescens). Thus, a total number of 20 plant species
were sampled, spanning four growth forms (forb, grass, sedge, shrub). Plant sampling on the
WC1 and WC2 sites were carried out at the vegetation peak, between 15 to 18-July-2014 and
between 8 and 9-July-2015, approximately 50 days after setting up the exclosures. Because
heifers were not yet present at these dates, plant measurements on the DH site had to be
delayed to 20-Aug-2014 and 12-Aug-2015, after seventeen days of presence of heifers.
Leaves without apparent damage were collected from several individuals for each species in
each plot, for a total theoretical number of 270 samples per year (3 sites x 9 species x 2
treatments x 5 replicates). Because some plant material was lacking for some species in some
plots, we actually sampled 240 samples in 2014 and 264 in 2015. Samples were left to dry at
room temperature in a shady place for one week and were stored in paper bags until chemical
analysis.

Chemical analyses

Chemical analyses were performed on dry material finely grinded. Carbon and nitrogen
concentrations of plant samples were determined using a CHN analyzer (Flash EA 1112,
Themo Electron Corporation, Grenoble) using between 3 and 5 mg of dried material. Carbon
and nitrogen concentrations are expressed as a percentage of plant dry mass. Leaf phenolics
were extracted from 100 mg of dried litter powder in a 70:30 ethanol-water solution under
reflux at 100°C for 30 minutes. Total phenolic concentration was determined by a Folin-
Ciocalteu assay within 48 hours following the extraction, using gallic acid as a standard.
Results were expressed in milligram of gallic acid equivalent per gram of dry mass.
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TABLEAU 13 : List of species studied on the three sites (WC1, DH, WC2), with abbreviation, taxonomic family and growth form. Relative abundances (%) of populations
are given in parentheses

Species Family Growth — \ycq DH WC2

form
Agrostis capillaris Poaceae Grass AGCA_DH (11.7 %)
Arnica montana Asteraceae Forb ARMO_WC1 (6.9 %) ARMO_DH (4.0 %)
Briza media Poaceae Grass BRME_WC2 (3.5 %)
Carex sempervirens Cyperaceae Sedge CASE_WC1 (3.6 %) CASE_WC2 (14.9 %)
Chaerophyllum hirsutum  Apiaceae Forb CHHI_DH (8.2 %)
Crepis conyzifolia Asteraceae Forb CRCO_WC1 (22%) CRCO_DH (1.5 %)
Avenella flexuosa Poaceae Grass AVFL_WC1 (9.3 %)
Festuca nigrescens Poaceae Grass FENI_WC1 (3.1 %) FENI_DH (11.3 %) FENI_WC2 (4.0 %)
Gentiana purpurea Gentianaceae Forb GEPU_WC1 (1.6 %) GEPU_DH (6.2 %)
Lotus corniculatus Fabaceae Forb LOCO_WC2 (3.6 %)
Nardus stricta Poaceae Grass NAST_WCL1 (6.6 %) NAST_DH (6.9 %)
Onobrychis montana Fabaceae Forb ONMO_WC2 (1.8 %)
Phleum alpinum Poaceae Grass PHAL_DH (2.7 %)
Plantago atrata Plantaginaceae Forb PLAT_WC2 (2.3 %)
Potentilla erecta Rosaceae Forb POER_DH (3.8 %)
Prunella vulgaris Lamiaceae Forb PRVU_WC2 (2.3 %)
Pulsatilla alpina Ranunculaceae  Forb PUAL_WC1 (1.7 %)
Serratula tinctoria Asteraceae Forb SETI_WC2 (4.8 %)
Sesleria caerulea Poaceae Grass SECA_WC2 (11.4 %)
Vaccinium myrtillus Ericaceae Shrub VAMY_WC1 (5.4 %)
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Statistical analyses

Analyses were performed with the R software (version 3.1.2; R Core Team, 2016).

We used ANOVAS to test the influence of herbivory treatment (‘herb’: with or without
herbivores), year of sampling (‘year’: 2014 or 2015, respectively for one or two years of
grazing exclusion), plant populations (see TABLEAU 13) nested within growth form (‘GF’:
shrub, forb, grass, sedge) and all possible interactions, on chemical traits (i.e. carbon, nitrogen
and phenolic concentrations; one ANOVA per trait). When interactions were significant, we
proceeded to pairwise comparisons between herbivory treatments (Tukey’s tests) within
growth forms or within plant populations. This was performed using the ‘Ismeans’ function
from the package of the same name.

Results

Carbon concentration ranged from 38% to 52% of plant dry mass (FIGURE 364, b). It
was not affected by the herbivory treatment but was best explained by plant growth form and
year of sampling (TABLEAU 14). In particular, carbon concentration was significantly higher
in shrubs than in forbs, grasses or sedges (FIGURE 37a). The interaction between herbivory
treatment, growth form and year of sampling was significant (TABLEAU 14).

In 2014 (i.e. after one year of herbivory exclusion), pairwise comparisons between
herbivory treatments and within growth forms (Tukey’s test) showed that carbon
concentration of forbs was significantly higher when herbivores were excluded (+2%, p<1E-
4; FIGURE 37a). This was mainly explained by the significant increase in carbon
concentration of 4 forb populations grown on the DH site (ranging from +3.7% in Crepis
conyzifolia to +8.7% in Chaerophyllum hirsutum), and one forb population grown on the
WC2 site (+3.8% in Plantago atrata) (FIGURE 36a; APPENDIX 6).

In 2015 (i.e. after two years of herbivory exclusion), carbon concentration of forbs was
significantly lower when herbivores were excluded (-1.1%, p=0.004), so does that of grasses
(-1.4%, p=0.004) (FIGURE 37a). This was mainly explained by the significant decrease of
carbon concentration of 3 grasses and 2 forbs grown on the DH site, ranging from -2.9% in
Festuca nigrescens to -4.2% in Crepis conyzifolia (FIGURE 36b; APPENDIX 6).

Nitrogen concentration ranged from 0.5% to 3% of plant dry mass (FIGURE 36c, d). It
varied mainly according to plant growth forms (TABLEAU 14), being significantly lower in
grasses than in forbs whereas shrubs and sedges had intermediate values (FIGURE 37b). The
triple interaction between herbivory treatment, year of sampling and growth form was not
significant (TABLEAU 14). Nitrogen concentration of some populations was nevertheless
significantly influenced by the herbivory treatment. Pairwise comparisons revealed that
nitrogen concentration of Crepis conyzifolia on the DH site significantly increased (+24.3%,
p=0.008) with herbivory exclusion in 2014 (i.e. after one year of herbivory exclusion;
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FIGURE 36¢; APPENDIX 6). Two years of herbivory exclusion caused a significant increase
(+11.3%, p=0.046) of nitrogen concentration in Onobrychis montana on the WC2 site
(FIGURE 36¢c; APPENDIX 6).
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FIGURE 36 : Carbon concentration (a-b), nitrogen concentration (c-d) and total phenolic concentration (e-f) of
the 27 investigated populations measured in absence or presence of herbivores. Plots on the left are for plants
sampled in 2014 whereas plots on the right are for plants sampled in 2015 (respectively after one or two years of
herbivory exclusion). Colors indicate plant growth forms (red: shrub, green: forb, blue: grass, purple: sedge).
Each point represents mean values of a population for either 2014 or 2015 (n=5). Black dotted lines on each plot
correspond to the reference line 1:1. The influence of herbivory treatment is indicated by stars when significant
(p<0.05). For the sake of clarity, only the names of populations that are significantly influenced by the herbivory
treatment are given. The four letters of each population abbreviation (given in TABLEAU 13) are followed by
the name of the site of sampling
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TABLEAU 14 : ANOVAs table from linear models evaluating the influence of herbivory treatment (‘herb’),
duration of herbivory exclusion (‘year’), plant populations (‘pop’) nested within growth form (‘GF’) and their
interactions on chemical traits (carbon concentration, nitrogen concentration and total phenolic concentration;
one model per trait). Numbers represent F-values. ‘df” means degrees of freedom. Levels of significance: 1 p-
value<0.1, * p-value<0.05, ** p-value<0.01, ***p-value<0.001

Carbon Nitrogen Total phenolics
Herb (df=1, 393) 0.006 M 2.270N® 1.333 ¢
Year (df=1, 393) 11.752 *** 0.003 M 48.024 ***
GF (df=3, 393) 329.983 *** 334,793 *** 1953.872 ***
Herb:year (df=1, 393) 59.090 *** 0.054 N® 12.730 **=*
Herb:GF (df=3, 393) 1.750 N 1.899 N 8.346 **=*
Year:GF (df=3, 393) 1.698 N 2.450 F 37.650 ***
Herb:year:GF (df=3, 393) 2.890 * 0.686 N 4.461 **
Herb:year:GF:pop (df=92, 393) 13.710 *** 20.751 *** 21.590 ***

Total phenolic concentrations ranged from 10 to 200 mg/g DM (FIGURE 36e, f). It was
lower in graminoids, intermediate in forbs, and higher in shrubs (FIGURE 37c). The influence
of herbivory exclusion varied between growth forms and year of sampling (i.e. significant
triple interaction ‘herb:GF:year’; TABLEAU 14). Pairwise comparisons between herbivory
treatments and within growth forms showed that herbivory exclusion caused a significant
decrease in phenolic concentration of shrubs, here represented by V. myrtillus, that was larger
in 2014 (-12.9%, p<1E-3) than in 2015 (-9.7%, p=0.018) (APPENDIX 6; FIGURE 37c).
Herbivory exclusion caused a significant increase in phenolic concentration of forbs in 2014
(+7.3%, p=0.005) and a marginal decrease in phenolic concentration of forbs in 2015 (-6.1%,
p=0.052) (FIGURE 37c). When looking to pairwise comparisons within populations, Crepis
conyzifolia on the DH site was the only forb species that experienced a significant decrease of
its phenolic content with herbivory exclusion in 2015 (-33%, p<1E-4; ). Herbivory exclusion
had no significant impact on phenolic concentration of grasses and sedges in 2014 and 2015.
However, herbivory exclusion caused a significant decrease of phenolic concentration in
Phleum alpinum on the DH site (-47.4%, p<1E-4; Supporting information, APPENDIX 6).

Phenolic concentration was slightly correlated to nitrogen and carbon concentrations
(R?=0.115, p<0.001 and R2=0.027, p<0.001, respectively). Nitrogen and carbon
concentrations were not correlated to each other (p>0.550) (Supporting information,
APPENDIX 7).

To summarize, a total of 10 populations experienced a significant change in at least one
chemical trait after one and/or two years of herbivory exclusion. Among these plant
populations, 7 were sampled on the DH site. Moreover, over the 5 species common to both
DH and WC1 or WC2, 4 of them (A. montana, C. conyzifolia, F. nigrescens, N. stricta) were
affected by heifer exclusion but not by chamois exclusion, whereas the latest one (G.
purpurea) was not influenced by either heifer or chamois exclusion.
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FIGURE 37 : Influence of the herbivory treatment (filled boxes: with herbivores, empty boxes: without
herbivores) on plant chemistry (a: carbon concentration, b: nitrogen concentration, c: total phenolic
concentration) depending on plant growth forms (red: shrub, green: forb, blue: grass, purple: sedge) and the year
of sampling (2014 and 2015, respectively for one or two years of exclusion). Each box represents the lower
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Symbols above pairs of boxes indicate significant differences between herbivory treatments, according to the
results of the Tukey’s test. Levels of significance: T p-value<0.1, * p-value<0.05, ** p-value<0.01, ***p-
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Discussion

Plant response: which response?

Among the three chemical traits measured, plant response to herbivory exclusion was
mainly noticeable by carbon concentration change. Indeed, height plant species out of the ten
affected by herbivory exclusion experienced either an increase or a decrease of their leaf
carbon concentration. This may be due to the integrative role of carbon in plants. Indeed,
carbon concentration ranges between 40 and 50 % of the total dry mass of plants, and
constitutes the skeletal structure of a wide number of molecules, going from primary
metabolites such as carbohydrates to secondary metabolites such as phenolics. Thus, because
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a wide range of C-based molecules can be involved in defensive pathways, this may explain
why plant response to herbivory mainly consists in changes of carbon metabolism.

To a lesser extent, herbivory exclusion also induced changes in phenolic and nitrogen
concentrations for some plant species. Indeed, herbivory exclusion caused a decrease in
phenolic concentration of three species (V. myrtillus grown on WC1; C. conyzifolia and
P. alpinum grown on DH) suggesting that induced polyphenols could act as defenses, which
are no longer produced when the herbivory pressure is relaxed (Young and Okello 1998;
Huntzinger et al. 2004). In a previous study carried out on the same site (see article 4 in this
thesis), the flavonoid content of three alpine species (A. montana, C. conyzifolia, G. purpurea)
decreased following both heifers and chamois exclusion. Here, the phenolic concentration of
only one of these three species (i.e. C. conyzifolia) decreased following exclusion. These
contrasted results may be due to methodological considerations, since the estimation of
flavonoids based on leaf absorbance measurements is not necessarily correlated to the
estimation of total phenolics that evaluates the reducing power of plants (Lefebvre et al. 2016,
see article 1).

In addition, herbivory exclusion increased nitrogen concentration in two plant species: in
Crepis conyzifolia after one year of heifers’ exclusion (i.e. 2014) and in Onobrychis montana
after two years of chamois’ exclusion (i.e. 2015). This increase of nitrogen concentration
following herbivory exclusion may result from the reallocation of nitrogen from roots to
shoots when plants are no longer exposed to aboveground herbivores, in order to promote the
growth of aerial parts (Schwachtje and Baldwin 2008). Indeed, it has been shown that
nitrogen can be stored in roots when exposed to an application of methyl-jasmonate, a elicitor
that mimic pathogen or herbivore attack (Meuriot et al. 2004). Nitrogen can be further
remobilized to aboveground plant parts following defoliation, in order to promote growth
(Barber et al. 1996). This assumption is supported by visual observations of higher plant
biomass in exclosures than in control plots on the site grazed by heifers.

Interactive effects of herbivory and environmental variables

Plant responses varied between years, especially concerning carbon allocation. Carbon
concentration increased after one year of herbivory exclusion, suggesting a reallocation of C-
molecules (e.g. carbohydrates) to leaves in order to promote growth (Schwachtje and Baldwin
2008). The opposite pattern after two years of herbivory exclusion (e.g. decrease of carbon
concentration) instead suggests a relaxation of C-based defenses such as phenolics
(Huntzinger et al. 2004). Our study does not allow us to explain these contrasted responses
between years because of confounding effect between the duration of the experiment and
inter-annual variability of abiotic factors. However, climatic conditions differed between the
two years, where summer 2015 was marked by drought, with temperatures in average 2.4°C
higher, and daily precipitations 2 mm lower than in summer 2014 (Lescheraine weather
station, 590 m a.s.l, data collected by Météo-France). We believe that these changes in
climatic conditions between the two years may have modulated plant responses when exposed
to herbivory treatment. For instance, Pellissier et al. (2014) showed that lower temperatures
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constrain the deployment of iridoid glycosides in Plantago lanceolata following herbivory.
Thus, we hypothesize that increased temperature in summer 2015 may have promoted plant
photosynthesis, whereas drought may have limited growth (Kérner 2003). Indeed, this
imbalance between growth and photosynthesis may have increased the resource pool available
for allocation to defense compounds (Herms et Mattson 1992).

Contrasted responses according to plant species

Herbivory exclusion differentially altered plant species, which experienced variable
chemical responses in terms of nature and intensity. Some species were not affected by
herbivory exclusion, whereas other experienced a chemical change in at least one of the three
measured chemical traits. We identified three main mechanisms that could explain these
contrasted effects among species.

First, plant species can adopt different defense strategies to face herbivory (Coley et al.
1985). Consistent with previous studies, our results show that grouping plants by growth
forms would permit to discriminate several defense strategies (Bar Lamas et al. 2016).
Grass/sedge group was almost not influenced by herbivory exclusion. This suggests that these
species could mainly rely on high levels of constitutive defenses such as silica (Massey and
Hartley 2006; Massey et al. 2007, 2007a; Huitu et al. 2014). In comparison, forb species
would mainly rely on induced rather than constitutive defenses since more forb species were
affected by herbivory exclusion. Chemical response of forbs consisted in carbon and/or
phenolic concentrations suggesting that these species could have more diversified defensive
means compared to other growth forms. This could be illustrated by the high diversity of
secondary metabolites found in forbs compared to grasses, such as tannins or alkaloids (see
article 2 in this thesis). Finally, the influence of grazing exclusion on shrubs (here only
represented by V. myrtillus) was characterized by a decrease in their phenolic concentration.
This species would mainly rely on a resistance strategy, with high levels of constitutive
phenolics that can be further increased by the systemic induction of more phenolics when
enhanced protection is needed (Persson et al. 2012).

Then, the selective feeding behaviour of herbivores may explain the contrasted responses
among species following herbivory exclusion, where preferred plant species should be more
subjected to experience a chemical change than avoided plant species. According to Hofmann
(1989), cattle belong to grazers and are supposed to eat plant species independently of their
traits. Chamois are mixed feeders (Bertolino et al. 2009; Redjadj et al. 2014) and select plant
species having high nitrogen content, low leaf dry matter content and low leaf punch
toughness (Bison 2015). This selective behaviour could explain the chemical responses of
O. montana and V. myrtillus that constitute key resources for chamois. Bison (2015) identified
that 37% and 12% of chamois feces from the Bauges massif contained DNA sequences of
O. montana and V. myrtillus respectively. As other Fabaceae species, O. montana is a
valuable resource for mammalian herbivores because of its high nitrogen content (Carbonero
et al. 2011; Lefebvre 2011; Theodoridou et al. 2011). The shrub V. myrtillus constitutes a
large part of boreal and alpine mammalian herbivores because of its abundance and its
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relatively high nutritional value and despite its high contents in tannins and polyphenols
(Gonzalez-Hernandez and Silva-Pando 1999; Persson et al. 2012).

Finally, the influence of grazing exclusion may vary among species depending on the
herbivory context. Here, plants were more affected by the exclusion of heifers than by that of
chamois. These results are consistent with those of a previous study carried out on the same
site (see article 4 in this thesis), showing that intensive grazing by heifers induced a more
intense chemical response of plants compared to extensive grazing by chamois. We suggest
that the grazing pressure exerted on plants is certainly the most important factor. Indeed,
heifer density was more than two times higher that of chamois, which causes increased
defoliation or trampling (Brathen et al. 2007; Austrheim et al. 2008). Moreover, individual
biomass intake by heifers is greater than that of chamois because of large difference in their
body mass (i.e. body mass of heifers is about 15 times greater than that of chamois).

In conclusion, we have shown that alpine plants were differentially altered by herbivory
exclusion, with contrasted responses among plant growth forms both in terms of nature and
intensity, and suggest that this may reflect different defense strategies. Further studies should
be conducted in order to better understand the factors that drive the variability of defenses
among and within plant species. This is of particular importance in the context of global
change, where climate and land use changes can affect herbivore populations with potential
cascading effects on vegetation and ecosystem functioning.
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Supporting information

APPENDIX 6 : Changes in chemical traits (carbon, nitrogen, total phenolics) with herbivory exclusion, per year
(2014 or 2015, respectively after one or two years of herbivory exclusion) and per population (rows).
Abbreviations of populations are given in the TABLEAU 13. Bars on the left side of the table indicate species
common to several sites. Each value corresponds to the percentage of increase (or decrease) of the chemical trait
with herbivory exclusion relative to its value when exposed to herbivory. Significance was estimated by pairwise
comparisons between the two herbivory treatments for each chemical trait, year and population (Tukey’s test).
Levels of significance:  p-value<0.1, * p-value<0.05, ** p-value<0.01, ***p-value<0.001

Populations Carbon Nitrogen Total phenolics
2014 2015 2014 2015 2014 2015
AGCA_DH 0.7 -2.87% -2.6 7.7 24.4 9.3
ARMO_WC1 0.2 -0.9 0.4 7.7 2.6 -2.2
ARMO_DH 4.4 % -3.8% 3.4 0.1 19.3 -16.6
BRME_WC2 0.6 1.4 -6.9 8.5 15.2 -7.8
CASE_WC1 -0.7 -0.6 1.3 -10.4 -27.7 -24.9
CASE_WC(C2 -04 0.3 -1.8 2.2 -10.2 25.2
CHHI_DH 8.7 ¥** -1.9 9.7 -9.5 16.0 0.7
CRCO_WwWcC1 2.0 -1.4 -5.1 4.9 6.8 -5.6
CRCO_DH 3.7 % -4.2 ** 243 ** 76 11.0 -33 ***
DEFL_wcC1 -0.8 -0.9 3.1 4.2 -2.0 -1.7
FENI_WC1 0.7 -0.5 49 -6.4 7.4 -9.3
FENI_DH 1.3 29 % -16.2 t -12.5 4.1 2.5
FENI_WC2 1.1 0.0 11.3 13.0 -6.3 3.3
GEPU_WC1 -0.3 -0.8 -1.5 -3.9 5.1 5.8
GEPU_DH 1.3 -1.4 1.8 10.4 0.4 -6.6
LOCO_Wc(C2 0.9 1.0 -5.6 1.8 26.4 6.4
NAST_WC1 1.9 -0.8 2.1 -4.1 11.8 -18.8
NAST_DH 1.3 -4 ** 6.4 -6.4 19.4 -4.7
ONMO_WC(2 1.5 0.8 2.2 11.3 * 10.8 9.4
PHAL_DH 0.9 -3.7 ** -1.5 -19.4 -16.3 -47.4 ***
PLAT_WC2 3.8 *¥* 1.2 11.3 15.8 1.9 6.6
POER_DH 53 %% 22 7.0 -0.2 13.1 1.1
PRVU_WC2 0.1 -1.2 4.2 15.7 9.8 -2.4
PUAL_WC1 -0.6 -1.0 0.3 6.3 0.2 -9.7
SECA_WC(C2 0.8 -0.2 11.9 12.0 6.9 41.0
SETI_WC2 -1.0 0.4 -8.7 11.9 -5.5 0.1
VAMY_WC1 0.4 -0.7 3.4 9.5 -12.9 ¥** .99 *
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APPENDIX 7 : Relationships among carbon (C), nitrogen (N) and total phenolic (PT) concentrations. Carbon
and nitrogen concentrations are expressed as % DM, and total phenolic concentration is expressed in mg/g DM,
in gallic acid equivalent. Data distributions of traits are represented on the diagonal. Correlations are represented
below the diagonal, where colors indicate plant growth forms (blue: grass, green: forb, purple: sedge, red: shrub)
and Pearson correlation coefficients are given above the diagonal. Levels of significance : 1 p-value<0.1, * p-
value<0.05, ** p-value<0.01, ***p-value<0.001
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Grazing regimes differentially alter defensive strategies of alpine plants.
Soumis a Oecologia

Abstract

Tolerance and resistance are two non-exclusive defensive strategies of plants against
herbivory. Recent advances from controlled conditions have improved our understanding of
the circumstances under which these strategies arise but field studies are missing.

Here, based on a two-year experimental design using exclosures, we tested in natura the
response in terms of tolerance strategy (through chlorophyll quantification) and defense
strategy (through flavonoid quantification) of three alpine plant species (Arnica montana,
Crepis conyzifolia, Gentiana purpurea) under two mammalian herbivory regimes: intensive
grazing by domestic heifers (Bos taurus) and extensive grazing by wild chamois (Rupicapra
rupicapra).

We found that for all three plant species, herbivory exclusion caused a decrease in
flavonoid content but had no effect on chlorophyll content. There was no tradeoff between the
two defensive strategies. The intensity of the flavonoid response was contrasted according to
(i) plant species, being higher in the two Asteraceae species than in G. purpurea and (ii)
herbivory regime with a stronger response under heifer grazing compared to chamois grazing.

Our results suggest that the three species exhibited a resistance strategy, with a stronger
response when exposed to intensive grazing by cattle compared to extensive grazing by
chamois, certainly due to increased herbivory pressure. Our results do not support the
hypothesis of a tradeoff between tolerance and resistance strategies, as the induction of
resistance traits was not followed by changes in tolerance traits.

Keywords: Tolerance, Resistance, Rupicapra Rupicapra, Bos taurus, flavonoids
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Introduction

Grazing by large herbivores has been recognized as a major driver of vegetation
dynamics in many ecosystems. Their effects run from community structure by shaping
diversity, composition and productivity (Zamin and Grogan 2013; Borer et al. 2014; Kempel
et al. 2015) to individual plant physiology. Indeed, to avoid the negative effects of herbivore
attacks on their fitness, plants have evolved a range of defensive traits referring to two main
strategies (Agrawal 2007; Nufiez-Farfan et al. 2007). On one hand, they can adopt a strategy
of tolerance by inducing traits that reduce the negative effect of damages, for example by
improving compensatory growth (Champagne et al. 2012) or increasing photosynthetic rate
(Thomson et al. 2003). On the other hand, plants can adopt a resistance strategy by producing
chemical or physical traits to avoid or reduce the probability of being eaten (Mithofer and
Boland 2012). Because both strategies have metabolic costs that can hamper individual plant
fitness, the hypothesis that a tradeoff should exist between tolerance and resistance has
emerged (van der Meijden et al. 1988; Herms and Mattson 1992). However, this hypothesis
showed low empirical support since many studies did not found any correlation between
tolerance and resistance, providing evidence that plants can maintain several defensive
strategies (Leimu and Koricheva 2006; Scholes and Paige 2015; but see Zust et al. 2015).
Leimu and Koricheva (2006) proposed that one possible reason of these contrasted results
could be the fact that most of studies were conducted in controlled conditions with simulated
herbivory. They further suggested that the relationship between tolerance and resistance
should be assessed in field conditions using natural herbivory in order to improve our
understanding of the mechanisms behind this tradeoff.

The tolerance strategy can be estimated by changes in photosynthetic rate, indirectly
measured by the chlorophyll content of plants (Korpita et al. 2014). Moreover, plant
chlorophyll is easily estimable through the development of fluorescence techniques, which
makes this parameter a good candidate to reflect the physiological state of a plant (Srivastava
et al. 1995). While a large number of studies showed negative impacts of insect herbivory on
plant chlorophyll and/or photosynthetic efficiency (e.g. Barron-Gafford et al. 2012;
Steinbauer et al. 2014), the few studies investigating the effects of large herbivores reported
little effects (Redondo-Gomez et al. 2010) or either positive or negative effects depending on
plant species (Pellissier 2013). Assessing the relative importance of the resistance strategy can
be based on the wide array of defense metabolites evolved by plants which can be broadly
classified into three subgroups: terpenoids, nitrogen compounds (including alkaloids) and
phenolics, the latter being ubiquitous in the plant kingdom (Mithéfer and Boland 2012).
Among phenolics, flavonoids constitute a large class of compounds in plants (more than 6000
compounds identified, Falcone Ferreyra et al. 2012) that are involved in many biotic
interactions, including plant defense against pathogens or herbivores (Treutter 2006). It has
been shown that some flavonoids had a negative impact on plant feeding by insects (Ibanez et
al. 2012; Austel et al. 2016) or mammalian herbivores (Laitinen et al. 2004; Stolter et al.
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2013) that could be partially explained by their negative influence on rumen microbes
(Broudiscou and Lassalas 2000). Basically, most plants have constitutive level of flavonoids
but their quantitative and qualitative profile can be diversely modified following herbivore
attack (Agrawal 2007). Literature about flavonoid induction by mammalian herbivores is
scarce but recent studies showed an increase of the plant flavonoid content in Schedonorus
pratensis following grazing by voles (Huitu et al. 2014) or in Vaccinium myrtillus leaves with
increasing moose density (Persson et al. 2012). An opposite pattern was found in an
experimental study where plant flavonoid content decreased in Rubus fruticosus and Abies
alba in response to simulated herbivory by clipping leaves or goat saliva application
(Pellissier 2013). So far, negative correlations between chlorophyll and flavonoid contents
have been revealed by a study investigating resource allocation under changing light intensity
for trees (Meyer et al. 2006). Simultaneously considering chlorophyll and flavonoid contents
can thus be relevant to point out the resources allocation to tolerance and resistance following
changes in environmental conditions, including grazing context.

In addition, it has been widely recognized that herbivore identity influences the nature
and intensity of induced plant responses (e.g. Agrawal 2000; Ravolainen et al. 2011; Moreira
et al. 2013). First, herbivores can affect plants by mechanical injuries whose intensity depends
on feeding habits and nutrient requirements of species. In mammalian herbivores, nutrient
requirements of species mainly depend on the body size of animals because the relative
metabolic rate decreases with increasing body mass (Demment and Van Soest 1985).
Consequently, large herbivores graze on a multitude of plants including low quality plant
species whereas small herbivores are more selective towards high quality plants and even
plant parts. The larger herbivores compensate the low quality of plants ingested by eating
larger quantity of food to reach their quantitative nutritive requirements (Demment and Van
Soest 1985). Second, saliva of herbivores has been identified by some authors as one of the
main cause of plant response to herbivory, influencing the regrowth capacity of plants (Liu et
al. 2012) or the induction of chemical defenses (Pellissier 2013). Because the composition of
saliva differs among herbivore species (Hofmann et al. 2008), it is likely to expect that plant
responses should vary according to herbivore species identity (Rhoades 1985). Moreover,
herbivore density can also be considered as a strong factor driving plant response to herbivory
in relation to the level of plant biomass removal and trampling intensity (Brathen et al. 2007;
Austrheim et al. 2008).

In this study, we investigated the impact of two mammalian grazing regimes — extensive
grazing by wild herbivores and intensive grazing by domestic herbivores — on the chemical
composition of three alpine plant species, based on a two-year in situ experimental design
using exclosures. We aimed at studying the role of tolerance and resistance of plants as
defensive strategies against herbivory by assessing the systemic responses of chlorophyll and
flavonoid contents to grazed and ungrazed treatments. The experimental design was set up in
natura to compare the effect of a domestic large herbivore, heifer (Bos taurus), and a wild
herbivore, chamois (Rupicapra rupicapra) in the same mountain grasslands. The two
herbivore species differ mainly by their size feeding type (grazer and intermediate feeder
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respectively) and rumen morpho-physiology (Hofmann 1989). Studies exploring plant
chemical responses to large and wild mammals are really scarce and, to our knowledge, have
not yet been studied in natura in alpine permanent pastures. Studies dealing with the effect of
mammalian herbivores on plant metabolism using exclosure systems have mainly focused on
woody species that represent important resources in boreal systems (e.g. Persson et al. 2012)
or African savanna (e.g. Huntzinger et al. 2004). In alpine grasslands, perennial herbaceous
species constitute most of the grassland biomass and the largest part of the diet of mammalian
herbivores. We therefore studied three largely distributed and eatable alpine plant species to
seek differences in strategies of response to grazing: Arnica montana (L.), Crepis conyzifolia
(Gouan A.Kern.) and Gentiana purpurea (L.). We hypothesized that (1) herbivore exclusion
should lead to a decrease in plant flavonoid content if adopting a resistance strategy
(relaxation of flavonoid production) and/or a decrease of plant chlorophyll content if adopting
a tolerance strategy (cessation of chlorophyll production) as plant species are no longer
exposed to herbivory, (2) plant responses could vary according to plant species due to
different strategies to cope with mammalian herbivory and (3) the intensity of plant responses
to herbivore exclusion should vary depending on the herbivory context, being higher when
plants were exposed to intensive grazing by large domestic herbivores (heifers) compared to
extensive grazing by wild and smaller herbivores (chamois).

Materials and methods

Study site

The study was conducted in the Bauges massif located in the northern French Alps
(45°39’ N, 6°10° E). This massif is calcareous with elevation ranging from 700 to 2200 m asl.
Climate is considered as cold and wet with a mean annual temperature of 9.6°C and about
1600 mm of accumulated precipitation per year, mainly in the form of snow between
November and April. More specifically, the study took place in the National Game and
Hunting Reserve, in the subalpine grassland of Armenaz (227.4 ha, FIGURE 38). The pasture
has been traditionally grazed by sheep until 1935 and then by cows for milk production until
1960. In order to limit shrub encroachment due to grazing abandonment, conservation plans
were settled and grazing was reinstated since 2003 using a herd of 40 heifers (Mestelan et al.
2007). In addition to domestic herbivores, a large population of chamois (Rupicapra
rupicapra) is present all year round, with at least 200 individuals (Loison et al. 2006).

Experimental design

Two sites were chosen on the subalpine pasture of Armenaz that differed by plant
composition, topographical characteristics and herbivore species attending them: domestic
heifers (DH site) or wild chamois (WC site) (TABLEAU 15). The presence of chamois was
visually attested by many feces and by location data from GPS monitoring of animals. The
pressure exerted on plants was higher when exposed to heifers than when exposed to chamois
due to difference in the density of herbivores, which was more than two times higher in the
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DH site compared to the WC site (TABLEAU 15), and to large difference of body mass
between the two herbivore species (about 500 kg for heifers and 35 kg for chamois) implying
contrasted quantities of plant ingestion to reach nutritional requirements.

Screes

Mountain hay meadows

Rusty sedge grasslands

Tall herb communities

Matgrass swards

Alpenrose heaths

WV Blue moorgrass- e 0 250 500 Meters
é, evergreen sedge swards, [ —

FIGURE 38 : Geographic location of the Armenaz pasture from the Bauges Massif with an overview of plant
communities. Experimental were conducted on two sites: one attended by wild chamois (WC), the other by
domestic heifers (DH). Within each site were set up ten exclosures and ten grazed control plots. One half of the
installation was used for plant measurements in summer 2014 (after one growing season of herbivore exclusion),
and the other half in summer 2015 (after two growing seasons of herbivore exclusion)

TABLEAU 15 : Characteristics of the two selected sites on the Armenaz grassland (WC: wild chamois, DH:
domestic heifers)

Site Dominant plant species and Herbivore species (density) Elevation Slope  Exposure
abundances (%)

WC Vaccinium vitis-idaea (10%) Chamois (exclusively, about 2050 m 15° S
Avenella flexuosa (9%) 0.9 animal/ha)
Arnica montana (7%)

DH Agrostis capillaris (14%) Heifers between Aug. and 1750 m 0°C SwW
Festuca nigrescens (11%) Sept. (about 2.1 animals/ha)
Chaerophyllum hirsutum (7%) Chamois (potentially, at very

low densities)

An experimental design was set up at the end of May 2014. At each site, ten exclosures
and ten control plots accessible for grazing were randomly located within a 300m? area,
homogeneous according to vegetation composition, slope and exposure (FIGURE 38).
Exclosures were made of chicken wire and were shaped as a 1m* delimiting a soil area of
Imx1m. Mesh size was 2 cm large, excluding large mammalian herbivores, but allowing
other herbivores (mainly insects, very few mollusks at this altitude), to enter into the plot.
Following Ravolainen et al. (2014), roots were cut around each exclosure and control plot to
isolate plants inside from those outside in order to avoid potential chemical exchanges
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between clones. In 2014, on each site, 5 exclosures and 5 control plots were randomly chosen
for plants measurements (after one growing season of herbivores exclusion), the remaining 5
exclosures and 5 control plots were used for plant measurements in 2015 (after two growing
seasons of herbivores exclusion). To avoid damage from snow or avalanches, exclosures were
removed just before snowfall in late October 2014 and were reinstated immediately after
snowmelt at the end of May 2015.

Plants flavonoid and chlorophyll content estimations

Three species were investigated in the two sites — Arnica montana, Crepis conyzifolia,
Gentiana purpurea — because of their large distribution and abundance. A. montana and C.
conyzifolia (Asteraceae) differ by their morphologies, with taller individuals and more erected
leaves for A. montana compared to C. conyzifolia. Secondary metabolites of these two species
are mainly flavonoids whereas G. purpurea (Gentianaceae) also contains other compounds
such as xanthones, iridoids and alkaloids (Singh 2008; Olennikov et al. 2015). Moreover, the
three species also have large enough leaves to be scanned, since the sensor cannot be used on
small or divided leaves (see below). Plant measurements in the WC site were carried out at
the vegetation peak between 15 to 18-July-2014 and between 8 and 9-July-2015,
approximately 50 days after setting up the exclosures. Because heifers were not yet present at
these dates, plant measurements on the DH site had to be delayed to 20-Aug-2014 and 12-
Aug-2015, after seventeen days of presence of heifers.

Flavonoid and chlorophyll contents of plants were estimated instantly in the field with
the Dualex® device by a simple lecture of absorbance (Goulas et al. 2004; Cartelat et al.
2005). This device has the advantage of being non-destructive, which is very useful when
studying plant responses to herbivory, as we do not known if plant sampling could induce the
same plant responses as herbivores do. The principle of flavonoids estimation relies on their
property to absorb UV, acting as a screen to chlorophyll excitation, whereas they transmit
infra-red radiations. Thus, a dual excitation of the chlorophyll, one at 375 nm (UV) and the
other at 655 nm (red) permits to deduce the flavonoids content of the leaf epidermis,
according to the following equation:

Fluorescence gss nm

Flavonol index =
Fluorescence 375 nm
Even if most of flavonoids are located in the leaf epidermis due to their UV screen
properties, some other can be present in the mesophyll cells, and correlation between
epidermal and total flavonoids is far to be established (Lefebvre et al. 2016). Nevertheless,
such approach might be efficient to detect plant responses to biotic stress (e.g. Pellissier
2013).

Chlorophyll content is assessed from light transmission to an excitation at 720 nm (red),
and the effects of leaf structure are taken into account by the simultaneous emission of a

135



ARTICLE 4

second wavelength at 860 nm (near-infrared). Chlorophyll index given by the Dualex device
is calculated according to the following equation:

Transmission gggnm — 1ransmission 720 nm

Chlorophyll index = Transmission spg o

Flavonoid and chlorophyll values measured by the Dualex have no unit because they
represent ratios. For each species, Dualex measurements were performed on five randomly
chosen individuals per exclosure or control plot, resulting in 100 individuals measured per
species and per site (5 plots x 2 herbivory treatments x 2 years x 5 plant individuals). Dualex
measurements were performed on the bigger leaf of each individual that did not display
injuries of mammalian herbivores, with three readings made on each leaf side. Averages of
adaxial and abaxial values were calculated and then summed to be representative of the whole
leaf flavonoid or chlorophyll contents (Goulas et al. 2004; Cartelat et al. 2005; Meyer et al.
2006).

Statistical analyses

Analyses were done with the R software (version 3.1.2; R Core Team, 2016). We used
mixed effect models to evaluate the effects of the herbivory treatment (with or without
herbivores), the plant species identity (A. montana, C. conyzifolia, G. purpurea), the number
of growing seasons of herbivores exclusion (one or two, respectively for plants measured in
2014 or 2015) and the site (WC or DH) on the two response variables (flavonoid or
chlorophyll contents). All factors were fixed effects except for sampling plot (exclosure or
control) considered as a random effect since five plant individuals of each species were
measured per plot, representing a random sampling of their respective populations. We
compared all the possible models corresponding to the different combinations of the fixed
effects, going from the full model containing all the factors and interactions (herbivory x
species x year x site) to the intercept model. The random factor (sampling plot) was
integrated in all these models. Because this resulted in 167 possibilities, this was performed
by the “dredge” function from the “MuMIn” package. Models were characterized by the
corrected Akaike Information Criterion (AICc) and the AAICc (difference between the AlCc
of the model and the lowest AICc). The model having the lowest AlICc value was considered
as the best model, the one that includes the variables and interactions that best explained the
response variable. When the interactions were significant, pairwise comparisons of levels
were performed with the “lsmeans” function. Finally, we tested the correlation between
flavonoid and chlorophyll contents using one mixed effect model per species, including site as
a fixed factor and sampling plot as a random factor. We performed a model for each plant
species because leaf chemistry is not independent of plant species identity. The significance
was evaluated by a Wald chi-square test, using the “Anova” function from the “car” R
package.
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Results

Chlorophyll content

Cessation of herbivory showed no consistent effect on chlorophyll content across species,
site or duration of herbivory exclusion (FIGURE 39). Plant chlorophyll was best explained by
the combination of the factors ‘species’, ‘site’ and ‘duration of herbivory exclusion’, and the
interactions between ‘site’ and ‘species’, between ‘duration of herbivore exclusion’ and ‘site’
and between ‘duration of herbivore exclusion’ and ‘species’ (TABLEAU 16, model 1,
FIGURE 39). On average over the two years, chlorophyll content was significantly higher in
W(C than in DH for C. conyzifolia (+19%, p<0.001) and G. purpurea (+21%, p<0.001) while
there was no significant difference for A. montana (-1%, p=0.779). In addition, chlorophyll
content was significantly higher in 2015 compared to 2014 for plants growing in WC (+22%,
p<0.001) and lower but not significant for plants growing in DH (-5%, p=0.113). The leaf
chlorophyll content increased significantly in 2015 compared to 2014 for A. montana (+10%,
p<0.001) and C. conyzifolia (+12%, p<0.001) while the difference for G. purpurea was not
significant (+3%, p=0.344).
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FIGURE 39 : Leaf chlorophyll content (Dualex index) of species investigated on a) WC site and b) DH site, in
function of the year of investigation (2014 or 2015, for one or two growing seasons of herbivore exclusion
respectively) and herbivory treatment (empty circles: herbivory, filled circles: no herbivory). Points represented
means and vertical bars are 95% confidence intervals derived from standard errors
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TABLEAU 16 : Linear mixed models to explain flavonoid or chlorophyll contents, with “plot” (exclosure and
control plot) as a random factor. For each response variable (flavonoid or chlorophyll contents), all the models
tested contained a different combination of the fixed effects among herbivory (factor “herb”, levels: with,
without herbivores), plant species (factor “species”, levels: A. montana, C. conyzifolia, G. purpurea), plant
community (factor “site”, levels: WC, DH) and number of growing seasons of herbivores exclusion (factor
“year”, levels: 2014 or 20135, respectively for one or two years of herbivore exclusion). For each model, the table
presents the variables included, the degrees of freedom and the delta corrected Akaike Information Criterion
(AAICc, which corresponds to the difference between the AICc of the model with the lowest AICc from all
models). Models were organized in an ascending order of AAICc. Because of the great number of models tested
(167 different combinations), only models with AAICc<2 were presented. For each response variable, the most
parcimonious model is bolded

Model Fixed effects df AAICc

Chlorophyll content

1 year x site + year X species + site x species 12 0

2 year x species x herb + site x species + year x site 18 0.2

3 year x site x species 14 0.9

4 year x species x herb + year x site x species 20 1.18

5 year x site + year x species + site x species + species x herb 15 1.50

6 year x site + year x species + site x species 13 1.98

Flavonoid content

1 species x herb + site x herb + site x species 12 0

2 site x species x herb 14 1.64

3 site x species + site x herb + species x herb + date x herb 14 1.68
site x species + site x herb + species x herb + date x herb + date x

4 site 15 2.00

Flavonoid content

Plant flavonoid content was best explained by the factors ‘species’, ‘herbivory treatment’
and ‘site’ and by the interactions between ‘species’ and ‘herbivory treatment’, between ‘site’
and ‘herbivory treatment’ and between ‘site’ and ‘species’ (TABLEAU 16, model 1, FIGURE
40). Pairwise comparisons between factor levels showed that, on average over the two sites,
the exclusion of herbivores caused a significant decrease in flavonoid content of A. montana
leaves (-15%, p<0.001), C. conyzifolia leaves (-8%, p=0.012) and G. purpurea leaves (-5%,
p=0.048). The intensity of the flavonoid response to herbivory exclusion was higher in DH
(between -11% to -22% depending on species) than in WC (between -1% and -11%
depending on species). Independently of herbivory treatment, leaf flavonoid content of
species was significantly higher in WC than in DH for A. montana (+19%, p<0.001), C.
Conyzifolia (+19%, p<0.001) and G. purpurea (+8%, p<0.006). While not significant, the
difference in leaf flavonoid content between ungrazed and grazed plots tended to be larger in
2015 compared to 2014 for all species, especially for plants growing in DH (FIGURE 40B).

There was no correlation between leaf epidermal flavonoid and chlorophyll contents for
each of the three species, regardless of the site considered (FIGURE 41, TABLEAU 17).
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TABLEAU 17 : Anova table of the flavonoid content in function of the chlorophyll content and site of sampling
(WC, DH), for the three plant species (A. montana, C. conyzifolia, G. purpurea). Values are bolded when
significant

Chi-square  df p-value
Arnica montana
Chlorophyll 0.114 1 0.736
Site 10.206 1 0.001
Chlorophyll x Site 0.011 1 0.915
Crepis conyzifolia
Chlorophyll 0.017 1 0.898
Site 15.254 1 <l.E-4
Chlorophyll x Site 0.150 1 0.699
Gentiana purpurea
Chlorophyll 0.891 1 0.345
Site 15.235 1 <l.E4
Chlorophyll x Site 2.095 1 0.148

Discussion

The coexistence of plants and herbivores is ubiquitous in nature and their coevolution
through time has led to the emergence of two main non-exclusive plant strategies to cope with
herbivory: tolerance and resistance (NUfiez-Farfan et al. 2007). In this study, we assessed both
strategies on three subalpine forb species using leaf chlorophyll content as a trait related to
tolerance strategy and leaf flavonoid content as a trait related to resistance strategy. Overall,
we found that the resistance strategy was preponderant for the three forbs, as their flavonoid
content significantly decreased following herbivory exclusion while chlorophyll content
remained similar in grazed and ungrazed treatments. The decrease in flavonoid content was
detected the first season of grazing exclusion but was not magnified the second year of
exclusion which is consistent with the reported plasticity of the induction of secondary
metabolites in plants (Karban 2008; Metlen et al. 2009).

Effects of grazing exclusion and environmental factors on plant metabolisms

Chlorophyll and flavonoid contents within the studied plants were not correlated to each
other. Such result contrasts with the negative correlation between flavonoid and chlorophyll
contents found in plants under changing light intensity (Meyer et al. 2006) and thus did not
reveal a tradeoff for resource allocation between tolerance and resistance to mammalian
herbivory. The absence of response of the leaf chlorophyll content could be the result of an
adaptation of these specific plant species populations that have been exposed to large
herbivores for centuries, allowing them to maintain their photosynthetic capacity even when
exposed to grazing (Hodge et al. 2000a). Moreover, the three investigated plant species may
have evolved constitutive phenolics as an effective protection against herbivores. Indeed, it
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has been shown that they alter plant palatability or reduce its nutritional value and
digestibility or even act as toxins (Mierziak et al. 2014). This base level of defense can be
increased by the systemic induction of more phenolics when plants are exposed to herbivores,
in order to increase their protection to future herbivore attack (Karban and Myers 1989).
Because the production of secondary metabolites is costly to the plant (i.e. energy that cannot
be invested in growth), the plasticity of defense induction is considered as a cost-saving
strategy (Rasmann et al. 2015). Thus, it seems coherent that the production of flavonoids
should be relaxed if they are no longer needed (i.e. when plants are protected from herbivores;
Huntzinger et al. 2004). Our findings confirm the results of other studies that reported a
higher plant flavonoid content in plants exposed to insect herbivory (Ibanez et al. 2013;
Austel et al. 2016) or mammals (Persson et al. 2012; Huitu et al. 2014). Indeed, an increase of
flavonoid content has been reported on a grass species as a short term response (3 months) to
grazing by voles (Huitu et al. 2014) and on a shrub species as a long-term response (8 years)
to grazing by moose (Persson et al. 2012).

Leaf plant chlorophyll and flavonoid responses to herbivory exclusion remained
consistent throughout years and sites although they were influenced by numerous
environmental factors. For instance, the chlorophyll content of plants measured on the WC
site was lower in 2014 compared to 2015. This could be explained by a more advanced
phenological stage, as the number of day-degrees at the date of plant sampling was higher in
2014 compared to 2015 (Online Resource 1). Indeed, it has been shown that the chlorophyll
content of plants tends to decrease after the flowering peak and the beginning of the
senescence process (Fontana et al. 2008). The flavonoid content of plants growing in the WC
site was on average higher compared to the plants growing on the DH site. We hypothesize
this could be due to increased light intensity resulting from higher elevation and sun-
exposition on the WC site. Indeed, flavonoids play a key role in photoprotection of plants
(Jaakola and Hohtola 2010) and are consequently increasing with elevation because of
increased light intensity (Alonso-Amelot et al. 2007). However, we cannot exclude that the
flavonoid variability could result from other features that differentiate the two sites (e.g. soil,
grazing history). Overall, the effects of environmental factors on chlorophyll and flavonoid
contents appears to be less important than the effects of herbivory, since the exclusion of
herbivores had comparable effects at both sites and for the two years.

Species-specific response following grazing exclusion

Although the three species exhibited a decrease in the flavonoid content following
grazing exclusion, the intensity of this decrease was contrasted among species. Interspecific
comparisons have to be taken with caution since the Dualex does not reflect the whole content
of flavonoids but only those found in the epidermis and absorbing around 354 nm (Lefebvre
et al. 2016). Nevertheless, these different responses could be explained by different secondary
metabolite composition among the three species. Flavonoids are important secondary
metabolites within the Asteraceae family and Alvarenga et al. (2001) have shown that the
Lactuceae tribe (that includes C. conyzifolia) would contain more flavonoids based on luteolin
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skeleton, than the Heliantheae tribe (that includes A. montana) characterized by quercetin and
kaempferol derivatives. We found the opposite trend since the base level of flavonoids was
slightly lower in C. conyzifolia than in A. montana, the latter exhibiting the largest decrease in
flavonoid production when protected from mammalian herbivory. In addition, these two
species are also rich in other polyphenols (caffeic acid derivatives) and sesquiterpene lactones
(Zidorn et al. 2008; Aiello et al. 2012) that can contribute to plant defense. The Gentianaceae
family contained flavonoid glycosides, but also xanthones and iridoids (Olennikov et al.
2015). More specifically, gentiolactone (iridoid) and gentianine (alkaloid) have been
identified in G. purpurea (Suhr et al. 1978; Singh 2008). Those biologically active
compounds could be important contributors to the chemical arsenal of G. purpurea. This
could explain the lower flavonoid response to grazing exclusion of this species (-5%
variation) compared with A. montana (-15%) and C. conyzifolia (-8%).

The different chemical responses could also result from the differential selective feeding
on preferred plant species with an expected larger response for plants preferentially eaten by
herbivores. Identification of plant DNA sequences found in the feces of chamois on the same
pasture showed that Asteraceae family was preferred compared to Gentianaceae family.
Indeed, 28% and 0.15% of feces contained DNA sequences of Asteraceae and Gentianaceae
species respectively (Bison 2015), whereas the availability of Asteraceae species on the study
site was only 3 times higher than that of the Gentianaceae species (18% and 5% respectively).
This selective feeding of chamois is unlikely to impact the plant flavonoid and chlorophyll
responses as they were consistent among the three plant species on the site grazed by
chamois. The diet composition of heifers has not been studied precisely on this pasture.
However, cattle belong to grazers according to the classification of Hofmann (1989) and are
supposed to eat plant species independently of their traits (i.e. low selective feeding, but see
Fraser et al. 2009). In that case, it seems unlikely that cattle feeding behaviour could be
responsible of the observed contrasted plant responses.

Influence of the herbivory context

Although the flavonoid content of plants following grazing exclusion decreased on both
sites, the intensity of the response was higher on the DH site than on the WC site. This may be
attributed to the identity of herbivore species that has been found in some studies to
differentially affect plant responses (Agrawal 2000; Moreira et al. 2013) because of species-
specific characteristics such as saliva composition (Hofmann et al. 2008) or forage
preferences. The intensity of grazing may also explain the contrasted plant responses between
the two sites. For instance, the intensity of plant responses has been shown to be higher at
higher levels of herbivore density, because of increased plant biomass removal or trampling
(Brathen et al. 2007; Austrheim et al. 2008). Our study does not allow us to demonstrate the
reason of these contrasted responses because of complex interplay between herbivore identity
and density in the two grazing contexts (i.e. time-limited intensive grazing by domestic
heifers versus permanent extensive grazing by wild chamois). However, we hypothesize that
the grazing pressure exerted on plants is certainly the most important factor explaining these
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contrasted responses. Indeed, the density of heifers was more than two times higher than that
of chamois. Moreover, because the body mass of heifers is about 15 times higher than that of
chamois, heifers have to eat more plant biomass than chamois to reach their nutritional
requirements.

Conclusion

Our study shows that the three investigated plant species exhibited a resistance strategy
against mammalian herbivory, which may result from the long grazing history of these
grasslands exposed to domestic and wild herbivores for centuries. The expression of
resistance traits (flavonoids) was decreased after only several weeks of herbivory exclusion,
which highlight the high plasticity of these induced responses. Our results do not support the
hypothesis of a negative tradeoff between tolerance and resistance and confirm that the two
defensive strategies are not mutually exclusive. This study shows the usefulness of portable
and non-destructive optical sensor to efficiently explore in natura plant responses to changing
ecological factors such as herbivory. The investigation of plant tolerance through the
estimation of chlorophyll content could be completed by other indicators such as plant height
measurements. Moreover, the optically assessed flavonoid content does not allow the
identification of specific resistance compounds. This first exploration of plant responses could
thus be completed by further metabolomic investigations. Molecular identification and
quantification could for example reveal if the nature of the induced resistance compounds
depends on the identity of herbivore species. Finally, further studies in natura with more
species growing under different grazing contexts should be conducted in order to better
understand the circumstances that drive the tradeoff between tolerance and resistance.
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Supporting information

APPENDIX 8: Julian date relationship with day-degree for 2014 (blue) and 2015 (2015). Black points
correspond to the Julian date at which plant measurements were done on the WC and DH sites, for the two years
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Litter decomposability of alpine species depends on litter traits but not on
wild herbivores. Article en préparation

Abstract

Litter quality is one of the main factors controlling decomposition and nutrient dynamics.
By inducing changes in foliar chemistry, herbivores can influence litter quality and thus soil
processes. Among plant traits inducible by herbivores, phenolic compounds play a key role in
litter decomposition and nutrient cycling.

In a two-year field experiment using exclosures, we investigated the relationships
between chamois (Rupicapra rupicapra) herbivory, litter quality and litter decomposability of
nine alpine plant species. Litter decomposability was assessed through a litterbag experiment.

Herbivory by chamois had no impact on litter quality or decomposability. At the inter-
specific level, litter mass loss was negatively correlated to the C/N ratio and positively
correlated to the total phenolic concentration of senescent leaves. These correlations were
maintained at the intra-specific level for some of the investigated species but were opposite
for others. Changes in litter chemistry during decomposition were not explained by initial
total phenolic concentration of litters but rather by species identity and year of sampling.

Our results suggest that chamois population density is low enough not to influence litter
decomposition through changes in litter quality. The total phenolic fraction should be further
investigated in order to disentangle the effects of polyphenols on litter decomposition.

Keywords: polyphenols, Rupicapra rupicapra, carbon, nitrogen, chemical stoichiometry
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Introduction

Decomposition of plant litters in terrestrial ecosystems is a key component of nutrient
and carbon cycling (Swift et al. 1979; Chapin et al. 2011). In most ecosystems, decomposition
results from the combined effects of climatic conditions, decomposers and litter quality (Swift
et al. 1979). Several traits related to litter quality have been shown to affect litter
decomposition. For example, nitrogen, phosphorus and potassium contents as well as specific
leaf area (SLA) are usually positively correlated to litter mass loss (Santiago 2007; Bakker et
al. 2011; Cornwell et al. 2008). Other traits such as lignin content, leaf mass per area (LMA),
leaf dry matter content (LDMC) or carbon to nitrogen ratio (C/N) are usually negatively
correlated with litter mass loss (Melillo et al. 1982; Kazakou et al. 2006, 2009; Cornwell et al.
2008; Kurokawa and Nakashizuka 2008; Ibanez et al. 2013; Bumb et al. 2016).

In addition, plant secondary metabolites play a major role in the decomposition process
(Chomel et al. 2016). Among these metabolites, phenolic compounds can either promote or
alter litter decomposition depending on their physicochemical properties (Chomel et al. 2016).
For instance, small molecules such as phenolic acids can stimulate the activity of soil
decomposers leading to an acceleration of litter decomposition (Schimel et al. 1998; Kanerva
et al. 2008) whereas condensed tannins can slow down litter decomposition due to their
capacity to bind to proteins (Kurokawa and Nakashizuka 2008). Because of this latter
property, tannins can promote the retention of nitrogen during decomposition with potential
consequences on nutrient cycling (Northup et al. 1995, 1998; Schimel et al. 1998; Baptist et
al. 2008; Barta et al. 2010; Majuakim and Kitayama 2013).

There is increasing awareness that mammalian herbivores can strongly influence soil
processes (Bardgett and Wardle 2003). First, they can affect soil microclimatic conditions
mainly through the removal of plant aerial biomass, promoting an increase of soil temperature
and a decrease of soil moisture (Stark et al. 2000; Risch et al. 2013; Haynes et al. 2014).
Then, herbivores can influence soil decomposers by enhancing nutrient enrichment through
dung and urine deposit (Bardgett et al. 1997; Bargett et al. 1998a; Stark et al. 2000), by
altering soil permeability through trampling (Schrama et al. 2013) or by stimulating the
production of root exudates following defoliation (Hamilton et al. 2008). Finally, herbivores
can alter litter quality by changing the chemical stoichiometry of plants, an indirect
mechanism called ‘legacy effects’ or ‘afterlife effects’ (Sirotnak and Huntly 2000; Semmartin
et al. 2004, 2008). Indeed, herbivores can quickly (i.e. from days to months) induce the
synthesis of different defensive compounds such as phenolics (Ibanez et al. 2013; Huitu et al.
2014), having cascading effects on litter decomposition.

Litter decomposition in alpine grasslands mainly occurs during winter thanks to the key
role of snow cover (Baptist et al. 2008; Baptist et al. 2010; Gavazov 2010). Indeed, snowpack
acts as an insulating layer maintaining soil surface temperatures around zero degrees (Saccone
et al. 2013) that enables the proliferation of cold adapted microbial communities and
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promotes their activity on litter decomposition (Zhang 2005; Gavazov 2010). Recent decades
have been marked by an exponential increase of population densities of wild herbivores in
alpine areas (Loison et al. 2006). Because wild herbivores can induce defensive compounds in
alpine plants (see articles 3 and 4 from this thesis), it thus appears essential to evaluate their
potential cascading effects on litter quality and decomposability.

The aim of this study is to assess the impact of wild herbivores (chamois, Rupicapra
rupicapra) on litter chemistry and decomposition of alpine grassland species, through a two-
year in situ experimental design using exclosures. Whereas the influence of insect herbivores
on litter decomposition is commonly studied, the impact of large and wild herbivores on this
process remains little known. Moreover, litter decomposability is often estimated from
experiments performed in controlled conditions with standard soil used as substrate. Although
this method is easy and fast to set up, it does not necessarily reflect the reality of field
conditions as it ignores environmental conditions such as climate or the presence of adapted
decomposers. Here we studied in natura the linkages between chamois herbivory, litter
quality and litter decomposability. We focused on two litter traits (i.e. C/N ratio and phenolic
compounds) because of their mediating role between herbivory and soil processes. To this
purpose we investigated nine plant species that are abundant and largely distributed in alpine
pastures, including three growth forms (i.e. grass, forb, and shrub). We determined their litter
chemistry and decomposability using litterbags, in presence or absence of chamois. This study
is organized around the three following hypotheses (FIGURE 42). Chamois exclusion affects
the quality (C/N ratio, phenolic content) of senescent leaves (1a) and litter mass loss (1b).
Irrespective of chamois influence, the quality of senescent leaves influences litter
decomposability (2), and changes in carbon and nitrogen concentrations during decomposition
are influenced by phenolic concentration of senescent leaves (3).

Changes of litter
chemical quality

Chemical quality of

/l senescent Ieaves
(1a) |

Herbivores 2)

(1b) J
AN Litter

decomposability

— (3)

FIGURE 42 : Summary of the hypotheses tested in this study

Materials and methods

Study site

The study was conducted in the National Game and Hunting Reserve from the Bauges
massif located in the northern French Alps (45°39°N, 6°10’E). This massif is calcareous
where elevation ranges from 700 to 2200 m asl, with cold and wet climate. Mean annual
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temperature is 9.6°C with about 1600 mm of precipitation per year, mainly in the form of
snow between November and April. Two sites from the subalpine pasture of Armenaz (227.4
ha) were chosen to set up the experimental design. They differ by plant composition and
topographical characteristics (TABLEAU 18). They are both frequented by large population
of chamois (Rupicapra rupicapra), with an estimation of 200 individuals on the grassland
(Loison et al. 2006).

TABLEAU 18 : Description of the sampling sites (WC1 and WC2) by their dominant plant species and by
topographical characteristics

Site Dominant plant species and abundances (%) Elevation  Slope  Exposure

Vaccinium vitis-idaea (10%)

wcl Avenella flexuosa (9%) 2050m 15 S
Arnica montana (7%)
Carex sempervirens (12.8%)

wc2 1850 m 20° SE

Sesleria caerulea (10.2%)
Serratula tinctoria (5.6%)

Experimental design

An experimental design was set up at the end of May 2014. At each site, eight exclosures
and eight control plots accessible for grazing were randomly located within a 300 m? area,
homogeneous according to vegetation composition, slope and exposure. Exclosures were
made of chicken wire and were shaped as a 1m® delimiting a soil area of 1mx1m. Mesh size
was 2 cm large, excluding large mammalian herbivores, but allowing other herbivores to enter
into the plot (mainly insects). Roots were cut around each exclosure and control plot to isolate
plants inside from those outside in order to avoid chemical exchanges between clones. Four
exclosures and four control plots per site were randomly chosen for litter sampling in 2014
(after one year of herbivory exclusion), the remaining four exclosures and four control plots
per site were used for litter sampling in 2015 (after two years of herbivory exclusion). To
avoid damage from snow or avalanches, exclosures were removed just before snowfall in late
October 2014 and were reinstated immediately at the same location after snowmelt at the end
of May 2015.

Litter sampling

We selected 9 species because of their large distribution and abundance (TABLEAU 19).
Five of these species were forbs, two were shrubs and the two remaining were grasses. All
these species were sampled in both 2014 and 2015 (i.e. respectively after one or two years of
herbivory exclusion), except for the two shrub species where Vaccinium vitis-idaea was
sampled in 2014 and V. myrtillus in 2015. At the end of September of each year, senescent
leaves without apparent damage were collected for each species in each plot. One sample
corresponded to a pool of several individuals that grew in the same plot. This resulted in 63
samples collected per year (2 sites x 4 species x 2 treatments x 4 plots, minus one because
one species was missing in one plot each year). Samples were left to dry at room temperature
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in a shady place for one week. Each sample was split into two parts: one was used for the
decomposition experiment and the other was ground into powder for chemical analyses.

TABLEAU 19 : List of studied species caracterized by their taxonomic family and growth form. The site (among
WC1 and WC2) and year of sampling (among 2014 and 2015) are also given

Species Family Growth form Site of sampling Year of sampling
Arnica montana Asteraceae Forb WC1 2014, 2015
Cirsium acaulis Asteraceae Forb WC2 2014, 2015
Gentiana purpurea Gentianaceae Forb WC1 2014, 2015
Potentilla erecta Rosaceae Forb wcC2 2014, 2015
Serratula tinctoria Asteraceae Forb wcC2 2014, 2015
Vaccinium myrtillus Ericaceae Shrub WC1 2015

Vaccinium vitis idaea Ericaceae Shrub WC1 2014

Nardus stricta Poaceae Grass WC1 2014, 2015
Sesleria caerulea Poaceae Grass WC2 2014, 2015

Decomposition experiment

Litter decomposability was estimated through litter mass loss using litterbags. Each
litterbag consists in a 10x20 cm bag made from polyethylene agro-textile of 920 um mesh
size (DIATEX, Saint-Genis-Laval, France) and contains about 500 mg of dried senescent
leaves from one species. Depending on the amount of litter available, between one to five
litterbags were made per species and per plot for a total of 153 litterbags in 2014, and 154 in
2015. Litterbags were laid out on the ground at the sites where litters were collected. The
litterbag experiment started on 30-Oct-2014 and ended on 24-May-2015 for litters collected
the first year of experiment, and started on 21-Oct-2015 and ended on 07-May-2016 for litters
collected the second year of experiment (i.e. about 7 months each year). The decomposed
leaves collected from the litterbags were dried at room temperature in a shady place for one
week. The litter mass loss was expressed as a percentage of the initial litter mass, following
the equation:

(Massinital - Massfinal)

% mass loss = 100 X
Massitiar
After weighing, litter samples extracted from litterbags were ground into powder and
kept in a dry and shady place until chemical analyses.

Chemical analyses

Chemical analyses were performed on dry material finely grinded. Carbon and nitrogen
concentrations of litter samples were determined using a CHN analyzer (Flash EA 1112,
Themo Electron Corporation, Grenoble) using between 3 and 5 mg of dried material. These
determinations were performed on both senescent and decomposed leaves (i.e. before and
after the decomposition experiment). We assessed the change of litter chemistry over the 7
months of decomposition by calculating the changes in carbon concentration, nitrogen
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concentration, and C/N ratio, expressed as a percentage of their values in senescent leaves
(i.e. before decomposition), following (here for nitrogen change):

([N] decomposed ~— [N]senescent)

A[N] a 100 % [N]senescent

Total phenolics concentration was determined on senescent leaves and not on
decomposed leaves because of a lack of plant material. Leaf phenolics were extracted from
100 mg of dried litter powder in a 70:30 ethanol-water solution under reflux at 100°C for 30
minutes. Total phenolic concentration was determined by a Folin-Ciocalteu assay using gallic
acid as a standard. Results were expressed in milligram of gallic acid equivalent per gram of
dry mass.

Statistical analyses

Analyses were performed with the R software (version 3.1.2; R Core Team, 2016).

We tested the effect of herbivory treatment (‘herb’: presence or absence of herbivores) on
leaf litter traits (either total phenolic content or C/N ratio) using ANOVAs (‘Anova’ function
from the ‘car’ package) (hypothesis 1a). Species identity (‘species’: see TABLEAU 19) and
year of sampling (‘year’: 2014 or 2015, respectively for one or two years of herbivory
exclusion) were integrated as covariates.

We used mixed effect model to evaluate the influence of herbivory treatment (‘herb’:
presence or absence of herbivores), plant species identity (‘species’: see TABLEAU 19) and
year of sampling (‘year’: 2014 or 2015, respectively for one or two years of herbivory
exclusion) on litter mass loss (hypothesis 1b). All those factors were fixed effects. We
compared all the possible models corresponding to the different combinations of the fixed
effects, going from the full model containing all the factors and interactions (species x year x
herb) to the intercept model. The sampling plot was integrated as random factor in all of these
models since there were several litterbags for each species in each plot. Comparison of
models was performed with the “dredge” function from the “MuMIn” package. The model
having the lowest corrected Akaike Information Criterion (AlCc) was considered as the best
model, including the variables and their interactions that best explained litter mass loss.

We evaluated the influence of senescent leaves chemistry on litter mass loss, at both the
inter- and intra-specific levels (hypothesis 2). At the inter-specific level, we explained litter
mass loss using linear mixed effect models with total phenolic concentration (‘TP’), C/N ratio
(‘CN’), species identity (‘species’, see TABLEAU 19) and year of sampling (‘year’) as fixed
effects. The full model also contained the two triple interactions ‘TP x sp x year’ and ‘CN x
sp x year’. Sampling plot was considered as a random factor. The model that best explained
litter mass loss was determined according to its AlCc following the method described above.
At the intra-specific level, one mixed effect model was performed per combination of species
and year of sampling, where litter mass loss was explained by either total phenolics or C/N
ratio of litters. In each model, sampling plot was considered as a random effect.
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Finally, we evaluated the influence of phenolic concentration (‘TP”) of senescent leaves,
species identity (‘sp’) and year of sampling (‘year’) on changes of carbon concentration,
nitrogen concentration and C/N ratio using ANOVAs (one model per chemical variable). The
triple interaction ‘TP % sp x year’ and all the possible double interactions resulting from this
triple interaction were included in models

Results

Effects of herbivory by chamois on litter traits and decomposability
(hypothesis 1)

Total phenolic concentration from senescent leaves ranged from 1 to 180 mg/g DM
(FIGURE 43a). The variability of this trait was mainly explained by species identity, with no
significant effect of herbivory treatment or year of sampling (TABLEAU 20). In average,
litters of grass species had lower total phenolic content than forb species (mean £ SD: 11.4 +
4.4 mg/g DM and 39.0 = 17.5 mg/g DM respectively). Litters from the two shrub species
differed widely from one another, with higher values for V. myrtillus (165.7 = 16.8 mg/g DM)
than for V. vitis-idaea (32.4 + 9.8 mg/g DM).
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FIGURE 43 : Total phenolic content (a) and C/N ratio (b) of senescent leaves from nine plant species sampled at
each herbivory treatment (full circles: no herbivory, empty circles: herbivory) after one or two years of herbivore
exclusion (2014 and 2015 respectively). Colors indicate plant growth forms (blue: grasses, green: forbs, red:
shrubs). Points represent means, vertical bars are 95% confidence intervals derived from standard errors (n=4)
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TABLEAU 20: ANOVA table of total phenolic content and C/N ratio of senescent leaves in function of
herbivory treatment (‘Herb’), species identity (‘species’), duration of herbivory exclusion (‘year’) as well as all
the possible interactions between these three variables. Levels of significance: NS p-value>0.1, 1 p-value<0.1,
* p-value<0.05, ** p-value<0.01, *** p-value<0.001

Total phenolic C/N ratio

Herb (df=1,82) F=0.01M® F=0.48 S
Species (df=8,82) F=239.02 ***  F=10.95 ***
Year (df=1,82) F=2.65"° F=33.06 **=*
Herb:species (df=8,82) F=0.81° F=0.31
Herb:year (df=1,82) F=0.02 ™ F=1.08 ™
Species:year (df=6,82) F=1.39 F=4.00 **
Herb:species:year (df=6,82)  F=0.59 " F=0.53 S

Carbon to nitrogen ratio of senescent leaves ranged from 40 to 120 (FIGURE 43b). The
variability of this trait was explained by plant species identity, year of sampling and by the
interaction between these two factors (TABLEAU 20). The herbivory treatment was not
significant. C/N ratio was in average higher for grass species (84.3 + 16.9) than for forb or
shrub species (63.4 = 17.0 and 64.9 = 12.3 respectively). C/N ratio was higher in 2015
compared to 2014, especially for forbs.

Senescent leaves lost from 11% to 70% of their dry mass during the 7 months of the
decomposition experiment (FIGURE 44). Litter mass loss was best explained by species
identity and year of sampling (TABLEAU 21). Litter mass loss was overall higher for forb
species (from 22% to 70 %) than for grass or shrub species (from 17% to 42% or 11% to 40%
respectively). Herbivory treatment did not significantly influence litter mass loss.

70 — . X X X X X . | & herbivory
! ' ! ! ! ' ! ! ® o herbivory
— g0 : : ! ! ! ! ' ! O grass
o | 1 1 v O forb
w 0 ! | | : | | H . B shrub
S 40 | ' : : : ' | :
PR : | : | : : L
@ 0 ' ' I | | I ' |
= - ' : I . | : ' .
20 : : : : : : : L *
10 — 1 1 1 1 1 1 1 1
: I 1 : 1 1 1 :

2014 2015 2014 2015 2014 2015 2014 2015 2014 2015 2014 2015 2014 2015 2014 2015 2014 2015
Nsticta  S.casrulea Amontana Cacaulls Gpumpuea Perecla  Sitinctona V.mptilus VovitisHdaea

FIGURE 44 : Litter mass loss (%) according to plant species grouped by growth forms (blue: grass, green: forb,
red: shrub), duration of herbivore exclusion (one or two years, respectively 2014 or 2015), herbivory treatment
(full circles: no herbivory, empty circles: herbivory). Points represent means, vertical bars are 95% confidence
intervals derived from standard errors (n=12)
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TABLEAU 21 : Linear mixed effect models used to explain litter mass loss in function of herbivory treatment
(factor ‘herb’, levels: with or without herbivory), plant species, duration of herbivory exclusion (factor ‘year’,
levels: 2014 or 2015, respectively for one or two years of herbivore exclusion) and interactions between these
three variables. The variable ‘sampling plot’ was considered as a random factor since three litterbags were made
by plot. The table presents the included variables, the degrees of freedom (df) and the delta corrected Akaike
Information Criterion (AAICc, which corresponds to the difference between the AICc of the model with the
lowest AICc from all models). Models were organized in an ascending order of AAICc. Only the first three
models are presented. Best model is in bold

Models Fixed effects df AAICc Weight
1 species x year 18 0 0.636
2 species x year + herb 19 1.97 0.237
3 species x year + species x herb 20 3.90 0.091

Relationships between litter traits and litter mass loss (hypothesis 2)

At the inter-specific level, chemical traits of senescent leaves were linked to litter
decomposability. When considering all investigated species (n=9), litter mass loss was best
explained by total phenolic content of litters, species identity, year of sampling and by the
triple interaction between these three variables. C/N ratio was not included in the best model
(TABLEAU 22). Litter mass loss was positively correlated to total phenolic content (FIGURE
45a) and negatively correlated to C/N ratio (FIGURE 45b). Results remained similar when
removing the two Ericaceae species from the analysis (TABLEAU 22, FIGURE 45).

TABLEAU 22 : Linear mixed effect models where litter mass loss is explained by a combination of fixed effects
among total phenolic concentration (‘TP”) and C/N ratio (‘CN’) of senescent leaves, year of sampling (“year’:
2014 or 2015), species (‘sp’: see TABLEAU 19) as well as the two triple interactions ‘TP X sp x year’ and ‘CN
x sp x year’. Sampling plot was considered as a random effect in each model. Model selection was performed
twice: first with all species (n=9) and second without the Ericaceae species (n=7). The table presents the fixed
effects included in each model, the degrees of freedom (df), the delta corrected Akaike Information Criterion (A
AlCc, which corresponds to the difference between the AICc of the model with the lowest AICc from all
models) and the weight of the model. Models are organized in an ascending order of A AlCc. In each case, only
the first three models are presented. Best models are in bold

Model Fixed effects df A AICc weight
With all species (n=9)
1 PT x sp x year 34 0 0.486
2 PT xsp xyear + CN x year 36 0.75 0.334
3 PT x sp x year + CN 35 243 0.144
With all species except the Ericaceae (n=7)
1 PT x sp x year 30 0 0.607
2 PT x sp x year + CN x year 32 2.29 0.193
3 PT x sp x year + CN 31 241 0.182
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FIGURE 45 : Relationship between mass loss (percent of original) and phenolic concentration (mg/g DM) (a) or
CIN ratio (b) of senescent leaves from nine species (represented with different colors) and sampled in 2014
(empty circles) or in 2015 (filled circles). At the intra-specific level, mixed effect models were performed for
each combination of species and year of sampling, with sampling plot as a random factor. Regression lines
correlation coefficients are given when significant. At the inter-specific level, correlation coefficients at the top
right corner of each plot are from mixed effect models where litter mass loss is explained by (a) phenolic content
or (b) C/N, with sampling plot as a random effect. On each graph, the first value is for all species (n=9), and the
value in parentheses is for all species except the two Ericaceae species (V. myrtillus and V. vitis-idaea).
Regression lines from the inter-specific models are omitted for the sake of clarity. All the correlation coefficients
were calculated according to Nakagawa and Schielzeth (2013). Levels of significance: NS p-value>0.1, § p-
value<0.1, * p-value<0.05, ** p-value<0.01, *** p-value<0.001

At the intra-specific level, litter mass loss and chemical parameters were correlated for
some species and not others. In 2014, litter mass loss was positively correlated to their total
phenolic content for C. acaulis, S. tinctoria and S. caerulea, and negatively correlated to the
total phenolic content for A. montana (FIGURE 45a; supporting information APPENDIX 10).
Litter mass loss of P. erecta sampled in 2015 was positively correlated to its total phenolic
content (FIGURE 45a; supporting information APPENDIX 10). Mass loss of litters sampled
in 2014 was negatively correlated to their C/N ratio for C. acaulis, S. caerulea and V. vitis-
idaea and positively correlated to the C/N ratio for P. erecta. In 2015, litter mass loss of
G. purpurea and V. myrtillus was positively correlated to their C/N ratio (FIGURE 45b;
supporting information APPENDIX 10).

Changes in litter chemistry during decomposition (hypothesis 3)

Carbon concentration of plant litters after seven months of decomposition was from 5%
lower to 24% higher, and that of nitrogen from 50% lower to 420% higher, relative to their
initial values (FIGURE 464, c). Final C/N was from 80% lower to 110% higher than its initial
value but was in average lower after decomposition (FIGURE 46e). Changes in the
concentration of the three chemical variables were mainly explained by species identity and
year of sampling. There was no significant influence of total phenolic concentration of
senescent leaves on chemical change (FIGURE 46b, d, f; TABLEAU 23). Results were
similar when removing the two Ericaceae species from the analyses (TABLEAU 23).
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FIGURE 46 : Boxes and wisker plots show the distribution of relative carbon concentration change (a), relative
nitrogen concentration change (c) and relative C/N ratio change (e) during decomposition of litters, according to
species and year of sampling. Each box represents the lower quartile, the median (bold line) and the upper
quartile. Whiskers represent 1.5 times the interquartile range. Changes in carbon concentration, nitrogen
concentration and C/N ratio are plotted against phenolic concentration of senescent leaves (b, d, f respectively).
Plant identity is indicated by colors and year of sampling by symbol types (2014: empty points or boxplots,
2015: filled points or boxplots). Horizontal line in each plot represents the reference line: points above/below
this line represent litters that experienced an increase/decrease in the considered chemical during the
decomposition process

158



DiscussION

TABLEAU 23 : ANOVA table of nitrogen, carbon and C/N changes during decomposition of litters in function
of total phenolic concentration of senescent leaves (‘TP”), species identity (‘sp’) and year of sampling (‘year’) as
well as all the possible interactions between these three variables. Two ANOVAs were performed for each
chemical: one containing all species (n=9), one containing all species except the Ericaceae species (n=7). Levels
of significance: NS p-value>0.1, T p-value<0.1, * p-value<0.05, ** p-value<0.01, *** p-value<0.001

A carbon A nitrogen A C/N ratio
With all species (n=9)
TP (df=1,72) F=1.16 ™ F=3.89 t F=0.03
Species (df=6,72) F=0.98 *** F=4.3] *** F=3.71 ***
Year (df=1,72) F=137.36 *** F=5.61* F=1.13 M
TP:sp (df=6,72) F=2.07 * F=1.44N° F=0.63 N
TP:year (df=1,72) F=1.22 M F=0.00"M® F=0.06 °
sp:year (df=6,72) F=1.01 ™ F=2.41* F=2.37 *
TP:sp:year (df=6,72)  F=1.32"S F=0.24 ™® F=0.51 "N
With all species exept the Ericaceae (n=7)
TP (df=1,72) F=1.62 N F=0.00 N F=0.17 M
Species (df=6,72) F=10.48 ***  F=4.48 *** F=4.22 **
Year (df=1,72) F=126.74 *** F=6.49 * F=1.06 ™
TP:sp (df=6,72) F=2.46 * F=0.22 ™ F=0.61"°
TP:year (df=1,72) F=1.13 M F=0.00 N F=0.06 N
sp:year (df=6,72) F=0.93 N F=2.78 * F=2.21+
TP:sp:year (df=6,72) F=1.22"° F=0.28 N F=0.48 N

Discussion

Does herbivory by chamois influence litter traits and decomposition
(hypothesis 1)

In our study, senescent leaves lost up to 70% of their dry mass during the seven months
of the decomposition through winter. This was consistent with previous studies that
highlighted the key role of snow cover in alpine grasslands, acting as an insulating layer of
soil processes from low atmospheric temperatures (Baptist et al. 2008, 2010; Saccone et al.
2013). Besides being exposed to extreme climatic conditions, alpine grasslands are also home
to large populations of herbivores (Loison et al. 2006), whose effects on soil processes
deserve specific attention because of their mediating role between above- and below-ground
compartments (Bardgett and Wardle 2003). In our study, chamois exclusion had no effect on
litter chemistry neither on litter decomposition. The two latter were mainly explained by
species identity. Consistent with previous studies, litter phenolic concentration was higher in
shrubs and forbs than in grasses, and C/N ratio was higher in grasses than in shrubs and forbs
(Dorrepaal et al. 2005). In the same way, litter mass loss was higher in forbs than in grasses
and shrubs (Cornelissen 1996; Cornelissen et al. 1999, 2007; Wardle et al. 2002).

We suggest two possible mechanisms which could explain the absence of change in litter
chemistry despite herbivory treatment: (1) Herbivores did not induce responses in living
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plants, so that litter chemical content remained similar regardless of herbivory treatment, (2)
Herbivores induced responses in living plants that are no longer perceptible in litters.

The first assumption is likely to be valid since previous studies carried out on the same
site showed that chamois had little or no influence on chemical traits of green leaves. In this
thesis, chamois exclusion caused a change in either carbon or nitrogen or total phenolic
contents of only 3 species out of the 16 investigated (article 3). When looking further to the
phenolic fraction of three forb species, chamois exclusion caused a slight decrease in their leaf
flavonoid content, with contrasted responses depending on plant species (article 4 from this
thesis). These slight responses of plants to chamois exclusion could be the result of plant
adaptation to the long grazing history, promoting constitutive rather than induced resistance,
or other defense strategies such as tolerance (Karban 2011; Champagne et al. 2012). We could
also imagine that the investigated plant species may have been avoided by chamois because of
selective feeding behaviour. This seems unlikely since some of these species are known to
represent a large part of chamois diet. For example, V. myrtillus is commonly eaten by
chamois, since 12% of their feces contain DNA sequences of this species (Bison 2015). The
herbivory pressure exerted by chamois may also be too low to induce a systemic chemical
response of damaged plants (article 4).

Regarding the second assumption, it has been shown that the stoichiometry of plant
chemistry could change during senescence (Hattenschwiler et al. 2008). For example, Ibanez
et al. (2013) found that between 30% and 70% of phenolic compounds from two grass species
disappeared during senescence. Indeed, phenolics can disappear as a result of epiphytic
microbial decomposition (Miiller et al. 2007), leaching (Gallet and Lebreton 1995; Schofield
et al. 1998) or root exudation (Qiao et al. 2014).

Does the chemical quality of senescent leaves influence litter mass loss?
(hypothesis 2)

Consistent with previous studies, litter mass loss was negatively correlated to the C/N
ratio of senescent leaves at the inter-specific level (Taylor et al. 1989; Kurokawa and
Nakashizuka 2008), maybe because soil decomposers are nitrogen limited (Manzoni et al.
2010). However, some studies also found no correlation between litter decomposability and
C/N ratio and suggested that carbon (or nitrogen) quality rather than quantity controls litter
decomposition (Quested et al. 2003; Hattenschwiler and Bracht Jgrgensen 2010). Indeed,
carbon fraction may contain compounds that either favor (e.g. simple sugars) or alter (e.g.
lignin) litter decomposition (Preston and Trofymow 2000; Kurokawa and Nakashizuka 2008).
In the same way, nitrogen fraction may contain amino acids as well as alkaloids, which effects
on litter decomposition are respectively positive or negative (Graca et al. 2005; Lemons et al.
2005; Purahong and Hyde 2011).

In our study, litter decomposition at the inter-specific level was better explained by total
phenolics of senescent leaves than by their C/N ratio. This is consistent with a recent review
that highlighted the key role of phenolics in litter decomposition (Chomel et al. 2016). Litter
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mass loss was positively correlated to the total phenolic concentration of senescent leaves.
These results may be surprising, since phenolics are usually considered having a slowing
impact on litter decomposition (Kuiters 1990; Graga et al. 2005), mainly because of their
negative effects on soil decomposers (Nicolai 1988; Asplund et al. 2015; Chomel et al. 2016).
However, the role of phenolic content on litter decomposition is not that simple: some studies
also reported either accelerating effects (Hattenschwiler and Bracht Jargensen 2010; Ibanez et
al. 2013), or no effect (Bastianoni et al. 2015; Kazakou et al. 2006; Coq et al. 2010). These
contrasted properties could result from the great diversity of phenolic compounds (>9000
identified compounds; Mithofer and Boland 2012), having contrasted effects on soil processes
depending on their physicochemical properties (Chomel et al. 2016). For example,
Héattenschwiler and Bracht Jgrgensen (2010) showed that litter mass loss was negatively
correlated to their initial concentration of condensed tannins and positively correlated to their
initial concentration of total phenolics. Indeed, low molecular weight compounds such as
phenolic acids can be used as feeding resources for microbial decomposers, increasing their
activity and enhancing litter decomposition (Schimel et al. 1998; Kanerva et al. 2008). On the
contrary, high molecular weight compounds such as tannins tend to have a decelerating effect
on litter decomposition because of their high degree of polymerization with proteins, which
makes litter difficult to breakdown (Kurokawa and Nakashizuka 2008; Coq et al. 2010).

At the intra-specific level, the positive correlation between litter mass loss and total
phenolic content, and the negative correlation between litter mass loss and C/N ratio were
either maintained, not existent, or opposite according to species and year of sampling. These
results suggest that plant species may have different chemical composition that cannot be
discriminated by broad assays such as total phenolics of C/N ratios. For example, it is known
that the Ericaceae family has higher levels of condensed tannins than the other families
investigated in this study (Gallet 1992;

1993; Gallet and Lebreton 1995). This may explain their low litter mass loss relatively to
their phenolic content compared to other species. These results confirm the need to go beyond
the total phenolic fraction in order to determine specific phenolic compounds and disentangle
their effects on litter decomposition.

Changes in litter chemistry during decomposition (hypothesis 3)

During decomposition, nature and quantities of litter chemical components change,
mainly because of leaching of most soluble components and because of the selective
consumption of some organic chemicals by decomposers (Berg and McClaugherty 2014).
Usually, carbon release from litter is proportional to mass loss so that litter carbon
concentration should remain the same during decomposition (Swift et al. 1979; Moore et al.
2006). This was not verified in our study, since the carbon concentration of litters was in
average higher in decomposed than in senescent leaves. The observed nitrogen retention
during decomposition (i.e. nitrogen concentration higher in decomposed than in senescent
leaves) is consistent with the literature (Swift et al. 1979; Moore et al. 2006). Because the
increase of nitrogen concentration was much higher than that of carbon, C/N ratio was in
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average lower in decomposed than in senescent leaves. This confirmed previous studies
reporting a decrease of C/N ratio over the course of decomposition (Melillo et al. 1989;
Chomel et al. 2014).

Some studies highlighted the control of high-molecular-weight polyphenols (especially
condensed tannins) exerted on litter nutrient release during decomposition. Indeed, those
molecules can complex with proteins, making them difficult to breakdown for decomposers
(Northup et al. 1995, 1998; Schimel et al. 1998; Bérta et al. 2010; Majuakim and Kitayama
2013). Here, changes in nitrogen concentration were not explained by the total phenolic
concentration of senescent leaves. This result could be explained by methodological
considerations. First, the Folin-Ciocalteu assay does not permit to identify the nature of
phenolic compounds. Indeed some species are known to contain high tannin contents (e.g.
Ericaceae species) relative to other species. Moreover, this assay also measures non-phenolic
compounds having reducing properties, such as acid ascorbic (Appel et al. 2001), which is
known to be abundant in alpine species in order to provide protection against increased UV
radiations (Smirnoff 2000).

Conclusion

Our results provide evidence that chamois exclusion in natural conditions had no short-
term effect on litter chemistry or decomposition. This suggests that population densities are
low enough to prevent changes in ecosystem processes such as litter decomposition or
nutrient cycling. Moreover, our results show that litter chemistry partially explained litter
decomposition among species and call for further investigations. In particular, the total
phenolic fraction should be refined in order to disentangle the effects of the multitude of
phenolic compounds on litter mass loss and nutrient dynamics.
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Supporting information

APPENDIX 9 : Regression coefficients and significance of mixed effect models performed for each combination
of species and year of sampling. In each model, litter mass loss is explained by either total phenolics or C/N ratio
of litters, with sampling plot considered as a random factor. All the correlation coefficients were calculated
according to Nakagawa and Schielzeth (2013). When the tests are significant or marginally significant, the sign
of the relationship is provided. Levels of significance: NS p-value>0.1, 1 p-value<0.1, * p-value<0.05, ** p-
value<0.01, *** p-value<0.001.

Total phenolics C/N ratio
2014 2015 2014 2015

Arnica montana R2=0.307 * (-) R2=0.050 ™° R2=0.004 "° R2=0.030 N®
Cirsium acaulis R2=0.468 * (+)  R2=0.010 ™ R2=0.397 * (-) R2=0.021 ™
Gentiana purpurea R2=0.133 M R2=0.085 M R2=0.010 M® R2=0.243 + (+)
Nardus stricta R2=0.041"° R2=0.111"° R2=0.001 ™ R2=0.106 NS
Potentilla erecta R2=0.098 "° R2=0.270 * (+)  R2>=0.312f(+)  R2=0.001"°
Serratula tinctoria R2=0.375 ** (+)  R2=0.004 "® R2=0.044 "° R2=0.026 ™°
Sesleria caerulea R2=0.611 ** (+) R2=0.103 ° R2=0.417 * (-) R2=0.075 ™°
Vaccinium myrtillus n.a. R2=0.217 M® n.a. R2=0.528 * (+)
Vaccinium vitis-idaea R2=0.004 M n.a. R2=0.180 1 (-) n.a.
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APPENDIX 10 : Relationships between chemical traits measured on green leaves relative to the same traits
measured on senescent leaves, for carbon (a), nitrogen (b), total phenolics (c) and C/N ratio (d). Each point
corresponds to the mean of trait per species (indicated by colors), per year (empty circles: 2014, filled circles:
2015) and per herbivory treatment. Correlation coefficients from simple linear models are given in the figures.
Levels of significance: **p-value<0.01, ***p-value<0.001. The dotted line corresponds to the 1:1 line
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5.5 ESTIMATION DE LA TENEUR EN FLAVONOIDES ET EN CHLOROPHYLLE DE L’EPIDERME

Le rble des herbivores en tant que médiateurs des interactions « plantes — sol », et plus
largement leur influence sur le fonctionnement de I’écosystéme, sont aujourd’hui largement
reconnus (Bardgett et al. 1998 ; Bardgett et Wardle 2003, 2010). Nous savons que les grands
herbivores peuvent affecter les processus écosystémiques sur le long terme, par le biais de
changements de composition et de structure des communautés végétales. Nous savons
également que les grands herbivores peuvent induire des réponses a court terme du
métabolisme des plantes, notamment par la production rapide de défenses. Cependant, 1’effet
de ces reponses rapides sur le fonctionnement de 1’écosystéme n’a été que rarement évalué.
De plus, I’influence des grands herbivores sur les écosystemes a été étudiée essentiellement
en milieux de savanes africaines et de toundras arctiques. A I’inverse, peu d’études se sont
intéressées aux effets des grands herbivores en prairies subalpines alors que ces milieux a
forte diversité sont caractérises par une longue histoire de paturage. Dans un contexte
d’évolution des pratiques pastorales (Jullien et al. 2007), et d’une augmentation exponentielle
récente des populations d’herbivores sauvages (Loison et al. 2003, 2006), il apparait essentiel
d’évaluer les effets en cascade que ces grands herbivores peuvent avoir sur 1’écosystéme.

Dans ce contexte, le but de ce travail de thése était d’évaluer les effets in situ de deux
contextes d’herbivorie — 1’un intensif assuré par des herbivores domestiques (génisses), 1’autre
extensif assuré par des herbivores sauvages (chamois) — sur le métabolisme de plantes
subalpines, et d’évaluer les conséquences potenticlles de ces modifications sur le
fonctionnement de 1’écosystéme, via la décomposition des litieres. Dans cette discussion
générale je propose d’aborder quelques aspects méthodologiques, liés au dispositif
expérimental installé et aux techniques utilisées. Ensuite, je discuterai des principaux résultats
obtenus et proposerai quelques perspectives de recherche.
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1 REFLEXIONS METHODOLOGIQUES

1.1 Utilisation des dispositifs d’exclusion des herbivores

Les dispositifs d’exclusion sont couramment utilisés en écologie pour étudier certaines
propriétés des écosystémes en présence ou en absence de grands herbivores. Dans de
nombreux écosystéemes, les communautés végétales et les caractéristiques des plantes
résultent d’une longue histoire du paturage (Hartley et Jones 1997). Ainsi, ’installation
d’exclos permet d’étudier I’impact de 1’exclusion des grands herbivores sur la végétation et
les processus qui en découlent, et non pas I’effet direct de la consommation des végétaux. En
effet, ¢tudier ’impact direct des grands herbivores sur la végétation nécessite que des plantes
soient naives vis-a-vis des herbivores (i.e. n’avoir jamais été exposées aux herbivores) afin de
constituer des contréles « sans herbivores ». Cette condition ne peut étre remplie que dans le
cas de milieux isolés ou la présence de grands herbivores résulte d’une introduction récente,
comme sur I’archipel de Kerguelen ou en Géorgie du Sud, ou des mouflons et/ou des rennes
ont été introduits au 20eme siécle (Leader-Williams et al. 1989 ; Frenot et al. 2001 ; Kaeuffer
et al. 2010).

Les caractéristiques des dispositifs d’exclusion dépendent des questions ayant motivé
leur installation et sont donc trés variées. La taille des exclos varie du métre carré (Brathen et
al. 2001) a plusieurs hectares (Lu et al. 2014). La durée d’exclusion varie d’une saison de
végétation (Haynes et al. 2014) a plusieurs dizaines d’années (Lara et al. 2016). Enfin, leur
installation peut se faire dans un but d’investigation scientifique et/ou dans un objectif de
restauration des milieux ou de protection d’especes végétales menacées d’extinction (Lu et al.
2014 ; Mancilla-Leyton et al. 2014). Dans le cas d’études scientifiques, il est préférable de
disposer d’exclos de grande taille et d’un nombre de réplicas important pour garantir la
précision et la robustesse des résultats. Le nombre d’exclos a installer doit étre d’autant plus
grand que chaque structure ne peut étre échantillonnée qu’une seule fois. En effet, le simple
fait de couper la végétation engendre une réponse chez les plantes, et peut étre considéré
comme un traitement d’herbivorie, comme dans les expérimentations simulant
I’abroutissement de fagon artificielle (ex. Pellissier 2013). Néanmoins, la situation
géographique et les caractéristiques topographiques et climatiques contraignent souvent le
type de dispositif qu’il est possible d’installer. La durée d’exclusion va également
conditionner les éventuels effets qu’il est possible d’observer. Exclure les herbivores pendant
quelques années peut suffire a observer des effets sur le métabolisme des plantes (Cf. articles
3 et 4). Par contre, observer des effets au niveau de la communauté vegétale tels que des
changements de composition ou de diversité floristique, nécessite des durées plus longues (au
moins une dizaine d’années ; Bakker et al. 2006 ; Mason et al. 2010).

Sur I’alpage d’Armenaz, la forte pente et la présence de neige en hiver nous ont conduit a
opter pour des exclos de taille relativement petite (1 m?) mais présentant 1’avantage d’étre
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facilement installables et démontables. L’¢loignement du site vis-a-vis des routes a limité le
nombre d’exclos (n=54) que nous pouvions transporter par hélicoptére, puis installer. L’étude
de I’exclusion des herbivores a ét¢ menée sur trois sites, pendant deux années, a deux saisons
différentes. Ce nombre important de traitements a limité le nombre d’exclos et de quadrats
témoins disponibles pour chaque échantillonnage. Pour rappel, cing exclos par site et par
année (et autant de témoins) ont servi a 1’échantillonnage de matériel vert au pic de
végétation. De méme, quatre exclos par site et par année (et autant de témoins) ont servi a
I’échantillonnage de matériel sénescent a 1’automne.

Ce faible nombre de réplicas a trés certainement été un obstacle a la détection de
réponses fines des plantes au traitement d’herbivorie, particulicrement dans le cas des
métabolites secondaires, dont la production est connue pour étre extrémement variable, a
I’échelle inter-spécifique, mais également a 1’échelle intra-spécifique voire intra-individuelle
(lason et al. 2012a). Evidemment, installer davantage d’exclos et de quadrats témoins aurait
bénéficié a notre étude mais nous nous serions alors heurtés a des difficultés logistiques liées
au transport, a la manutention (chaque cage pése 10 kg) et au suivi de ces installations. Une
alternative pour augmenter la force d’échantillonnage sans avoir a augmenter le nombre total
d’exclos aurait été de limiter le nombre de traitements, par exemple en réalisant les
¢chantillonnages uniquement aprés deux années d’exclusion, ou encore en limitant le nombre
de sites étudiés.

1.2 Spectroscopie in situ : quelles limites, quelles utilisations ?

En écologie, comme dans de nombreuses disciplines, la disponibilité des moyens
analytiques est souvent un obstacle aux ambitions scientifiques des chercheurs. Par exemple,
la détermination chimique des composés d’une plante nécessite souvent une assez grande
quantité de matériel végétal et I’utilisation de techniques cotteuses, chronophages et
destructrices, autant de caractéristiques incompatibles avec les projets de grande ampleur.
L’émergence de techniques récentes, basées sur les propriétés optiques des végétaux, a permis
de s’affranchir de ces contraintes. La spectroscopie proche infra-rouge (NIRS) est désormais
couramment utilisée en écologie pour prédire les concentrations de nombreux composés (ex.
azote, composés phénoliques, carbohydrates...) ou encore la digestibilité des plantes (Petisco
et al. 2005, 2006 ; Codteaux et al. 2005 ; Ramirez et al. 2015 ; Bumb 2016). Cette technique
permet d’analyser un grand nombre d’échantillons en un temps restreint pour un co(it inférieur
a celui d’analyses chimiques traditionnelles. Alors que la NIRS nécessite d’échantillonner, de
sécher et de broyer les plantes avant de pouvoir les analyser, d’autres technologies portatives
permettent d’effectuer les mesures directement sur la plante. C’est le cas du lecteur optique
Dualex, qui permet de réaliser des mesures in situ du contenu en chlorophylle et en
flavonoides des plantes.

Plusieurs études ont montré que le Dualex pouvait predire de facon fiable le contenu en
phénols totaux estimé par le dosage de Folin-Ciocalteu (Barthod et al. 2007), ou encore le
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contenu en flavonoides estimé par HPLC d’espéces d’intérét agronomique ou sylvicoles
(Barthod et al. 2007 ; Agati et al. 2008 ; Morales et al. 2010). Nous avons montré chez trois
especes alpines que I’indice Dualex ne peut pas étre utilisé comme un proxy des contenus en
phénols totaux ou en flavonoides totaux déterminés par les méthodes traditionnelles
(Article 1 ; Lefebvre et al. 2016). Parmi les nombreuses explications possibles, nous postulons
que cet échec de prediction peut s’expliquer par la grande variabilité intra-spécifique de la
composition phénolique des plantes alpines, en réponse a des conditions environnementales
tres hétérogenes.

Sans valider expérimentalement le lien entre la teneur en polyphénols et I’indice Dualex,
d’autres auteurs ont utilisé cet appareil pour mettre en évidence un changement du
métabolisme des plantes soumises a différents facteurs écologiques (ex. lumiere, Agati et al.
2008 ; Morales et al. 2011). Dans I’article 4, nous avons confirmé son utilité pour étudier les
réponses des plantes a un traitement d’herbivorie. La possibilité qu’offre cet appareil de
réaliser les mesures directement sur le terrain représente un intérét majeur. Outre 1’économie
de temps, ces mesures non-destructrices permettent surtout de refléter 1’état physiologique de
la plante sans influence possible du prélévement des tissus. En effet, la simple blessure
mécanique des tissus peut engendrer une réponse chez la plante, comme le montrent certains
travaux dans lesquels les tissus végétaux sont coupés manuellement pour simuler
I’abroutissement par les herbivores (ex. Pellissier 2013). Le caractére non-destructeur offre
aussi la possibilité¢ d’effectuer un suivi temporel sur des individus marqués. Ainsi, bien qu’il
ne puisse pas remplacer les méthodes chimiques traditionnelles, ce type d’appareil portatif
peut facilement étre utilisé dans le cas d’analyses préliminaires, avant d’étre complétées par
I’utilisation de techniques plus poussées.

1.3 Limite des dosages en carbone, azote, phénols totaux

Plusieurs expérimentations menées dans le cadre de ce travail ont souligné la limite de
certains dosages assez généraux, englobant des molécules dont les propriétés peuvent étre tres
variées. Par exemple, la fraction carbonée estimée par le dosage de carbone englobe a la fois
des molécules favorables (ex. sucres simples) ou défavorables (ex. lignine) au processus de
décomposition des litieres (Preston and Trofymow 2000; Kurokawa and Nakashizuka 2008).
De méme, la fraction azotée integre des molécules telles que les acides aminés ou encore les
alcaloides, dont les effets sur la décomposition des litieres sont respectivement positifs ou
négatifs (Graca et al. 2005; Lemons et al. 2005; Purahong and Hyde 2011). Il est tout de
méme a noter que, chez les plantes, la quantité d’azote dans les alcaloides est minime
relativement a la quantité d’azote protéique (Mattson 1980).

Concernant les composés phénoliques, le réactif de Folin-Ciocalteu se base sur la
propriété réductrice de ces composés pour déterminer les « phénols totaux ». Cependant, sa
réponse dépend fortement du degré d’hydroxylation de la molécule, ce qui induira par
exemple une plus forte réaction des tannins que des acides phénoliques, pour une méme
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quantité de molécules. De fait, les teneurs absolues doivent étre utilisées avec précaution pour
des comparaisons inter-spécifiques (Appel et al. 2001).

De plus, la fraction phénolique d’une espéce regroupe une grande diversité de composés,
allant des acides phénoliques simples aux composés polymeérisés tels les tannins, et dont les
effets sur des processus tels que la digestion des plantes ou encore la décomposition des
litiéres sont variés. Par exemple, les tannins condensés sont connus pour leur effet néfaste sur
la digestion du fourrage (Hedqvist et al. 2000) alors que des effets similaires de monomeéres
de plus faible poids moléculaire n’ont a notre connaissance pas été reportés. Concernant la
décomposition des litieres, les acides phénoliques auraient un effet accélérateur, notamment
grace a la stimulation des organismes décomposeurs, alors que les composés polymérisés tels
que les tannins, plus difficiles a dégrader, ralentiraient au contraire le processus de
décomposition (Schimel et al. 1998; Kanerva et al. 2008 ; Kurokawa and Nakashizuka 2008;
Cog et al. 2010). Dans notre cas, la présence de quantités importantes de composés
phénoliques semble plutdét avoir un effet bénéfique sur la décomposition (Article 5).
Néanmoins, la faible décomposabilité des litieres de V. myrtillus, alors que sa teneur en
phénols totaux est la plus forte, suggere que la nature de ses composés phénoliques pourrait
étre différente de celle des autres espéces. Cette hypothése peut étre appuyée par la littérature,
selon laquelle la litiere de V. myrtillus est particulierement riche en tannins condensés
(Article 2).

Identifier la nature des composés phénoliques chez les plantes pourrait également
permettre de mieux comprendre les effets variables des herbivores selon les espéces végétales.
La présence de composeés constitutifs pourrait expliquer I’absence d’induction d’autres
composés lorsque la plante est exposée aux herbivores. Par exemple, les acides phénoliques
pourraient jouer le rble de défenses constitutives, au contraire des flavonoides dont la
(sur)production serait essentiellement induite suite a une perturbation (Ibanez et al. 2013 ;
Article 4). Ces différents résultats suggerent que mieux apprehender la nature des composés
phénoliques, en complément des analyses quantitatives globales, favoriserait la
compréhension des relations entre herbivores, qualité des plantes et décomposabilité de leurs
litiéres.

1.4 Estimation de la décomposabilité des litieres : en mésocosmes ou
in situ ?

De nombreuses études souhaitant évaluer ’effet de la qualité des litieres sur leur
décomposabilité réalisent des mesures de perte de masse en conditions contrdlées, en
s’affranchissant ainsi des conditions biotiques et abiotiques du milieu. Bien que plus rapide et
moins risquée a mettre en ceuvre qu’une expérience in Situ, la mesure du potentiel de
décomposition en mésocosmes ne reflete pas nécessairement la réalité. En effet, il existe un
lien étroit entre la qualité des litieres et la présence d’organismes décomposeurs adaptés,
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comme le défend I’hypothése du « Home Field Advantage » (Gholz et al. 2000 ; Ayres et al.
2009 ; Freschet et al. 2012 ; Austin et al. 2014 ; Veen et al. 2014 ; Chomel et al. 2015).

Au début de ma these, j’avais pour projet de calibrer les mesures de décomposabilité des
litieres réalisées in situ avec celles réalisées en conditions contrdlées (voir p52). Cette
calibration m’aurait par la suite permis de mesurer la décomposabilit¢ uniquement en
conditions controlées, afin de gagner du temps et d’éviter le risque de perdre des échantillons
sur le terrain (avalanches, bourrasques de vent, prédateurs). Les résultats de cette calibration
montrent que la perte de masse mesurée in situ est corrélée positivement avec celle mesurée
en mésocosmes (R?=0.293, p=0.002 ; FIGURE 47). Néanmoins, la qualité de cette calibration
ne permet pas de prédire avec précision la décomposabilité des litieres in situ a partir de
mesures réalisées en conditions contrdlées. Cela confirme que la qualité des litiéres n’est pas
le seul facteur a intervenir dans le processus de décomposition et que la mesure de perte de
masse en conditions contrdlées ne peut étre considérée comme étant le reflet de la mesure de
décomposition en conditions réelles.

40 — R?*=0.293 **

Perte de masse in situ (%)

° WC1
15 - * * DH
= WC2
10 | T T T
20 30 40 50

Perte de masse en mésocosmes (%)

FIGURE 47 : Relation entre perte de masse mesurée in situ et perte de masse mesurée en conditions contrdlées, a
partir de litiéres constituées d’un mélange d’espéces en proportions relatives a celles des sites de provenance (les
sites sont indiqués par les figurés). Chaque point correspond a la moyenne des trois réplicas échantillonnés par
quadrat. La droite de régression est issue de la modélisation de la perte de masse in situ en fonction de la perte de
masse en mésocosmes et du site de provenance, par un modéle mixte ou le quadrat d’échantillonnage a été
considéré comme effet aléatoire. Le coefficient de régression linéaire a été estimé selon la méthode de Nakagawa
et Schielzeth (2013)
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2 CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

2.1 Lien entre stratégie d’acquisition des ressources et stratégie de
défense

Nous avons souhaité vérifier I’hypothése selon laquelle les plantes a stratégie
conservatrice devraient étre davantage défendues que les plantes a stratégie exploitatrice
(Article 2). Cette hypothese s’appuie sur le fait que les especes exploitatrices sont
caractérisees par une croissance rapide, favorable au remplacement a faible colt de la perte de
tissus végétaux liée a I’herbivorie. A I’inverse, les espéces conservatrices sont caractérisées
par une croissance lente, et le colt métabolique lié au remplacement des tissus consommeés est
donc important (Coley et al. 1985 ; Herms et Mattson 1992). Par exemple, les teneurs en
tannins et en matiére seche ou encore la résistance des feuilles a la traction, sont des traits de
défense dont les fortes valeurs sont associées aux especes conservatrices plutét
qu’exploitatrices (Baraloto et al. 2010 ; Mason et Donovan 2014).

Contrairement a cette hypothese, nos resultats ont montré que la teneur en polyphénols,
considérée comme un trait de défense, est corrélée positivement a la teneur en azote et a la
digestibilité, deux traits dont les valeurs élevées sont plutot typiques d’une stratégie
exploitatrice. De méme, la concentration en lignine chez les plantes n’était pas reliée aux
traits indicateurs de la stratégie d’acquisition des ressources.

Cette association de traits peut tout d’abord s’expliquer par le fait que les composés
phénoliques mesurés dans cette fraction des phénols totaux peuvent assurer des roles autres
que celui de défense au sein des plantes. Certains d’entre eux jouent un réle allélopathique
dans le cas de compétition entre plusieurs espéces végétales (Viard-Crétat et al. 2012),
d’autres favorisent 1’attraction de certains organismes dans le but de favoriser la pollinisation
(Zhao et al. 2014) ou assurent a la plante une protection contre les dégats liés a I’exposition
aux UVs (Agati et al. 2012). Ce dernier rdle est d’une importance primordiale pour les plantes
en montagne, exposées a des radiations solaires supérieures a celles percues par des plantes
poussant & plus basse altitude (Kdrner 2003 ; Bligny et Aubert 2012).

L’absence de relation entre les traits reflétant la capacité des plantes a acquérir des
ressources et les traits assurant un role de défense peut également s’expliquer par le fait que
les polyphénols ne sont pas les seuls composés assurant la défense des plantes contre les
herbivores (voir la revue bibliographique réalisée dans 1’article 2). Ainsi, vérifier la relation
entre capacité d’acquisition des ressources et capacité de défense nécessiterait d’avoir une vue
exhaustive de tous les composés pouvant participer au processus de défense, qu’elles soient
physiques ou chimiques, constitutives ou induites. Outre les défis méthodologiques liés a
I’identification de cette multitude de composés, 1’obstacle majeur serait certainement
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d’évaluer le potentiel de défense de chacun de ces composés, d’autant que leurs effets peuvent
étre synergiques (Richards et al. 2015).

Au-dela de ces aspects plutdt d’ordre méthodologique, cette association de traits peut
aussi tout simplement refléter une absence de compromis entre la fonction de défense et la
fonction d’acquisition des ressources dans le contexte des prairies subalpines. En effet, les
plantes subalpines sont soumises a d’autres contraintes que celle exercée par les herbivores.
Leur croissance est notamment limitée par la faible disponibilité des nutriments, ou encore par
les conditions climatiques responsables de la courte durée de vegétation (Korner 2003).
L’existence de ces contraintes peut ainsi conditionner la capacité de la plante a se défendre, et
masquer I’existence d’un éventuel compromis entre la défense et I’acquisition des ressources.

2.2 Reponse des plantes aux herbivores

Les plantes en milieu de montagne sont exposées a un environnement changeant : elles
expérimentent des conditions climatiques variables au gré des saisons, peuvent étre soumises
a une pression d’herbivorie dont la nature et I’intensité varient, et rentrent en compétition avec
d’autres especes végétales (Korner 2003). Pour faire face aux modifications de leur
environnement, elles ajustent leur métabolisme grace a la plasticité de certains traits.
L’exposition a une perturbation telle que I’herbivorie peut induire la production de composés
de défense chez les plantes, de maniére a augmenter leur capacité a résister a une éventuelle
future attaque (Karban et Baldwin 1997).

Dans D’article 2, nous avons vu qu’il existait une multitude de composés de défense. Afin
d’examiner la réponse des plantes aux herbivores (articles 3 et 4), nous nous sommes plus
particulierement intéressés aux composés phénoliques, et ce pour deux raisons. lls sont
présents de facon ubiquiste dans le régne végétal et en quantité non négligeable (de 1% a 25%
de leur masse seche ; Hattenschwiler et Vitousek 2000). De plus, ils jouent un réle important
dans les mécanismes de défense des plantes, et I’induction de leur synthése peut étre tres
rapide, mesurable aprés quelques jours d’exposition aux herbivores (ex. Kaplan et al. 2008 ;
Pellissier 2013). Nous avons également déterminé des traits plus communs, comme les
teneurs en carbone et en azote, bons indicateurs du métabolisme général des plantes. Par
I’intermédiaire de ces trois traits, mesurés chez 20 especes végétales de 4 formes de
croissance différentes et exposées ou non aux herbivores, nous avons souhaité comprendre
quels sont les facteurs pouvant expliquer la réponse métabolique des plantes a 1’herbivorie.
Les résultats des articles 3 et 4 mettent en évidence le contrble de trois grands facteurs,
développés ci-dessous. Les principaux résultats issus de I’expérimentation d’exclusion des
herbivores sont synthétisés dans la FIGURE 48.
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FIGURE 48 : Schéma de synthése des principaux résultats issus de I’expérimentation d’exclusion des chamois
(contexte de péaturage extensif) ou des génisses (contexte de paturage intensif). Les effets observés de I’exclusion
des herbivores ont été simplifiés en prenant deux espéces types dont les réponses a 1’exclusion des herbivores
sont contrastées: une monocotylédone (ici Nardus stricta) et une dicotylédone (ici Arnica montana). Les effets
de I’exclusion des herbivores (chamois ou génisses) sur le métabolisme chimique des plantes sont représentés
par les fleches et les boites vertes. Les effets de 1’exclusion des chamois sur la qualité des litiéres sont
représentés par les fleches et la boite marron. Les effets de I’exclusion des chamois sur la décomposition des
litiéres sont représentés par les fléches et la boite orange. L’épaisseur des fléches est proportionnelle a 1’intensité
de la réponse observée. Les fléches en pointillés indiquent qu’aucun effet n’a été détecté dans notre étude. Les
traits chimiques mesurés sur les plantes sont indiqués dans chacune des boftes: phénols totaux (PT), carbone (C),
azote (N), flavonoides (Flav), ratio carbone/azote (C/N)

2.2.1 Des réponses inhérentes aux especes végétales

Les résultats de 1’article 3 montrent que les réponses des plantes a I’exclusion des
herbivores sont contrastées selon les espéces végétales: certaines espéces subissent un
changement de leur métabolisme, observable par la modification de la valeur d’au moins un
des trois traits chimiques mesurés (phénols totaux, carbone, azote), alors que d’autres especes
ne semblent pas répondre a ce traitement.

La réponse a I’exclusion des herbivores est davantage marquée chez les especes
dicotylédones relativement aux espéces monocotylédones. Ces observations peuvent étre le
reflet de I’existence de différentes stratégies de défense. Selon I’hypothése de Coley et al.
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(1985), la capacité d’une plante a induire des composés de défense suite & une perturbation
serait inversement proportionnelle au niveau de defenses constitutives dont la plante est
pourvue. Ce compromis, vérifié a de nombreuses reprises (Koricheva et al. 2004 ; Morris et
al. 2006 ; Moreira et al. 2014 ; Rasmann et al. 2015), s’explique par le colit métabolique 1ié a
la production des défenses, codt inutile si les deux types de défenses assurent a la plante une
fonction redondante. Dans notre cas, I’absence de réponse des espéces graminoides a
I’exclusion des herbivores pourrait s’expliquer par la présence de quantités importantes de
défenses constitutives (ex. silice). A 1’inverse, les espéces dicotylédones, au faible niveau de
défenses constitutives, reposeraient plutot sur une défense de type induite, comme nous avons
pu I’observer dans cette ¢tude.

Ces niveaux de défenses constitutives/induites coincident également avec le degré auquel
les plantes sont consommeées. Une plante pourvue d’une quantité importante de composés de
défenses constitutives a une probabilité plus faible d’étre mangée qu’une plante contenant peu
de défenses constitutives, au moins par les herbivores dont le régime résulte d’une sélection
de certains items fourragers parmi ceux disponibles. Par exemple, le chamois, considéré
comme un «mixed feeder » (Hofmann 1989 ; Bertolino et al. 2009 ; Redjad]j et al. 2014),
sélectionne les plantes riches en azote et dont le contenu en matiére séche (LDMC) est faible
(Bison 2015), ce dernier augmentant le potentiel de défense des plantes contre I’herbivorie
(Cornelissen et al. 2003). Ces deux caractéristiques (forte teneur en azote et faible LDMC)
sont typiques d’espéces dicotylédones (relativement aux monocotylédones), par ailleurs
davantage sélectionnées par les chamois (Bison 2015), et dont la réponse au traitement
d’herbivorie est la plus marquée.

2.2.2 Influence variable des contextes d’herbivorie

Dans les articles 3 et 4, nous avons mis en évidence que les réponses des plantes varient
en fonction des contextes d’herbivorie auxquels elles sont exposées. Le nombre de plantes
répondant a I’exclusion du paturage par les génisses est supérieur a celui de plantes répondant
a I’exclusion du paturage par les chamois. De plus, I’intensité des réponses est plus forte dans
le contexte de paturage intensif par les génisses que dans le contexte extensif par les chamois.
Cette différence d’intensité de réponse est particuliecrement visible chez les espéces
communes aux deux contextes d’herbivorie. Par exemple, dans I’article 3, six espéces ont été
échantillonnées a la fois sur le site fréquenté par les génisses (DH) et sur ’'un des sites
fréquenté par les chamois (WC1 ou WC2). Quatre de ces especes (A. montana, C. conyzifolia,
F. nigrescens, N. stricta) voient leur métabolisme affecté (i.e. selon les mesures de teneurs en
carbone et/ou en azote et/ou en phénols) par I’exclusion des génisses mais pas par I’exclusion
des chamois. Les deux espéces restantes (C. sempervirens, G. purpurea) ne sont affectées ni
par I’exclusion des genisses, ni par celle des chamois. De la méme maniere, cette différence
d’intensité de réponse est également visible dans I’article 4, ou la diminution de la teneur en
flavonoides de trois especes vegétales (A. montana, C. conyzifolia, G. purpurea) est plus
intense aprées avoir exclus les génisses plutot que les chamois.
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Ces effets contrastés des deux contextes d’herbivorie peuvent s’expliquer par les
caractéristiques morpho-physiologiques des herbivores, en grande partie responsables de la
facon dont les herbivores affectent les plantes via la défoliation, le dép6t de salive, le
piétinement ou encore le dépot d’excréments. Tout d’abord, les deux herbivores different par
leur type alimentaire. La classification de Hofmann (1989), basée sur les caractéristiques des
systemes digestifs des animaux, définit le chamois comme un « mixed feeder » et le bovin
domestique comme un « grazer ». Ces types alimentaires définissent la qualité et la quantité
de fourrage que les herbivores doivent ingérer, impliquant des modalités de défoliation
variables selon D’espéce. Les types alimentaires sont par ailleurs responsables de la
composition et de la quantité de salive produite (Austin et al. 1989 ; Shimada 2006 ; Duncan
et Poppi 2008 ; Hofmann et al. 2008). De plus, le type alimentaire et la taille du systéeme
digestif déterminent la quantité et la qualité des féces produits (Bakker et al. 2004). Leur
distribution, liée au comportement des animaux, varie également selon les especes (Tate et al.
2003 ; Bakker et al. 2004). Les feces des genisses, dont la taille est importante, peuvent
recouvrir totalement certaines especes végétales, contrairement a ceux des chamois. Nous
avons également pu remarquer sur le terrain que la distribution des féces des génisses n’est
pas homogéne (nombreux féces sur les zones «reposoirs »), contrairement a ceux des
chamois dont la distribution semble plus aléatoire. Enfin, les deux espéces d’herbivores se
distinguent 1’'une de 1’autre par leur taille. Or, I’intensité du piétinement augmente avec la
taille des herbivores (Cumming et Cumming 2003). Ainsi, il est probable que I’intensité du
piétinement exercé par les génisses soit supérieure a celle du piétinement exercé par les
chamois.

L’intensit¢ du piétinement et de la défoliation ou encore la quantité de salive et
d’excréments déposés ne varient pas seulement en fonction des caractéristiques morpho-
physiologiques propres a chaque espéce d’herbivore, mais peuvent également résulter de
pressions de paturage différentes, imposées par des contextes d’herbivorie différents. Sur
notre site d’étude, les génisses sont maintenues a une densité plus de deux fois supérieure a
celle des chamois (2.1 animaux/ha vs. 0.9 animaux/ha), impliquant une intensification des
processus par lesquels les herbivores affectent les plantes (i.e. défoliation, dép6t de salive,
piétinement, dépot d’excréments). A noter que la durée d’exposition au paturage était
¢galement différente entre les deux contextes d’herbivorie ; elle est plus courte dans le cas du
paturage intensif par les génisses que dans le cas du paturage extensif par les chamois
(respectivement 17 jours et environ 50 jours entre I’accés a la végétation par les animaux et la
date de prélevement).

Bien que nos résultats ne nous permettent pas d’identifier les raisons des effets contrastés
des deux contextes d’herbivorie, nous émettons 1’hypotheése que ’intensité de paturage est
certainement le facteur le plus important. Distinguer les effets de ces facteurs confondants
(défoliation, piétinement, dépot de salive ou d’excréments, intensité du paturage) a fait I’objet
de quelgues expérimentations simulant un ou plusieurs des processus par lesquels les
herbivores peuvent affecter les plantes ou les processus du sol (Mikola et al. 2009 ; Sgrensen
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et al. 2009 ; Pellissier 2013 ; Lezama et Paruelo 2016) et peuvent donner des pistes sur les
mécanismes a 1’ccuvre sur nos sites.

Dans le cas ou les effets observés résulteraient effectivement d’une différence de
pression de paturage, ces resultats questionnent sur les pratiques de gestion des populations
d’herbivores domestiques. Le site accessible aux génisses (i.e. site DH, environ 20 ha) sur
lequel nous avions installé les exclos a supporté une quarantaine de génisses (soit environ
2 UGB/ha'®) pendant un mois environ. Dans des travaux évaluant I’effet de I’intensité du
paturage par des bovins ou des moutons sur des prairies subalpines des Pyrénées, la charge
pastorale est considérée comme forte lorsqu’elle exceéde 0.4 UGB/ha (Sebastia et al. 2008).
Ainsi, la charge représentée par les génisses sur notre site d’étude est considérable, et les
effets sur la végeétation aprés quelques semaines sont facilement remarquables : plantes
présentant de nombreuses traces d’abroutissement, surfaces importantes de sol nu, etc. Les
indices visuels de ce paturage intensif s’observent aussi au niveau chimique, avec par
exemple, des teneurs en flavonoides plus élevées chez les plantes soumises a ce contexte
d’herbivorie (article 4). Ces modifications de la composition chimique peuvent entrainer une
baisse de la qualité du fourrage (Komac et al. 2014).

Cependant, ce paturage intensif n’est que de courte durée, puisque les génisses sont
ensuite déplacées dans un autre parc. Ce systeme de parcs rotatifs, permet aux génisses
d’accéder a un fourrage de meilleure qualité tout au long de 1’¢été, car elles sont déplacées
d’un parc a I’autre en fonction du développement phénologique de la végétation. Outre les
avantages pour les génisses, ce systeme de parcs rotatifs permet aussi certainement a la
végétation de retrouver une certaine résilience lorsqu’elle n’est pas soumise a la pression
d’herbivorie. En effet, les surfaces de sol nu sont totalement recolonisées au début de 1’année
suivante. Mis a part ce que nous sommes capables de remarquer visuellement, il serait
intéressant de savoir si la réponse chimique observée s’estompe lorsque la pression
d’herbivorie est relachée, et si oui au bout de combien de temps. Pour cela, un suivi cinétique
de la composition chimique des plantes tout au long de la saison de végétation pourrait étre
envisageé (avant I’arrivée des génisses, pendant leur présence et apres leur départ).

2.2.3 Influence des conditions environnementales

Certains résultats présentés dans cette thése laissent a penser que la réponse chimique des
plantes a une perturbation telle que I’herbivorie dépend des conditions environnementales
auxquelles elles sont soumises. Dans 1’article 3, la réponse de plantes telles que A. montana
ou C. conyzifolia a une année d’exclusion des génisses s’est manifestée par une augmentation
de leur teneur en carbone, suggérant une réallocation de molécules carboneées (ex.
carbohydrates) vers les feuilles, afin de favoriser la croissance (Schwachtje and Baldwin
2008). A I’inverse, ces mémes espéces ont au contraire présenté une diminution de leur teneur
en carbone suite a deux années d’exclusion, évoquant plutét une relaxation de composés

16 UGB/ha est I'unité couramment utilisée pour exprimer la charge en bétail, et signifie Unité Gros Bovin
par hectare.
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carbonés dont le role serait d’assurer la défense (ex. composés phénoliques) (Huntzinger et al.
2004).

Des effets confondants entre la durée de 1’exclusion des herbivores et la variabilité
interannuelle des facteurs abiotiques sont probables et ne nous permettent pas d’identifier les
raisons de ces réponses contrastées entre les deux années. Les étés 2014 et 2015 ont
notamment été trés différents en termes de conditions climatiques. L’été 2015 dans le massif
des Bauges a été en moyenne plus chaud et sec que 1’été 2014, avec une température en
moyenne de 2.4°C supérieure, et 2 mm de précipitations journalieres en moins. Ces variations
de conditions climatiques pourraient étre 1’une des raisons des réponses contrastées observées
entre les deux années. Par exemple, Pellissier et al. (2014) ont montré que la capacité de
Plantago lanceolata a induire la production de métabolites secondaires (glycosides iridoides)
apres avoir été consommeé par la chenille du papillon Spodoptera littoralis était conditionnée
par la température : la réponse était moindre lorsque la plante était exposée a des températures
plus faibles. Nous pouvons imaginer que les conditions météorologiques de 1’été 2015 ont été
favorables a la photosynthése (i.e. augmentation de 1’ensoleillement et de la température)
mais pas a la croissance (i.e. manque d’ecau lié a la sécheresse). Ainsi, conformément a
I’hypothése de Herms et Mattson (1992), ces conditions ont pu favoriser 1’accumulation de
ressources qui, non-investies dans le processus de croissance, ont pu étre allouées a la
synthese de composés de défense.

2.3 Laréponse des plantes aux herbivores affecte-t-elle le processus
de décomposition ?

Nous avons finalement souhaité savoir si les effets des herbivores sur la composition
chimique des plantes pouvaient se répercuter sur la qualité des litieres, et ainsi affecter le
fonctionnement de 1’écosystéme via le processus de décomposition (article 35).
Malheureusement, nous n’avons pas pu évaluer les effets des génisses sur la qualité des
litieres et leur décomposabilité. En effet, les dégats engendrés par les génisses sur la
végétation étaient trop importants, laissant trop peu de matériel sénescent disponible dans les
quadrats témoins pour nos expérimentations. Ainsi, seuls les effets des chamois ont pu étre
évalués. Les principaux résultats sont résumés dans la FIGURE 48.

Tout d’abord, nos résultats ont confirmé I’influence de la qualité des litieres sur leur
décomposabilité, et notamment du contréle exercé par les composés phénoliques (Chomel et
al. 2016). Dans notre étude, les espéces avec la teneur en phénols totaux la plus forte étaient
celles dont la décomposabilité était la plus élevée. Cela peut sembler contradictoire, puisque
les composés phénoliques sont traditionnellement considérés comme des inhibiteurs du
processus de décomposition (Horner et al. 1988 ; Kuiters 1990). Néanmoins, des travaux plus
récents ont depuis nuancé cette affirmation. La famille des composés phénoliques regroupe un
nombre considérable de molécules différentes, dont les propriétés structurelles variées
seraient responsables des effets contrastés sur les processus écologiques tels que la
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décomposition des litieres (Schimel et al. 1998 ; Hattenschwiler et Vitousek 2000 ;
Hattenschwiler et Bracht Jgrgensen 2010). Ainsi, les composés de faible poids moléculaire
(ex. acides phénoliques) favoriseraient I’activité des microorganismes décomposeurs en leur
servant de support nutritif, ce qui aurait pour conséquence d’accélérer le processus de
décomposition (Schimel et al. 1998; Kanerva et al. 2008). A I’inverse, les composés de haut
poids moléculaires (ex. tannins) auraient tendance a ralentir le processus de décomposition, de
par leur propriété a former des complexes récalcitrants avec les protéines (Hattenschwiler et
Vitousek 2000 ; Kurokawa and Nakashizuka 2008 ; Coq et al. 2010). Les corrélations
réalisées entre le contenu en phénols totaux et la décomposabilité des litieres au sein de
chaque espéce semblent confirmer 1’importance de la nature des composés phénoliques
présents. Chez certaines especes (ex. Serratula tinctoria) la corrélation entre phénols totaux et
décomposabilité est positive, suggérant que les composés dosés auraient un role favorable a la
décomposition de la litiere, au contraire d’autres espéces (ex. Arnica montana) dont les
composés dosés ralentiraient la décomposition.

Contrairement a notre hypothése, 1I’expérimentation d’exclusion mise en place a permis
de montrer que la présence des chamois n’influence pas la composition chimique des litiéres,
ni leur décomposabilité. Nous avons pourtant montré que ces animaux pouvaient modifier le
métabolisme de certaines plantes, notamment via la synthése de composés de défense
(articles 3 et 4). L’ensemble de ces résultats suggere que 1’intensité de réponse des plantes
exposées aux chamois n’est certainement pas suffisamment importante pour entrainer des
effets en cascade sur le fonctionnement de 1’écosysteme. En effet, on peut supposer que le
processus de sénescence permet la disparition des éventuels composés de défense (i.e. pas
d’effet post-mortem) par le biais de la dégradation par les micro-organismes, le lessivage ou
I’exsudation racinaire (Muller et al. 2007 ; Gallet and Lebreton 1995; Schofield et al. 1998 ;
Qiao et al. 2014). Identifier les raisons de I’absence d’effet de 1’exclusion des chamois sur la
qualité des litieres nécessiterait de suivre la composition chimique des plantes a différents
stades phénologiques. Quelle qu’en soit la raison, I’absence d’effet de I’exclusion des
chamois sur le processus de décomposition est certainement le reflet d’'une adéquation entre la
pression d’herbivorie exercée par les populations actuelles et ce que I’écosysteme est capable
de supporter.

Réaliser ces mémes expériences de décomposition sur des sites similaires ou la densité de
population d’herbivores sauvages est plus importante permettrait d’évaluer les effets d’une
éventuelle augmentation de pression de paturage sur le fonctionnement de I’écosystéme. On
peut par exemple imaginer qu’il existe un seuil en-deca duquel le fonctionnement de
I’écosystéme ne serait pas affecté mais qui, une fois dépassé, entrainerait des changements
notables. Le site de Charbonnet dans le massif des Bauges abrite par exemple une population
de chamois de densité similaire a celle d’Armenaz, en sympatrie avec une population de
mouflons, issu d’une introduction dans les années 1950 (Darmon 2007). Bien qu’aucune
compétition n’ait été détectée sur ce site entre les deux espéces, en termes d’occupation
d’espace, d’activité ou de régime alimentaire (Darmon et al. 2012, 2014 ; Bison 2015), nous
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pouvons nous interroger sur l’effet de la cohabitation de ces deux especes sur le
fonctionnement de I’écosystéme.

Bien que nous n’ayons pas pu évaluer I’effet de 1’exclusion des génisses sur le processus
de décomposition des litieres, le simple fait de ne pas avoir trouvé suffisamment de matériel
sénescent pour cette expérimentation représente en soit un résultat. On peut supposer que les
génisses ont certainement un effet accélérateur du cycle des nutriments. D’une part la faible
quantité restante de matériel sénescent subit une fragmentation importante par le biais du
piétinement. D’autre part, une grande partie des plantes étant consommée, le retour des
nutriments au sol se fait essentiellement via le dépdt d’excréments plutdét que via la
décomposition des litiéres. Le retour des nutriments au sol via les excréments est qualifié de
« cycle rapide », et est typique des contextes oul le paturage est intense. A I’inverse, le retour
des nutriments via la décomposition des litiéres est qualifié de « cycle lent » (McNaugthon et
al. 1988).

2.4 Conclusion

L’ensemble des résultats présentés dans ce travail de thése a permis d’améliorer notre
compréhension de I’influence des herbivores sauvages et domestiques sur le métabolisme des
plantes et le fonctionnement des prairies subalpines via la décomposition des litiéres. Cette
expérimentation menée en conditions réelles avec des pressions d’herbivorie naturelles,
apporte une plus-value aux études réalisées en conditions contr6lées ou semi-contrélées, car
elle prend en compte les éventuels effets d’interaction avec les autres compartiments de
I’écosystéme. Les nouvelles connaissances apportées par ce travail peuvent également éclairer
certaines décisions liées a la gestion des prairies subalpines. Notamment, la comparaison
réalisée dans cette étude de deux modes de paturage permet d’envisager les conséquences des
variations de populations d’herbivores domestiques ou sauvages. En effet les populations
d’herbivores domestiques peuvent diminuer en raison de 1’abandon des alpages ou au
contraire augmenter car ces milieux attractifs offrent une alimentation de bonne qualité
nutritionnelle aux animaux (Jullien et al. 2007). De la méme maniére, les populations
d’herbivores sauvages ont fortement augmenté ces dernieres décennies et les programmes de
réintroduction de certaines especes pourraient contribuer a augmenter localement la pression
d’herbivorie (ex. de la réintroduction récente des bouquetins en Chartreuse). La taille de ces
populations d’ongulés sauvages peut également étre vouée a diminuer sous ’effet de menaces
lices aux affections sanitaires, comme cela a récemment été le cas dans le massif du Bargy
(Hars et al. 2015). Finalement, mieux évaluer les effets de ces changements de pression
d’herbivorie sur le fonctionnement des prairies subalpines permettra d’estimer les éventuelles
conséquences sur les services rendus par ces écosystemes a haute valeur patrimoniale.
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RESUME

Les prairies subalpines abritent de grandes populations d’herbivores sauvages et sont souvent soumises au paturage
domestique. Le but de cette thése est d’analyser la réponse métabolique des plantes subalpines a 1’herbivorie, et
d’identifier les conséquences fonctionnelles sur 1’écosystéme via la décomposabilité des litieres. Pour cela, nous avons
établi un dispositif d’exclusion des herbivores sur I’alpage d’Armenaz dans le massif des Bauges, dans deux contextes
de paturage différents : extensif par des herbivores sauvages (chamois, Rupicapra rupicapra) et intensif par des
herbivores domestiques (génisses, Bos taurus). Nous avons caractérisé une vingtaine d’espéces végétales par des traits
fonctionnels foliaires reflétant leur métabolisme de croissance et de défense, en présence ou en absence d’herbivores,
et avons estimé la décomposabilité des litiéres de certaines d’entre elles. Contrairement a 1’hypothése du compromis
entre croissance et défense, nos résultats montrent que la présence de composés de défense (polyphénols) chez les
plantes n’est pas reliée a leur stratégie d’acquisition des ressources. Dans notre étude, la réponse des plantes a
I’exclusion des herbivores dépend essentiellement : (1) du contexte d’herbivorie, la réponse étant davantage marquée
dans le contexte du paturage intensif par les génisses qu’extensif par les chamois, (2) des especes végétales, suggérant
I’existence de différentes stratégies de défense, (3) des conditions environnementales, pouvant étre le reflet d’effets
d’interaction avec le traitement d’herbivorie. Parmi les réponses observées, 1’exclusion des herbivores entraine chez
certaines espéces une diminution de la teneur en composés phénoliques, et plus particulierement en flavonoides,
pouvant refléter la relaxation de la synthése de ces composés de résistance en absence d’herbivores. L’exclusion des
chamois n’influence pas la composition chimique des litieres ni leur décomposabilité. Cette dernicre, parmi les
composés étudiés, dépend majoritairement de sa teneur en polyphénols. L’identification d’effets contrastés de
différents contextes d’herbivorie sur la réponse des plantes et des fonctions écosystémiques qui en découlent nous
permet d’améliorer notre compréhension du fonctionnement des prairies subalpines. Ce sont autant d’éléments pour
nous aider a mieux appréhender les effets sur 1’environnement d’éventuels changements démographiques des
populations de grands herbivores.

Mots-clés : chamois Rupicapra rupicapra, génisses Bos taurus, stratégies de défense, polyphénols, décomposition,
prairies subalpines, massif des Bauges, écologie fonctionnelle

ABSTRACT

Alpine grasslands are home to large populations of wild herbivores and are often exposed to additional grazing by
domestic herbivores. This study aims to investigate the metabolic response of subalpine plant species to herbivory and
to identify the ecosystem functional consequences via the alteration of litter decomposability. For this purpose, we set
up a two-year experimental design using exclosures on the Armenaz subalpine grassland from the Bauges massif,
under two mammalian herbivory regimes: intensive grazing by domestic heifers (Bos taurus) and extensive grazing by
wild chamois (Rupicapra rupicapra). We measured leaf functional traits representative of growth and defense
metabolisms on about twenty plant species grown in presence or absence of herbivores, and estimated litter
decomposability of some of these species. Contrary to the hypothesis of a growth/defense tradeoff, our results show
that the allocation of defensive compounds (polyphenols) in plants is not related to their nutrient acquisition strategy.
In our study, plant responses to grazing exclusion vary according to: (1) herbivory context, plant response being more
pronounced in the case of intensive grazing by heifers than extensive grazing by chamois, (2) plant species, suggesting
that they rely on different defensive strategies, (3) environmental conditions, which may reflect the interactive effects
with grazing treatment. One of the observed responses of plants to grazing exclusion is the decrease of their phenolic
content, and more specifically flavonoids, which can be explained by the relaxation of the production of plant defenses
when herbivores are no longer present. Chamois exclusion has no influence on chemical composition and
decomposability of litters, the latter being best explained by its phenolic content. Revealing the contrasted effects of
wild and domestic mammalian herbivores on vegetation and related soil processes allow us to improve our
understanding of subalpine grasslands functioning. This should help us to better predict the effects of potential
demographic variations of herbivore populations on environment.

Key words: chamois Rupicapra rupicapra, heifers Bos taurus, defensive strategies, polyphenols, decomposition,
alpine grasslands, Bauges massif, functional ecology
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