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PREAMBULE

Mon mémoire de thése se compose de cing parties : une introduction générale, suivie par
une partie présentant les objectifs et hypothéses de ma thése, deux chapitres détaillant les
résultats originaux de recherche obtenus dans le cadre de ma these, enfin un dernier

chapitre de discussion générale vient clore ce manuscrit.

Dans le chapitre d'introduction générale, j'ai choisi de présenter de facon synthétique les
éléments de I'état de 'art permettant de comprendre les problématiques actuelles de la

discipline ainsi que de repérer les manques existants dans la littérature.

Dans le chapitre d'objectifs et sur la base des manques identifiés dans la littérature, j'énonce
les objectifs de ma these. Sur la base de ces objectifs, j'ai formulé une série d'hypotheses qui
ont été testées au cours de mon travail. J'explicite ensuite la stratégie expérimentale que j'ai
développé afin de répondre aux objectifs et de tester les hypotheses formulées. Les
avantages et limites des approches que j'ai utilisées sont présentés ainsi que leur

complémentarité.

Le premier chapitre de résultats couvre mon travail expérimental en conditions contrblées
sur de jeunes plants de hétre en interaction avec le chéne sessile (Quercus Petraea) ou le pin
sylvestre (Pinus sylvestris) et sous différents niveaux de disponibilité en eau. Il est constitué
d'un article scientifiqgue en anglais, dans sa forme publiée, précédé d'une courte synthése en

francais.

Le second chapitre de résultats couvre mon travail expérimental dans une plantation de
hétre et d'érable (Acer pseudoplatanus), sur I'occupation du sol par les racines fines, la
profondeur d'acquisition de I'eau par les arbres et la diversité fongique du peuplement. Pour
ce chapitre, la forme classique suivante a été adoptée : Introduction, Matériel et Méthode,

Résultats et Discussions, Conclusion.

Enfin, un dernier chapitre de discussion générale m'a permis de mettre en lien I'ensemble
des résultats de ma thése avec mes objectifs et hypothéses de départ. Cette partie a
également été l'occasion de soulever les limites de mon travail et de proposer des

perspectives pour les recherches futures.
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INTRODUCTION GENERALE




L.

LES CHANGEMENTS CLIMATIQUES

La consommation massive d'énergies fossiles initiée au début de |'ere industrielle cause une
augmentation de la concentration des gaz a effet de serre (dont le CO,) dans |'atmosphére.
Ces émissions de gaz a effets de serre forment, avec les émissions d'aérosols et le
changement d'utilisation des sols, les principales perturbations dans I'équilibre énergétique
de la planete, jugées responsables du rapide changement climatique observé. Ces
changements se traduisent par une augmentation des températures de I'atmosphere et de
I'océan, une diminution d'épaisseur des nappes glaciaires et manteaux neigeux et par voie
de conséquence une augmentation du niveau des mers (IPCC, 2013). On constate en effet
d'ores et déja une augmentation progressive des températures a I'échelle de la planéte. La
température moyenne planétaire a augmenté de 1.1° C depuis la fin du XiIXe siecle (Fig. 1).
Les années 2014, 2015 et 2016 ont été successivement qualifiées d'années les plus chaudes

depuis le début des enregistrements de température en 1880 (Fig. 1).

Temperature Anomaly (' C)
(Difference from 1980-2015 annual mean) Record Years

2 2016

Feb Mar Apr May Jun Jul Aug Sep Oct Nov Dec

Figure.1. lllustration du rechauffement planétaire sur le long terme. La trajectoire de
température de chaque année est comparée a la température moyenne de la planéte sur la
période allant de 1880 a 2015. Les années sont représentées des plus anciennes aux plus
récentes par le dégradé de couleur allant de I'indigo au jaune pale. Les années ayant battues
un record de chaleur depuis le début des enregistrements (i.e 1880) sont listées
successivement dans la colonne de droite. Source: NASA/Earth Observatory/Joshua Stevens
(https://www.giss.nasa.gov/research/news/20170118/).



Cette augmentation des températures s'accompagne d'un changement des patrons de
précipitations sous les latitudes européennes, ce qui entraine des épisodes de sécheresse
plus fréquents et plus séveres a I'image des étés récents de 2003, 2010 et 2015 (Orth et al.,
2016).

Les changements climatiques, au travers de I'accentuation des fréquences des sécheresses
importantes notamment, constituent pour les étres vivants des modifications rapides et
violentes de leur environnement (Davis and Shaw, 2001). Les plantes sont particulierement
vulnérables a ces changements puisqu'elles sont caractérisées par un mode de vie sessile.
Elles possedent généralement une faible capacité de migration, en lien avec des distances de
dispersion de leur pollen et des graines limitées, méme si des exceptions existent (Takahashi
and Kamitani, 2004). Face a ces perturbations, deux enjeux majeurs se posent pour les

écosystémes terrestres en Europe

(i) comment favoriser I'adaptation et la résistance des écosystémes européens face a la

sécheresse ?

(ii) comment éviter I'altération de la qualité des services fournis par ces écosystemes ?

II. LES FORETS EUROPEENNES

Les foréts recouvrent 215 millions d'hectares en Europe, soit 33% de sa surface, et sont en
expansion depuis 1980 (Forest Europe, 2015). Les écosystemes forestiers fournissent de
nombreux services notamment la production de bois et de produits non ligneux, elles
permettent de nombreuses activités récréatives, elles participent a la qualité de l'eau et
constituent des puits de carbone et des réservoirs de biodiversité (Thomas et Packham,
2007; Forest Europe, 2015). Les foréts européennes se déclinent en 5 grands types: les foréts
boréales, les foréts tempérées Atlantiques et continentales, les foréts méditerranéennes et
les foréts alpines (Hemery, 2008). Les espéces ligneuses composant ces foréts sont
essentiellement des coniferes tels que des pins (Pinus sp) ou I'épicéa commun (Picea abies)
(Koeble and Seufert, 2001). Les especes feuillues occupent 37 % de la surface forestiere
européenne et sont principalement représentées par le hétre commun (Fagus sylvatica), les
bouleaux (Betula sp) et les chénes (Quercus sp) (Hemery, 2008). La principale explication aux

fortes proportions de coniféeres en Europe est en majeure partie le résultat de choix



sylvicoles : les plantations monospécifiques de coniferes sont faciles a installer et plus faciles
a gérer que celles de feuillus, et elles produisent rapidement une grande quantité de bois, si
bien qu'actuellement ces espéces sont largement présentes hors de leurs aires de

répartition naturelles (Proceedings, E. F. |. 2000; Spiecker, 2003; Kelty, 2006).

Les foréts européennes sont cependant fortement touchées par des perturbations dont la
fréguence est en augmentation. Les feux, tempétes, neiges et attaques d'insectes
endommagent les foréts causant des pertes nettes en bois (Schelhaas et al., 2003). Les
sécheresses quant a elles, engendrent des diminutions de productivité et peuvent
transformer momentanément des foréts en croissance, qui stockent naturellement du
carbone, en source de carbone (Ciais et al., 2005; Piovesan et al., 2008; Meier et Leuschner,
2010). L'accroissement de la fréquence des perturbations rencontrées dans les foréts en
Europe est la conséquence non seulement des changements climatiques, mais aussi des
pratiques sylvicoles mises en ceuvre, en particulier au travers du développement des
parcelles monospécifiques de coniféres (Seidl et al., 2011). En effet ces peuplements de
coniféres se sont montrés vulnérables aux risques car peu adaptés aux milieux dans lesquels

ils sont présents de facon artificielle (Proceedings, E. F. 1., 2000; Spiecker, 2003).

Les modeles de niche écologique des espéces forestieres développés par la communauté
scientifique prédisent des réductions et des déplacements des aires de distribution des
espéces ligneuses en Europe, en raison des modifications des conditions abiotiques,
notamment des températures et de la disponibilité en eau (Penuelas et Boada, 2003; Benito
Garzon et al., 2008; Czucz et al., 2011). Ceci suggére qu'en |'état, la régénération naturelle de
certaines especes est compromise dans diverses régions, ainsi que |'efficacité de reprise et le
rendement des plantations. Or, le cycle sylvigénétique étant trés long (en général un siecle),
il est important pour les gestionnaires et propriétaires forestiers d’étre en mesure de prévoir
I'impact des futures conditions climatiques locales sur la survie et la productivité des
peuplements gérés, mais aussi de faire un choix d'espéces judicieux. |l est en particulier
important de bien connaitre les caractéristiques écologiques des différentes espéces
d'arbres et les conditions abiotiques optimales pour leur survie et développement. Face aux
changements climatiques, une adaptation des modes de gestion des foréts et des pratiques
éme

culturales sera probablement nécessaire au cours du XXI""" siécle, afin de pouvoir maintenir

les foréts ainsi que les services qu'elles fournissent. Mais ces nouveaux modes de gestion
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restent encore a inventer. Les gestionnaires forestiers privés ou publics ne possédent que
tres peu d’expérience actuellement par rapport a ces nouvelles contraintes, et la recherche
forestiere doit ainsi jouer un role majeur dans I'aide a la définition de nouveaux modes de
gestion. Un des modes de gestion envisagés implique la mise en ceuvre d’une sylviculture

privilégiant des peuplements mélangés.

I11. LES FORETS MELANGEES

Selon Bravo-Oviedo et al. (2014), la forét mélangée est "une forét dans laquelle coexistent
au moins deux especes d'arbre (a tout stade de développement) qui se partagent les
ressources du milieu". La définition frangaise inclut un critere de proportion en espéce: "Une
placette est considérée comme mélangée des qu’aucune espece ne représente a elle seule
plus de 75% du couvert libre" (Morneau et al., 2008). Nous pouvons également considérer

gue l'agencement spatial des individus de chaque espéce est important.

Les monocultures, notamment de coniféres, sont particulierement vulnérables aux différents
stress et risques et il a été proposé une conversion des peuplements forestiers actuels en
foréts mélangées a dominance de feuillus (Spiecker, 2003; Knoke et al., 2008). En Europe
cette conversion a déja été initiée (Knoke et al., 2008, Bravo-Oviedo et al., 2014) et les foréts
mélangées couvraient en 2008 pres de la moitié de la surface forestiére francaise (Morneau

et al., 2008).

La conversion des foréts monospécifiques en foréts mélangées s'accompagne, selon les
études, d'effets bénéfiques tels qu'une biodiversité accrue au niveau de la faune du sol
(Ammer et al., 2006; Chauvat et al., 2011) ou une disponibilité accrue de certains nutriments
comme le phosphore (Slazak et al., 2010). Felton et al. (2016) ont mis en évidence que par
rapport aux peuplements purs d'épicéa, les peuplements mixtes avec le pin sylvestre ou le
bouleau commun présentaient une augmentation de la biodiversité, de la qualité de I'eau,
de la valeur esthétique et récréative ainsi qu'une diminution de la vulnérabilité face aux
ravageurs et pathogenes. Les foréts mélangées sont également plus adaptées aux sites
naturels, elles sont réputées plus productives en bois et plus résistantes et résilientes a la
sécheresse (Spiecker, 2003, Knoke et al., 2008). Des études a grande échelle récentes ont
montré que globalement, les foréts avec plus d'especes d'arbres fournissaient des services

ecosystémiques de meilleure qualité (Gamfeldt et al., 2013), mais aussi que plus de diversité
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entrainait plus de fonctions ecosystémiques a I'échelle du paysage (van der Plas et al., 2016).
Les foréts mélangées apparaissent alors comme une option intéressante de gestion
suggérant une meilleure survie et croissance des foréts tempérées dans l'avenir ainsi que
des services écosystémiques dont : une production durable et soutenue de bois. Ces
résultats bénéfiques de la diversité sont cependant a modérer puisque certaines études ne
montrent pas d'avantage de la diversité, voire des effets négatifs (Vila et al., 2003; Grossiord
et al.,, 2014b). Afin de mieux comprendre le fonctionnement des foréts mélangées, il est

nécessaire de se pencher sur la question des interactions entre espéces.

IV. INTERACTIONS ENTRE PLUSIEURS ESPECES

Les foréts sont dominées par les arbres qui doivent en plus de l'espace, se partager la
lumiére, I'eau et les nutriments. Ces trois facteurs sont indispensables aux végétaux pour
effectuer la photosynthése et donc pour la production primaire de ces milieux. En présence
de voisins, un arbre peut adopter deux stratégies pour assurer son accés aux ressources: soit
augmenter son pouvoir compétiteur ou bien réduire la compétition (Falik et al., 2003). Il

existe donc deux grands types d'interactions.

A. INTERACTIONS NEGATIVES

Sont considérées comme interactions négatives deux types de compétition, la premiere
consiste en l'acquisition des ressources avant le compétiteur et la seconde vise a réduire la
capacité du compétiteur a acquérir les ressources et/ou a les utiliser (de Kroon et al., 2003;

Schenk, 2006).

1. COMPETITION PAR EXPLOITATION DES RESSOURCES

Les ressources présentes au sein d'un milieu sont, la plupart du temps, limitées. Les individus
puisant dans ces ressources sont donc en compétition pour leur acquisition. Puisqu'un
individu doit partager ces ressources avec les autres individus qui sont autour de lui, il en
obtient en théorie moins que s'il avait été seul (Goldberg, 1990). Dans ce cas la présence de
voisins a un impact négatif sur la valeur sélective d'un individu ou "fitness", en causant une
réduction de survie, croissance et/ou de reproduction (Casper et Jackson, 1997). En fonction
de l'identité des différents compétiteurs, on peut distinguer la compétition entre individus

d'une méme espéce (des conspécifiques) que Il'on désignera par "compétition



intraspécifique" ou la compétition entre individus d'espéces différentes (des allospécifiques

ou hétérospécifiques) que I'on désignera par "compétition interspécifique".

2. "COMPETITION" PAR INTERFERENCE (ALLELOPATHIE)

L'interférence est indépendante de la nature et de la quantité des ressources du milieu ; sa
forme la plus commune dans les mélanges d'espéces est |'allélopathie (Jose et al., 2006). Elle
est définie comme I'effet délétere direct ou indirect d'une plante sur ses voisines au moyen
de composés biochimiques qu'elle libére dans le milieu. Les composés peuvent avoir
différents effets comme l'inhibition de la croissance, de la germination ou du
développement racinaire (Inderjit et Weston, 2003). En éliminant ou affaiblissant ses voisins,

une plante n'aura ainsi pas a partager les ressources du milieu.

B.  INTERACTIONS "POSITIVES"
Les interactions positives décrites ci-dessous sont couramment regroupées sous le terme de

"complémentarité" car elles sont difficiles a séparer en pratique (Loreau et Hector, 2001).

1. LA FACILITATION

On parle de facilitation quand la présence d'une espéece en favorise une autre, que cela soit
en termes de maintien de cette espéce, de sa survie ou de sa croissance. Ainsi, il a été
montré que de jeunes arbres de pin poussaient mieux quand ils étaient sous des chénes
adultes qu'en leur absence, lI'ombre apportée par les chénes étant bénéfiques aux pins
(Kellman et Kading, 1992). Dans les milieux alpins caractérisés par des conditions difficiles, la
présence de plantes dites "nurses" permet a d'autres espéces de grandir protégées des trop

basses températures et des vents importants (Ballantyne et Pickering, 2015).

2. LA REDUCTION DE COMPETITION

Le principe étant que si un mélange est constitué d'espéces présentant des caractéristiques
qui différent (profondeur d'enracinement, tolérance a lI'ombrage, structure du houppier,
type de mycorhize, phénologie foliaire...) alors elles pourront exploiter les ressources de
facon plus compléete et/ou les utiliser de facon plus efficace (Kelty, 1992; Kelty, 2006). La
compétition interspécifique sera moins forte que la compétition intraspécifique en
monoculture. Au contraire, si les especes présentes dans un mélange possedent des
caractéristiques proches, elles risquent d'étre écologiquement redondantes et les individus

pourront rentrer fortement en compétition les uns avec les autres. Dans ce cas la la



compétition interspécifique pourra étre égale a la compétition intraspécifique en
monoculture (Kelty, 2006). En considérant un peuplement mixte de deux espéces
représentées équitablement, la productivité du peuplement pourrait alors étre supérieure a

la moyenne des deux monocultures (Loreau et Hector, 2001).

Cette réduction de compétition peut avoir deux causes : soit les especes en mélange ont des
caractéristiques intrinséques différentes, soit le fait d'étre en mélange modifie les
caractéristiques d'une espece par plasticité phénotypique et permet de réduire la
compétition (i.e. différenciation de niche). Une idée classique est que I'association d'espéces
en mélange peut mener a une ségrégation verticale des organes chargés de |'absorption des

ressources, que cela soit en aérien ou en souterrain.

C. MECANISMES D'INTERACTION

On I'a vu précédemment, la nature d'une interaction de deux espéces peut étre positive,
neutre ou négative. Cette nature est le résultat net de différents mécanismes ayant lieu
simultanément et possédant chacun un effet et une intensité. Ainsi on explique les
avantages des plantations mélangeant des Acacia sp avec des Eucalyptus sp par une
stratification de la canopée entre ces deux espéeces ayant des exigences différentes vis a vis
de la lumiére, un enrichissement en azote du milieu grace a l'espéce fixatrice d'azote
atmosphérique ainsi qu'un meilleur taux de recyclage des nutriments (Forrester et al.,,
2005a, 2005b). Je décris ci-dessous quelgques mécanismes qui me paraissent

particulierement intéressants dans le contexte des peuplements mélangés.

1. MECANISMES ENGENDRANT DES EFFETS DE COMPETITION

Le fait d'étre en compétition avec d'autres individus (d'especes différentes ou non) peut
mener a des modifications de différents ordres (morphologique, physiologique...) chez une
plante. L'allocation de biomasse en faveur des organes responsables de I'acquisition de la
ressource qui est limitante tend a maximiser |'acquisition de cette derniere (van Hees, 1997;

Schall et al., 2012).

Par exemple, dans le cas d'une compétition entre arbres pour la lumiere, I'ombrage
entrainera des modifications au niveau de |'épaisseur et la surface des feuilles ainsi qu'une
modification de ['efficience d'utilisation de I'azote (Reich et al., 1998; Benomar et al., 2011).

En ce qui concerne la compétition pour les ressources souterraines, la morphologie, le



développement ainsi que la physiologie des racines peut étre modifiée (Casper et Jackson,
1997; Richards et al., 2010). C'est le cas pour la morphologie des racines fines de hétre en

compétition avec de I'épicéa (Bolte et Villanueva, 2006).

2. MECANISMES ENGENDRANT DES EFFETS DE FACILITATION

L'ascenseur hydraulique

L’ascenseur hydraulique ("Hydraulic Lift" en anglais) repose sur le fait que lors d'épisodes de
sécheresse édaphique, certaines espéces ont des enracinements particulierement profonds,
qui leur donnent acces a des zones ou l'eau est présente en abondance. En raison du
gradient de potentiel hydrique entre les couches superficielles et profondes du sol (potentiel
plus négatif en surface), I'eau absorbée par les racines en profondeur peut étre libérée par
les racines présentes dans les couches superficielles du sol pendant la nuit. L'eau ainsi
rejetée devient disponible pour les mémes racines superficielles ou d’autres racines, du

méme ou d’autres arbres (Canadell et al., 1996).

Si ce phénomeéne se produit dans un peuplement mélangé ou I'espéce A possede des racines
profondes a la différence de I'espece B, alors dans la situation ol I'espece B est en mesure
d’utiliser I'eau rejetée par 'espece A, celle-ci bénéficie de la présence de I'espéce A pour
supporter une période de sécheresse et on parle donc de facilitation. Trées peu
d’observations de ce type de facilitation ont été réalisées en fait dans la littérature et
concernent des écosystémes autres que les foréts tempérées d'Europe (Dawson, 1993,
Ludwig et al., 2004; Priyadarshini et al., 2016). Zapater et al. (2011) ont en effet montré que
le chéne pouvait remonter de I'eau mais que celle-ci n'était pas utilisée par les arbres

autour.

Enrichissement du milieu par la présence d'espéeces fixatrices d'azotes

En plus de I'azote (sous forme de nitrate ou ammonium) assimilé par les racines, certaines
espéces de plantes sont capables d’utiliser de I'azote atmosphérique pour leur métabolisme,
parce que celui-ci est absorbé dans la plante grace a une symbiose avec des bactéries. C'est
le cas par exemple de l'aulne (Alnus sp) ou d'une partie des espéces de la famille des
Fabaceae, tels que les robiniers ou les acacias, qui réalisent une symbiose avec des bactéries
du genre Rhizobium, jusqu'a 200 kg ha™ an-' peuvent étre fixés (Forrester et al., 2006b).
Cette symbiose contribue a améliorer le statut azoté de la plante, et de I'ensemble de
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I’écosysteme considéré : en effet, quand celle-ci perd ses feuilles, ou que ses racines se
décomposent dans le sol, ou qu’elle meurt, I'azote est libéré dans I'écosysteme et peut étre

utilisé par les autres plantes présentes (e.g. Boyden et al., 2005).

Favorisation de la mobilité de certains éléments dans le sol

Certaines especes acidifient le milieu au moyen d'exsudats racinaires ce qui permet une plus

grande mobilité de certains nutriments comme le phosphore (e.g. Li et al., 2007).

3. MECANISMES REDUISANT LA COMPETITION POUR L'ACQUISITION DES
RESSOURCES

Stratification de la canopée

Il est possible d'observer dans certains mélanges une stratification de la canopée, ou une
espéce intolérante a l'ombrage qui bénéficie de la pleine lumiére et une espéce plus
tolérante a l'ombrage qui se situera en dessous dans un environnement plus pauvre en
lumiere, a condition que la quantité disponible soit suffisante a sa croissance (Kelty, 1992).
En effet, les espéces intolérantes a I'ombrage comme le pin sylvestre ont en général une plus
forte croissance initiale que les espéces tolérantes comme le hétre (Pretzsch et al., 2015).
L'intensité lumineuse sous une canopée de pin est, en outre, bien plus élevée (de |'ordre
d'un facteur 10) que sous la canopée d'un peuplement pur de hétre (Pretzsch et al., 2015),
ce qui permet a cette espece trés bien adaptée au fort ombrage de survivre et de croitre
(Packham et al., 2012; Pretzsch et al., 2015). Ainsi, la ressource lumineuse est exploitée de
facon plus compléete et la productivité du peuplement mélangé pourra étre accrue par

rapport a celles des monocultures (Kelty, 1992; Kelty, 2006; Lu et al., 2016).

Une autre fagon de mieux exploiter la lumiere dans un mélange, est le remplacement
d'organes ou d'individus d'une espéce utilisant peu efficacement la lumiére, quand elle est
peu disponible, par les individus d'une espece plus efficace a faible intensité lumineuse
(Kelty, 1992; Pretzsch et al., 2015). A I'échelle du peuplement, en plus d'intercepter plus de
lumiére en quantité, celle-ci est utilisée de fagon plus efficace (Kelty, 1992; Pretzsch et al.,

2015).

Enfin, une hétérogénéité dans la structure des houppiers ainsi qu'une différence

interspécifique de taille des individus permet, comme montré dans la Figure 2, d'obtenir un
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meilleur remplissage de la canopée par les houppiers des arbres (Pretzsch et al., 2015), ce

qui permet la encore une interception de la lumiére plus importante.

(a) (b) (c)

pure mixed pure

Figure.2. Schéma illustrant la canopée plus dense qui peut étre observée en forét
mélangeant deux espéces (b), comparé aux deux foréts monospécifiques (a) et (c). L'espace
aérien plus complétement occupé dans la forét mélangée permet d'accroitre la quantité de

lumiere capturée (issue de Pretzsch et al. 2015).

Stratification racinaire

Une stratification racinaire a été également observée dans de nombreuses associations
d'espéces. Elle permet notamment d'expliquer la coexistence possible entre herbes et arbres
dans les savanes ou les déserts (Ward et al., 2013). En milieu tempéré, une telle stratification
a aussi été observée dans certains mélanges ligneux, comme le hétre en association avec
I'épicéa (Jose et al., 2006). Ceci peut émerger de |'association d'espéces a la profondeur
d'enracinement naturellement différentes comme le chéne en mélange avec le pin sylvestre
ou le hétre (Zapater et al., 2013; Merlin et al., 2015), ou par différenciation de niche comme
observé dans certains mélanges hétre-épicéa ou les deux espéces vont présenter un
enracinement différent comparés a leur monoculture (Schmid et Kazda, 2002; Bolte et

Villanueva, 2006; Fig. 3).

Les ressources du sol sont généralement en grande partie présentes dans les premiers
centimetres du sol, en effet cette zone est celle humidifiée par les pluies et la premiere
enrichie en nutriments par la décomposition des litiéres. En outre la zone d'acquisition des
ressources souterraines ne correspond pas exactement a la zone de présence des racines

puisque les symbioses mycorhiziennes permettent d'élargir de fagon considérable cette zone
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(Richards et al., 2010). Malgré tout, une stratification racinaire entrainant une productivité
totale supérieure a pu étre montrée dans des communautés herbacées (Trenbath, 1974). De
tels résultats sont actuellement manquants dans les peuplement ligneux mélangés (Kelty,
1992; Richards et al., 1992; Laclau et al., 2013). Une stratification racinaire verticale pourrait
néanmoins, selon certains auteurs permettre une coexistence des espéces (Hutchings et

John, 2003; Richards et al., 2010).

Exploitation de sources et/ou de formes différentes des ressources

La différenciation de niche peut résulter d'occupations spatiales distinctes mais aussi de
différences physiologiques. Cela peut étre le cas quand dans un mélange, les différentes
espéces présentes peuvent utiliser des sources différentes de ressources comme par

exemple quand une espeéce est capable de fixer I'azote atmosphérique.

Autre exemple, des espéces différentes peuvent acquérir différentes formes de nutriments
comme le nitrate et I'ammonium dans le cas de I'azote (Waring et Schlesinger, 1985). Le
charme, l'érable et le tilleul semblent préférer I'ammonium au nitrate alors que c'est
I'inverse pour le hétre (Jacob et Leuschner, 2015). De méme, des espéces en association
avec différents types de mycorhizes utiliseront différentes formes de nutriments présents
dans le sol. Les espéces a ectomycorhizes peuvent, par exemple, utiliser I'azote sous forme

organique contrairement aux especes a endomycorhizes (Hodge, 2017).

Gestion différente de la ressource hydrigque

Deux especes en mélange peuvent avoir des stratégies différentes d’acquisition de I'eau en
période de sécheresse. Une espéce dite "isohydrique" réduit sa croissance et sa
consommation d'eau deés les premiéres phases de la sécheresse. Au contraire, une espéce
"anisohydrique" continue a grandir et transpirer tant qu'il y a de I'eau. Mélanger ces deux
types d'espece peut bénéficier a I'espece anisohydrique qui aura en période de sécheresse
une plus grande disponibilité en eau. Cette hypothése formulée par Pretzsch et al. (2013b)

n'a cependant pas été confirmée a I'heure actuelle.
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Figure.3. Distribution verticale de la biomasse de racines fines vivantes de I'épicéa commun
(a) et du hétre commun (b) en peuplements purs ou en mélange avec l'autre espéce. On
peut observer pour les deux espéces une différence de distribution verticale racinaire en
fonction de la situation ainsi qu'une séparation spatiale en mélange, dans lequel I'épicéa
occupe les couches de sol superficielles et le hétre les couches de sol plus profondes. Les
astérisques indiquent les différences significatives entre peuplement pur et mélangé (P <

0.05) (issue de Bolte et Villanueva, 2006).

D. LIEN ENTRE DIVERSITE ET FONCTIONNEMENT

Comme mentionné précédemment, les communautés végétales diversifiées telles les foréts
mélangées présentent des avantages indéniables par rapport aux monocultures. Il est
néanmoins nécessaire de se replacer dans une cadre plus large pour comprendre quel lien
existe entre la diversité des espéces composant une communauté végétale et son

fonctionnement.

Depuis le début des années 2000, des études en écologie des communautés ont montré qu'il
existait un lien entre la diversité et le fonctionnement des écosystemes ainsi que les services
qu'ils fournissent (Hooper et al., 2005). Autrement dit, quand diverses espéces interagissent
dans une communauté, leur fonctionnement et leur croissance ne sont pas équivalents a
ceux que ces especes ont dans leurs monocultures respectives (Loreau et Hector, 2001) : la
productivité moyenne obtenue théoriquement a partir des résultats en monoculture est plus
faible que celle observée dans le mélange. Des études portant sur les communautés
prairiales ont montré que la biodiversité engendre une productivité plus importante et plus

stable des écosystemes ainsi qu'une meilleure résistance a la sécheresse (Tilman et
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Downing, 1994; Loreau et Hector, 2001; Hector et al., 2010; Cardinale et al., 2013; Figs.4 et

5).
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Figure.4. Valeurs de biomasse végétale totale (en g m™) de parcelles prairiales en fonction
du nombre d'espéces végétales (issue de Loreau et Hector, 2001).
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Figure.5. Résistance a la sécheresse de parcelles prairiales en fonction de la richesse

spécifique végétale précédant une sécheresse sévere (issue de Tilman et Downing, 1994)

Les études sur les prairies ont I'avantage de manipuler des especes herbacées a cycles de vie
courts. Ce type d'études sur des communautés végétales plus complexes, telles que les
foréts, se sont développées récemment. De fagon similaire, elles ont montré de nombreux
avantages des mélanges par rapport aux monocultures. En effet on constate également une
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plus grande productivité aérienne et souterraine (Paquette et Messier, 2011; Zhang et al.,
2012; Ma et Chen, 2016; Liang et al., 2016). Ces communautés ont également une plus
grande résistance et résilience a certaines perturbations biotiques comme I'herbivorie par
les insectes (Jactel et Brockerhoff, 2007; Guyot et al., 2016), ou abiotiques comme la

sécheresse (Lebourgeois et al., 2013; Pretzsch et al., 2013b; Gazol et Camarero, 2016).

La productivité accrue des foréts mélangées s’accompagne d’un plus fort potentiel de
séquestration du carbone (Forrester et al., 2006a) et leur plus grande stabilité face aux
perturbations permet de garantir leur fonction de puits de carbone ainsi que leur role dans
I'atténuation des changements climatiques (Pedro et al.,, 2015). Ces communautés
diversifiées hébergent en outre une plus grande biodiversité animale, végétale, fongique et

microbienne (Ammer et al., 2006; Felton et al., 2010; Chauvat et al., 2011).

1. COMMENT EXPLIQUER LES AVANTAGES DES FORETS MELANGEES?

La relation entre diversité et fonctionnement résulterait de trois mécanismes: la
complémentarité de niche (définie précédemment), I'effet d'échantillonnage et I'assurance
écologique (Scherer-Lorenzen, 2014) (définis ci-apres). L'implication ou non de ces
mécanismes dans une communauté est propre a celle-ci et plusieurs d'entre eux peuvent

avoir lieu simultanément.

L'effet d'échantillonnage ("sampling effect" ou "selection effect") repose sur la probabilité
d'inclure une espéce extrémement performante ou facilitante, qui va dominer Ia
communauté et ses effets sur les services ecosystémiques, lorsque I'on augmente le nombre
d'espéces en mélange (Huston, 1997; Tilman et al., 1997). Par exemple, Wang et al. (2013)
ont montré que dans des conditions non stressantes, la présence ou non de l'espéce

dominante avait plus d'effet sur la biomasse de la parcelle que la richesse spécifique.

L'hypothese d'assurance ("insurance hypothesis" parfois appelé "diversity stability
hypothesis") énonce que les communautés plus diverses sont plus résistantes aux
perturbations et leur récupération post-perturbation est plus rapide du fait qu'elles ont plus
de chance de contenir des espéces pouvant résister a ces perturbations et maintenir le
fonctionnement de I'écosysteme (Tilman et Downing, 1994; Yachi et Loreau, 1999). Cette
hypothése est soutenue par de nombreux résultats expérimentaux concernant les prairies

(Tilman, 1996; Cardinale et al., 2013; Gross et al., 2014), ainsi que les foréts (lves et al., 2000,
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Morin et al., 2014, Pedro et al., 2015). Mélanger des espéces avec des sensibilités
contrastées envers les différents stress permet ainsi de réduire la probabilité d'échec d'une

plantation apres sa mise en place (van de Peer, 2016).

2. CET EFFET BENEFIQUE DE LA DIVERSITE EST-IL TOUJOURS VERIFIE?

Dans les parties précédentes, j’ai souhaité mettre en lumiere les résultats et mécanismes qui
montrent des effets bénéfiques des interactions des especes sur le fonctionnement des
plants et des communautés. Cependant, une partie non négligeable de la littérature a mis en
évidence également que les foréts mélangées ne présentent pas nécessairement des
avantages pour les services rendus par les foréts. Des études ont montré par exemple que la
productivité aérienne de certains mélanges était équivalente a celle de monocultures, voire
méme inférieure (Vila et al.,, 2003; Forrester et al., 2007; Nguyen et al., 2012, Potter et
Woodall, 2014). Des résultats similaires ont été trouvés pour la productivité souterraine
(Meinen et al., 2009a; 2009b). De plus, une résistance accrue a la sécheresse pour les foréts

plus diverses n'est pas vérifié dans tous les écosystémes (Grossiord et al., 2014b; Fig. 6).

L'hypothése de redondance

Ces résultats, qui contredisent les nombreux travaux montrant des effets bénéfiques,
suggerent que la relation diversité-fonctionnement n'est pas simple. Une hypothese
proposée pour expliquer I'absence d’effet bénéfique repose sur la notion de "similarité
fonctionnelle" qui existe entre de nombreuses espeéces: I'hypothése de redondance. Le
fonctionnement des écosystéemes ne serait pas directement dépendant du nombre
d'espéces, mais de la diversité du fonctionnement des especes qui les composent (Tilman et
Downing, 1994). L’absence de bénéfice d'un mélange pourrait alors étre due a la similarité
écologique des especes qui le compose. Ceci limiterait la possibilité de mécanismes comme
la complémentarité pour les ressources. Il semblerait alors que dans les études
d’interactions des espéces, prendre en compte la diversité fonctionnelle, (ou écologique ou
phylogénétique) serait plus pertinent que la diversité taxonomique (i.e. la richesse
spécifique). Associer des feuillus avec des coniféres et/ou des espéces pionniéres avec des
espéces climaciques, permettrait de former un peuplement qui pourrait étre plus
avantageux en terme de productivité ou de résistance face aux divers menaces, plutét
qu’associer des espéces aux mémes caractéristiques (Jactel et Brockerhoff, 2007; Brassard et
al., 2013; Lu et al., 2016).
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Figure.6. Relation entre I'augmentation de la composition isotopique du carbone a I'échelle
de la parcelle (A8*3C,, %o) et I'indice de diversité de Shannon pour différents types forestiers.
Les lignes tracées montrent les relations significatives (P < 0.05). Les équations, R? et P-
values sont indiquées lorsque la relation est significative (issue de Grossiord et al., 2014b).

Variation des interactions avec les conditions du milieu

Outre l'identité des espéces, certains parameétres du milieu qui different dans le temps et
I'espace peuvent rendre un mélange particulier avantageux ou non. On peut penser par
exemple a la disponibilité en chacune des ressources, la densité ou I'age de la plantation

(Forrester, 2014).

I @ notamment été observé qu'un basculement d’une situation de compétition pour les
ressources vers une complémentarité pour ces ressources pouvait avoir lieu en fonction de
la disponibilité en ressources du milieu. Ainsi il a été montré de la complémentarité entre

espéces sur des sites pauvres en azote alors que ¢a n'était pas le cas en présence des mémes
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especes sur des terrains plus fertiles (Binkley, 2003; del Rio et Sterba, 2009; Pretzsch et al.,
2013a). De la méme fagon, la résistance aux sécheresses estivales a été démontrée étre plus
forte pour le sapin pectiné (Abies alba) en situation de mélange mais seulement sur les sites
les plus secs (Lebourgeois et al., 2013). Dans leur méta-analyse Paquette et Messier (2011)
montrent que dans les foréts boréales considérées comme des milieux stressants, les
peuplements mélangés sont plus productifs que les peuplements monospécifiques, alors
gue la compétition dominerait dans les peuplements mélangés des foréts tempérées, plus

stables et productives.

Par ailleurs, sur un méme site, les disponibilités en ressources peuvent varier dans le temps
et faire basculer le sens des interactions. Des gains de productivité dans les mélanges ont été
constatés dans les années a faible croissance mais pas dans les années a forte croissance

(Pretzsch et al., 2013b; del Rio et al., 2014).

En plus de variations spatio-temporelles dans la disponibilité en ressources, la structure de la
plantation peut également avoir une influence. Ainsi, la densité des peuplements
impacterait aussi l'issue de l'interaction. En effet, une trop faible densité empécherait les
interactions d'avoir lieu et donc de tirer des éventuels bénéfices de la présence d'un voisin
par facilitation. A trop forte densité, en revanche, la compétition peut étre plus forte que la
complémentarité. Des études récentes ont montré que la densité de plantation était
inversement corrélée a la résistance et la résilience de monocultures en conditions de
sécheresse (Sohn et al., 2016; Bottero et al., 2017). Cependant, |'effet de la densité dans des
peuplements mélangés reste encore pour I'heure sous étudié (Forrester, 2014). Les
interactions peuvent ainsi varier au cours du temps de par le stade de développement d'une

parcelle et ainsi de I'dge des individus (Forrester et al., 2011).

Ces résultats ou la complémentarité prédomine sur la compétition lorsque la disponibilité en
ressource est faible rejoignent le concept de "Stress Gradient Hypothesis" développé par
Bertness et Callaway (1994). Cette hypothéese énonce que les interactions positives entre
espéces seraient plus fréquemment observés dans les milieux stressants que dans les
milieux plus favorables, dans lesquels la compétition aurait tendance a prédominer. De
nombreux articles soutenant cette hypothese dans différents milieux autres que les foréts
ont été publiés (e.g. Steudel et al., 2012; He et al., 2013). Cependant, d'autres travaux ont
démontré que cette hypothése n’était pas vérifiée (e.g. Maestre et Cortina, 2004; Maestre
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et al., 2005), soulignant les incertitudes qui demeurent encore sur 'origine du sens des
interactions observées. Par exemple, la complémentarité peut également augmenter quand
les conditions du milieu deviennent plus favorables (Pretzsch et al., 2010; Coates et al., 2013;
Forrester et al., 2013). Forrester et Albrecht (2014) I'expliquent par I'hypothese selon
laguelle les meilleures conditions permettent une plus forte croissance aérienne causant une
réduction de la disponibilité lumineuse. Ainsi dans un mélange poussant dans des conditions
de croissance optimales, de la complémentarité pourra avoir lieu si des mécanismes
permettant de mieux capturer la lumiére sont présents (Fig.7). On peut en déduire que
globalement il y aura complémentarité au sein d'un mélange si des mécanismes permettant

de mieux acquérir la ressource limitante sont présents.
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Figure.7. Modele conceptuel décrivant la réponse relative d'une espéce poussant en
mélange, qui dépend d'un gradient des conditions de croissance et du type d'interactions
entre especes (issue de Forrester, 2014).

Les interactions varient donc dans le temps et l'espace mais semblent tout de méme
conditionnées en grande partie par la disponibilité en ressources du milieu. Dans un
contexte sylvicole, il est nécessaire de comprendre comment le sens des interactions entre

espéces change en fonction des conditions du milieu notamment vis a vis de la disponibilité
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V.

en eau (dont la baisse durant les étés est prédite par les scénarios climatiques) puisqu'un

enjeu majeur est d'adapter les écosystémes forestiers aux changements climatiques.

REPONSES DES ARBRES A UNE SECHERESSE EDAPHIQUE

A. REPONSES A L'ECHELLE DE LA PLANTE ENTIERE

La sécheresse édaphique correspond a une diminution de la teneur en eau du sol. Son
intensité est souvent exprimée via le potentiel hydrique. Plus il est négatif, plus le sol est sec.
Le continuum hydraulique sol plante atmosphére implique que cette diminution du potentiel
hydrique du sol affecte le statut hydrique de la plante qui percoit des variations tres faibles

de cette disponibilité en eau du sol.

La sécheresse édaphique est une des contraintes les plus importantes qui limitent la
croissance des plantes et la productivité des écosystémes (Passioura, 1996; Aussenac, 2000).
C’est un stress complexe car les réponses des plantes dépendent de sa rapidité de mise en
place, son intensité, sa durée et de sa localisation temporelle. Historiquement, 3 stratégies
de réponse a la sécheresse ont été identifiées : I'’échappement, I'évitement et la tolérance
(Larcher, 2003). Nous ne développerons pas les réponses typiques de I'’échappement, c’est-
a-dire la réalisation du cycle de vie pendant la saison humide, avant le développement de la
sécheresse, qui ne concerne pas les foréts tempérées. Evitement et tolérance sont deux
stratégies opposées en matiére de maintien du statut hydrique. Les plantes évitantes
ferment leur stomates tres tot lors le développement de la sécheresse et tentent de
maintenir leur potentiel hydrique élevé alors que les plantes tolérantes laissent leurs
stomates ouverts jusqu’a un niveau de déficit hydrique du sol plus élevé et tolérent un
potentiel hydrique plus négatif. Tout un gradient existe entre ces deux stratégies extrémes

et les réponses liées a ces deux stratégies ne sont pas exclusives.

Les réponses des plantes a la sécheresse incluent différents aspects dont la perception et la
signalisation du stress, des variations de croissance et de l'allocation de croissance, une
augmentation de I'efficience d’utilisation de I'eau associée a une baisse de la conductance
atmosphérique plus précoce que la baisse de I'assimilation de CO,, de I'osmorégulation et de

la détoxication (Chaves et al., 2003).
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Figure.8. Ensemble des réponses de la plante a un stress hydrique
(Tiré de Chaves et al., 2003).
La croissance est un des processus les plus sensibles a la sécheresse. Celle des parties
aériennes diminue avant que des variations mesurables du potentiel hydrique puissent étre
enregistrées (Hsiao, 1973, Bogeat-Triboulot et al., 2007). Les pertes de productivité sont la
conséquence directe de cette diminution de la croissance aérienne. La croissance des racines
est elle aussi diminuée par le déficit hydrique mais elle est y moins sensible, et donc différée
dans le temps lorsque la sécheresse s’établit lentement. Il résulte de cette sensibilité
différentielle une ré-allocation de la croissance en faveur de la partie souterraine (Root-to-
Shoot ratio augmenté) (Chaves et al.,, 2003). Cette réallocation va ainsi dans le sens de
I'hypothese de I'équilibre fonctionnel qui énonce que les plantes répondent aux stress en
favorisant la production relative des organes acquérant la ressource limitante, ce qui
favorise la capture de la ressource qui fait défaut et ainsi réduit le stress (Chapin et al., 1987,
Brassard et al., 2009). Selon certains auteurs, le maintien du développement des racines
fines s'accompagne d'un géotropisme accru, ce qui favorise la prospection d’horizons plus

profonds, a priori plus humides. (Sharp et Davies, 1985; Brunner et al., 2015).

La réduction de la conductance stomatique est une réponse fonctionnelle a la sécheresse qui
a pour conséquence immeédiate la limitation des pertes en eau par transpiration (Chapes et

al., 2003). Avec la réduction de la croissance aérienne (et donc de la surface transpirante) et
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le maintien de la surface absorbante (quand le stress n’est pas prononcé), la fermeture
stomatique contribue a maintenir le potentiel hydrique au dessus d’un seuil critique pour la
plante en terme de cavitation du systéme hydraulique (Cruiziat et al., 2002; Sperry et al.,
2002). En effet, si le potentiel descend sous ce seuil, le taux d’embolie des vaisseaux du
xyleme augmente fortement, coupant a terme I'alimentation en eau des feuilles. Ce seuil est
spécifique a chaque espece. Par ailleurs la réduction du diametre des éléments conducteurs

tend a limiter ce risque d’embolie et constitue une réponse développementale.

L’assimilation nette de carbone est aussi sensible au déficit hydrique mais généralement
moins que la croissance et la conductance stomatique (Bogeat-Triboulot et al., 2007). Cette
sensibilité différentielle conduit a I'augmentation de I'efficience d’utilisation de I'eau, c’est-
a-dire, une productivité pour un moindre colt en eau. Ce trait est souvent évalué par la
teneur en C car la discrimination isotopique dépend fortement de la conductance

stomatique (Farquhar et al., 1989).

Des réponses a la sécheresse se mettent également en place a I'échelle cellulaire. La
diminution du potentiel hydrique foliaire induit une baisse de la turgescence des cellules.
L'ajustement osmotique, i.e. I'accumulation de solutés solubles (sucres, acides aminés,
minéraux) dans le symplasme fait baisser sa pression osmotique et permet ainsi de
maintenir la pression de turgescence (Turner, 2017). D’autres molécules peuvent
s’accumuler avec des concentrations plus faibles (sans effet osmotique) mais avec des effets
protecteurs pour la cellule comme la stabilisation des membranes (putrescine, spermine,
etc...). Enfin des processus de détoxication sont également mis en jeu pour éliminer les
espéces réactives de I'oxygéne produites par la déstabilisation de la physiologie cellulaire

(zhu, 2002).

Dans ma thése, je me suis intéressé particulierement au compartiment racinaire des arbres,
celui-ci étant en charge de l'acquisition des ressources souterraines, notamment |'eau. J'ai
choisi alors ici de développer plus amplement I'état de I'art actuel sur les effets de la

sécheresse sur la partie souterraine.

B. REPONSES DU COMPARTIMENT SOUTERRAIN
En plus de l'ajustement de biomasse en faveur du compartiment racinaire et de

I'enracinement plus profond, mentionnés dans le paragraphe précédent, des modifications
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des racines d'ordre anatomique, morphologique, physiologique ou biochimique peuvent

avoir lieu en réponse a la sécheresse.

Modifications morphologigues

L'effet de la sécheresse sur la morphologie racinaire est classiquement analysé au travers
des variations d'un paramétre nommé "specific root length" (SRL) qui correspond au rapport
entre la longueur développée et la biomasse d'une quantité de racines. Un moyen
d'augmenter la capacité d'acquisition d'eau (ou de minéraux) d'une plante est en effet
d'augmenter la surface absorbante racinaire, c'est a dire avoir des racines plus fines et plus
longues ce qui aura tendance a augmenter le SRL. L'augmentation du SRL, c’est-a-dire, la
production, pour une biomasse donnée, de racines plus fines et plus longues, augmente la
capacité d’acquisition de I’eau a investissement carboné égal. Cependant, les racines les plus
fines sont également les plus fragiles et ont une longévité raccourcie, la mortalité racinaire
est plus forte sous sécheresse touchant particulierement les racines les plus fines (non
lignifiées) causant d'autre part une diminution de SRL (Ostonen et al., 2007). Ces deux faits
allant dans des directions opposées illustrent le fait qu'en réalité, il est compliqué de

déterminer comment varie le SRL avec la sécheresse (Brunner et al., 2015).

Modifications anatomiques

Sous contrainte hydrique, les vaisseaux du xyleme deviennent plus nombreux mais plus
petits dans les racines comme dans I'ensemble de la plante (Brunner et al., 2015). En effet,
développer de tels vaisseaux diminuerait le risque d’embolie et donc de perturbation de
I'alimentation hydrique de la plante (Brunner et al.,, 2015). La mort précoce du

cortex permet une économie de carbone et d’énergie.

Modifications physiologiques et biochimiques

Différentes modifications biochimiques ont été observées en réponse a la sécheresse, avec
des conséquences sur le fonctionnement physiologique. Une augmentation de la
concentration de fructose a été observée dans les racines fines de plantules de hétre soumis
a la sécheresse (Zang et al., 2014). Ce sucre contribue a I'ajustement osmotique et peut étre
considéré comme un pré requis a l'acquisition d'eau (Zang et al.,, 2014). D’autre part, une

suberisation et lignification des racines sous sécheresse édaphique ont également été
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VI.

observées, ce qui permettrait de diminuer la perte d'eau des racines vers le sol et la

déshydratation des cellules racinaires (Brunner et al., 2015).

INFLUENCE DES MYCORHIZES POUR L'ACQUISITION DES
RESSOURCES SOUTERRAINES

A. LES MYCORHIZES

Les racines de la plupart des plantes terrestres forment des associations avec des
champignons qui sont appelées mycorhizes (Brundrett, 2009). Deux grands types de
mycorhizes existent chez les arbres, les ectomycorhizes (ECM) et les endomycorhizes
arbusculaires (AM). Dans le cas des ECM, les racines absorbantes sont entourées par les
filaments du champignon qui forment un manteau autour de cette racine et pénetre a
I'intérieur de celle-ci, tout en restant a |'extérieur des cellules. La plupart des essences des
foréts boréales et tempérées (Betulaceae, Fagaceae, Pinaceae et Salicaceae) sont ainsi des
espéces formant des ectomycorhizes (Brundrett, 2009). Dans le cas des AM, le champignon
s'introduit jusqu'a l'intérieur des cellules de la racine. Quelques essences européennes

forment des AM avec des champignons telles que les érables (Acer sp) et les frénes (Fraxinus

sp).

L'association entre les champignons mycorhiziens et les plantes est qualifiée de symbiose,
soit une interaction a bénéfices réciproques. Les champignons sont des étres hétérotrophes
vis a vis du carbone et les plantes leur fournissent une partie des molécules carbonées
acquises lors de la photosynthése. En échange, les champignons grace au mycélium qui
colonise le sol sur des distances trés importantes, améliorent I'acquisition des ressources
souterraines en augmentant considérablement le volume de sol potentiellement prospecté
par les racines (van der Heijden et Sanders, 2002). Les mycéliums des AM et ECM absorbent
et transportent en effet I'eau vers la plante (Auge, 2004; Lehto et Zwiazek, 2011). Ainsi, sous
contrainte hydrique, les arbres mycorhizés sont en mesure d’accéder a d’autres sources
d’eau qu’a proximité de la racine (en particulier en profondeur) et I'impact potentiel de la
sécheresse est moindre. lls présentent ainsi généralement une croissance supérieure aux
arbres dépourvus de mycorhizes (Wu et al., 2013; Jayne et Quigley, 2014). Concernant les
nutriments, les champignons AM sont particulierement efficaces pour acquérir le phosphore

sous forme inorganique et le transmettre aux espéces qu’ils mycorhizent, tandis que les
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champignons ECM favorisent en général I'acquisition par les plantes de I'azote sous forme

organique (Hodge, 2017).

Au sein de chaque type mycorhizien, une grande diversité d’especes de champignons existe
et ces especes ne sont pas équivalentes en termes d’efficacité vis-a-vis des apports pour les
plantes, notamment pour la quantité et la forme des nutriments assimilés (Hodge, 2017). La
diversité fonctionnelle qui existe chez les especes de champignons mycorhiziens peut ainsi
entrainer une complémentarité fonctionnelle lorsque plusieurs espéces colonisent le
systéme racinaire d'une méme plante (Koide, 2000). En théorie, augmenter le nombre
d'espéces mycorhiziennes permet une meilleure acquisition des ressources souterraines et
une plus forte croissance des plantes (van der Heijden et al.,, 1998). Une étude récente a
permis de démontrer que la diversité au niveau des familles était plus importante que la
diversité au niveau des espéces pour augmenter les performances de la plante hote (Yang et

al., 2017).

B. INFLUENCE DANS LES INTERACTIONS ENTRE ARBRES

1. COMPLEMENTARITE FONCTIONNELLE

Des études effectuées dans différents types de foréts ont montré qu'au sein d'un
peuplement, la richesse spécifique en champignons mycorhiziens était liée a la richesse
spécifique en arbres (Kernaghan et al., 2003; Ishida et al., 2007; Lang et al., 2011; Nguyen et
al.,, 2016). Ceci est di au fait que certaines espéces de champignon mycorhizien sont
spécifiques d'un hoéte alors que d'autres sont généralistes (Lang et al., 2011). Ainsi la
complémentarité fonctionnelle au sein d'un méme systéme racinaire devrait également se
produire entre différentes essences ayant chacune leur propre cortege mycorhizien. On peut
faire I'nypothese que cette complémentarité fonctionnelle puisse étre d'autant grande que
les arbres considérés soient de types mycorhiziens différents (ECM vs. AM). Si cette
hypothése est vérifiée, un peuplement mélangé constitué de différentes espéeces d'arbres a
ECM et a AM exploitera plus exhaustivement le milieu et la compétition sera diminuée au

profit de la complémentarité.

2. LES RESEAUX MYCORHIZIENS

Le mycélium des mycorhizes forme dans le sol forestier un réseau qui connecte les systemes

racinaires des arbres entre eux, sans que ces arbres soient nécessairement de la méme
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espece (Courty et al., 2010). Cette connexion entre arbres rend possible le transfert
d'éléments d'un individu a un autre. Ainsi il a aussi été montré que des transferts d'eau
(Warren et al., 2008; Prieto et al., 2016) et de carbone (Courty et al., 2010; Klein et al., 2016)
avaient lieu. Il a été montré que ce phénomeéne facilitait I'établissement des plantules par
transfert d'eau des arbres matures ou souches vers les plantules en période de sécheresse
(Bingham et Simard, 2011). De fagon similaire, des transferts de carbone peuvent s'effectuer
des arbres matures occupant la canopée vers les plantules ombragées (Courty et al., 2010).
Récemment il a été démontré que ce type de transfert pouvait également s'opérer a

destination d'un arbre adulte appartenant a une espece différente (Klein et al., 2016).
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OBJECTIFS
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Sous les latitudes européennes, les changements des patrons de précipitations et de
température devraient se traduire par une augmentation en fréquence et en sévérité des
sécheresses estivales. Les foréts européennes fournissent un certain nombre de services
écosystémiques dont la fourniture en bois. Comme tous les écosystémes, elles sont
vulnérables aux changements climatiques. Afin de pouvoir maintenir la productivité des
peuplements forestiers dans le futur, une adaptation des pratiques de gestion sylvicole
apparait nécessaire. Il a été proposé que les peuplements mélangés constituent une option
pertinente permettant d'améliorer la productivité des parcelles tout en les rendant plus
résistantes a divers stress dont la sécheresse (Spiecker, 2003). Le lien entre diversité en
espéces et fonctions/services ecosystémiques des foréts a commencé a étre étudié il y a peu
de temps et les résultats sont globalement contradictoires (Zhang et al., 2012; Grossiord et
al., 2014b). Les travaux en écologie et en écophysiologie des arbres doivent apporter des
réponses aux interrogations des gestionnaires sur les modes de sylviculture a mener, en
particulier au niveau des jeunes stades des arbres (la régénération naturelle étant une étape
sensible au sein des peuplements). L'objectif ultime serait de déterminer les espéces qu'il est
préférable d'associer aujourd’hui et dans chaque situation donnée, afin de bénéficier des

avantages des peuplements mélangés dans 100-150 ans.

L'essentiel des études existantes a I'heure actuelle sur ces questions a porté sur I'effet de la
diversité en espéces sur la croissance des arbres ou leur statut hydrique dans certaines
conditions de mélange et de disponibilité en eau. Ces parameétres, qui permettent de
caractériser le résultat des interactions entre especes (compétition vs. complémentarité)
dans des conditions spatio-temporelles particulieres, peuvent étre considérées comme la
résultante des différents mécanismes d'interaction (comme l'ascenseur hydraulique ou la
ségrégation spatiale des organes d'acquisition des ressources par exemple). Or, ces
mécanismes ont été tres peu étudiés directement dans ces travaux, ce qui amene les
auteurs a formuler des hypotheses a leur égard sans pouvoir les vérifier. Il est par
conséquent difficile de déterminer a I'heure actuelle précisément I'origine des bénéfices
constatés dans les peuplements forestiers mélangés. Souvent, un méme mélange peut
s'avérer avantageux dans certaines conditions mais pas dans d'autres (Forrester, 2014). Il
importe donc maintenant que des travaux de recherche s'intéressent a déterminer et

comprendre les mécanismes impliqués, leur importance respective, pour que les résultats
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puissent vraiment bénéficier a la gestion forestiére. C’est un des objectifs a la base de ma

these.

Les mécanismes d'interactions ont lieu dans le compartiment aérien comme dans le
compartiment souterrain, cependant ce dernier est trés largement sous-étudié alors qu'il est
primordial dans un contexte de sécheresse puisque I'eau et les éléments minéraux sont des
ressources souterraines. |l a été montré que la compétition racinaire pour les ressources a
généralement un impact plus marqué sur le fonctionnement des plants que la compétition
aérienne (Wilson, 1988; Casper & Jackson, 1997; Kiaer et al, 2013). Une des raisons pour
laquelle le compartiment souterrain est sous étudié est que le systeme racinaire des plantes
est difficile d'acces. De plus, la prise en compte exhaustive du systeme racinaire est difficile
pour les plantes annuelles et les jeunes plants d'arbres et impossible pour des arbres
adultes. La mise en ceuvre de moyens techniques tres importants, comme des pelleteuses,
des excavatrices, ou des pompes a eau..., ne permet généralement que d'avoir acces a une
profondeur relative et uniguement aux racines les plus robustes (e.g. Tarroux et DesRochers,

2011).

Dans le cadre de ma these, je me suis intéressé au fonctionnement racinaire du hétre quand
il est en interaction ou non avec d’autres essences forestiéres, dans un contexte ou la
ressource hydrique est limitante ou non. L'originalité de mon travail de thése réside dans
I'importance accordée au compartiment souterrain, en lien avec le manque de
connaissance actuellement identifié dans la littérature scientifique. Les expérimentations
que j'ai menées ont été effectuées soit sur des arbres tres jeunes (2 ans), la régénération
étant un stade critique dans le développement des peuplements, soit sur des arbres agés de
17 ans environ en plantation. J'ai analysé la croissance et le fonctionnement global des
plants afin de pouvoir relier les modifications observées au niveau racinaire avec les

performances globales des arbres.

Les objectifs précis de mon travail de thése ont été de déterminer les modifications
potentielles du systéme racinaire en réponse a la disponibilité en eau et a l'identité des
compétiteurs et les mettre en lien avec la performance et le fonctionnement des individus.
Pour caractériser ce systeme racinaire, je me suis intéressé aux propriétés des racines fines
(morphologie, anatomie, composition biochimique), leur biomasse, leur distribution
verticale et a une échelle plus globale l'investissement relatif des individus dans ce
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compartiment. Je me suis intéressé également a |'occupation verticale du sol par les racines
du hétre dans une plantation ou celui-ci était en conditions de mono-culture ou de mélange
avec I'érable. Il s’agissait en particulier de déterminer les profondeurs d'acquisition de I'eau
de chaque espéce dans des situations contrastées de sécheresse. Ces deux points
permettaient de mettre en évidence ou non une potentielle différenciation de niche en
situation de mélange. Enfin, les mycorhizes sont un élément indissociable vis a vis de
I'acquisition des ressources souterraines chez les plantes (van der Heijden & Sanders, 2003).
Il n'existe pas d'informations sur le lien entre diversité des communautés fongiques
mycorhiziennes et la proportion spécifique dans les mélanges d'arbres auxquelles elles sont
associées. Je me suis intéressé alors a comprendre I'effet du mélange hétre / érable sur la

diversité des communautés fongiques ectomycorhiziennes dans le sol.
Au vu des différents objectifs de mon travail, les hypothéses suivantes ont été testées:

Hypothése 1: En situation d’interaction de diverses espéces, la morphologie et les propriétés
des racines fines sont impactées par l'identité de I'espece compétitrice et par la disponibilité
en eau. Dans cette situation, les plants maximisent I'acquisition de la ressource hydrique (qui
est limitante) en augmentant notamment la surface totale des racines fines (donc le

potentiel d'absorption).

Hypothése 2: La biomasse et la distribution verticale des racines fines dans le sol est
influencée par l'identité du voisin et par la disponibilité en eau. Une occupation racinaire
verticale différente selon les especes (i.e ségrégation racinaire) est observée en mélange et
pourrait potentiellement étre percue comme une diminution de compétition via de la

séparation de niche.

Hypothése 3: Les peuplements mélangés abritent une biodiversité en especes

mycorhiziennes plus grande. Ceci pourrait s’accompagner d’'une plus grande diversité
fonctionnelle des mycorhizes présentes sur la parcelle et donc d’une exploitation plus
efficace des ressources du sol, qui expliqueraient les gains de croissance des arbres en

situation de mélange.

Hypothése 4 : En peuplement mélangé, les différentes especes prélévent a des profondeurs
différentes en période de sécheresse prononcée. Ce qui permet de réduire la compétition

pour la ressource et favoriserait la croissance en condition de mélange.

30



Afin de répondre a ces objectifs et tester ces hypotheéses, jai mis en ceuvre diverses
expérimentations complémentaires au cours de ces 3 années de these. Je les synthétise
rapidement dans ce chapitre et elles seront décrites avec détails dans les chapitres suivants.
Deux approches générales complémentaires ont été utilisées. Elles ont pour point commun
de représenter des conditions d’interaction d’espéces simples a deux especes afin d'étudier
une communauté simplifiée et de séparer plus aisément les effets de chaque espéce (Kelty

et Cameron, 1995).

La premiere partie du travail expérimental de ma these a été réalisée dans les serres
climatisées du centre de recherche INRA de Champenoux. Cette approche en conditions
semi-contrblées possede divers avantages importants, le premier était de travailler dans des
conditions environnementales relativement stables et homogénes pour I'ensemble des
plants. En effet, la température était contrélée ainsi que le niveau d'alimentation hydrique
de chaque plant tout au long de I'expérimentation, ce qui est crucial quand on étudie I'effet
de la disponibilité en eau sur le fonctionnement des individus. L'autre avantage de cette
approche est liée a l'utilisation de pots qui permettent la récolte de la totalité des
compartiments de l'individu, et en particulier les racines fines en fin d'expérimentation.
Cette approche permet ainsi d'étudier des mécanismes relativement fins. Le désavantage
majeur de cette approche est sa grande artificialité. Les conditions semi-controlées sont par
définition éloignées des conditions naturelles que I'on retrouve dans les écosystemes.
L'utilisation de pots limite I'espace disponible pour le développement des racines. Mais
I'objectif d’une telle approche n’est ni de recréer des conditions naturelles de
développement de jeunes plants, ni de transposer les résultats obtenus aux conditions de
croissance de jeunes plants en forét. Enfin le format pot oblige, quand on travaille sur des
especes d'arbres, a utiliser des individus de tailles limitées et donc jeunes. Cette approche ne
permet donc de s’intéresser aux mécanismes de réponse qu’a ce stade précis. Cette
approche a permis de tester les hypotheses 1 et 2. Dans ce travail, le fonctionnement du
hétre commun (Fagus sylvatica) a été étudié en interactions avec des individus
conspécifiques (hétre) ou allospécifiques (autres especes), a savoir le pin sylvestre (Pinus

sylvestris) et le chéne sessile (Quercus petraea).

La deuxieme partie des travaux de ma thése a été réalisée dans une plantation agée de 17

ans en forét de Haye, a proximité de Nancy (Collet et al., 2014). Cette plantation possede la
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particularité d’étre organisée suivant 2 gradients orthogonaux : le premier est un gradient de
densité de tiges (de 25000 & 1500 arbres ha™). Le deuxiéme est un gradient de mélange
hétre commun / érable sycomore. Aux extrémités, chaque espéce est représentée a 100%,
et au milieu du gradient, le mélange représente un taux de 50-50 des deux espéces. Les
avantages de ce dispositif sont de pouvoir travailler dans des conditions naturelles, sur des
arbres de type perchis, dans un milieu naturel (climat, sol) relativement homogene.
L'inconvénient majeur est l'impossibilité de contréler les conditions du milieu. Ces
conditions naturelles limitent les capacités d’acces a I'ensemble des systémes racinaires des
individus et requierent une autre stratégie expérimentale. Cette approche a permis de tester
les hypothéses 2, 3 et 4 et d’analyser I'effet de la présence de I'érable sycomore (Acer

pseudoplatanus) sur le fonctionnement du hétre commun.
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PARTIE 1 : EFFETS CROISES DE LA COMPETITION
INTRA- ET INTER-SPECIFIQUE ET DE LA DISPONIBILITE
EN EAU SUR LE DEVELOPPEMENT AERIEN ET
SOUTERRAIN ET LES TRAITS FONCTIONNELS DE JEUNES
PLANTS DE HETRE
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PREAMBULE

Ce premier chapitre correspond étroitement aux résultats de l'article en anglais intitulé
"Interactive effects of competition and water availability on above- and below-ground
growth and functional traits of European beech at juvenile level" publié en décembre 2016
dans le journal Forest Ecology and Management. Afin d’éviter une traduction mots a mots
de cet article en francais, j’ai fait le choix alors dans ce premier chapitre de présenter une

synthése en francais des résultats de ce travail précédant I’article dans sa forme publiée.

SYNTHESE

Dans ce premier chapitre je présente mes résultats concernant I'étude des effets croisés de

la compétition et de la disponibilité en eau sur de jeunes plants de hétre commun.

Contexte

Le hétre commun (Fagus sylvatica) est I'une des essences commerciales les plus importantes
d'Europe. Cette espéce est connue pour souffrir d'une forte compétition intraspécifique
pour les ressources, que ce soit au niveau aérien et souterrain. Des études récentes (van de
Peer et al., 2016; Setiawan et al., 2017) suggérent de favoriser des peuplements mélangés
plutdt que monospécifiques dans des programmes de régénération naturelle afin de
favoriser la croissance et la survie des jeunes arbres. De plus, le hétre est également connu
pour avoir une croissance tres sensible a la sécheresse édaphique (Packham et al., 2012) et
la régénération naturelle de cette espéce est menacée dans le contexte des changements
climatiques attendus dans la plupart des régions d’Europe ou elle est présente. Il importe
alors de mieux comprendre I'impact de la sécheresse et le role des interactions avec d’autres

espéces sur le fonctionnement hydrique et carboné du hétre.

Objectifs

Mes travaux se sont focalisés sur les modifications du systéme racinaire de jeunes plants de
hétre en réponse a la disponibilité en eau et a l'identité des compétiteurs afin d’apporter des
éléments pour expliquer la performance et le fonctionnement des hétres dans ces diverses
conditions. Le but était de tester deux hypotheses au coeur de ma thése. La premiéere est que

la biomasse et la distribution verticale des racines fines dans le sol est influencée par
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I'identité du voisin et par la disponibilité en eau. Une occupation racinaire verticale
différentes selon les espeéces (i.e la ségrégation racinaire) en mélange pourrait
potentiellement diminuer la compétition via de la séparation de niche. La seconde
hypothese est que la morphologie et les propriétés des racines fines sont impactées par
I'identité de l'espéce compétitrice et par la disponibilité en eau. La conséquence est une
amélioration de I'acquisition de la ressource hydrique limitante, par augmentation
notamment de la surface racinaire totale. Cette expérimentation permettait de tester
également deux hypothéses complémentaires : (i) La présence et l'identité d'un compétiteur
impacte les performances des plants, la compétition étant supposée moins forte avec une
espece fonctionnellement différente qu'avec un conspécifique. Et (ii) la disponibilité en eau

influence la force et la nature des interactions.

Matériel et Méthodes

Une expérience en pot en conditions semi-controlées (serre climatisée) a été mise en place.
Dans chaque pot, un jeune plant de hétre a été planté (i) seul (pas de compétition), (ii) avec
un conspécifique (mimant une situation de compétition intraspécifique), ou (iii) avec un
plant de chéne sessile ou de pin sylvestre (mimant des situations de compétition
interspécifique). Aprés une période ou tous les plants étaient maintenus a la méme
disponibilité en eau (réserve en eau relative du sol = 0.8), la moitié des pots est restée bien
arrosée afin de garantir une disponibilité en eau satisfaisante et I'autre moitié a recu une

quantité d’eau moindre chaque semaine afin d'imposer une sécheresse contrdlée (réserve

en eau relative du sol = 0.2).

Apreés une saison de croissance, la performance des plants de hétre a été estimée a partir de
leur croissance aérienne (hauteur et diametre de la tige principale) et de la biomasse totale.
La biomasse des différents compartiments (tiges, feuilles, grosses racines, fines racines) a été
mesurée a la fin de I'expérimentation. Ce qui a permis de déterminer la stratégie d'allocation
de la biomasse dans les différents compartiments. Le fonctionnement général des plants a
également été caractérisé (morphologie de la feuille, conductance stomatique, teneur en
azote des feuilles, signature isotopique du carbone des feuilles). Enfin I'effet de la
compétition et de la sécheresse a été analysé sur différents aspects du systéme racinaire : la
distribution verticale des racines fines, leur morphologie, I'anatomie des vaisseaux du

xyleme et leur composition biochimique.
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Résultats — Discussion

Dans des conditions non limitantes en eau, la croissance aérienne des plants de hétre était
plus faible en présence d'un compétiteur conspécifique, démontrant un effet négatif du
nombre de plants dans les pots (et donc de la densité de plantation) sur les performances. La
présence d'un conspécifique n'a pas eu d'effet sur la morphologie des racines fines, leur
distribution verticale ou leur composition biochimique. Cependant l'allocation de biomasse
plus forte vers le compartiment racinaire, accompagnée d'une longueur racinaire maximale
plus importante par rapport aux plants seuls, indique une optimisation de la prospection
souterraine, suggérant une réponse a une compétition souterraine plus forte qu'aérienne.
Les plants de hétre en interaction avec des chénes ont montré des traits similaires aux
hétres seuls. Cette apparente absence de compétition est vraisemblablement due a la faible
taille des chénes, ou a des différences intrinséques des deux espéces ayant mené a de la

séparation de niche.

Les hétres en compétition avec les pins présentaient des valeurs de traits similaires a celles
mesurées chez les hétres en compétition avec des conspécifiques, a I'exception de la
morphologie des racines fines. La longueur de racine par unité de masse (SRL) était plus
faible en présence du pin. Ce résultat est surprenant sachant que le SRL des hétres a
précédemment été trouvé plus fort en présence de coniféres (Bolte et Villanueva, 2006;
Bolte et al., 2013). Sachant que le SRL est positivement corrélé a I'acquisition des ressources
souterraines, on aurait pu s'attendre a ce qu'il soit augmenté en situation de compétition
interspécifique. Les espéces de pin sont connues pour leurs effets allélopathiques sur la
végétation environnante et leur tendance a acidifier le milieu. Ces deux propriétés peuvent
mener a la mort des racines les plus fines ou a un développement plus faible entrainant un
SRL global plus faible. Globalement, sous conditions non limitantes en eau, malgré les fortes
divergences fonctionnelles et écologiques de ces deux espéces, la compétition avec le pin

était aussi forte que la compétition avec un conspécifique au stade jeune plant.

La sécheresse a eu un fort impact négatif sur la croissance aérienne et le développement
racinaire (moins de biomasse et distribution plus superficielle) des plants de hétre,
confirmant la sensibilité de cette espéce a ce stress abiotique. Sous sécheresse, une
interaction positive entre le hétre et un compétiteur allospécifique était attendue en

comparaison avec la situation de compétition intraspécifique. La présence du chéne a été
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bénéfique pour le hétre. En effet, le hétre en présence du chéne a présenté une plus forte
croissance et une plus grande teneur en eau dans les feuilles qu'en I|'absence de
compétition. L'origine de cette facilitation est cependant difficile a établir. Nous faisons
I’hypothése que cela pourrait résulter d'une composition de la communauté mycorhizienne
plus diverse fonctionnellement en présence du chéne, permettant d'exploiter les ressources
du sol plus efficacement. La croissance du hétre en compétition avec un conspécifique ou
avec un pin était similaire sous sécheresse a celle du hétre en I'absence de compétition, ce
qui montre une diminution de l'importance de la compétition en conditions hydriques

limitantes.

Les résultats de cette expérimentation permettent de rejeter les hypothéses formulées. En
effet, aucune modification de la biomasse et de la distribution verticale des racines fines en
réponse a la présence d'un compétiteur n'a été constatée. Ceci indique une absence de
ségrégation racinaire en condition de mélange dans cette expérimentation. En outre, bien
que l'eau ait affecté une partie des traits racinaires (notamment la distribution verticale des
racines fines), la compétition n'a eu que trés peu d'effet sur ces derniers. La surface racinaire
totale n'a pas été augmentée par la présence d'un compétiteur et a méme été diminuée en

présence du pin.

Perspectives

Puisque les traits racinaires qui ont été étudiés dans cette expérimentation n'ont été que
peu affectés par la présence et l'identité d'un compétiteur, il serait intéressant de considérer
des traits racinaires plus fonctionnels, dans des conditions similaires. Bien que la distribution
verticale des racines fines soit similaire au sein de chaque traitement hydrique, cela ne
préjuge pas forcément d'une similarité dans les profils d'acquisition des ressources
souterraines. Des isotopes pourraient étre utilisés afin de tester si les patrons spatio-
temporels d'acquisition de I'eau (et des minéraux) sont modifiés en réponse a la
compétition. Les communautés mycorhiziennes pourraient également étre déterminées afin
de tester une éventuelle modification de la diversité de celles-ci dans les différentes
conditions. Il serait aussi intéressant de tester si la facilitation du hétre par le chéne sessile
se produit dans d'autres conditions, notamment a différents stades/ages des arbres. Enfin, la

facon dont la présence du pin affecte la morphologie des racines fines de hétre est
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également un sujet qui mériterait d'étre étudié, ainsi que les probables altérations du

fonctionnement et de la performance des plants que cela pourrait engendrer a terme.

L'article en question peut étre retrouvé a la fin de ce manuscrit
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Fig. Al Scheme of the experimental design and pictures of the experiment

Well-watered Drought

0.80m

BB BP [BO

0.16m

Beech (Fagus sylvatica) Pine (Pinus sylvestris) , Qak (Quercus petraea)
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Fig. B.1 PCA individual graphs with centroids of the infrared spectra of fine roots (reflecting
their biochemical composition) for the competition treatments (B: beech alone, BB: beech
with another beech, BP: beech with a pine and BO: beech with an oak) and the water
treatments (W: well-watered treatment, D: drought treatment). The Eigenvalues of the

horizontal axis and vertical axes are 67.2% and 13.6%, respectively.
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Fig. C.1 Shoot and root biomass of the competitors (beech (B), pine (P) or oak (O)) in the
well-watered and drought treatments. Vertical profile of root mass density (RMD) of both
target beech (cross) and competitor (black triangle) in each competition treatment: beech
seedlings either grown alone (B), with another beech (BB), a pine (BP) or an oak (BO) in the

well-watered and drought treatments.
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Fig. D.1 Biplot of the mean value (+ SE) of different parameters observed under drought

versus under well-watered conditions for each competition treatment: beech seedlings

either grown alone (B, black circle), with another beech (BB, open triangle), a pine (BP, open

square) or an oak (BO, grey diamond).
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PARTIE 2 : EFFET DE LA PRESENCE DE L'ERABLE
SUR LE DEVELOPPEMENT RACINAIRE DU HETRE EN
PLANTATION, SA PROFONDEUR D'EXTRACTION DE L'EAU
ET LES COMMUNAUTES FONGIQUES QUI LUI SONT
ASSOCIEES.
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I.

INTRODUCTION

Le lien qui existe entre la diversité des espéces et la productivité des écosystemes constitue
un sujet central en écologie, qui est extrémement étudié (Hooper et al., 2005; Cardinale et
al., 2007). Concernant les écosystémes forestiers, des méta-analyses ont notamment montré
que, globalement, il existe un lien positif entre la diversité et la productivité (Zhang et al.,
2012; Liang et al.,, 2016). De méme, des études ont montré une meilleure résistance et
résilience des foréts mélangées face a des stress tels que les attaques de ravageurs (Jactel et
Brockerhoff, 2007; Guyot et al., 2016) ou la sécheresse (Pretzsch et al., 2013; Gazol et
Camarero, 2016). A la lumiére des résultats scientifiques qui s'accumulent en faveur des
foréts mélangées, ce type de peuplement est d'ores et déja favorisé en Europe (Knoke et al.,

2008; Bravo-Oviedo et al., 2014).

Cependant les avantages réputés des foréts mélangées ne sont pas toujours vrais. Ainsi la
littérature comprend également des exemples de mélanges qui ne sont pas plus productifs,
ou plus résistants a la sécheresse que les peuplements purs (Vila et al., 2003; Grossiord et
al.,, 2014b). Dans ce contexte, Il apparait nécessaire de comprendre les processus sous-
jacents aux avantages observés au sein des foréts mélangées. En effet, favoriser des
mélanges d'essences n'est pertinent que si I'on sait quelles espéces associer et dans quelles
conditions. Il a été proposé que les interactions positives des espéces, en particulier au
travers d'une complémentarité fonctionnelle, permettent ces avantages. Mélanger des
espéces possédant des niches écologiques distinctes réduirait la compétition et permettrait

ainsi une utilisation plus compléte des ressources.

Jusgu'a maintenant, la plupart des études sur les foréts mélangées se sont portées sur le
compartiment aérien. Associer des espéces avec des tolérances a I'ombrages différentes
engendre généralement des bénéfices de productivité a I'échelle de I'écosysteme (Morin et
al., 2011; Zhang et al., 2012; Lu et al., 2016). La stratification de la canopée, qui en résulte,
permet en effet une meilleure absorption totale de la lumiére recue par la canopée (Bauhus
et al.,, 2004; Sapijanskas et al., 2014). Au contraire, le compartiment souterrain reste
globalement assez peu étudié (Laliberté, 2017). Or, les racines fines, ainsi que les mycorhizes
qui leur sont associées, absorbent I'eau et les nutriments, des ressources primordiales au
bon fonctionnement de la plante, c'est a dire I'eau et les nutriments. La capacité que
pourraient avoir plusieurs espéces en mélange a augmenter le potentiel de capture de ces
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ressources reste largement méconnue. Ceci est di en partie a la difficulté d'acces et
d'observation des systémes racinaires, dont I'étude nécessite I'utilisation de méthodes

chronophages, laborieuses et la plupart du temps destructrices.

L'utilisation des isotopes stables permet en partie de pallier a ce probléme, en permettant
de déterminer les sources d'eau (pluies vs. nappes phréatiques; différentes profondeurs de
sol...) utilisées par les plantes (Dawson et al., 2002). L'absence de fractionnement isotopique
lorsque la plante absorbe I'eau permet de comparer la signature de I'eau de la plante avec
celles des sources potentielles d’eau dans le sol a un instant donné (Bingham et al., 2000), et
d’en déduire la profondeur d’extraction d’eau moyenne a cet instant. De cette maniere, il a
été montré que des especes ou des groupes fonctionnels différents puisaient I'eau a des
profondeurs moyennes différentes (Jackson et al.,, 1995; Grossiord et al.,, 2014a;
Schwendenmann et al., 2014; Goisser et al., 2016). Cette profondeur d'acquisition de I'eau
peut varier avec les conditions environnementales du milieu. Ainsi, la profondeur
d'acquisition de I'eau chez certaines espéces varie avec la disponibilité en eau (Kulmatiski et
Beard, 2013; Hoeskstra et al., 2014; Yang et al., 2015; Grossiord et al., 2017), mais aussi avec
I'identité des voisins et la densité du peuplement (Meissner et al., 2012; Grossiord et al.,
2014a; del Castillo et al., 2016). Une complémentarité vis a vis de I'acquisition de |'eau peut
ainsi étre obtenue en situation de mélange, soit grace a une différence fondamentale entre
profondeur d'acquisition de l'eau, soit par ajustement phénotypique en réponse a la

diversité ou l'identité des voisins.

Connaitre la distribution verticale des racines fines dans le sol apporte des éléments sur le
patron spatial potentiel d'acquisition. Une productivité racinaire plus grande a été observée
en foréts mélangées, ce qui suggere qu'une stratification racinaire a lieu entre les essences
composant les mélanges (Brassard et al., 2013; Ma et Chen, 2016). Plusieurs auteurs ont
proposé qu'une telle stratification racinaire par des espéces en mélange pouvait mener a
une meilleure acquisition des ressources souterraines (Jose et al., 2006; Forrester et al.,
2010; Brassard et al., 2013). A titre d’exemple, on peut noter les travaux intéressants menés
sur deux espéces tres différentes, du point de vue de leur architecture, leur phénologie, leur
fonctionnement général: le hétre et I'épicéa (Pretzsch et al., 2014). Dans les peuplements
mélangés, les racines fines de hétre sont en moyenne plus profondes et celles d'épicéa plus

superficielles que dans leurs peuplements purs respectifs (Schmid 2002; Bolte et Villanueva,
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2006; Bolte et al., 2013; Pretzsch et al., 2014; Goisser et al., 2016). Ces observations sont a
mettre en parallele avec les résultats de Goisser et al. (2016) ou I'épicéa prélevait en

moyenne |'eau plus superficiellement que le hétre sur leur site d'étude.

Comme souligné dans l'introduction générale de ma these, les champignons mycorhiziens
jouent un réle fondamental dans le fonctionnement des plantes et colonisent une grande
majorité des plantes terrestres (van der Heijden et Sanders, 2003; Mohan et al., 2014). |l
existe une diversité fonctionnelle importante entre les espéces de champignons
mycorhiziens dans leur capacité a puiser I'eau et les nutriments, a dégrader la matiere
organique et a protéger leurs partenaires contre les stress abiotiques (Johnson et al., 2017).
Ainsi quand une communauté avec une grande variabilité d’espéces de champignons
mycorhiziens colonise le systéme racinaire d’une plante, celle-ci peut mieux acquérir les
ressources souterraines, avec des conséquences potentiellement positives pour sa
croissance (van der Heijden et al., 1998; Koide, 2000). Or, il a été montré que les
peuplements mélangés hébergeaient, généralement, une plus grande diversité fongique
mycorhizienne que les peuplements purs (Dickie, 2007). Ceci s'explique par la présence
d'espéces de champignons mycorhiziens spécifiques a chaque essence héte, en plus des
espéces de champignons généralistes (Lang et al. 2011). Une complémentarité fonctionnelle
entre essences d’arbre peut avoir lieu au travers de leurs associations avec différents
champignons mycorhiziens. Une question complémentaire, qui est jusqu'alors restée sans
réponse, est de savoir comment la proportion d'une espéce au sein d'un mélange modifie la

diversité de la communauté fongique mycorhizienne associée a une seconde espeéce.

Afin d'apporter des éléments de réponse aux interrogations abordées ci-dessus, je me suis
intéressé au compartiment souterrain dans une plantation expérimentale ou deux espéces,
le hétre commun (Fagus sylvatica) et |'érable sycomore (Acer pseudoplatanus), sont en
mélange. La particularité de cette plantation est la répartition des arbres, formant deux
gradients orthogonaux, a la fois en densité de plantation et en proportion d'espece. Bien que
ces deux espéces soient considérées comme écologiquement équivalentes au stade jeune
(Hein et al., 2009), des recherches réalisées dans la plantation ont montré que les deux
espéces en mélange génerait une productivité légerement plus forte par rapport aux
peuplements purs (Collet et al., 2014). Pour les deux espéces, les individus qui sont entourés

d'arbres allospécifiques présentent une croissance plus importante que les arbres entourés
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de conspécifiques (Collet et al., 2014). Ceci suggere un effet bénéfique du mélange sur la
croissance et donc des effets de complémentarité vis a vis de I'acquisition des ressources

pour les deux espéces.

Dans le but de tester si cette complémentarité avait une origine souterraine, nous avons

réalisé une série d'expérimentations afin de répondre aux questions suivantes :

1. La profondeur d'extraction de I'eau varie-t-elle en fonction de l'espéce? Varie-t-elle

également en fonction de la compétition et de la composition spécifigue du voisinage et en

fonction de la disponibilité en eau?

Pour ce faire, nous avons déterminé la profondeur moyenne d'acquisition de l'eau par le
hétre et par I'érable, dans les différentes conditions (i) de densité de la plantation (et donc
d'intensité de compétition) et (ii) de proportions spécifiques des deux especes. Cette
expérimentation a été réalisée durant I'été 2014, caractérisé par une sécheresse modérée.
Cette expérimentation a donc été répétée durant |'été 2015 afin de profiter de la sécheresse
prononcée qui s'est exercée en Lorraine (Orth et al., 2016). Nous avons pu alors étudier si la

disponibilité en eau influencait la profondeur d'extraction de I'eau.

2. Comment la biomasse racinaire est-elle répartie au sein de la plantation? Les systémes

racinaires des deux espéces occupent-ils des espaces différents?

L'objectif ici était de décrire I'hétérogénéité spatiale de la distribution de la biomasse
racinaire dans la plantation et d’étudier quelques facteurs pouvant expliquer cette
hétérogénéité. Nous avons réalisé 92 carottes de sol réparties sur la plantation afin de
déterminer |'effet des conditions locales (densité, proportion spécifique) sur la biomasse de
racines fines. Nous avons considéré la distribution racinaire totale dans le sol, dans le but de
décrire I'exploitation souterraine par les racines au sein de la plantation. Nous avons ensuite
cherché a distinguer les proportions relatives de hétre et d'érable dans cette biomasse de

racines fines.

Identifier I'espéce d'appartenance des racines est particulierement difficile et laborieux chez
ces deux espéces (Rewald et al., 2012). Nous avons choisi alors d’utiliser une méthode basée
sur la spectroscopie infrarouge afin de déterminer les proportions en hétre et en érable,

dans les échantillons de racines issus de la plantation. Cette méthodologie d’analyse a été
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utilisée dans quelques travaux concernant des herbacées (e.g. Roumet et al., 2006) ou des
ligneux (e.g. Lei et Bauhus, 2010; Domisch et al., 2015; Tong et al., 2016). Les méthodes
statistiques utilisées par ces auteurs consistent en des analyses en composantes principales
(ACP) ou des régressions des moindres carrés partiels (PLS). Nous avons cependant amélioré
cette technique en optant pour |'utilisation de la régression Béta PLS. Cette méthode est
particulierement puissante pour la détermination de proportion et supporte des problemes
majeurs inhérents aux jeux de données comme les noétres (multicolinéarité, plus de
prédicteurs que d'observations) (Bertrand et al., 2013). J’ai consacré une partie importante
de mon temps au développement de cette méthode, en collaboration C. Collet (UMR

LERFoB) et P. Santenoise (UR BEF).

3. Comment la proportion spécifiqgue du mélange hétre-érable influence la diversité de la

communauté fongigue et notamment la diversité fongique ectomycorhizienne?

Les communautés mycorhiziennes sont connues pour varier en fonction des conditions
abiotiques du milieu, telles que la température, I'humidité, la composition du sol ou son pH
(Erland et Taylor, 2002). La plantation étudiée présente I'avantage de posséder un gradient
de situations de mélange d'espéces alors que les conditions abiotiques peuvent étre
considérées comme homogenes. C'est en effet le cas pour les parametres climatiques, mais
le sol montre néanmoins une variabilité spatiale de la profondeur d’apparition de la roche
mere (ONF, communication personnelle). Comme ['érable et les herbacées développent des
endomycorhizes (Brundrett et al., 2009), les communautés fongiques ectomycorhiziennes
peuvent étre directement reliées au hétre. L'impact de la proportion d'érable sur la
communauté ectomycorhizienne du hétre peut étre analysé sans risque. En modifiant la
diversité des communautés fongiques ectomycorhiziennes en association avec le hétre, la
présence de I'érable pourrait impacter indirectement la capacité des hétres a acquérir les
ressources du sol et donc leurs performances. Cette partie de ma thése a été réalisée en

collaboration avec A. Deveau (UMR IAM).

En lien avec les questions posées, nous avons formulé les hypothéses suivantes :

1. Considérant la proximité fonctionnelle du hétre et de I'érable, ces deux espéces puisent

I'eau a des profondeurs similaires quand ils sont en situation de monoculture.
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2. L'interaction du hétre et de I'érable influence leur profondeur d’enracinement et de

préléevement d’eau dans le sol, en particulier lors d'une période de sécheresse.

3. Le niveau de mélange des deux espéces dans la plantation (pur vs. mélange 50-50)

influence les communautés fongiques dans le sol.

4. La présence de racines d'érable a proximité des racines du hétre impacte les

communautés fongiques ectomycorhiziennes associées au hétre.
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I1.

MATERIEL ET METHODES

A. PRESENTATION GENERALE DU DISPOSITIF EXPERIMENTAL

Le dispositif expérimental est une plantation située prés de Nancy en Lorraine dans la forét
domaniale de Haye (48°38'15.2"N 6°08'42.7"E, 400 m au dessus du niveau de la mer). Cette
plantation a été mise en place en 1998 par 'ONF en collaboration avec 'UMR LERFoB afin
d’étudier I'influence du mélange d’espéces et de la densité de plantation sur la survie et la
croissance de deux especes, le hétre commun Fagus sylvatica et I'érable sycomore Acer

pseudoplatanus.

La plantation est située sur un plateau calcaire et le climat local est océanique a tendance
continentale (Température moyenne en Janvier : 1.2 °C; température moyenne en Juillet :
18.3 °C; précipitations moyennes annuelles : 740 mm). Le sol est un brunisol constitué de
couches de limon brun surmontant une dalle calcaire dont la profondeur d'affleurement

varie au sein de la plantation (de 75 cm a 200 cm; Collet et al., 2014).

Des plants agés d'un an ont été plantés en novembre 1998. Les plants sont arrangés de
facon a former un "double clinal" croisant un gradient de densité avec un gradient de
composition spécifique (Vanclay, 2006) (Fig.IL.1). La plantation peut étre considérée comme
un rectangle formé de deux axes, chacun d'eux représentant un gradient. Dans le sens de la
longueur, le premier gradient concerne la densité locale en arbres qui varie de fagon
exponentielle allant de 1500 a 25000 tiges ha™. Dans le sens de la largeur, le second gradient
concerne la proportion en espéeces, qui elle, varie de fagon linéaire de 100% de hétre a 100%

d'érable (Fig.IL.1).

La plantation est constituée de trois zones. 2014 arbustes ont été plantés dans la zone
centrale (40 x 25 m). Cette zone est entourée d'une zone périphérique constituant une
bande de 10 m de large faisant office de zone "tampon", les densités et proportions
spécifiques des bords de la zone centrale y étant conservées. Une seconde bande de 10 m
de large constitue la seconde zone tampon et est composée principalement de hétres et de
bouleaux (Betula sp) (Fig.Il.1). L'intérét de cette derniére zone et de maintenir la condition

d'ombrage sur les bords des deux précédentes zones.
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Figure.Il.1. Graphique de la plantation expérimentale. Les points représentent les arbres
(érables en rouge et hétres en vert). La ligne pleine épaisse représente les contours de la
zone centrale. Les deux graphiques gris a gauche et en dessous du graphique central
représentent la tendance en densité et en proportion de mélange le long des axes
(Modifié de Collet et al, 2014).

Tous les arbres de la zone centrale ont été numérotés a la plantation, a I'aide d’étiquettes
sur les troncs puis de numéros marqués a la peinture a partir de 2005 (Fig.I1.2). Cela permet

de suivre précisément leur évolution au cours du temps.

Des plantes herbacées caractéristiques des foréts calcaires poussent sur le site (Anemone
nemorosa, Carex sp, Rubus sp, Cytisus sp, Luzula sylvatica, Paris quadrifolia, Phyteuma sp,
Galium odoratum...) mais sont éliminées annuellement afin de limiter au possible les
interactions autres que celles entre arbres. Le site est entouré de grillage afin d'éviter

I'herbivorie par les grands mammiféres.
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Figure.IL.2. Photographies de la plantation expérimentale prises pendant I'hiver 2010, a
dans la forte densité de hétre et b dans la faible densité.

Depuis 1998, des relevés de survie, de croissance (hauteur et diametre) et d’architecture des
branches de tous les arbres de la zone centrale ont été effectués par des agents de I'ONF et
de 'UMR LERFoB a une fréquence annuelle ou tous les 2 ans. La figure.Il.3. montre la
croissance moyenne en diameétre des 2 espéces sur I'ensemble de la plantation. Les arbres

atteignent environ 8 m de haut en 2015.

90

-Ilm-

E 70

£ 60

L5 ]

N 50 4

D 40 -

>

'g 30 -

g 20 £ hétre
10 A =©=érable
0 T T T T T

2003 2005 2007 2009 2011 2013 2015
Année

Figure.Il.3. Diamétres moyens (mm), des arbres de la zone centrale, mesurés a 15 cm du sol
en fonction du temps. Les erreurs standards étaient trés petites (<1.3) et ne sont pas
affichées
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B. DETERMINATION DE LA PROFONDEUR D'EXTRACTION DE L'EAU

Nous avons déterminé la profondeur moyenne d'acquisition de I'eau par des hétres et par
des érables afin de tester si cette profondeur variait en fonction de I'espece et en fonction
de la compétition et de la composition spécifique du voisinage. Cette expérimentation a été
faite pendant un été caractérisé par une sécheresse modérée (2014). Dans le but d'étudier
I'effet de la disponibilité en eau sur les profondeurs d'acquisition de I'eau, cette

expérimentation a été répétée lors d'un été marqué par une sécheresse prononcée (2015).

1. PRINCIPE GENERAL DE LA METHODE

La méthode utilisée permet d’estimer la profondeur moyenne d’extraction de I'eau a un
instant donné, grace aux propriétés des isotopes stables de I’hydrogéne (*H/*H), ou de
I'oxygeéne (**0/*80) (Bonal et al., 2000; Romero-Saltos et al., 2005). Cette méthode repose en
particulier sur le fait qu’il n'y a pas de discrimination contre l'isotope lourd (ce que I'on
appelle le "fractionnement isotopique") au cours de l'acquisition de I'eau par les racines
dans le sol et de son transport dans le xyleme (Dawson et Ehleringer, 1993). Ainsi, la
composition isotopique de I'eau présente dans le xyleme de l'arbre a un instant donné
reflete directement la composition isotopique moyenne de l'eau extraite du sol par
I’ensemble du systéme racinaire quelques minutes a une heure avant (en fonction de la

vitesse de montée de la séve brute).

La composition isotopique en deutérium (*H) et en 80 du sol est le résultat de I'évaporation
et des précipitations dont les compositions isotopiques varient (Barnes et Walker, 1989). De
par ces deux phénomeénes, un gradient de concentration en ?H est souvent naturellement
présent verticalement dans le sol (Caldwell et Virginia, 1989; Dawson et al.,, 2002).
Cependant, il présente fréquemment une forme sinueuse : une méme valeur de composition
isotopique renvoyant a différentes profondeurs de sol, ce qui rend les interprétations
impossibles (Bonal et al., 2000; Stah et al., 2013). Il est en revanche possible de créer un
gradient artificiel de composition isotopique en deutérium ou en oxygéne de I'eau du sol en
arrosant le sol avec de I'eau hautement enrichie en deutérium (ou en oxygene 18), ce qui
permet de déterminer précisément la profondeur d'acquisition moyenne de l'eau en
comparant la composition isotopique de l'eau de l'arbre avec celle de l'eau du sol a
différentes profondeurs (Stahl et al., 2013; Grossiord, 2014a). Dans cette expérimentation,

nous avons choisi d’utiliser du deutérium au lieu de l'oxygene 18. Ce choix est
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essentiellement dicté par le colt : I'’eau hyper-marquée en ’H est bien moins chére que l'eau
hyper-marquée en *20. Lutilisation de I'une ou I'autre des espéces isotopiques n’influence

absolument pas les résultats.

2. SELECTION DES ARBRES ET DELIMITATION DES ZONES A MARQUER

Sélection des arbres en 2014

La sélection des arbres a été basée sur les critéres suivants :

(i) Dans un premier temps nous avons éliminé les arbres situés a moins de 2.5 m du bord de

la zone centrale.

(ii) Nous avons ensuite caractérisé la compétition et la situation de mélange locale de
chaque arbre au moyen d'indices. Nous avons fait I'hypothése que le pouvoir compétiteur
d'un voisin dépendait de sa taille et de sa distance a I'arbre cible. Nous avons également fait
I'hypotheése que la compétition augmentait avec la densité sans distinction d'especes. Nous
avons choisi le diametre des arbres a 1.30 m comme estimateur de leur taille et un rayon
d'influence de 2.5 m. Sur la base de ces choix, l'indice de compétition approprié était celui de

Hegyi (Prévosto, 2005; Contreras et al., 2011) et a été calculé de la fagcon suivante :
. _yn 4
Ici= ZF? diLij ’
JE!

ou di et dj sont les diamétres de la cible i et du compétiteur j et Lij est la distance entre les

deux individus i et j.

L'indice de mélange utilisé représente quant a lui la proportion en surface terriére des arbres

allo-spécifiques dans le voisinage d'un arbre cible, toujours dans un rayon de 2.5 m.

(iii) Sur la base des deux indices calculés, les arbres ont été sélectionnés afin de représenter
pour chacune des deux espéces un gradient a peu prés continu en mélange et en

compétition.

Afin d'éviter tout effet de confusion dii a des niveaux différents d'interception de la lumiere,
seuls les arbres dominants et co-dominants ont été considérés. Un soin a également été

apporté pour sélectionner des groupes d'arbres proches géographiqguement afin de
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minimiser les surfaces a arroser avec I'eau marquée. Au final 65 arbres ont été retenus : 32

hétres et 33 érables, leur localisation dans la plantation est représentée sur la Figure 11.4.
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Figure.Il.4. Graphique représentant la plantation expérimentale. Les points représentent
les arbres (érables en rouge et hétres en vert) sur les gradients de densité et de mélange. La
ligne pleine épaisse représente les contours de la zone centrale. Les astérisques marron

représentent les arbres ciblés par le marquage de 2014.

Sélection des arbres en 2015

Pour I'année 2015, nous avons décidé d'éliminer le facteur densité et de nous concentrer sur
le facteur mélange d'espece: ainsi, nous avons décidé de nous placer a densité forte et fixe
(autour de 20000 tiges ha™) dans trois zones avec des conditions contrastées de mélange :
une zone ou les deux espéces sont en mélange équilibré et deux zones dans lesquelles
chacune des deux espéces prédomine (Proportions spécifiques de I'ordre de 0.8-0.2). Parmi
les arbres dominants ou co-dominants de chaque zone, une vingtaine d'arbres ont été

sélectionné avec un minimum de 7 individus pour chaque espece. Au final un total de 58
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arbres ont été retenus : 30 érables et 28 hétres, leur localisation dans la plantation est

représentée sur la Figure.IL5.
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Figure.IL.5. Graphique représentant la plantation expérimentale. Les points représentent
les arbres (érables en rouge et hétres en vert) sur les gradients de densité et de mélange. La
ligne pleine épaisse représente les contours de la zone centrale. Les astérisques orange
représentent les arbres ciblés par le marquage de 2015.

Délimitation des zones a marguer

Nous avons considéré arbitrairement que la majorité des racines fines de l'arbre se
trouvaient dans un rayon de 2 m autour de lui. Sur cette base, en 2014 comme en 2015, un
guadrillage a été mis en place afin de délimiter les zones a marquer. Chaque quadrat formé
par ce quadrillage représentait une surface de 1 m? (Fig.I1.6.a). Nous nous sommes assurés

que le rayon de 2 m entourant chaque arbre était entierement couvert par ces quadrats.

56



Figure.Il.6. Photographies, a du quadrillage mis en place dans la plantation délimitant les
zones a marquer b du marquage au deutérium par arrosage du sol forestier.

3. EXPERIENCE DE MARQUAGE AU DEUTERIUM

Marquage au Deutérium

’objectif était d’apporter une eau hyper-enrichie en 2H, afin de marquer les horizons
supérieurs du sol. Considérant la composition isotopique de I'eau du sol (6°Hs) avant
marquage (environ -75 %e.), nous avons choisi d’apporter une eau enrichie a environ 10 000
%o. De plus, le volume apporté ne devait pas étre trop important afin de ne pas modifier
I'humidité du sol au moment de I'expérimentation. Nous avons décidé d’apporter
I’équivalent de 6 mm de pluie en 2014 (i.e. 6 L d’eau enrichie par m? de sol), et 10 mm en

2015 (i.e. 10 Lm?).

Afin d'éviter que la litiere recouvrant le sol de la plantation n'absorbe une partie de I'eau
marquée, elle a été retirée sur la zone quadrillée avant I'arrosage (Fig.I1.6), puis replacée
ensuite. L'eau marquée a été préparée en mélangeant dans une cuve de 1 m® une solution
hautement enrichie en deutérium (99.85 atom%, Eurisotop, France) avec |'eau provenant du
plan d'eau d'un particulier non loin de la plantation (signature isotopique en deutérium, 6%H,
2014 : -39.0%o; 2015 : -15.5 %o). L’apport d’eau a été réalisé avec des arrosoirs de 6 L chacun
(Fig. I1.6.b). Le 11 juillet 2014, chaque quadrat a regu un volume de 6 L d'eau marquée au
deutérium (62H = 9500%0). En tout, en 2014, 420 m? de sol dans la plantation ont été
marqués, pour un volume apporté de 2520 L. Le 25 Aout 2015, chaque quadrat a regu un
volume de 10 L d'eau marquée au deutérium (6%H = 8000%s.). En tout, en 2015, 180 m? de sol

dans la plantation ont été marqués, pour un volume apporté de 1800 L.
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Prélevement d'échantillons de sol et de branche

Afin de déterminer les profondeurs moyennes d'acquisition de I'eau par les arbres, nous
avons prélevé des échantillons de sol et de branche avant et apres marquage. Le
prélevement d'échantillons avant marquage a permis d'avoir les valeurs en abondance
naturelle, servant de référence. Elles permettaient de pouvoir effectuer des comparaisons

avec les valeurs obtenues, a partir du marquage.

En 2014, la premiére campagne d'échantillonnage a eu lieu deux jours avant marquage (09
juillet), la seconde et la troisieme étant réalisés 4 et 6 jours aprés marquage (les 15 et 17
juillet). En 2015, la premiere campagne d'échantillonnage a eu lieu 4 et 1 jours avant
marquage (21 et 24 Aout 2015), la seconde 2 jours aprés marquage (27 Aout 2015), et la
troisieme 14 jours apres marquage (08 Septembre 2015). Le délai entre les marquages et les
échantillonnages post-marquage est choisi de telle facon a permettre a I'eau marquée de
percoler un peu dans le sol (pas trop pour éviter que l'eau n'atteigne des horizons trop

profonds), formant ainsi le gradient vertical de concentration en deutérium.
A chaque date, des échantillons de sol et de branche ont été prélevés.

Pour I'eau dans le xyléme, une branche de 0.5 a 1.0 m de long a été coupée au sommet de
chaque arbre cible a I'aide d'un échenilloir (Fig.I1.7.a). L'écorce a été immédiatement retirée
a l'aide d'un couteau afin d'éviter toute contamination de I'échantillon par la séve élaborée.
Le morceau de tige a ensuite été découpé en petites rondelles qui ont été placées dans des

piluliers a fermeture hermétique.

Pour I'eau dans le sol, des échantillons de sol ont été prélevés au sein des zones marquées
grace a une tariere hélicoidale manuelle (Fig.IL.7.b). En 2014, les carottes de sol ont été
découpées tous les 10 cm. En 2015, les carottes de sol ont été découpées tous les 5 cm entre
0 et 20 cm de profondeur puis tous les 10 cm. Le sol a ensuite été placé dans des sacs
congélation scellés. Les outils, ainsi que les mains des opérateurs, ont été lavés avec
précaution et séchés entre chaque échantillon afin d’éviter la contamination entre

échantillons de sol ou de xyléeme.
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Figure.Il.7. Photographies montrant le prélevement d'échantillons. a Préléevement de
feuilles au moyen d'un échenilloir, b Prélevement de sol au moyen d'une tariere hélicoidale.

Analyses isotopiques

Les échantillons de sol et de tiges ont été stockés dans des congélateurs a -20°C en
attendant d'étre traités. Au sein de la plateforme technique d'écologie fonctionnelle (PTEF) a
I'INRA de Nancy, I'eau des échantillons a été collectée par extraction cryogénique suivant le
protocole de West et al. (2006). La signature isotopique en deutérium (62H, %) des
échantillons a été ensuite déterminée grace a un spectrométre de masse isotopique (IRMS)
(GV instruments, Manchester) couplé a un pyrolyseur. Deux mesures ont été prises par
échantillon, mais la seconde seulement a été conservée. Ce choix de protocole a pour
objectif d'éviter un biais induit par une potentielle contamination dans |'analyseur
provoquée par |'échantillon précédemment analysé. Les rapports isotopiques sont exprimés
par rapport au standard international Vienna Standard Mean Ocean Water (V-SMOW)
(Bingham et al., 2000):

(Rs—Rstd)
Rstd

6 = 1000 x

’

ou Rs et Rstd sont respectivement les ratios de l'isotope lourd sur l'isotope léger de

|'échantillon et du standard V-SMOW.
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Estimation de la profondeur moyenne d'acquisition de |'eau

Afin d’estimer la profondeur moyenne d'acquisition de l'eau a partir des signatures
isotopiques du sol et celles des arbres, nous avons utilisé la version adaptée par Stahl et al.
(2013) du modele développé par Romero-Saltos et al. (2005). Ce modele repose sur les
hypothéses suivantes : a un instant t, un arbre puise de I'eau le long d’un segment vertical
de sol a une profondeur qui peut varier le long du profil de sol. La quantité d’eau absorbée
n’est pas égale a toutes les profondeurs de ce segment, mais suit une distribution normale
potentiellement tronquée vers le haut (Fig.IL.8). La signature en deutérium de I'eau de
I'arbre peut étre interprétée comme la moyenne pondérée des signatures en deutérium de
I'eau du sol absorbée a différentes profondeurs (Fig.I1.8). Des travaux antérieurs (Romero-
Saltos et al., 2005; Stahl et al., 2013) ont montré que le choix de la longueur du segment
vertical de sol considéré n’influence pas in fine la profondeur moyenne de préléevement
calculée par le modéle. Nous avons alors choisi un segment de 50 cm, comme suggéré dans
ces précédents travaux. De méme, le type de Loi de distribution verticale des racines choisie
n’influence pas les calculs et nous avons utilisé la Loi normale tronquée comme suggéré par

ces travaux.

Il est important de bien se rappeler que cette Loi de distribution ne correspond pas a une loi
de distribution des racines dans le sol, mais d’'une Loi de prélevement d’eau dans le sol qui
découle de 'approche isotopique utilisée, c’est-a-dire d’une Loi des mélanges isotopiques

des eaux du sol a différentes profondeurs avec des signatures isotopiques différentes.

Le profil moyen de concentration en deutérium du sol a été déterminé pour chaque
campagne et a servi a alimenter le modeéle, couplé aux signatures isotopiques propres a

chaque arbre.
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Quantité d'eau absorbeée

Profondeur de sol

Figure.Il. 8. Schéma représentant la quantité d'eau absorbée en fonction de la profondeur.
La quantité d'eau absorbée suit une distribution normale qui est ici tronquée vers le haut. La
ligne rouge symbolise la profondeur moyenne d'extraction de I'eau. La double fléche bleue
représente le segment de sol vertical le long duquel le modeéle considere que I'arbre puise
principalement son eau.

4, TRAITS FOLIAIRES

Au cours des récoltes de branches avant marquages, une trentaine de feuilles de pleine
lumiére ont également été prélevées sur la tige coupée de chaque arbre et placées dans des
sacs scellés. Ces feuilles ont permis de déterminer un ensemble de traits foliaires qui ont été
utiles pour comparer le fonctionnement des arbres entre les différentes zones et les

conditions de croissance de ces arbres (e.g. niveau de lumiére, d’alimentation en minéraux).

Le ratio de la masse séche de la feuille sur sa surface ("leaf mass to area ratio", LMA, g m?) a
été déterminé pour chaque arbre au moyen d'un planimetre et en suivant les
recommandations de Pérez-Harguindeguy et al. (2013). Cette mesure nous a permis de
comparer le niveau de lumiére moyen recu par les différents arbres et de s’assurer que tous

étaient des arbres dominants.
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La composition isotopique du carbone foliaire (613C, %o) et la teneur en azote foliaire (N, %)
ont été mesurés sur les mémes feuilles. Les analyses ont été effectuées par la plateforme
technique d'écologie fonctionnelle (PTEF) a I'NRA de Nancy, au moyen d'un spectrométre de
masse isotopique (Delta S, Finnigan MAT, Bremen, Allemagne) couplé a un analyseur
élémentaire (NA-1500, Carlo Erba, Milan, Italy). Les mesures de 8C ont été utilisées comme
un estimateur de l'efficience d'utilisation de I'eau intrinseque (Perez-Harguindeguy et al.,
2013) et de la réponse des arbres a leur environnement lumineux et hydrique. Les mesures
de N ont permis de s’assurer du bon niveau d’alimentation minérale des arbres

échantillonnés.

5. POTENTIEL HYDRIQUE DE BASE

Nous avons utilisé une chambre a pression Scholander afin de mesurer le potentiel hydrique
de base (MPa) sur une feuille par arbre sélectionné trois jours apres le marquage. Les feuilles
ont été prélevées au sommet des arbres entre 6h et 7h du matin a l'aide d'un échenilloir. Le

potentiel hydrique de base renseigne sur le niveau de contrainte hydrique subie par I‘arbre.

6. ANALYSES STATISTIQUES DE DONNEES

Les analyses ont été effectuées au moyen du logiciel R (R Development Core Team, 2016).
La composition isotopique de I'eau du xyléme (&,,, %o0) maximale des arbres en abondance
naturelle était de -57%o0 en 2014 et de -43%o0 en 2015. La variation maximale de 6y, en
abondance naturelle observée pour une espéce a une date était de 28%. (érable en 2015).
Sur la base de ces observations, nous avons attribué les variations de 6, au marquage
lorsque (1) la différence de signature avant et aprés marquage était supérieure a 30%o, et (2)
la signature était supérieure a -40%o apres marquage. Des tests de Student ont été effectués
pour comparer les §2H des profils de sol. Afin de tester les effets des indices de Hegyi et de la
proportion d'allo-spécifiques sur la profondeur moyenne d'extraction de I'eau de chaque
espece un modele linéaire a effet mixte (fonction 'Ime', package 'nlme') a été utilisé, avec
fixation du plot d'appartenance des arbres, et en combinaison avec une ANOVA (fonction
'Anova', package 'car'). Les postulats du modele linéaire ont été vérifiés graphiquement au
moyen des graphes de diagnostic (fonction 'plot'). Dans le texte, les tableaux et les figures,
les valeurs correspondant a des moyennes sont accompagnées de leurs écarts-types, a

moins que cela soit spécifié autrement.
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C. DISTRIBUTION RACINAIRE

Notre objectif était de décrire I'hétérogénéité spatiale dans la plantation de la distribution
verticale de la biomasse racinaire et d’étudier quelques facteurs qui expliquent cette
hétérogénéité. Nous avons réalisé des carottes de sol a travers la plantation afin de
déterminer l'effet des conditions locales (densité, proportion spécifique) sur la biomasse
racinaire fine. Afin de décrire I'exploitation souterraine par les racines au sein de la
plantation, nous avons tout d’abord caractérisé la distribution verticale racinaire totale dans

le sol.

Nous avons ensuite cherché a distinguer I'identité (hétre ou érable) des racines extraites du
sol au moyen de la spectroscopie moyenne ou proche inrarouge (MIRS/NIRS). Pour se faire
nous avons développé une équation de calibration a partir de mélanges de racines artificiels
aux proportions connues. Afin de générer ces mélanges, nous avons eu besoin de récolter

des racines dont I'espéce d'appartenance était connue.

1. ECHANTILLONNAGE

Afin d'estimer la biomasse racinaire et la distribution racinaire verticale en fonction de la
densité et du mélange local, 92 points d'échantillonnage ont été sélectionnés au sein de la
zone centrale. 80 points correspondent a une sélection systématique selon un maillage
régulier de la parcelle (Fig.I1.9). 12 points supplémentaires ont été ajoutés pour compenser

le nombre réduit de points aux faibles densités de tiges (Fig.11.9).
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Figure.Il.9. Graphique représentant la plantation expérimentale. Les points représentent
les arbres (érables en rouge et hétres en vert). La ligne pleine épaisse représente les
contours de la zone centrale. Les astérisques bleus représentent les points
d'échantillonnage.

La récolte a eu lieu du 18 au 21 Mai 2015. Une fois le point de collecte localisé, nous nous
sommes assuré qu'une distance minimale a chaque arbre de 15 cm était respectée. La litiere
a été retirée et une série de carottes de dix centimétres de diamétre et d'une vingtaine de
centimetres de profondeur chacune ont été prélevées au moyen d'une tariere a moteur
(HUMAX Teleskopsysteme, Rothenburg, Suisse; Fig.I1.10.a), jusqu'a une profondeur de 75
cm. Parfois cette profondeur n'était pas atteignable en raison de la nature locale du sol
(affleurement particulierement superficiel de la dalle calcaire). Une profondeur de 60 cm
minimum a néanmoins été atteinte systématiquement. Les carottes de sol étaient
directement placées dans des cylindres de plastique par la tariere et était scellés

hermétiquement directement aprés prélevement.
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Figure.I1.10. Photographies a de la tariere a moteur utilisée pour le prélevement des
carottes de sol, b du prélevement de racines fines en suivant les grosses racines partant du
tronc.

Dans le but de prédire la proportion spécifique des racines récoltées précédemment il était
nécessaire de développer une équation de calibration. Pour se faire, il nous fallait récolter
des racines fines dont |'espéce était connue, pour par la suite créer des mélanges artificiels a
proportion connue. Afin d'obtenir une grande quantité de racines fines de chacune des deux
espéces, nous nous sommes placés dans la zone tampon a des endroits ol chacune des deux
espéces était présente exclusivement. Deux séries de 8 carottes de sol ont été prélevées
entre 0 et 20 cm de profondeur, puisque c'est dans cet horizon que se concentrent les
racines fines (Schenk et Jackson, 2002). Nous avons également récolté des racines fines
ayant poussé dans du sol colonisé par les racines d'arbres de l'autre espéece. Pour cela,
toujours dans la zone tampon mais en situation de mélange, 5 arbres de chacune des deux
especes étant entourés de l'autre espece ont été sélectionnés. En creusant, les grosses
racines partant du tronc ont été suivies jusqu'aux ramifications (Fig.I.10.b). Des racines
fines ont été prélevées et placées dans des sacs en plastique scellés en compagnie de
substrat, afin de favoriser leur conservation. La raison de ce prélévement supplémentaire
venait de I'hypothése selon laquelle des racines fines d'une espéce pouvaient présenter une
composition biochimique différente des racines fines de cette méme espece, issues d'un
peuplement pur. Nous pouvions ainsi tester cette hypothése et utiliser un seul type de

racine ou les deux selon le résultat.

Apres chaque journée de récolte les échantillons étaient ramenés au laboratoire et stockés

en chambre froidea 4 °C.
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2. EXTRACTION DES RACINES DES CAROTTES DE SOL, TRI ET NETTOYAGE

Le traitement des carottes a été effectué du 26 Mai au 04 Ao(t 2015. Les carottes ont été
divisées en sections correspondant aux profondeurs de sol suivantes : 0 - 10 cm, 10 - 20 cm,
20-30cm, 30 - 45 cm, 45 - 60 cm et 60 - 75 cm. Dans chacune de ces sections, les racines

ont été récoltées manuellement de la fagon la plus exhaustive possible.

Les racines mortes (identifiées par leur couleur et leur élasticité) ainsi que les racines
d'herbacées (identifiées par leur couleur et leur morphologie) ont été éliminées. Sur la base
de leur diametre, les racines restantes (vivantes et provenant d'espéces ligneuses) ont été
triées en quatre catégories : inférieure ou égale a 1 mm, entre 1 et 2 mm, entre 2 et 4 mm et
supérieure a 4 mm. Elles ont été ensuite rincées afin d'éliminer le substrat, séchées puis

placées a I'étuve a 40 °C une semaine minimum.

Les masses seches de chaque catégorie de diameétre, a chaque section de profondeur et pour
chaque point d'échantillonnage ont été déterminées. Ces masses ont été ensuite exprimées
en biomasse racinaire (g m?) pour chaque point d'échantillonnage (masse par unité de
surface échantillonnée) et en densité en racines (g dm™) pour chaque section de profondeur

de chaque point d'échantillonnage (masse par unité de volume de sol prélevé).

Les racines fines (diametre < 2 mm) ont ensuite été broyées finement au moyen d'un
broyeur a anneaux rotatif (CB2200, Sodemi, St-Ouen I'Aumbne, France) ou d'un
vibrobroyeur a bille (MM400, Retsch, Eragny sur Qise, France), selon la quantité, et stockées

dans des piluliers, avant analyse spectroscopique (décrite dans la prochaine section).

Le travail de tri, de pesées et de broyage a représenté environ 1500 d’heures de travail

effectué par 4 agents recrutés en CDD pendant 2-3 mois et par moi-méme.

3. DETERMINATION DE LA PROPORTION EN ESPECES PAR SPECTROSCOPIE
(MIRS/NIRS)

Objectif

Dans le but d'étudier comment le hétre et I'érable occupent le compartiment souterrain de
la plantation, il était nécessaire de déterminer les proportions spécifiques des racines fines
prélevées. Une des questions était notamment de savoir si les systéemes racinaires des deux

espéces avaient une occupation spatiale différente.
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Il s'agissait alors de développer une équation prédictive qui, a partir des spectres infrarouges
(valeur d'absorbance d'un grand nombre de longueurs d'onde) obtenus en irradiant les

mélanges de racines fines, déterminait la proportion spécifique.

Principe

Le principe de la méthode MIRS/NIRS est d'irradier un échantillon réduit en poudre au
moyen de rayons proches infrarouges (NIRS, longueurs d'ondes comprises entre 9997 et
2200 cm™) ou moyens infrarouges (MIRS, longueurs d'ondes comprises entre 5000 et 550
cm-1) et d'enregistrer le spectre d’absorption du rayonnement généré. Ce spectre dépend
de la composition chimique de I'échantillon, particulierement des liaisons de type -OH -CH et
-NH qu'il contient, celles-ci étant typiques de la matiére organique (Foley et al., 1998). Ainsi,
le spectre obtenu sera le reflet du nombre et de la nature des liaisons de la matiere
organique composant I'échantillon. Il variera en fonction de I'espece a laquelle il appartient,

I'état de vitalité du tissu, etc... (Rewald et Meinen, 2013).

Afin de déterminer la composition spécifique d'un mélange de racine il est nécessaire de
réaliser au préalable des séries de calibration. Pour ce faire il faut posséder des échantillons
de composition pure (c'est a dire 100 % d'une espéce) et de créer a partir de ceux-ci des
mélanges artificiels dont la proportion est connue (Rewald et Meinen, 2013). Une série de
spectres possédant chacun une proportion connue et continue permet de calibrer un
modele prédictif dont on extrait une équation permettant de déterminer la composition

spécifique d'échantillons de proportion inconnue.

Etablissement des spectres

Avant de débuter les analyses infrarouges, la poudre des échantillons préalablement broyés
est de nouveau séchée a I'étuve a 40 °C pour une durée minimale de 24 h, éliminant ainsi
une potentielle réhumidification pendant la durée du stockage. Environ 1.0 g de poudre est
placée dans une capsule avant d'étre soumis aux proches infrarouges et aux moyens
infrarouges grace a un spectrometre Vertex 70 (NIRMIR-MCT, Bruker Optics, Germany).
L'absorbance de chaque échantillon a été mesurée dans ces régions avec un pas de 2 cm™.

Un exemple de spectre obtenu est présenté dans la Figure.Il.11.

67



18 -

16 -

14 -

12 -

08 -

Unités d'absorbance

06 -

04 -

02 -

i

4000 3000 2000

Longueur d'onde [cn)

Figure.Il.11. Exemple de spectres obtenus en irradiant aux proches infrarouges de la
poudre de racines d'érable (en rouge) et de la poudre de racine de hétre (en bleu).

Prétraitements des spectres

Les spectres NIRS et MIRS bruts ne sont pas exploitables en I'état, en effet ces spectres sont
couramment altérés par des déformations (Roger et Ecarnot, 2016b). Ces déformations
peuvent généralement étre classées en deux types : les effets additifs et les effets
multiplicatifs (Roger et Ecarnot, 2016b). Afin d'identifier quel(s) type(s) d'effet(s)
déforme(nt) les spectres, la méthode proposée par Roger et Ecarnot (2016b) a été utilisée.
Elle consiste a tracer le graphique des valeurs d'absorbance de chaque spectre en fonction

des valeurs d'absorbance du spectre moyen.

Si le graphique obtenu a une allure en millefeuille (Fig.Il.12.a) alors on peut conclure a un
effet additif. Si le graphique a une allure conique (Fig.I.12.b) alors on peut déduire un effet
multiplicatif. Néanmoins les deux effets peuvent étre simultanément présents (Roger et

Ecarnot, 2016a). Des prétraitements sont ensuite appliqués en fonction de I'allure du
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graphique. Les prétraitements les plus classiques sont la dérivé premiere, la dérivation de
Savitsky-Golay ou le "detrend" qui corrigent un effet additif. Le "centrage réduction" (en
anglais SNV pour standard normal variate) corrige les deux effets mais qui est couramment
utilisé aussi pour corriger I'effet multiplicatif plus particulierement (Savitsky et Golay, 1964;
Barnes et al., 1989; Davies, 2007). Dans notre cas, le graphique des spectres en fonction du

spectre moyen a révélé une combinaison de I'effet additif et multiplicatif (Fig.I1.13).

as

Figure.Il.12. Exemples fictifs de graphiques des spectres en fonction du spectre moyen
présentant les deux types d'effets possibles, en a |'effet additif caractérisé par une allure en
millefeuille et en b I'effet multiplicatif caractérisé par une allure conique (extrait de Roger et

Ecarnot, 2016b).

Spectre
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0.5
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Spectre moyen

Figure.Il.13. Graphique des valeurs d'absorbance de chaque spectre en fonction des valeurs
d'absorbance du spectre moyen obtenu a partir de nos données. L'allure a la fois conique et
en "millefeuille" révele des déformations de type additives et multiplicatives.
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Les différents prétraitements ont été appliqués a nos spectres bruts. Sur la base de la qualité
des prédictions des différents modeles bénéficiant des prétraitements, nous avons décidé de
garder le centrage-réduction combiné a une dérivée premiére (voir le paragraphe "
Evaluation de la qualité des modeéles prédictifs"). Comme mentionné juste avant, ce

prétraitement nous permet en effet de corriger les deux types d'effets détectés.

Elaboration du modeéle prédictif

Les grandes étapes de I'élaboration du modele prédictif a son utilisation sont synthétisées

dans la figure.Il.16.

A partir de poudres pures, les spectres mélangés peuvent étre obtenus de deux fagons. La
premiere consiste a effectuer des mélanges de poudres en faisant varier la proportion
connue en chacune des deux espéces. La seconde consiste a générer des spectres artificiels a
partir de spectres purs en décidant de la proportion en espéeces du spectre et donc du poids
de chacun des deux spectres purs. La technique du mélange de spectre s'est avérée étre
équivalente a celle du mélange de poudre en terme de qualité mais est moins laborieuse et
permet de générer un plus grand nombre de spectres mélangés (Cougnon et al., 2014), c'est

pourquoi nous l'avons choisie.

Nous disposons alors, pour chacune des deux espéces, d'un jeu de spectres provenant de
poudre de racines purs. 28 pour |'érable et 28 pour le hétre. Un tirage aléatoire avec remise
(fonction R 'sample') de 500 spectres est effectué pour chacune des deux espéces. En
respectant l'ordre du tirage, 500 couples de spectres sont crées en associant les spectres de
hétre avec les spectres d'érable. Une proportion de hétre, allant de 0 a 1 (suivant un pas
régulier de 0.002), est affectée a chaque couple. Le spectre artificiel est crée en appliquant

pour chaque longueur d'onde la formule suivante :
Y = Xh Xprop.H+ (1 —prop.H) X Xe

Ou Xh et Xe sont respectivement les valeurs d'absorbances des spectres purs de hétre et
d'érable a une longueur d'onde donnée et prop.H la proportion en hétre. Ainsi on obtient un
jeu de données composé de 500 spectres artificiels associés a 500 valeurs de proportion de

hétre.
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Le jeu de données ainsi créé nous permet de calibrer le modele prédictif. Pour cela, nous
avons utilisé la fonction plsRbeta (package "plsRbeta") en désignant la proportion de hétre
comme prédicteur, un nombre de composantes a extraire et "pls-beta" comme parameétre
de modele. La régression Béta PLS est adaptée puisqu'elle permet d'exprimer une
proportion a partir de prédicteurs (dans notre cas les valeurs d'absorbance a chaque
longueur d'onde) présentant des problemes de multicolinéarité et plus nombreux que les

observations (Bertrand et al., 2013).

Les coefficients peuvent étre extraits du modele, ce qui permet d'obtenir I'équation de

prédiction de la proportion spécifique.

Evaluation de la qualité des modeéles prédictifs

L'élaboration du meilleur modéle prédictif nécessite de faire un certain nombre de choix. En
effet, il est tout d'abord nécessaire de déterminer le type de spectre a utiliser (NIRS vs MIRS)

et le prétraitement ou la combinaison de prétraitements a lui appliquer.

Il faut également déterminer s'il est plus adapté de pooler les deux classes de diametres de
racines fines en un modele unique ou bien construire deux modeles distincts, un pour
chaque classe de diametre. De facon similaire il faut choisir entre séparer ou pooler les
spectres obtenus a partir des racines pures provenant des carottes de sol ou en creusant a la

main.

Aussi, d( au nombre particulierement important de variables constituant les spectres MIRS
et NIRS, il est trés chronophage en temps d'analyse de toutes les conserver et une réduction
de leur nombre est nécessaire. Nous avons testé deux facons de réduire le nombre de
variables, la premiére est une simple sélection aléatoire d'un nombre "x" de variable
(fonction R "sample", sans remise), la seconde est une sélection arbitraire d'une partie

précise du spectre semblant particulierement intéressante (zones a pics de taille moyenne

par exemple).

Pour déterminer les paramétres qui donneront le meilleur modeéle prédictif, il est nécessaire
de partir d'un modele de base et de faire varier les parameétres un a la fois. Pour évaluer la

qualité de chaque modeéle crée, nous avons testé ce modele avec des spectres de mélanges
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artificiels a proportion spécifique connue, puis nous avons regardé la relation entre valeur

réelle et valeur prédite par le modéle (voir Fig.I1.14).
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Figure.Il.14. Graphique d'exemple illustrant la relation entre valeur réelle et valeur prédite
par le modéle.

Enfin il est nécessaire de choisir un nombre de composantes a extraire. Pour ce faire, nous
avons utilisé les critéres statistiques d'AIC, BIC et de pseudo-R? (Bertrand et al., 2013). Les
valeurs de ces critéeres sont déterminées en fonction du nombre de composantes et il est
utile de tracer les graphiques correspondants comme sur la Figure.Il.15 afin de pouvoir
déterminer visuellement et rapidement le nombre de composantes a retenir. A partir d'un
certain nombre de composantes le gain de pseudo-R? et d'AIC / BIC devient négligeable, il
apparait un "coude" sur le graphique. Le nombre de composantes correspondant au "coude"
parait adapté. Ainsi, a titre d'exemple, les graphiques de la figure.Il.15 nous invitent a

retenir 4 voire 5 composantes.
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Figure.ll.15. Graphiques d'exemple des criteres statistiques utilisés afin de déterminer le
nombre de composantes a extraire a le pseudo-R? et b I'AIC et le BIC.

Apres de nombreux tests, le modeéle final que nous avons utilisé était basé sur les spectres
NIRS, les deux classes de diameétres et les deux types de prélevements poolés, 1500 variables

tirées de fagon aléatoire et un nombre de 6 composantes.

Etablissement des proportions

Une fois les paramétres du modele définis, il s'est avéré que pour certains échantillons de
racines, la valeur de proportion prédite était trés variable. Afin de déterminer des valeurs
acceptables de proportions nous avons fait tourner 40 fois le modéle pour obtenir 40
prédictions pour chaque spectre. La valeur médiane était ensuite déterminée pour les 25, 30
et 35 premieres prédictions ainsi que pour la totalité des prédictions (40). La valeur médiane
étant stabilisée a partir de 40 prédictions, nous avons I'avons gardé en tant que proportion

spécifique finale de I'échantillon.

Le point faible de notre approche n'est vraisemblablement pas liée au modéle en lui méme
ou a notre méthode mais plutot sans doute, au manque de variabilité dans les échantillons
de racines qui nous ont servi a calibrer le modéle. Cette variabilité devait étre bien moindre
comparée aux échantillons de racines sur lesquelles nous avons chercher a déterminer la
proportion spécifique. En effet, 28 spectres purs de chaque espéce est probablement un
nombre trop faible. De plus les racines qui ont servi a calibrer ont été récoltées uniguement
dans les premiers centimetres de sol, au sein de la zone tampon, et assez proches les uns des
autres. Ces échantillons ont en plus été traités en priorité contrairement aux échantillons de
racines a proportion spécifique inconnue qui ont pour certains séjourné un certain temps en
chambre froide et ont peut étre pu avoir le temps de commencer a se décomposer,
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modifiant ainsi leur composition biochimique. Afin d'obtenir une calibration optimale, nous
recommandons donc de la réaliser a partir d'un nombre suffisant d'échantillons purs,
possédant une variabilité similaire aux échantillons dont on cherche a déterminer la

proportion.

Racines pures de hétre 28 spectres purs de hétre

Racines pures d’érable 28 spectres purs (ﬂ/\
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500 melanges
artificiels de spectre
avec un % en hétre

|
|

50 mélanges
Artificiels de /-\

spectre avec un%

en hétre connu Modele

| prédictif |
Comparaison de la Spectre % de hétre
valeur prédite i T
avec la valeur réelle / e
2. Test du modéle N\

/ \

/

Spectres
de proportion inconnue |

Mélange de /

racines de

% de hétre

proportion
inconnue

3. Utilisation du modeéle

Figure.I1.16. Schéma résumant les principales étapes menant a la prédiction de la
proportion de hétre dans les poudres de mélanges de racines.
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4. CALCUL DES INDICES DE COMPETITION ET DE MELANGE

Attribuer une valeur de compétition et de mélange a chaque point d'échantillonnage permet
de décrire son environnement local et de tester quel(s) facteur(s) joue(nt) sur la biomasse

des racines fines ou leurs distributions verticales dans le sol.

Indice de compétition

Partant du principe que (1) l'influence d'un arbre est isotropique, (2) la contribution de
chaque arbre est indépendante des autres arbres, et (3) la contribution de chaque arbre est
proportionnelle a sa taille (estimée par sa surface terriére), Brechet et al. (2011) ont formulé
une fonction linéaire, calculant la contribution de chaque arbre a la biomasse racinaire d'une

forét en un point, comme suivant :

1c=5x(1—9)

r

ou S est la surface terriere de l'arbre (m?), d la distance entre l'arbre et le point
d'échantillonnage (m), et r le rayon d'influence (m). La somme des Ic des arbres se trouvant
dans un rayon donné correspond a un indice de compétition distance-dépendant
augmentant avec la densité du peuplement. Nous avons choisi d'appliquer cette méthode et
d'utiliser un rayon d'influence (r) de 2.5 m, qui correspond a la distance au dela de laquelle la

contribution d'un arbre peut étre négligée.

Indice de mélange

L'indice de mélange correspond a la proportion de la surface terriére totale, dans un rayon

de 2.5 m, correspondant aux hétres.

5. CARACTERISATION DE LA DISTRIBUTION VERTICALE DES RACINES FINES

Afin de caractériser la distribution verticale des racines fines (totales et par espéce) en
chaque point d'échantillonnage, le modele non linéaire asymptotique de Gale et Grigal

(1987) a été utilisé comme suivant :
Y=1- B9,

ou Y représente la portion cumulative des racines depuis la surface du sol jusqu'a la
profondeur d (cm). B (sans unité) est le seul paramétre estimé du modeéle et est considéré

comme une variable décrivant la distribution verticale en racines fines. Des valeurs fortes de
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B sont associées a une grande proportion de racines en profondeur alors que des valeurs

faibles de B sont associées a une grande proportion de racines en surface, comme le montre

la Figure.I1.17.
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Figure I1.17. Distribution verticale racinaire pour trois valeurs de § d'apres la fonction

Y=1- Bd décrivant la portion cumulative des racines (Y) en fonction de la profondeur (d)

(extrait de Gale et Grigal, 1987).

6. ANALYSES STATISTIQUES
Toutes les analyses statistiques ont été effectuées avec le programme R (R development

Core Team 2016). Le coefficient B a été déterminé au moyen de la fonction 'nls' et analysé
comme une variable quantitative. Les effets des indices sur les variables ont été analysés
avec un modele linéaire (fonction 'Im') en combinaison avec une ANOVA (fonction 'Anova’,
package 'car'). Les postulats du modeéle linéaire ont été vérifiés graphiquement au moyen
des graphes de diagnostic (fonction 'plot'). Lorsque I'homoscedasticité n'était pas vérifiée, la
méthode des moindres carrés généralisés (fonction 'gls', package 'nlme') était utilisée en
combinaison avec une ANOVA (fonction 'anova'). Les contrastes de Tukey (fonction 'glht’,
package 'multcomp') ont été utilisés pour effectuer les comparaisons multiples entre
différents niveaux de traitement. Afin de tester la densité en racines fines en fonction de la
profondeur, un modéle linéaire a effet mixte (fonction 'Ime’, package 'nlme') a été utilisé,
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avec fixation du point d'échantillonnage et en combinaison avec une ANOVA (fonction
'Anova', package 'car'). Dans le texte, les tableaux et les figures, les valeurs correspondant a
des moyennes sont accompagnées de leurs écarts-types, a moins que cela soit spécifié

autrement.

D. ETUDES DES COMMUNAUTES FONGIQUES DU SOL

Notre objectif était de déterminer I'impact de la proportion en érable sur la diversité des
communautés fongiques, notamment éctomycorhiziennes liées au hétre. Cette partie de ma
these a été réalisée en collaboration avec A. Deveau, CR UMR IAM et spécialiste des

mycorhizes.

1. ECHANTILLONNAGE

Nous avons choisi d'effectuer des prélevements de sol dans trois zones de la plantation avec
des proportions spécifiques en hétre et en érable contrastées et a forte densité. Nous avons
par conséquent réutilisé les zones utilisées lors du marquage au deutérium en 2015. Pour
rappel, ces trois zones correspondent a trois situations de mélange contrastées : une zone
ou les deux especes sont en mélange équilibré et deux zones dans lesquelles chacune des
deux especes prédomine (Proportions spécifiques de I'ordre de 0.8-0.2). La densité des trois
zones est fixe et forte (autour de 20000 tiges ha™). Dans chacune des trois zones, cing hétres
dominants ou co-dominants ont été sélectionnés. Il est a noter que la litiere qui avait été

retirée avant le marquage n'avait pas encore été replacée lors de nos prélévements.

Le 22 Septembre 2015, pour chaque arbre, quatre carottes de sol ont été prélevées aux
quatre points cardinaux a équidistance avec l'arbre co-dominant au moyen d'une tariere
hélicoidale. Les mycorhizes étant présentes essentiellement dans les 20 premiers
centimetres de sol (van der Heijden et Sanders, 2003), nous avons limité le préléevement a
cette profondeur. Les échantillons de sol ont été ramenés au laboratoire et placés en
chambre froide a 4 °C pendant une durée maximale de 72 h. lls ont été ensuite tamisés afin
de retirer les racines et de les homogénéiser. Les échantillons de sol tamisé ont ensuite été

stockés au congélateur a -20 °C.

2. EXTRACTION DE L'ADN ET AMPLIFICATION

L'ADN total présent dans les échantillons de sol a été extrait au moyen d'un kit (Mobio
PowerSoil Kit, France). La qualité et la quantité de I’ADN extrait ont été contrélées a l'aide du
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spectrophotométre NanoDrop (ThermoScientific). La portion 1 de I'ITS (Internal Transcribed
Spacer 1) de chaque échantillon a ensuite été amplifiée par PCR a I'aide des amorces ITS1F
et ITS2 selon le protocole décrit par Barret et al. (2015). Apres amplification, les produits PCR
obtenus a partir des sols prélevés aux 4 points cardinaux ont été mélangés pour former un
seul échantillon par arbre. Chaque échantillon composite a ensuite été purifié puis étiqueté
par PCR (Barret et al., 2015). Le séquencage a ensuite été réalisé par le technique Illlumina

Miseq 2x 250pb a I'INRA d’Angers.

3. ANALYSES BIOINFORMATIQUES ET STATISTIQUES

N’ayant pas eu le temps au cours de ces trois années de thése de me former aux techniques
d’analyses bioinformatiques, celles-ci ont été effectuées par A. Deveau a I'UMR Interactions
Plantes-Microorganismes (IAM) et sont similaires a celles effectuées par Coince et al. (2014).

Se référer a cette publication pour plus de détails.

Le résultat se présente sous la forme d'unités opérationnelles taxonomiques moléculaires
(MOTU, référé dans la suite du manuscrit en tant qu'OTU), une OTU est considérée comme
un proxy de l'espéce. Pour chaque hétre ciblé, la liste totale des OTU détectés est encodée
de facon binaire (présence/absence). Les OTU connues pour étre mycorhiziennes étaient
qualifiées en tant que telles. Les OTU connues pour leur appartenance a une autre guilde
(e.g. saprophytes, pathogenes) étaient qualifiées "autres" et le reste faisait partie des
"inconnus"”. Quand cela était possible les différents niveaux de classification ont été
déterminés (Phylum, Classe, Ordre, Famille, Genre, Espéce). Nous nous sommes intéressés a
deux niveaux de classification composant les communautés fongiques des hétres. D'une
part, nous avons utilisé le nombre d'OTU comme une richesse spécifique, c'est ce qui est fait
de facon classique. D'autre part, nous nous sommes intéressés au nombre de familles. Yang
et al. (2017), ont montré récemment que les performances des plantes étaient liées au
nombre de familles fongiques endomycorhiziennes a arbuscules et pas a la richesse
spécifique. Il semblerait que la différenciation fonctionnelle se fasse entre les familles et pas
a l'intérieur de celles-ci. Nous avons donc utilisé le nombre de familles comme un estimateur

de la diversité fonctionnelle.

Toutes les analyses statistiques ont été effectuées avec le programme R (R development
Core Team 2016) et le package 'Phyloseq'. Les zones auxquelles appartenaient les hétres

ciblés (caractérisées par des proportions spécifiques différentes) ont été considérées comme
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étant trois niveaux d'un facteur "mélange". Les effets de ce mélange sur le nombre d'OTU et
le nombre de familles fongiques ont été analysés avec un modele linéaire (fonction 'Im') en
combinaison avec une ANOVA (fonction 'Anova', package 'car'). Les postulats du modele
linéaire ont été vérifiés graphiquement au moyen des graphes de diagnostic (fonction 'plot').
Lorsque I'homoscedasticité n'était pas vérifiée, la méthode des moindres carrés généralisés
(fonction 'gls', package 'nlme') était utilisée en combinaison avec une ANOVA (fonction
'anova'). Les contrastes de Tukey (fonction 'glht', package 'multcomp') ont été utilisés pour

effectuer les comparaisons multiples entre différents niveaux de traitement.

79



I11.

RESULTATS ET DISCUSSION

A. PROFONDEURS D'ACQUISITION DE L'EAU

Durant I'été 2014, nous avons déterminé la profondeur moyenne d'acquisition de I'eau par
une soixantaine d'arbres, au moyen d'un marquage au deutérium. Nous voulions savoir si
cette profondeur variait en fonction de l'espece, de la compétition et de la composition
spécifique du voisinage. Afin de tester également I'effet de la disponibilité en eau sur cette
profondeur cette expérimentation a été répétée au cours de |'été suivant (2015) caractérisé

par une sécheresse marquée.

1. TRAITS FOLIAIRES

Nous avons mesuré des traits foliaires afin de comparer le statut des arbres échantillonnés
dans les différentes conditions de compétition et de proportion en especes. Le ratio de la
masse de la feuille par sa surface (LMA) et la composition isotopique du carbone de la feuille
(6™3C) intégrent a la fois les effets de I'exposition lumineuse et le niveau d'alimentation
hydrique. La teneur en azote foliaire (N%) informe sur le niveau d'alimentation minérale. Ces
traits nous ont permis de nous assurer du bon niveau d'alimentation en ressources des
arbres étudiés et de vérifier qu'ils étaient bien dominants. Cette étape est importante
puisque l'existence d'une différence de statut parmi les arbres étudiés pourrait entrainer des

erreurs d'interprétation des résultats sur les traits racinaires.

Eté a sécheresse modérée (2014)

L'indice de mélange et I'indice de Hegyi (compétition) n'ont pas eu d'effet significatif sur le
LMA, le *3C et la teneur en azote foliaire N%, pour aucune des deux espéces (données non
présentées). Ce résultat suggere que notre échantillonnage a bien été réalisé sur des arbres

dominants.
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Eté a sécheresse prononcée (2015)

Il n'y avait pas de différences significatives du LMA ou du %N entre zone de mélange pour
chaque espece (Tab.III.1). Cela suggére que la zone d’échantillonnage n’a pas influencé le
niveau de lumiere ou d’éléments minéraux regus par les arbres échantillonnés. Cependant,
pour le §"3C, nous observons un effet significatif du mélange (Tab.IIL1). Le §*C est un trait
foliaire intégrateur de I'effet des conditions environnementales (principalement la lumiére
et la sécheresse) sur le fonctionnement hydrique et carboné des feuilles (Ferrio et al., 2003).
L'absence de différences de LMA et %N entre zones suggére que les différences de §C
entre zones pourraient étre dues a des différences de disponibilité en eau dans les
différentes zones de mélange. Cette hypothése est corroborée par les résultats sur les
potentiels hydriques de base (), qui renseignent sur le niveau de contrainte hydrique a un
moment donné rencontré par les arbres (plus le potentiel est négatif, plus le systéme

racinaire des arbres est confronté a une disponibilité en eau dans le sol faible).

Tableau.IIl. 1. Moyennes du potentiel hydrique de base foliaire ({, MPa), du ratio de Ila
masse de la feuille par sa surface (LMA, g m™), de la composition isotopique du carbone de
la feuille (6C, %o) et de la teneur en azote foliaire (N%, %) avec les écarts types pour les
deux espéces dans les trois zones de mélange : forte proportion d'érable (80% d'érables ),
proportion équilibrée (50% de chaque espéce), forte proportion de hétre (80% de hétres).
Les lettres minuscules différentes montrent des différences significatives entre traitements
(P <0.05).

Forte proportion Forte proportion de
Proportion équilibrée
d'érable hétre

Erable Hétre Erable Hétre Erable Hétre
U} -0.48 -0.47 -0.51 -0.82 -0.50 -0.64
(MPa) t0.1a +0.2a +0.1a +0.6a +0.1a +0.3a

LMA 59 64 67 57 58 51
(g m?) +12a +18a +16a t1la t14a t1la
§C -29.0 -29.4 -28.4 -29.2 -29.6 -29.8
(%o) +0.8ab +0.8ab +0.7a +1.0ab +0.6b +0.6b

N% 2.1 2.2 2.2 2.2 2.2 2.3
(%) +03a +0.1a +0.2a +0.1a t+0.1a +0.1a
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2. COMPOSITION ISOTOPIQUE DE L'EAU DU SOL ET DE LA SEVE BRUTE DES ARBRES
AVANT ET APRES MARQUAGE

Eté a sécheresse modérée (2014)

Avant marquage, donc en abondance naturelle, la composition isotopique en deutérium de
I'eau du sol (6%H;) présentait un gradient naturel significatif (P < 0.001) de -53%o a -76%o
entre la surface et 30 cm de profondeur (Fig.Ill.1.a). Les valeurs a 30 et 50 cm de
profondeur n'étaient pas significativement différentes (P = 0.99). En revanche a 70 cm de
profondeur, la valeur de 6%Hs remontait significativement (P < 0.01), a -63%o0 en moyenne
(Fig.III.1.a). Ce type de profil vertical de &*H; est impossible a utiliser pour estimer la
profondeur moyenne d’extraction de I'eau. En effet, une méme valeur de 8°H; peut étre
trouvée a différentes profondeurs. De tels profils "en s" ou "en c¢" ont fréquemment été
trouvés dans ce genre d'études (Bonal et al., 2000; Stahl et al., 2013; Grossiord et al., 2014a).
En effet, la signature moyenne de I'eau du xyleme correspond a plusieurs possibilités de
signature de I'eau du sol. Ces résultats confirment la nécessité de créer un gradient vertical
artificiel de deutérium de I'eau dans le sol, par apport d’eau marquée, afin de déterminer la

profondeur moyenne d’extraction.

Le marquage, par arrosage avec de I'eau fortement enrichie en deutérium, a entrainé une
forte augmentation de &2H, dans les premiers centimétres (P < 0.001), avec a 5 cm de
profondeur une moyenne de 505%o. 4 jours aprés marquage et 422%. 6 jours apres
marquage (Fig.IIL.1.b). A 30 cm de profondeur, les valeurs de 62Hs sont restées trés
négatives et similaires aux différentes profondeurs de sol et pour les deux dates (Fig.
II1.1.b). Le marquage a ainsi permis d'obtenir un gradient net de 62H; de la surface jusqu'a

environ 30 cm de profondeur.

Avant marquage, la composition isotopique naturelle en deutérium de l'eau du xyléme
(8%H,y) du hétre était en moyenne de -66 *+ 3 %o, |'érable présentait une valeur strictement
identique (Fig.IIl.2.a). Quatre jours aprés marquage, seuls deux érables et trois hétres ne
présentaient pas de forte augmentation de 6%H,, (Fig.IIL.2.b). Six jours aprés marquage, tous
les arbres étudiés présentaient des valeurs de &%H,, fortement augmentées par rapport a
leur valeur avant marquage : les valeurs varient de +97%o a 339%o (Fig.II1.2.c). Ces résultats
confirment que 6 j apres le marquage, tous les arbres étudiés ont été en mesure d’absorber

I’eau marquée en ?H et apportée en surface. Les différences de signature isotopique de I'eau
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du xyléme entre arbres suggérent que le systéeme racine de ceux-ci ne préleve pas |'eau du
sol dans les mémes horizons. Nous étudierons ci-apres si ces différences de signature entre
arbres, et donc de profondeur d’extraction d’eau moyenne, sont expliquées par la densité et

le mélange d’espéce.

Composition isotopique en deutérium (%) Composition isotopique en deutérium (%)
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Figure II1.1. Profils verticaux moyens de la composition isotopique en deutérium de |'eau
du sol (6%H,, %o). a avant marquage (bleu; abondance naturelle). b avant marquage (carrés,
bleu), 4 jours aprés marquage (losange, rouge) et 6 jours aprés marquage (triangles, vert).
Les barres horizontales représentent les erreurs types a la moyenne (n = 3). Pour plus de
clarté, I'échelle de la composition isotopique en deutérium varie entre les deux graphiques.
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Figure II1.2. Composition isotopique en deutérium (8%H, %) de I'eau du xyleme des érables
(rouge) et des hétres (vert) a avant marquage, b quatre jours aprés marquage et c six jours
apres marquage. Les croix représentent les valeurs moyennes pour chaque date. Aucune
différence significative n'a été trouvée entre espéce (P > 0.05).

Eté a sécheresse prononcée (2015)

La récolte pré-marquage ayant été effectuée en deux dates, le facteur date ainsi que le
facteur zone ont été testés en plus du facteur profondeur. Les facteurs date et zone
n'avaient pas d'effet significatif sur la §?H (P > 0.05). Les valeurs des six profils de sol ont

ainsi été poolées pour les analyses statistiques.

Avant le marquage, la 62H; présentait un gradient net décroissant avec la profondeur. La
6?H. diminuait significativement de -45%. a -52%o entre la surface et 10 cm de profondeur (P
< 0.05; Fig.Il1.3.a). A partir de -40 cm, les valeurs de 6%H du sol étaient non significativement
différentes (P > 0.05) entre les différentes profondeurs, a I'exception des valeurs a -55 et -75
cm (P < 0.05; Fig.Ill.3.a). Hormis la valeur de &?H; a -75 cm, le profil observé ici en
abondance naturelle présente un gradient vertical net, contrairement a |'été 2014. Ce
gradient est trés probablement le résultat de la forte évaporation entrainée par la
sécheresse de I'été 2015. En effet, le deutérium étant plus lourd que I'hydrogéne (*H), les
molécules d'eau constituées de 2H s'évaporent moins facilement: il en résulte un
enrichissement en surface de 62H; (Dawson et al., 2002). Ce gradient vertical en abondance
naturelle étant net, il est possible de I'utiliser pour interpréter les différences de 6*H, entre
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arbres comme des différences de profondeur d’extraction de I'eau. Néanmoins, les analyses
isotopiques étant faites en différé, ces résultats n'ont été acquis que bien apres, et nous

avons procédé a un marquage de 2H dans 'eau du sol en 2015 également.
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Figure II1.3. Profils verticaux moyens de la composition isotopique en deutérium de I'eau
du sol (62Hs, %o). @ avant marquage (bleu; abondance naturelle). b avant marquage (bleu), 2
jours apres marquage (rouge) et 14 jours aprés marquage (vert); (moyenne * erreur type; n
= 6). Pour plus de clarté, I'échelle de la composition isotopique en deutérium varie entre les

deux graphiques.

L'arrosage avec l'eau enrichie en deutérium a bien fait augmenter la 8*H; en surface. Les
valeurs obtenues deux jours aprés marquage étaient significativement supérieures a celles
avant marquage jusqu'a une profondeur de -30 cm (P < 0.05; Fig.IIL.3.b). Les valeurs
obtenues 14 jours aprés marquage étaient significativement supérieures a celles obtenues
avant marquage jusqu'a -50 cm (P < 0.05; Fig.II1.3.b). Nous n'avons cependant pas obtenu
de gradient net, pour aucune des deux dates, une méme valeur de 6?H; renvoyant a
plusieurs profondeurs possibles, y compris dans les 30 premiers centimétres (Fig.II1.3.b). Ces
profils sont probablement le résultat d'une pluie survenue sur la plantation le lendemain du
marquage, poussant en profondeur |'eau marquée et brouillant le marquage en surface par
dilution. Pour cette raison, nous n'avons malheureusement pas pu exploiter les données

obtenues suite au marquage. Cette situation est fortement regrettable, considérant
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I'investissement en énergie, en temps, et en argent, dans cette expérimentation. Elle est liée
aux risques a prendre pour une telle expérimentation. Cette expérience souligne les limites
de I'approche isotopique et I'importance d’essayer de maitriser I'ensemble des facteurs
pouvant l'influencer : les prévisions météorologiques n’étant pas fiables a 100%, le risque O

d’échec n’est pas éliminé.

Cependant, par chance, comme indiqué ci-dessus, le gradient vertical de &%Hs avant
marquage (en abondance naturelle) étant quant a lui assez net, nous avons pu l"utiliser pour
nos analyses des profondeurs d’extraction de I'eau. Il est cependant important de noter que,
ne connaissant pas la 6°H du sol en dessous de 80 cm de profondeur, il est probable que le
profil complet ait tout de méme une forme "en s" ou "en c" (Bonal et al., 2000; Stahl et al,
2013). Ceci n'est pas trop génant dans notre situation puisque nous montrerons dans la
partie I1l.B de ce chapitre que I'enracinement des deux espéeces dans cette plantation est
essentiellement superficiel, les racines fines étant trés rares en dessous de 60 cm de

profondeur.

Concernant la &62H,, naturelle des arbres avant marquage, celles du hétre et de I'érable
variaient respectivement entre -70%o et -50 %o (Fig.Ill.4.a). L'analyse de variance n'a pas
révélé d'effet espece (P = 0.52). L'effet mélange quant a lui est fortement significatif (P <
0.001) avec une 6H,, dans la zone a proportions équilibrées entre les deux especes ("M",
50% hétre - 50 % érable) plus négative que celles des arbres dans les zones quasi
monospécifiques ("HF" et "EF", respectivement 80% hétre - 20 % en érable et 20% en hétre -

80% en érable) (P < 0.001).

Ces données de &%H,, nous ont permis de calculer des profondeurs moyennes d’acquisition
de I'eau par arbre, grace au modéle de Romero-Saltos et al. (2005) adpaté par Stahl et al.

(2013).
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Figure I11.4. Composition isotopique en deutérium (6%H, %o) de I'eau du xyléme des érables
(rouge) et des hétres (vert), dans les trois zones de mélange : forte proportion d'érable (EF,
80% d'érables ), proportion équilibrée (M, 50% de chaque espéce), forte proportion de hétre
(HF, 80% de hétres). Les croix représentent les valeurs moyennes pour chaque espéce dans
chaque zone. Les lettres minuscules différentes indiquent les différences significatives entre
modalités (P < 0.001).

3. PROFONDEURS D'ACQUISITION DE L'EAU

Eté a sécheresse modérée (2014)

Les profondeurs moyennes d'acquisition de I'eau calculées par le modéle étaient de -32 + 15
cm pour le hétre et de -30 £ 11 cm pour I'érable 4 jours aprés marquage. Six jours apres
marquage, elles étaient de -14 £ 3 c¢cm pour le hétre et -13. £ 3 c¢cm pour I'érable. Les
différences entre espéeces ne sont pas significatives pour aucune des deux dates (P > 0.05).
En revanche les différences entre dates sont significatives pour chacune des deux espéces (P
< 0.001). Il est important cependant de souligner que malgré la significativité de cet effet
date, les valeurs des profondeurs moyennes aux 2 dates soulignent le fait que les deux
espéces puisent I'eau essentiellement en surface. L’interprétation biologique de ces
profondeurs ne doit pas étre exagérée par l'existence de différences statistiques. Ces

résultats corroborent des travaux antérieurs sur la profondeur généralement superficielle de
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prélevement d’eau par le hétre (Meissner et al., 2012; Grossiord et al., 2014a; Goisser et al.,

2016).

Les différences de profondeur moyenne d'acquisition de l'eau entre les deux dates
pourraient étre une réponse a l'apport d'eau lié au marquage. Des changements de
profondeurs d'acquisition de I'eau par les plantes en fonction de la disponibilité en eau ont
en effet été mentionnées/rapportées. Les plantes ont tendance a puiser I'eau moins
profondément quand I'eau est disponible qu'en période de sécheresse (Kulmatiski et Beard,
2013; Hoeskstra et al., 2014; Yang et al., 2015; Grossiord et al., 2017). Cependant, I"apport
d’eau lors du marquage ne représente que 5 mm équivalent pluie et il nous semble peu
probable que cela puisse expliquer une telle différence de profondeur moyenne, considérant
qu’en 2014 le sol était relativement humide. Cette différence de profondeur entre les 2
dates pourrait alors étre liée a I'approche de marquage utilisée ici. Les profondeurs

obtenues dépendent totalement du gradient vertical observé.

La compétition, estimée au moyen de l'indice de Hegyi, montre un effet significatif sur la
profondeur moyenne d'extraction de I'eau par les deux espéces. Plus la compétition était
forte (indice de Hegyi fort), plus la profondeur moyenne d'acquisition de l'eau était
superficielle (Figs.IIL. 5.a et [11.6.a). Cette relation n'est cependant pas significative pour les

deux espéces aux mémes dates.

L'indice de mélange n'a quant a lui eu aucun effet sur la profondeur moyenne d'acquisition
de I'eau et cela pour les deux dates (Figs.IIL. 5.b et I11.6.b). Ces résultats montrent que la
profondeur d'acquisition de l'eau par le hétre semble dépendre de l'intensité de la

compétition avec les arbres qui I'entoure, mais que I'identité des arbres ne I'influence pas.
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Figure IILS5. Profondeur moyenne d'extraction de I'eau (cm) 4 jours aprés marquage par les
érables (rouge) et les hétres (vert) en fonction de a I'indice de Hegyi (compétition) et b
l'indice de mélange. Les lignes indiquent les courbes de tendance.
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Eté a sécheresse prononcée (2015)

Je rappelle que la profondeur d'extraction de I'eau en 2015 a été estimée a partir des valeurs

d'abondance naturelle (eau du sol, et eau du xyleme des tiges).

Les valeurs de 6°H,, en abondance naturelle observées entre les différentes zones de la
plantation suggerent que les arbres des 2 espéces en situation de mélange exploitent une
source d'eau dans le sol un peu plus profonde que ceux se trouvant aux fortes proportions
de chaque espece (Fig.lll.4.a). Les profondeurs moyennes d'acquisition de I'eau
déterminées par le modeéle sont autour de 28 cm pour les arbres en mélange et entre 15 et
20 cm pour les arbres des zones a fortes proportions de chaque espéces (Tab.IIl.2). Ce
résultat, méme si les écarts de profondeur moyenne entre zones sont faibles, suggere donc
un léger effet de l'identité des arbres compétiteurs sur cette profondeur d’acquisition. On
peut émettre I’hypothése que cet effet pourrait étre du a des conditions de sécheresse plus
fortes en surface dans cette zone et les arbres chercheraient alors a puiser I'eau un peu plus
profondément dans ces conditions. Ce résultat serait cohérent avec plusieurs travaux de la
littérature suggérant des changements de niche écologique des arbres en situation de

mélange (Kulmatiski et Beard, 2013; Hoeskstra et al., 2014; Yang et al., 2015).

Tableau.IIl.2. Profondeurs moyenne d'acquisition de I'eau (cm) par le hétre et I'érable dans
les trois zones de mélange : forte proportion d'érable (80% d'érables ), proportion équilibrée
(50% de chaque espece), forte proportion de hétre (80% de hétres). Les lettres minuscules
différentes montrent des différences significatives entre traitements (P < 0.05).

Forte proportion d'érable  Proportion équilibrée Forte proportion de
hétre
Erable Hétre Erable Hétre Erable Hétre
16+8a 19+5ab 27+5b 28+7b 16+11a 15+7a

Il est intéressant de noter que I'"hypothése faite ci-dessus, une disponibilité en eau un peu
plus faible en mélange qu’en zone de monoculture dans la plantation, est tout a fait
cohérente avec les mesures de §3C et  réalisées sur ces arbres (Tab.IIL1). Les valeurs les
plus fortes de 53C et les plus faibles de ), qui suggerent un effet négatif de la sécheresse

sur le fonctionnement hydrique et carboné de ces arbres, ont été trouvées en effet dans la
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zone de mélange. Ainsi, nos résultats suggérent que la présence de I'érable en interaction
avec du hétre influence la disponibilité en eau pour ces deux especes, qui tendent toutes les
deux a privilégier un prélévement d’eau un peu plus profond. Ce résultat n’est cependant
pas synonyme nécessairement de développement racinaire plus profond : nous étudierons

plus précisément ce développement dans le sous-chapitre suivant.
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B. DISTRIBUTION RACINAIRE

Nous avons réalisé 92 carottes de sol a travers la plantation dans le but de déterminer I'effet
des conditions locales (densité, proportion spécifique du hétre) sur la biomasse racinaire.
Afin de décrire I'exploitation souterraine par les racines au sein de la plantation, nous avons
caractérisé la distribution verticale de la biomasse de racines des deux espéeces confondues
(biomasse dite totale). De plus, au moyen de la méthode basée sur la spectroscopie
infrarouge (NIRS/MIRS), nous avons été en mesure d’estimer la distribution verticale de la

biomasse de racines par espece.

En raison de la nature du sous-sol de la plantation, il n'a pas été possible d'atteindre une
profondeur de 75 cm pour tous les points d'échantillonnage, la roche affleurant parfois plus
haut. Néanmoins, une profondeur de 60 cm a systématiquement été atteinte. De plus, les
échantillons de sol récoltés entre 60 et 75 cm de profondeur ne contenaient
qu'extrémement peu de racines voire pas du tout (teneur moyenne de 0.2 g dm). Nous
avons donc considéré la biomasse présente entre la surface et 60 cm de profondeur comme
étant un estimateur de la biomasse racinaire totale. Nous nous sommes également
particulierement intéressés aux racines présentes dans les dix premiers centimétres de sol.
Cette profondeur de sol est celle qui est directement réhumidifiée par les pluies et qui est
enrichie en nutriments par la décomposition de la litiere. Par conséquent cette partie du sol

"concentre" une grande partie des racines (Schenk and Jackson, 2002).

En accord avec la littérature, la biomasse en racine fine a été exprimée sous forme de
biomasse de racines par m? de sol (g m?) dans des sections de sol pour lesquelles les
profondeurs sont précisées. Nous utiliserons cependant le terme simplifié de "biomasse
racinaire" plutot que de biomasse spécifique racinaire. Dans quelques cas les masses
racinaires ont été exprimées en "densité de racines fines" (biomasse de racine par volume

de sol, g dm™) ce qui permet de comparer des sections de sol de hauteur différente.

1. BIOMASSE TOTALE DE RACINES PAR CLASSE DE DIAMETRE

Aprés la récupération des racines dans chaque échantillon (section d'une carotte), les
racines ont été triées par classe de diamétre (inférieur ou égal a 1 mm, entre 1 et 2 mm,
entre 2 et 4 mm et supérieur a 4 mm). La biomasse racinaire totale correspond a la somme
des racines des deux especes des différentes sections de la carotte, de la surface a -60 cm de
profondeur. Selon le point d'échantillonnage, La biomasse racinaire des trois premieres
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classes variait entre 0 et 800 g m> (Fig.IIL.7). La classe de diamétre supérieure a 4 mm était
encore plus variable, présentant des valeurs entre 0 et 11 kg m™ (Fig. III. 7). La variabilité

entre points d'échantillon au sein de cette classe de diameétre est particulierement

importante.
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Figure IIL.7. Biomasse racinaire (g m ) moyenne dans la strate 0 - 60 cm, a pour les quatre
classes de diametre, b pour les trois premiéres classes de diametre uniquement.

Au sein du systéme racinaire, les racines fines sont en charge de |'absorption des ressources
souterraines et sont considérées comme les organes de la compétition souterraine
(Leuschner et al., 2001). D’autre part, la variabilité des grosses racines est trés forte. Pour
ces raisons, nous avons fait le choix de nous intéresser uniguement aux racines fines. Pour
des raisons pratiques et historiquement, les racines fines sont classiquement définies

comme possédant un diametre inférieur ou égal a 2 mm (McCormack et al.,, 2015). Nous
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avons donc considéré une classe de diamétre 0 - 2 mm en additionnant la biomasse des deux

premiéres classes.

Au sein des points d'échantillonnage, la biomasse des racines tres fines (€ 1 mm) est
particulierement importante et peu corrélée a la biomasse des racines de diametre compris
entre 1 et 2 mm (Fig.II1.8). Cette observation souligne I'importance de considérer les deux
classes de diameétre, une classe n'étant pas représentative de la biomasse totale en racines

fines.
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Figure.IIl.8. Biomasse de racines de la classe de diamétre entre 1 et 2 mm en fonction de la
biomasse de racines de la classe de diameétre inférieure a 1 mm.
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2. VARIABILITE SPATIALE DE LA BIOMASSE TOTALE EN RACINES FINES

Variabilité horizontale au sein de la plantation

La biomasse en racine fine de la plantation était en moyenne de 512 g m™. Ceci correspond a
celle attendue pour un peuplement de feuillus de cet age en forét tempérée (Finer et al.,
2007, 2011). Les biomasses les plus importantes semblent se trouver dans la zone de la
plantation ou la densité de tiges est la plus forte et ol I'érable prédomine (Figs. IIL.9 et 10).
La structuration spatiale de la répartition de la biomasse semble assez similaire que nous
prenions en considération la biomasse totale ou seulement celle des dix premiers

centimetres (Figs. ITIL.9 et 10), ces biomasses sont en effet fortement corrélées (Fig.IIL.11).

Il serait intéressant de tester si la répartition des plus fortes biomasses est due au hasard ou
si elle revét une organisation spatiale particuliéere (distribution sous forme de gradient, ou
sous forme de peau de léopard, ...), au moyen de statistiques spatiales. Cependant, faute de
compétences en statistique spatiale et de temps pour les acquérir, je n’ai pas été en mesure

de tester si cette distribution était aléatoire ou non.
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Figure II1.9, Biomasses totale de racine fine (g m?) jusqu'a une profondeur de 60 cm pour
chaque point d'échantillonnage. La teinte des cercles dépend de la gamme a laquelle
appartient la biomasse en racines fines.
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Figure IT1.10. Biomasses en racines fines (g m?) dans la section de sol de 0 3 10 cm de
profondeur pour chaque point d'échantillonnage. La taille des cercles dépend de la gamme a
laquelle appartient la biomasse en racines fines.
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Figure.IIl.11. Biomasses de racines fines de la strate 0 - 10 cm (g m™) en fonction de la
biomasse de racines fines totale (g m'z).
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Variabilité verticale

Chaque carotte a été découpée en sections de profondeur, a savoir : 0-10 cm, 10-20 cm, 20-
30 cm, 30-45 cm et 45-60 cm, ce qui nous permet d'étudier la distribution verticale de la
biomasse de racines fines. Une grande proportion des racines fines étaient présentes dans
les 20 premiers centimetres de sol (Fig. III.12), ce qui rejoint les observations déja faites en
foréts européennes tempérées et mélangées (Goransson et al., 2006b; Meinen et al., 2009a

et b, Domisch et al., 2015).
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Figure. II1.12. Répartition de la biomasse en racines fines en proportions dans la strate de
sol allant de la surface a 60 cm de profondeur. Chaque bar d’histogramme représente un
point d’échantillonnage.

En termes de proportion, |'essentiel des racines fines se trouvent dans la section 0-10 cm
avec en moyenne plus de 40% de la biomasse racinaire totale du sol (Fig.III.13). Plus de 65%
de la biomasse en racines fines de la plantation se trouvait dans les 20 premiers centimétres

du sol (Fig.II1.13).

La densité de racines fines diminuait significativement avec la profondeur (P < 0.001;
Fig.Ill.12),de 2 g dm™entre la surface et 10 centimétres de profondeur jusqu'a moins de 0.3
g dm>entre 45 et 60 cm de profondeur. Cela confirme les observations générales chez les

plantes et satisfait le prérequis du modéle de Gale et Grigal (1987), c'est a dire la diminution
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de la densité racinaire avec la profondeur. Nous avons donc pu calculer le coefficient B de ce

modele qui caractérise la distribution verticale racinaire.

Densité de racines fines (g dm3)
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Figure II1.13. Densité moyenne de racines fines pour chaque strate de profondeur jusqu'a

60 cm. La proportion de chaque strate est donnée. Les barres horizontales représentent les

écarts types. Les différences significatives entre strates de sol sont indiquées par des lettres
minuscules différentes (P < 0.01).

La distribution verticale racinaire, caractérisée par le coefficient B, n'apparait pas varier en
fonction de I'un ou l'autre des deux gradients de la plantation (Fig. III.14). Il ne se dessine
pas de structuration verticale dans l'occupation du sol par les racines des deux especes au
sein de la plantation, la densité et le mélange ne semblent pas avoir d'effet. Il existe
cependant de la variabilité inter-échantillons qui est probablement due aux conditions

locales telles que la proximité d'un arbre.
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Figure II1.14. Distribution verticale racinaire caractérisée par le coefficient B pour chaque
point d'échantillonnage. La teinte des cercles dépend de la gamme a laquelle appartient le B.
Un coefficient fort (0.93) correspond a une grande proportion de racines fines proches de la
surface.

3 EFFETS DE LA COMPETITION ET DU MELANGE SUR LA BIOMASSE TOTALE DE
RACINES FINES ET SA DISTRIBUTION VERTICALE

Effet de la compétition sur la biomasse de racines fines

La biomasse racinaire augmente significativement avec l'indice de compétition (IC), que la
section considérée soit la hauteur totale du profil ou seulement les dix premiers centimétres
du sol (P < 0.001; Figs. III.15 et 16). Ceci indique que la biomasse racinaire augmente avec la
densité du peuplement. La biomasse en racines fines est corrélée avec la biomasse aérienne
(Finer et al., 2007, 2011). En raison de I'augmentation de cette biomasse de racines fines
dans la section de sol 0-10 cm, nous pouvons supposer que la compétition souterraine est
trés forte dans la partie de la plantation a forte densité de tiges, en particulier dans les

premiers centimétres de sol.
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Figure. II1.15. Biomasse en racines fines dans la section de sol allant de la surface a 10 cm
de profondeur en fonction de l'indice de compétition. La courbe de tendance représente la
meilleure régression entre les 2 variables.
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Figure. II1.16. Biomasse en racines fines dans la section de sol allant de la surface a 60 cm
de profondeur en fonction de I'indice de compétition. La courbe de tendance représente la
meilleure régression entre les 2 variables.

Effet de la compétition sur la distribution verticale des racines fines

Nous n'avons pas montré d'effet de la compétition sur la distribution racinaire verticale
estimée par le coefficient B (Fig.III.17). Ce résultat indique que les racines n'occupent pas

I'espace souterrain différemment le long du gradient de densité de la plantation. Ceci peut
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s'expliquer par le fait que les plantes investissent préférentiellement les premiers
centimetres du sol qui sont les plus riches en ressources. En effet, la surface est la zone
humidifiée par les pluies, mais aussi celle ou la dégradation de litiere a lieu, libérant les

nutriments dont les plantes ont besoin pour leur fonctionnement.
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Figure. I11.17. Coefficient B décrivant la distribution verticale en racine fine dans le sol allant
de la surface a 60 cm de profondeur en fonction de I'indice de compétition.

Pour rendre I'analyse de I'effet compétition plus aisée et pour contourner la forte variabilité,
nous avons considéré deux zones de densité de plantation contrastées : nous avons comparé
une zone de trés forte densité de plantation (environ 20250 tiges ha™) et une zone  faible
densité de plantation (environ 2500 tiges ha™). Les densités de racines fines dans les deux
situations de densité contrastée sont significativement différentes pour la section de sol la
plus en surface, allant de 0 a 10 cm de profondeur ainsi que pour la section la plus profonde
allant de 45 a 60 cm (Fig.IIl.18). La densité racinaire dans ces deux sections était
significativement supérieure dans la zone a forte densité par rapport a la zone a faible
densité. Ceci indique un investissement global plus fort en racines dans les premiers
centimétres et dans la zone profonde lorsque la densité du peuplement est élevée. La forte
valeur dans la section superficielle met en évidence une compétition souterraine
particulierement forte proche de la surface. Il est étonnant de constater que les autres
sections de profondeur ne présentent pas de différences entre les deux niveaux de densité
de plantation. Ces derniers different pourtant de I'ordre d'un facteur 10 et on aurait pu

s'attendre a avoir globalement une densité en racines fines plus forte dans toutes les
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sections de profondeur lorsque la densité de plantation est élevée et en particulier pour

éviter d'exploiter un sol proche de la surface peut étre déja saturé en racines fines.

Densité de racines fines (g dm3)
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Figure. II1.18. Densité moyenne de racines fines jusqu'a une profondeur de 60 cm pour la
forte densité de plantation (20250 tiges ha™) et la faible densité de plantation (2500 tiges ha”
!). Les barres horizontales représentent les écarts types. Les différences significatives entre
traitements dans la méme strate de sol sont indiquées par des lettres différentes (P < 0.05).

Effet du mélange sur la biomasse totale en racines fines et sa distribution verticale

Nous avons testé |'influence de la proportion du mélange des deux espéces sur la biomasse
totale de racines fines. Nous avons fait I'hypothése qu'une ségrégation racinaire entre les
deux espéces pourrait mener a des gains de biomasse racinaire en situation de mélange, les
deux espéces se partageant une section plus importante de la hauteur de sol et rentrant

ainsi moins fortement en compétition (i.e. ségrégation spatiale des racines fines).

La proportion du mélange a été caractérisée par le pourcentage de hétre dans le voisinage
(un rayon de 2.5 m), exprimé en surface terriere. Contrairement a notre hypothese, nous
n'‘avons pas trouvé de variation de la biomasse de racines fines en fonction de ce

pourcentage de surface terriére de hétre, et cela ni dans la hauteur totale de sol, ni dans la
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section 0 - 10 cm (Figs.II1.19 et 20). Ces résultats suggérent que la biomasse de racines fines
est comparable le long du gradient de mélange, écartant I'hypothése d'une biomasse plus
forte en mélange, mais aussi que les deux espéces contribuent de facon comparable a la

biomasse de racines fines dans ce sol forestier.

Dans la section de sol 0 - 60 cm
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Figure. I11.19. Biomasse en racines fines dans la strate de sol allant de la surface a 60 cm de
profondeur en fonction du pourcentage de surface terriére du hétre dans un rayon de 2.5 m
autour du point d'échantillonnage. La courbe de tendance représente une régression de
type polynéme du second degré.
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Figure. II1.20. Biomasse en racines fines dans la strate de sol allant de la surface a 10 cm de
profondeur en fonction du pourcentage de surface terriére du hétre dans un rayon de 2.5 m
autour du point d'échantillonnage. La courbe de tendance représente une régression de
type polyndme du second degré.
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De la méme fagon, nous avons testé |'effet du mélange sur la distribution verticale en racines
fines au sein du sol de la plantation. L'hypothése d'une ségrégation racinaire entre les deux
espéces au sein du mélange meénerait a une proportion relative de racines fines moins
élevée dans les sections de sol les plus superficielles, augmentant le coefficient B (Gale et
Grigal, 1987). Ceci n'a pas été le cas : les proportions spécifiques n'ont pas eu d'effet clair sur

le coefficient B, ce qui nous améne a rejeter notre hypotheése (Fig.III. 21).
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Figure. IIL.21. Coefficient B décrivant la distribution verticale en racine fine dans le sol
allant de la surface a 60 cm de profondeur en fonction du pourcentage de surface terriére du
hétre dans un rayon de 2.5 m autour du point d'échantillonnage. La courbe de tendance
représente une régression linéaire.

Pour étudier I'effet mélange d'une fagon plus aisée statistiquement, trois zones de la
plantation regroupant chacune une vingtaine de points d'échantillonnage et représentant
des situations extrémes de mélange ont été sélectionnées. Ainsi les classes "hétre fort",
"mélange", "érable fort" correspondent, respectivement, a des zones ou le hétre représente
80 a 100% des arbres plantés (moyenne de 85%), 50 et 15 % des arbres. Cette structuration
de notre échantillonnage en zones nous permet d’analyser plus finement les conditions

extrémes de mélange.

La biomasse totale de racines fines dans les soixante premiers centimétres de sol des trois
blocs ainsi formés montre que cette biomasse tend a étre plus faible dans la zone de forte
proportion en hétre (Fig.I11.22). Cependant la différence est faible et I'effet statistique n'est
pas significatif (P = 0.28). En prenant en considération seulement les dix premiers

centimétres de sol, nous ne mettons pas non plus en évidence de différence significative
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malgré une tendance de la proportion équilibrée du mélange a avoir plus de biomasse de

racines fines (P = 0.33; Fig.I11.23).

Dans la section de sol 0 - 60 cm
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Figure. I11.22. Biomasse totale de racines fines dans la strate de sol allant de la surface a 60
cm de profondeur pour trois conditions de mélange en especes.
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Figure. II1.23. Biomasse en racines fines dans la strate de sol allant de la surface a 10 cm de
profondeur pour trois conditions de mélange en espéeces.
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En termes de distribution verticale, aucune différence significative entre blocs n'a pu étre
mise en évidence pour le coefficient B, indiquant que la proportion du mélange entre les
deux espéces ne modifie pas la distribution racinaire (P = 0.41, pour les 3 blocs la moyenne
était de 0.95). Lorsque I'on regarde les densités de racines fines par section de profondeur,
on remarque que, dans la section 10 a 20 cm de profondeur, la densité en racines fines était
plus forte dans la zone a forte proportion en érable que dans la zone a forte proportion en
hétre (Fig I11.24). Ce résultat suggere peut-étre que I'érable occupe plus densément cette

partie du sol que le hétre ; I'analyse des données par espéce nous permettra de le vérifier.
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Figure. I11.24. Densité moyenne en racines fines jusqu'a une profondeur de 60 cm
profondeur pour trois conditions de mélange en espeéces. Les différences significatives entre
traitements dans la méme strate de sol sont indiquées par des lettres différentes (P < 0.05).
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Effet de l'interaction compétition x mélange sur la biomasse totale de racines fines et sa

distribution verticale

L'interaction a été testée a partir de six blocs représentant des situations contrastés, 2
densité (faible et forte) x 3 proportion de mélange (forte proportion d'érable, forte
proportion de hétre, proportions équilibrées des deux espéces) au moyen d'une analyse de
variance (ANOVA) a deux facteurs, proportion de mélange et densité. Les zones a forte
densité ont une tendance a avoir plus de biomasse racinaire que les zones a faibles densité.
Cependant aucun effet significatif ne ressort de I'analyse statistique, suggérant que cette
biomasse n'est pas clairement influencée par les deux facteurs testés lorsque I'on prend en
compte la biomasse totale étudiée ou seulement la section 0 - 10 cm (Figs.II1.25 et 26). Il est
intéressant de noter cependant qu'au sein des deux profondeurs considérées, les valeurs
sont stables entre blocs de compétition et de mélange sauf pour la zone de mélange
équilibré en forte densité qui a tendance a présenter une valeur de biomasse plus forte que
les autres (Figs.II1.25 et 26). Ce résultat suggere que la productivité racinaire est supérieure
dans le mélange lorsque la densité du peuplement est forte. La distribution verticale étudiée
au moyen du coefficient beta n’était pas différentes entre modalités (P < 0.05; données non

montrées).

108



Dans la séction 0-60 cm
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Figure.IIL.25. Biomasse de racines fines en fonction de la densité (forte et faible) et de la
proportion en espéces.
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Figure.IT1.26. Biomasse de racines fines en fonction de la densité (forte et faible) et de la
proportion en espéces.
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4. EFFETS DE LA COMPETITION ET DU MELANGE SUR LA BIOMASSE DE RACINES
FINES PAR ESPECE ET LEUR DISTRIBUTION VERTICALE

La proportion en hétre et en érable dans les racines récoltées a été déterminée grace a un
modeéle prédictif exploitant les différences de composition biochimique s’exprimant dans les
spectres obtenus par spectroscopie infrarouge (NIRS/MIRS). Cette proportion a pu étre
déterminée pour 86 des 92 points d'échantillonnage. A partir de cette proportion, il a été
possible de séparer les biomasses de racines fines totales en biomasses de racines fines de
hétre et biomasses de racines fines d'érable. Cela nous a permis d'étudier comment chaque
espece occupe le sol de la plantation et comment cela change avec les conditions de
mélange et de compétition. Il a également été possible de déterminer le coefficient B pour

chaque espece et chaque point d'échantillonnage.

A l'échelle de la plantation, les proportions moyennes de racines fines de hétre dans la
section 0-10 cm et dans la section 0-60 cm de profondeur sont relativement similaires et tres
corrélées (Fig.I11.27). La proportion moyenne de racines de hétre est supérieure a 0.5 et cela

pour les deux sections de profondeur considérées (Fig.I11.27).

w 1 8]

- 2 it

Q =

- @

g Eos ®

w 2 o wmw

v S ez

£ oS

2 S 06 &

=0 pr

g ti. C I.fc}_

e %04 8°

Q@ L

§ 2 S

-E © f o e} T

g 02 S ol

o € @

o G

2 a

- 2

0 € g o 8' b
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 o : =
Proportion en racines fines de hétre 0-10 0-60

dansla section 0-60 cm Section de profondeur
Figure.IlIl.27.a Proportion en racines fines de hétre dans la biomasse de la section 0 - 10 cm
des points d'échantillonnage, en fonction de leur proportion en racines fines de hétre dans
la biomasse de la section 0 - 60 cm. b boites a moustaches représentant la variabilité des
proportions de racines fines de hétre dans les biomasses des sections de profondeurs 0 -10
et 0 - 60 des points d'échantillonnage.
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C'est contraire a ce que j'attendais d'un peuplement avec des proportions équitables de
chaque espece. De plus, peu de points d'échantillonnage présentent une proportion extréme
de biomasse de hétre (0 - 0.05 et 0.95 - 1), ce qui suggere qu'il y a globalement des racines

de hétre et des racines d'érables partout dans la plantation.

Effet du mélange sur la biomasse de racines fines par espéce

Comme attendu, la proportion de surface terriere de hétre a un effet significativement
positif sur la proportion de racines fines de hétre, que cela soit pour toute la hauteur du
profil ou seulement la section 0 - 10 cm (P < 0.05; données non montrées). Ce résultat nous
apporte une confiance acceptable dans notre méthode de détermination des proportions
par le modeéle et confirme que les occupations spatiales aériennes et souterraines des deux
especes sont liées. Pour autant, la proportion de surface terriére de hétre n'avait pas d'effet
significatif sur la biomasse de racines fines du hétre, que cela soit dans toute la hauteur du
profil ou seulement dans la section 0 - 10 cm (P > 0.05; données non montrées). En
revanche, la biomasse de racines fines totale de |'érable diminue significativement avec la

proportion de hétre (P < 0.01; Fig.I11.28).
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Figure.IIl.28. Biomasse en racines fines d'érable dans la strate de sol allant de la surface a
10 cm de profondeur en fonction du pourcentage de surface terriere du hétre dans un rayon
de 2.5 m autour du point d'échantillonnage.
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Etant donnée la structuration de la plantation expérimentale en double gradient, il ne m’est
pas paru pertinent d'étudier I'effet de la densité sur les biomasses et distributions de racines
fines de chacune des espéces mais plutét de nous concentrer sur des blocs de situations

contrastées de densité comme de mélange, comme précédemment.

Effet de l'interaction compétition x mélange sur la biomasse de racines fines de chaque

espece (Tab.I11.3)

Comme dans la partie précédente (l1.B.3), nous avons utilisé 6 blocs croisant 3 conditions
contrastées de mélange avec 2 conditions contrastées de densité. Certaines données de
proportion de racines fines de hétre étaient manquantes (probléme d'analyse du
spectrometre) ce qui a entrainé un effectif au sein des blocs relativement faible, en
particulier dans les blocs "forte proportion en érable" (n = 3). Nous avons décidé alors de
commenter les tendances observées plutét que d’effectuer des tests statistiques sur des

effectifs aussi faibles par bloc.

Tableau.lIIl.3. Biomasse de racines fines de chacune des 2 espéces et leur somme dans les
six zones combinant mélange et de densité contrastés. Les erreurs types a la moyenne sont
précisées (n = 5; sauf pour la forte proportion en érable : n = 3).

Section Forte proportion érable Forte proportion hétre Proportion équilibrée
0-10cm | Erable | Hétre | Total | Erable | Hétre | Total | Erable | Hétre | Total
Densité 108 70 178 42 120 162 59 74 133
faible 60 70 61 +21 +43 68 21 +17 +57
Densité 161 8 169 87 83 169 113 138 251
forte 12 4 63 +30 +18 63 +47 +31 72
Section | Forte proportion d'érable | Forte proportion hétre Proportion équilibrée

0-60cm | Eraple | Hétre | Total | Erable | Hétre | Total | Erable | Hétre | Total

Densité 352 151 503 223 247 470 219 219 437
faible + 198 132 | +132 72 * 64 + 226 +51 +16 +118

Densité 346 144 490 154 317 471 290 259 550
forte +48 71 t+ 164 +40 +50 t 67 + 58 +16 | £109
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A densité de plantation faible et pour la section de sol 0-10 cm, I'érable et le hétre
contribuent chacun le plus a la biomasse de racines fines dans la zone ou ils dominent en
aérien. Dans la zone de mélange de proportion équilibrée, les biomasses de racines fines des
deux espéces sont intermédiaires par rapport a celles des fortes proportions. Dans la zone
de proportion équilibrée de mélange, les biomasses de chacune des especes sont trés
similaires. Ce résultat indique qu'a faible densité, la biomasse de racines fines de chaque

espece est corrélée a la proportion de cette espece dans le compartiment aérien.

A densité de plantation forte et pour la section de sol 0-10 cm, la biomasse de racines fines
du hétre était particulierement faible dans les zones a forte proportion en érable. De fagon
surprenante, les biomasses de racines fines du hétre et de I'érable sont similaires dans la
zone a forte proportion en hétre. Ceci suggere qu'a forte densité, I'érable occupe fortement
la section du sol la plus superficielle, méme s’il est en trés faible proportion de surface

terriere.

A densité de plantation faible et forte et pour toute la hauteur de sol 0 - 60 cm, dans la
proportion équilibrée de mélange, les biomasses des deux espéces étaient similaires. Dans
les zones a forte proportion en érable, la biomasse de racines fines de I'érable est de I'ordre
de deux fois supérieure a celle du hétre. De méme, dans la zone a forte densité et forte
proportion en hétre, la biomasse de racines fines du hétre est deux fois plus importante que
celle de I'érable. Ce n'est en revanche pas vrai dans la zone a faible densité et forte
proportion en hétre. En effet, contrairement aux trois zones précédemment décrites, le
rapport entre biomasses de racines fines des deux espéces n'est pas de I'ordre de 2/3 - 1/3
mais 1/2 - 1/2. Ce résultat est surprenant mais semble étre di a I'échantillonnage. En effet,
dans le rayon de 2.5 m autour de l'un des points d'échantillonnage, contribuant a ces
valeurs, il n'y a qu'un hétre. La densité est donc bien faible et la proportion en hétre est
maximale. Cependant, dans un rayon de 3 m autour de ce point, huit érables sont présents.
Il en résulte que la proportion de hétre dans la biomasse de racines fines totale de ce point
est trés faible (0.07) ce qui fait diminuer la moyenne affichée dans le tableau. Le rayon de

2.5 m est donc discutable et devrait peut-étre tenir compte de la densité.
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Effet du mélange et de la compétition sur la distribution verticale des racines fines par

espece

La distribution verticale des racines fines du hétre et de I'érable ne semble pas étre
influencée par la compétition ou le mélange. En effet, ni l'indice de compétition, ni la
proportion de surface terriere de hétre n'ont d'effet significatif sur les coefficients B de

chacune des deux especes (données non montrées).

A I'échelle de la plantation, les coefficients B du hétre et de I'érable ne sont pas fortement
corrélés (coefficient de corrélation de Pearson : -0.22), contrairement a ce a quoi je me

serais attendu en cas de ségrégation racinaire entre les deux especes.

Effet de l'interaction compétition x mélange sur la distribution verticale de racines fines par

espéce

Comme pour les biomasses de racines fines, les tests statistiques n'ont pas été faits car

I'effectif de certains blocs étant trop petit.

Les proportions de racines fines de chacune des espéeces dans les différentes sections de
profondeur montrent que la distribution verticale est assez similaire pour les deux especes
lorsque la densité de plantation est faible, peu importe la proportion de mélange
(Fig.II1.29.b,d.f). Au sein de chaque section de sol, des proportions similaires sont également
trouvées pour les deux espéces dans la forte densité de plantation pour la proportion
équilibrée des deux especes (Fig.I1.29.c). En revanche, a forte densité de plantation dans
les zones de forte proportion en une espéce, les distributions racinaires verticales du hétre
et de I'érable sont tres différentes (Fig.I11.29.a,e). Dans ces situations la densité de racines
fines de I'érable est particulierement forte dans la section de sol 0 - 10 cm et diminue
ensuite avec la profondeur. Cela parait logique pour EF mais est plus surprenant dans HF
pour le hétre on constate que la densité de racines fines est particulierement importante

dans la section de sol 20 - 30 cm (Figs.II1.29.a,e).

Pour aller plus loin, nous avons regardé comment varie le coefficients B en fonction de la
proportion de surface terriere en hétre dans la forte densité de plantation. Le coefficient B

du hétre a tendance a étre plus faible lorsque la proportion de surface terriere en hétre
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approche 0.5 alors que l'inverse est trouvé pour I'érable (Fig.II1.30). Ce résultat confirme
qu'en condition de proportion équilibrée, la distribution verticale des racines fines du hétre
était plus superficielle alors que celle de |'érable était moins superficielle. Ceci entraine une
occupation verticale du sol similaire pour les deux espéces en situation de mélange,
diminuant la stratification observée dans les situations de proportions extrémes (Fig.II1.30).
Contrairement a ce que I'on observe dans les zones a forte proportion en une espeéce, Le
mélange des deux espéces ne présente pas de ségrégation racinaire, par conséquent, les

systémes racinaires des deux espéces sont directement en compétition.
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Figure.Ill.29. Proportion moyenne de racines fines de chaque espéce jusqu'a une
profondeur de 60 cm pour trois conditions de mélange en espéces x deux conditions de
densité.
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Figure.II1.30. Coefficient B (décrivant la distribution verticale en racine fine dans le sol
allant de la surface a 60 cm de profondeur) en fonction du pourcentage de surface terriere
du hétre dans un rayon de 2.5 m autour du point d'échantillonnage, pour le hétre et I'érable.
La courbe de tendance représente une régression de type polynéme du second degré.
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C. DIVERSITE FONGIQUE DU SOL

Cette expérimentation avait pour objet d'analyser la diversité fongique associée au hétre, et
notamment la diversité fongique ectomycorhizienne, en fonction de la proportion en érable.
Pour cela,, nous nous sommes intéressés a trois zones : Une zone a forte proportion de hétre
("HF", 80% hétre - 20 % érable), une zone a forte proportion d'érable ("EF", 80% d'érable -
20% de hétre) et une zone de mélange équilibré ("M", 50 - 50 %). Dans chacune de ces
zones, cing hétres cibles ont été choisis. Quatre échantillons de sol contenant I'ADN
fongique ont été prélevés dans le voisinage des hétres cibles, avant d'étre poolés. Nous
considérons par conséquent que la communauté fongique trouvée dans chaque groupe
d'échantillons poolés, peut étre associée au hétre cible et donc aux traits qui le caractérise

(densité, proportion de mélange).

1. DESCRIPTION DU JEU DE DONNEES

Nous avons obtenu un total de 850 unités taxonomiques opérationnelles moléculaires (OTU,
qui fait office de proxy d'espéce), dont 841 ont pu étre affiliées a des séquences
nucléotidiques fongiques. Aprés avoir éliminé les OTU a faible nombre de séquences (moins
de 10) et faible fréquence (présentes dans moins de trois échantillons), nous avons conservé
523 OTU. Le nombre d'OTU a qui il n'a pas été possible d'attribuer un phylum est tres faible
(40; Fig. I11. 31).

Un des individus de la zone EF présentait des valeurs particulierement fortes de diversité
Nous considérons qu’il s’agit d’'un "outlier" lié probablement a un probléme de I'analyse

moléculaire et il a été écarté des analyses statistiques.
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Compaosition within Fungi { 5 top Phylum )

Figure.IlL.31. Proportions des principaux phyla fongiques : Ascomycota (violet),
Basidiomycota (bleu), Glomeromycota (vert), Zygomycota (rouge), autres (dont
Chytridiomycota, marron) et non identifiés, associés a chaque hétre cible, regroupés par leur
zone d'origine. Chaque zone est caractérisée par une proportion en hétre et en érable
différente, a savoir: forte proportion en érable (80% érable - 20% hétre), mélange équilibré
(50% de chacune des deux espéces) et la forte proportion de hétre (80% de hétre - 20%
d'érable).
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2. DIVERSITE TOTALE FONGIQUE

Dans la communauté fongique associée a chaque hétre étudié, nous avons identifié des OTU
représentantes des phyla les plus importants, a savoir Ascomycota, Basidiomycota,
Chytridiomycota, Glomeromycota et Zygomycota (Fig.Ill.31). L'ensemble des 523 OTU
conservés englobait des espéces fongiques saprophytiques, mycorhiziennes mais aussi
parasites, pathogenes etc... Cet ensemble d’especes tres large nous permet de considérer
qgue notre échantillonnage englobe tous les types de champignons et les différentes
fonctions qui leurs sont associées. Cette diversité représente alors, d'une certaine maniéere,

I’ensemble des processus fonctionnels dans le sol de I'écosysteme.

Le nombre d'OTU constituant la communauté fongique associée a chaque hétre varie entre
272 et 362 (Fig. III. 32). Les hétres se trouvant dans la zone EF sont associés en moyenne a
297 £ 28 OTU, ce qui est significativement inférieur aux hétres des zones HF et M qui sont en
moyenne associés a 333 £ 12 et 347 £ 17 OTU, respectivement (P < 0.05; Fig. III. 32.a). Ces
différences de diversité peuvent étre expliquées par différents éléments. Premiérement, la
richesse spécifique en especes saprophytiques est plus élevée quand les litieres sont
composées de feuilles de plusieurs especes (Lunghini et al., 2013). Deuxiemement, le hétre
est associé a une communauté mycorhizienne tres riche (Lang et al., 2011). Ces différences,
bien que significatives, ne sont malgré tout pas particulierement prononcées, probablement
en raison de la proximité entre les différentes zones et la présence d’un gradient de
proportion spécifique en hétre et en érable. Les hétres se trouvant dans la zone HF ont
tendance a étre associés a un nombre plus important de familles fongiques que les hétres
dans les autres zones. Cependant la différence n'est pas significative (P = 0.18; Fig. III. 32b)

et 'interprétation de cette tendance doit donc étre faite avec prudence.

Il a été suggéré dans la littérature que plus la diversité fongique dans le sol est élevée,
meilleur est le fonctionnement global de [I'écosystéeme (productivité aérienne,
décomposition, cycle des nutriments...) (Wagg et al., 2011a; 2011b; 2014). Le fait d’observer
une diversité fongique légerement supérieure dans la zone M pourrait donc suggérer une

meilleure multifonctionnalité de I'écosystéme en situation de mélange.

119



a 360

3407

w
N
o

1
[ ]

Nombre d'OTU
s
<
O
O

2807

d
260 7

Forte prop. Erable Mélange équilibré Forte prop. Hétre
Proportion en espéces

241

20

Nombre de Famille

161

Forte prolp. Erable Mélangeléquilibré Forte pr(l)p. Hétre
Proportion en espéces
Figure. II1.32. Diversité fongique totale du sol. a. Nombre d'OTU (unité taxonomique
opérationelle) et b. Nombre de familles fongiques, associées au hétre dans les trois zones de
mélange, forte proportion en érable (80% érable - 20% hétre), mélange équilibré (50% de
chacune des deux espéces) et la forte proportion de hétre (80% de hétre - 20% d'érable). Les
lettres minuscules indiquent des différences significatives entre zones (P < 0.05).
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La majorité des OTU (80%) est associée aux hétres des trois zones (Fig. I11.33). Chaque zone
posseéde au moins 2 OTU de fagon exclusive, I'ensemble des OTU exclusives a une zone
représentent cependant moins de 3% des OTU totales (Fig. II1.33). Ce résultat suggere que
les communautés fongiques associées au hétre sont relativement homogenes a I'échelle de

la plantation expérimentale.
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Figure.Il1.33. Diagramme de Venn présentant de la structure des communautés fongiques
du sol. Ellipses présentant le nombre d'OTU partagées ou exclusives a chaque zone de
mélange, a savoir forte proportion en érable (80% érable - 20% hétre), mélange équilibré
(50% de chacune des deux espéces) et la forte proportion de hétre (80% de hétre - 20%
d'érable).
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3. DIVERSITE FONGIQUE ECTOMYCORHIZIENNE

Les especes fongiques formant des mycorhizes appartiennent a 4 Phyla. Les espéces a
endomycorhizes a arbuscules (AM) font partie des Glomeromycota. Les especes a
ectomycorhizes (ECM) font, quant a elles, principalement partie des Basidiomycota et ont

quelques représentants au sein des Ascomycota et Zygomycota (Brundrett, 2009).

Parmi les 523 OTU retenus, seuls 71 ont été identifiés comme mycorhiziens (Fig. I11.34) : 63
appartenaient aux Basidiomycota, 3 aux Ascomycota, 4 aux Glomeromycota, aucun aux
Zygomycota et 1 était inconnu. Il est important de préciser que les amorces utilisées ne sont
pas adaptées a la détection des Glomeromycota : nous nous sommes donc concentrés sur les
especes de champignons a ECM, donc les OTU appartenant aux Basidiomycota et aux
Ascomycota, soit 66 OTU ECM. Nous pouvons préciser en parallele que I'étude de Lang et al.
(2011) avait révélé une faible contribution des espéces a AM a la diversité mycorhizienne
totale d'un peuplement mélangeant plusieurs espéces d'arbres, dont certains a ECM et

d'autres a AM.
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Figure.IIl.34. Nombres d'OTU moyens identifiés comme mycorhiziens, autres ou inconnus
pour les trois proportions de mélange. Les barres verticales représentent les écarts types.
Des lettres minuscules différentes indiquent une différence significative entre proportion de
mélange au sein d'un groupe d'appartenance (P < 0.05)
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Nous pouvons attribuer les OTU ECM au hétre puisque I'érable et les herbacées forment des
AM. Ainsi, nous avons attribué aux hétres de la plantation un total de 66 OTU ECM
détectées, ce qui est un nombre important. Ces résultats confirment ceux de Lang et al.
(2011) qui avaient étudié la richesse spécifique des champignons mycorhiziens d'une forét
mélangée non perturbée par l'action humaine depuis au moins 40 ans. Dans leur étude, le
hétre hébergeait également une grande diversité en especes fongiques a ECM (75 especes).
Ceci indique qu'il aura fallu moins de 20 ans (depuis la mise en place de la plantation) pour
gue s'établisse une communauté fongique ECM avec une diversité élevée. L'installation
d'une telle communauté a due étre facilitée par le fait que la parcelle expérimentale se

trouve au sein d'une forét comprenant de nombreuses essences forestieres a ECM.

Le facteur proportion d'érable n'a que peu d'effet sur le nombre d'OTU ECM. En effet ce
nombre n'est pas significativement différent dans les trois zones (P = 0.24; Fig.II1.35). Il en
est de méme au niveau du nombre de familles ECM présentes, bien que ce nombre a
tendance a étre plus faible dans la zone EF (P = 0.07; Fig.II1.35). Seule la zone EF ne présente
pas de famille ECM lui étant exclusive (Fig. I11.36). Ainsi dans les zones M et HF nous avons
respectivement retrouvés des OTU identifiés comme appartenant a la famille des Pezizaceae
et des Hydnaceae que I'on ne retrouve pas dans les deux autres zones. Les familles les plus
représentées étaient les Cortinaceae et les Inocybaceae (représentant chacune environ 15%
du total) ainsi que les Thelephoraceae (environ 18%). Ces familles sont trés souvent
retrouvées en association avec le hétre et forment ainsi une communauté fongique a ECM
typique des foréts tempérées de I'Europe de I'Ouest (Lang et al., 2011; A. Deveau,

communication personnelle).
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Figure.IIL.35. Estimation de la diversité fongique ectomycorhizienne. a. Nombre d'OTU
(unité taxonomique opérationnelle) et b. Nombre de familles fongiques ectomycorhiziennes,
associées au hétre dans les trois zones de mélange, forte proportion en érable (80% érable -
20% hétre), mélange équilibré (50% de chacune des deux especes) et la forte proportion de
hétre (80% de hétre - 20% d'érable). Il n'y avait pas d'effet significatif du facteur proportion

de mélange (P > 0.05).
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Figure.IIL.36. Comparaison de la structure des communautés ectomycorhiziennes. Ellipses
présentant le nombre d'OTU ectomycorhiziennes partagées ou exclusives a chaque zone de
mélange, a savoir forte proportion en érable (EF, 80% érable - 20% hétre), mélange équilibré
(M, 50% de chacune des deux espéces) et la forte proportion de hétre (HF, 80% de hétre -
20% d'érable).

L'effet de la proportion en érable semble étre moins fort sur la diversité des especes de
champignons ECM que la diversité de I'ensemble des espéces fongiques mais la tendance est
la méme; le mélange du hétre avec I'érable a tendance a augmenter la diversité des
communautés fongiques a ECM, tout comme cela I'était pour Il'ensemble des espéces
fongiques. Cette tendance est a priori bénéfique puisqu'il a été montré que la diversité
mycorhizienne était positivement corrélée a la productivité des communautés végétales
(Wagg et al., 2011a; 2011b). Par contre, méme quand la proportion en hétre diminue, la
présence de mycelium a ECM reste importante, probablement en raison de la proximité des
différentes zones étudiées. Il est probable que le mycélium des champignons ECM associé
aux hétres dans la partie HF étendent leur territoire de prospection dans les zones a forte

proportion en érable.
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IV.

CONCLUSION

La plantation dans laquelle nous avons travaillé montre des gains de croissance pour les
individus en interactions avec l'autre espéce, suggérant une complémentarité d’acquisition
des ressources entre le hétre et I'érable sycomore (Collet et al., 2014). Afin de tester si cette
complémentarité a lieu pour les ressources souterraines, en particulier I'eau, nous avons
vérifié si les deux espéces étaient complémentaires dans leur occupation spatiale du sol.
L'absence de ségrégation des systemes racinaires des deux espéeces observée dans ce travail
tend a montrer qu'elles occupent ensemble les premiers horizons de sol. Ces deux especes
sont donc clairement en compétition pour les ressources hydrique et minérale et nous
n’avons pas observé de complémentarité de niche vis-a-vis de I'acquisition des ressources

dans le sol.

A défaut d'occuper spatialement des niches souterraines différentes, il est néanmoins
possible que le hétre commun et |'érable sycomore présentent des niches fonctionnelles
différentes. En effet, I'absorption des ressources souterraines ne dépend pas seulement de
I'espace occupé par les racines fines mais également (i) des spécialisations physiologiques au
sein de la population des racines et (ii) des mycorhizes qui leurs sont associées (Goransson et
al., 2006; Goransson et al., 2007; Richards et al., 2010). L'utilisation d’'une méthode indirecte
pour estimer la profondeur d’extraction de I'eau a |'aide des isotopes stables de I'eau a
révélé que les deux espéces prélevaient globalement, a un moment donné, I'eau a la méme
profondeur, et que cette profondeur était essentiellement superficielle. Nous avons montré
qu'il existait, certes, un léger effet du mélange des deux especes sur leur profondeur
moyenne d'acquisition de I'eau, lors d'un été a sécheresse prononcée. Mais cet effet allait
dans le méme sens pour les deux especes. En effet, elles prélevaient I'eau a une profondeur
moyenne plus importante, mais qui restait similaire pour le hétre et I'érable. L'hypothése de
la niche fonctionnelle différente est donc partiellement réfutée. Ceci ne préjuge cependant
en rien l'existence d'une telle niche pour les nutriments, les racines étant supposées
spécialisées dans l'acquisition d'une ressource minérale (Goransson et al., 2007). De plus,
I'érable sycomore et le hétre forment des mycorhizes de types différents (Lang et al., 2011),
qui ont chacune des affinités pour des formes distinctes de nutriments. Cette idée est
supportée par des résultats récents de Jacob et Leuschner (2015) montrant que |'érable

préfere I'azote sous forme d'ammonium et le hétre sous forme de nitrate.
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Nous avons montré que les communautés fongiques totales étaient plus complétes dans le
mélange, suggérant un fonctionnement global de I'écosysteme amélioré. En effet, il a été
montré que les communautés végétales hébergeant une grande diversité fongique
présentaient une plus forte productivité aérienne, une meilleure décomposition de la
matiere organique etc... (Wagg et al.,, 2011a; 2011b; 2014). En revanche, la présence de
I'érable tend a affaiblir la diversité de la communauté ectomycorhizienne liée au hétre ce qui
pourrait avoir des effets négatifs sur la croissance de cette espéce (van der Heijden et al.,

1998; Wagg et al., 2011a; 2011b).
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DISCUSSION GENERALE
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Problématique

Favoriser les peuplements forestiers mélangés est considéré comme une option de gestion
sylvicole intéressante, notamment en Europe, pour permettre de garantir une ressource en

bois soutenue et durable dans le futur.

Le hétre commun (Fagus sylvatica) est la principale essence feuillue des foréts tempérées
européennes, et dans le contexte des changements climatiques et des risques encourus par
les foréts, une attention particuliére est portée a cette espéce quant a ses capacités a se
développer en interactions avec d’autres especes forestieres. De nombreux travaux ont ainsi
déja été réalisés et une tendance générale suggere a la fois une meilleure croissance du
hétre en peuplement mélangé, comparé aux peuplement purs, mais aussi une meilleure
résistance et résilience a la sécheresse (e.g. Pretzsch et Schiitze, 2009; Moelder et
Leuschner, 2014; Pretzsch et al., 2013a, 2013b; del Rio et al., 2014; Condés et del Rio, 2015).
Ces études se basent essentiellement sur des données de croissance des arbres, dans des
conditions particuliéres de mélange et de disponibilité en eau. La croissance des arbres est
un bon indicateur de la performance générale du hétre dans ces conditions et des résultats
des interactions entre espéces (compétition vs. complémentarité) dans des conditions
spatio-temporelles particulieres; elle peut étre considérée comme la résultante des
différents mécanismes d'interaction. Or, les mécanismes d'interaction en eux-mémes ne
sont quasiment jamais étudiés dans ces études, ce qui oblige les auteurs de ces travaux a
formuler des hypothéses a leur égard, sans pouvoir les vérifier. Les mécanismes invoqués
concernent soit les parties aériennes soit les parties racinaires. En ce qui concerne les
mécanismes ayant lieu dans le compartiment souterrain, avant le présent travail, aucune
étude n’avait étudié de facon approfondie I'existence ou non d’effets positifs des
interactions souterraines dans les peuplements mélangés expliquant les gains de
croissance observés chez le hétre dans ces peuplements par rapport aux peuplements

purs.

Le sujet de ma thése est directement né de ce constat. pendant ces 3 années J’'ai mis en
place des expérimentations afin de tester |'existence de tels effets souterrains. Cette
question est d'autant plus pertinente qu'il existe, dans la littérature, des exemples ou les

peuplements mélangés ne favorisent pas la croissance du hétre (Pretzsch et al., 2015;
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Forrester et al., 2016). Cela dépend de (ou des) I'espece(s) compétitrice(s), des conditions

environnementales du site étudié, de la période de I'année, etc...

Le choix des especes

J'ai fait le choix d'étudier les interactions du hétre commun avec le chéne sessile (Quercus
petraea), le pin sylvestre (Pinus sylvestris) et |'érable sycomore (Acer pseudoplatanus), a
différents ages et en fonction des possibilités dans le cadre d’une thése et de I'existence de
dispositifs adaptés. Ces trois especes sont parmi les plus répandues dans les foréts
tempérées européennes et sont naturellement retrouvées en mélange avec le hétre
(Morneau et al., 2008; Packham et al., 2012; Pretzsch et al., 2015). Parmi elles, le pin et le
chéne présentent des caractéristiques écologiques tres différentes et qui s'opposent, en
partie, a celles du hétre : type fonctionnel et phénologie (feuillus vs. coniféres), stade de
succession végétale (pionnier, milieu de succession, dryade), tolérance a I'ombrage et a la
sécheresse, profondeur d'enracinement et architecture racinaire. A l'inverse, le hétre et
I’érable partagent des niches écologiques proches. Des gains de productivité ont, en outre,
été trouvés dans les peuplements ou le hétre coexiste avec ces espéces, suggérant
potentiellement I'existence de phénomenes de complémentarité pour I'acquisition des
ressources (Pretzsch et al., 2013b; Collet et al., 2014; del Rio et al., 2014; Pretzsch et al.,
2015).

Morphologie des racines fines

Concernant la question générale de l'influence de la présence de ces espéces sur le
développement racinaire du hétre et les conséquences sur sa croissance et son
fonctionnement hydrique et carboné, je me suis tout d'abord intéressé aux caractéristiques
des racines fines. Ma premiére hypothése était que la morphologie, I'anatomie et la
composition biochimique des racines fines du hétre pourraient changer en fonction de la
présence et de l'identité du compétiteur : une telle plasticité de réponse permettrait aux

racines du hétre de maximiser I'acquisition des ressources souterraines.

J'ai montré que l'anatomie des vaisseaux du xyleme ainsi que la composition biochimique
des racines fines ne varie pas en fonction de l'identité du voisin. J'ai caractérisé la

morphologie avec le SRL (specific root length, le ratio de la longueur sur la masse seche des
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racines) qui est le trait le plus classiquement utilisé. Un SRL fort suggére une plus grande
capacité d'acquisition des ressources du sol et par conséquent une forte croissance relative
(Perez-Harguindeguy et al., 2013). Contrairement a mon hypothése initiale, je n'ai pas
observé de SRL plus fort chez les plants de hétre qui étaient en compétition interspécifique.
Plus surprenant, le SRL était particulierement faible chez les plants de hétre en compétition
avec des pins, suggérant des capacités d'acquisition des ressources souterraines plus faibles.
Je rejette donc ma premiére hypothése. Ce résultat est important puisqu'il remet en
guestion une idée classiquement trouvée dans la littérature, selon laquelle, il serait
intéressant d'associer les feuillus et les coniféres pour obtenir un mélange particulierement
avantageux en terme de productivité, du fait entre autres d'un SRL plus fort pour le hétre en
mélange avec des coniferes. Ce résultat n'est pas généralisable a tous les coniferes.
Cependant, il vient appuyer une supposition formulée par Pretzsch et al. (2015) vis a vis du
hétre et du pin : aux jeunes stades, le pin serait tres compétitif et sa présence ne

bénéficierait pas nécessairement a la croissance et survie du hétre.

Le SRL est par ailleurs un trait a considérer avec précaution. Comme souligné par Poorter et
Ryser (2015), le SRL est un trait peu plastique. La principale raison est que les racines sont
des organes remplissant plusieurs fonctions, autres que l'acquisition des ressources
souterraines, telles que I'ancrage, le transport et parfois le stockage de réserves (Poorter et
Ryser, 2015; Weemstra et al., 2016). Il est alors primordial de séparer les racines selon leurs
fonctions de la fagon la plus précise possible. La classification que nous avons utilisée, sur la
base du diamétre, est la plus classique et la plus rapide a mettre en ceuvre, elle n'est
cependant pas optimale : le risque étant d'inclure des racines fines de transport dans un
groupe de racines fines que l'on penserait d'absorption (McCormack et al.,, 2015).
McCormack et al. (2015) ont proposé une autre méthode de classification, basée sur la
fonction des racines fines (acquisition des ressources vs. transport), celle-ci est plus juste
gue celle basée sur le diamétre des racines et moins chronophage que celle basée sur les
ordres mais reste plus chronophage que la classification par le diamétre. L'application a
I'avenir de cette classification "fonctionnelle" permettrait de mieux détecter les
changements de morphologie des racines fines absorbantes, mais aussi d'effectuer des

comparaisons de biomasses de racines fonctionnellement similaires entre sites et espéces.
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Distribution spatiale des racines fines

En plus de m'étre intéressé a la morphologie des racines fines, j'ai élargi mon échelle d'étude
au systeme racinaire entier dans le but d'étudier I'occupation spatiale des racines fines. Ma
seconde hypothése était que des modifications de distribution spatiale des racines fines
pouvaient se mettre en place en réponse a la présence d’un compétiteur allospécifique. Une
telle plasticité du développement permettrait de maximiser I'acquisition des ressources
souterraines en situation d’interaction. Je m'attendais a observer en particulier une
ségrégation verticale des systémes racinaires lorsque les racines du hétre sont en interaction
avec celles d’autres especes. L'idée générale testée était que si les especes se partagent le
volume du sol, en occupant des strates différentes, alors elles entrent moins en compétition

pour 'acquisition des ressources souterraines.

A travers des expérimentations menées sur des jeunes plants en serre et sur des arbres au
stade perchis, j'ai montré que la compétition racinaire provoque chez le hétre une allocation
de biomasse a I'échelle de I'arbre en faveur du systéme racinaire. La réponse du hétre a
cette compétition semble donc se traduire par un développement racinaire plus conséquent
dans le volume de sol disponible, qui pourrait engendrer une meilleure efficacité
d’acquisition des ressources. De plus, mes travaux suggerent que le systéme racinaire du
hétre en interaction avec d’autres especes se développe un peu plus profondément. Les
différences de profondeur ne sont pas trés marquées, mais des tendances semblent se
dégager. Cependant, a partir des résultats de I'expérimentation sur jeunes plants, il me
semble important de souligner que ces réponses apparaissaient plus comme le résultat d’un
effet de la taille du compétiteur, plutot que d’un effet de I'espéce a laquelle il appartient : la
présence d'un compétiteur de grande taille engendre ces effets alors qu’il n’est pas observé
pour des plants compétiteurs de petite taille. En effet, la compétition souterraine peut étre
"taille asymétrique" au méme titre que la compétition aérienne : un grand compétiteur peut
acquérir de facon disproportionnée les ressources, générant une forte compétition a ses
voisins (Rajaniemi, 2003; Rewald et Leuschner, 2009a; 2009b). Mes résultats suggerent que
ma seconde hypothése concernant I'effet de I'identité des compétiteurs sur la biomasse et la
distribution des racines fines du hétre n’est pas vérifiée. Nous pouvons supposer qu‘un effet

taille plus fort masquerait un éventuel effet espece. Cela peut également étre lié au jeune
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age des arbres étudiés et au format du pot de I'expérience qui a probablement été

contraignant vis a vis du développement souterrain de la plante.

Un autre résultat important de mon travail est 'absence de ségrégation marquée entre les
systémes racinaires du hétre et des compétiteurs interspécifiques. La ségrégation spatiale
des systémes racinaires est souvent évoquée comme étant I'un des mécanismes pouvant
mener a de la complémentarité d’acquisition des ressources (Forrester et al., 2006b). Elle est
cependant rarement observée dans les faits et, quand elle est présente, n'est jamais reliée a
une meilleure acquisition des ressources a I'échelle du peuplement. Les premiers
centimetres du sol sont les plus riches en ressources et constituent par conséquent une

strate stratégique a occuper.

Pour autant, une absence de ségrégation racinaire spatiale n'empéche pas I'existence d'une
ségrégation racinaire chimique (Forrester et al., 2006b; Richards et al, 2010). L'occupation
spatiale des racines absorbantes d'un individu informe quant a son patron potentiel
d'acquisition des ressources. Dans les faits, ce patron potentiel d'acquisition des ressources
ne correspond pas exactement a la région de préléevement réelle des ressources (Richards et
al., 2010). En effet, certains parameétres comme une spécialisation des racines fines semblent
entrer en compte : les racines fines semblent parfois étre spécialisées dans I'absorption
d'une ressource en particulier (azote, eau...) (Goransson et al., 2007, Richards et al., 2010).
Ces deux éléments laissent supposer que la capacité d'exploitation des ressources du sol par
un arbre est plus complexe que la simple occupation spatiale par ses racines fines. Je pense
que les futures études doivent chercher a déterminer si les racines fines sont
fonctionnellement équivalentes ou si elles sont spécialisées dans I|'acquisition d'une
ressource en particulier, comme démontré par Goransson et al. (2007) chez les racines de
chéne en fonction de la profondeur. Si tel est le cas, alors la distribution globale des racines
fines dans le sol ne correspondra pas vraiment a la zone de prélévement d'une ressource en
particulier. Les isotopes stables (e.g. deutérium, 80, °N...) apparaissent alors comme un

outil adapté pour cerner plus précisément les patrons spatiaux d'acquisition des ressources.
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Effet de la sécheresse

La sécheresse édaphique est une des contraintes les plus importantes qui limitent la
croissance des plantes et la productivité des écosystemes (Aussenac, 2000). J'ai formulé
I'hypothese que la disponibilité en eau influence la morphologie, I'anatomie et la
composition biochimique des racines fines, ainsi que leur biomasse et leur distribution
verticale. J'ai également fait I'hypothése que l'identité du compétiteur et la disponibilité en

eau avaient un effet croisé sur la performance du hétre.

Mes résultats confirment que le hétre est une espéce sensible a la sécheresse. Le manque
d'eau a affecté sa croissance aérienne ainsi que son développement racinaire. Comme en
condition non stressante, l'identité du compétiteur n'a pas affecté les traits auxquels je me
suis intéressé. J'ai néanmoins montré que la croissance des jeunes hétres était facilitée par la
présence du chéne sessile en condition de sécheresse. Ce résultat est pour I'heure difficile a

expliquer mais rejoint celui de Pretzsch et al. (2013b) au stade mature.

Toujours en lien avec la disponibilité en eau, je me suis demandé si la sécheresse entrainait
une différence de profondeur d'acquisition de I'eau par le hétre. Je me suis également
demandé si le hétre et I'érable avaient dans des situations proches de leurs monocultures
des profondeurs d'acquisition de |'eau différentes, et enfin si le mélange de ces deux espéces

engendrait chez elle une modification de ces profondeurs.

J'ai montré que la profondeur moyenne d'acquisition de l'eau par les hétres était
superficielle (entre 15 et 30 cm) que cela soit durant un été a sécheresse prononcé ou un été
sans sécheresse. Ce résultat suggére que la disponibilité en eau n'a pas eu un fort impact sur
la profondeur d'extraction de |'eau par le hétre. J'ai également montré que cette profondeur
moyenne d'extraction de l'eau chez le hétre était similaire a celle de I'érable dans des
conditions proches de leurs monocultures, suggérant que ces deux especes n'occupent pas
des niches fondamentales d'acquisition de I'eau différentes. Enfin, j'ai montré que lors d'un
été sec, le mélange des deux especes a eu un effet sur la profondeur d'acquisition de I'eau.
Cet effet était cependant relativement faible et allait dans le méme sens pour les deux
espéces : le hétre et I'érable en mélange prélevaient I'eau a une profondeur un peu plus
forte mais similaire entre les deux espéces. Ce résultat est cohérent avec l'absence de

ségrégation racinaire et I'occupation trés superficielle du sol par les racines fines de ces deux
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especes (plus de 80% des racines fines se trouvaient dans les 30 premiers centimetres). Ceci
suggere que ces deux especes, écologiqguement redondantes, ne sont pas complémentaires
vis-a-vis de l'acquisition de I'eau, que cela soit au travers de leur niche fondamentale ou par

ajustement phénotypique en réponse a l'identité des voisins.

Il est important ici de souligner que I'idée selon laquelle des arbres peuvent présenter des
niches fonctionnelle différentes suppose que chaque arbre soit "isolé", indépendant
physiquement des arbres voisins avec lequel il est en compétition. Cette hypothése peut
paraitre triviale mais elle est actuellement remise en question. En effet, des études récentes
ont montré que les arbres étaient parfois connectés les uns aux autres dans le sol via des
anastomoses racinaires ou des réseaux mycorhiziens, leur permettant d'échanger des
ressources (Tarroux et al., 2011; Pickles et Simard, 2017). Une telle "connexion" entre ces
arbres suggererait des échanges possibles d’eau entre eux et donc la possibilité de retrouver
par exemple de I'eau marquée isotopiguement dans la séve xylémienne d’un arbre mais qui
ne |'a pas prélevé lui-méme, elle lui aurait été transmise par un arbre conspécifique ou d'une
autre espece (e.g. Klein et al., 2016). Si ce type d’échange est avéré, nous ne pouvons par
conséquent pas exclure la possibilité que dans un peuplement a forte densité de plantation,
comme celui dans lequel nous avons travaillé, les arbres puissent présenter des signatures
isotopiques similaires en raison d'une telle connexion (Tarroux et al., 2014). C'est une des
limites de I'approche isotopique utilisée dans mon travail dont les conséquences

mériteraient d’étre approfondies dans ce type d’étude.

Diversité en champignons mycorhiziens

La présence des mycorhizes en association avec le systéme racinaire des arbres et I'influence
positive de celles-ci sur I'acquisition des ressources hydrique et minérale et la productivité
des arbres ont été étudiées depuis de nombreuses décennies (van der Heijden et al., 1998;
Johnson et al., 2017). En revanche, leur réle dans les effets positifs des interactions entre
espéces d’arbre reste trés méconnu. J'ai souhaité étudier ce role potentiel dans la plantation
hétre / érable. Cette plantation constitue un peuplement forestier mélangé relativement

simple (seulement deux espéces en interactions). En particulier, j’ai cherché a tester si les
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communautés fongiques sont plus riches dans le sol de la zone ou la proportion des deux

espéces est équilibrée, par rapport aux situations ou chacune des deux especes prédomine.

J'ai montré que les communautés fongiques comprenaient plus d'espéces quand le hétre
était en mélange équilibré avec I'érable. Sur la base des travaux de Wagg et al. (2014), on
peut imaginer une meilleure multifonctionnalité (productivité aérienne, cycles
biogéochimiques, décomposition de la matiére organique...) du peuplement forestier
mélangé par rapport aux peuplements purs. Dans le mélange équilibré toujours, les
communautés ectomycorhiziennes avaient tendance a comporter plus d'espéeces
appartenant a un plus grand nombre de familles, ce qui pourrait suggérer des meilleures
performances des hétres (Wagg et al., 2011a; 2011b; Yang et al.,, 2017). Cependant, les
hétres ayant la plus forte croissance au sein de la plantation expérimentale sont en réalité
situés dans les zones a forte proportion d'érable (Collet et al., 2014), la ou la diversité
fongique et ectomycorhizienne est la plus faible. Ce constat remet en cause le lien entre
diversité fongique ectomycorhizienne et performance de I'arbre. Nous pouvons cependant
supposer gue malgré une diversité moindre de la communauté fongique ectomycorhizienne
associée aux hétres, ces derniers sont favorisés par la complémentarité avec les
champignons endomycorhiziens associés a |'érable. En effet, ces deux essences forestieres
développent des types mycorhiziens différents, qui ne sont pas équivalents dans leur
capacité a exploiter les différentes formes de minéraux. Par exemple, les champignons
ectomycorhiziens exploitent, entre autres, I'azote sous forme organique (Hodge, 2017) ce
dont les champignons endomycorhiziens sont incapables. Par le biais de leurs mycorhizes, le
hétre et I'érable pourraient ainsi occuper des niches fonctionnelles différentes vis a vis des
minéraux, ce qui pourrait expliquer les performances particulierement bonnes des hétres

entourés d'érables.

Divers travaux ont suggéré récemment que la caractérisation précise des traits liés aux
mycorhizes (i.e. pourcentage de racines colonisées, biomasse des hyphes) et des traits
racinaires était importante afin de déterminer correctement la capacité d'acquisition des
ressources du sol d'un arbre (Eissenstat et al., 2015; Chen et al., 2016; Cheng et al., 2016). En
effet, cette capacité dépend a la fois de la distribution et la morphologie des racines fines et
des hyphes fongiques mycorhiziens. Se limiter a I'étude du développement racinaire peut

s’avérer insuffisant pour I'interprétation de la capacité d'un arbre a acquérir les ressources
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du sol. En effet, certaines especes d’arbre n'augmentent pas leur acquisition en nutriments
via un développement racinaire mais plutét en favorisant la prolifération des hyphes des
champignons mycorrhiziens qui leur sont associés (Eissenstat et al., 2015; Chen et al., 2016;
Cheng et al., 2016). Il est par conséquent nécessaire d'intégrer les mycorhizes, au travers de
traits mesurables, aux études centrées sur les individus, qui s'intéressent a la compétition

souterraines et a 'acquisition des ressources souterraines par les arbres.
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European beech (Fagus sylvatica) is one of the most important commercial tree species in Europe. This
species is known to suffer from strong intraspecific competition for above- and below-ground resources
and recent studies suggest that mixing beech with other species enhances its growth. European Beech is
also known to be very sensitive to drought and natural regeneration of this species is therefore threat-
ened under expected climate change scenarios. Whether beech regeneration under future climate condi-
tions could be favoured in mixed forests is still unknown. In the present study, we analysed how species
interactions affect the response of beech seedlings to drought. We tested the followings hypotheses: (i)
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Mi}),(ed forest competitor presence and identity impact seedling performance, and (ii) water availability influences the
Fagus sylvatica strength and nature of the interactions. In a greenhouse pot experiment, beech seedlings were grown
Drought either alone or in the presence of one competitor seedling (beech, sessile oak, Scots pine). A drought treat-

ment was applied to half of the pots and the other half was well-watered. After one growing season, the
seedlings were harvested and above- and below-ground growth and functional traits were measured.
Under well-watered conditions, functional traits and growth allocation favouring roots indicate that com-
petition occurred mainly for soil resources. Specific fine root length as clearly altered by the presence of
pine only, probably through allelopathy or soil acidification. Drought, however, had a strong impact on
beech seedling performance whatever the treatment. Drought decreased the importance of negative
interactions between seedlings and a positive interaction even occurred between beech and oak. Our
results suggest that under the drier climatic conditions expected in the future, naturally regenerating
European beech in mixtures with oak may be advantageous for beech seedling survival and growth. In
contrast, favouring regeneration or developing plantations which include beech and pine seems less
advantageous.

Plant-plant interactions
Root development

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The relationship between species diversity and plant commu-
nity functions has been a hot topic in ecology for decades
(Tilman et al., 2001; Hooper et al., 2005). Favouring highly diverse
ecosystems has been deemed an interesting management strategy
which could help to maintain high levels of ecosystem services in
the context of climate change (Balvanera et al., 2006; Hector and
Bagchi, 2007). However, existing studies on the relationships
between species diversity and forest ecosystem functions have
provided contrasting results. While some mixed forests were found
to be more productive than monospecific ones (Zhang et al., 2012;
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Brassard et al., 2013), other studies found no, or even negative
effects of species diversity (Chen and Klinka, 2003; Vila et al,,
2003; Meinen et al., 2009). Similarly, the influence of species diver-
sity on forest ecosystem resistance to drought was found to be pos-
itive (Pretzsch et al., 2013; Grossiord et al., 2014b; Gazol and
Camarero, 2016), neutral (Grossiord et al., 2014b; Merlin et al.,
2015) or negative (Grossiord et al., 2014a; Jucker et al., 2014).
These discrepancies indicate that various parameters (e.g. species
characteristics, local habitat) influence biodiversity/forest-ecosys
tem-function relationships: further research is therefore needed
to disentangle these influences and to better understand the
above- and below-ground processes leading to observed effects.
Plants are competing for space and resources such as light,
nutrients and water. Competition between conspecific individuals
or individuals from functionally redundant species is assumed to
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be strong because of ecological niche overlap (Diaz and Cabido,
2001; Hooper et al., 2005). Such competition generally has a nega-
tive impact on plant performance, inducing lower growth and/or
higher mortality in plant communities. In species-diverse commu-
nities, where individuals are interacting mainly with functionally
non-redundant neighbours, competition is thought to be weaker
than in pure or functionally redundant communities (Loreau and
Hector, 2001). Niche differentiation among species and the emer-
gence of facilitative processes (usually grouped together under
the term “complementarity effect”) should indeed positively
impact community performance.

The role of environmental conditions in the relationship
between species interactions and ecosystem functioning is still
unclear and this hinders our ability to simulate the response of
these ecosystems to environmental change. Drought episodes,
whose frequency and severity are predicted to increase in the
future in temperate areas (IPCC, 2013), severely affect plant sur-
vival and growth. How soil moisture impacts interactions among
tree species is a crucial issue in mixed forests.

European beech (Fagus sylvatica L.) is the main broadleaved tree
species in European forests; it is considered as a keystone species
as it plays an important commercial and ecological role
(Packham et al., 2012). In pure stands European beech is known
to suffer from strong intraspecific competition and to be sensitive
to pest and climate change hazards (Packham et al., 2012; Bosela
et al.,, 2015). This species is very sensitive to drought and water
limitation was proved to constrain its recruitment (Kunstler
et al., 2007; Silva et al., 2012), thus being the most important lim-
iting factor determining its geographical range (Packham et al.,
2012). As higher growth rate and greater drought resistance of
adult beech trees were found in mixtures (Condés and del Rio,
2015; Pretzsch et al., 2013), it has been suggested that a strategy
to promote beech regeneration in European forests could be to
favour tree species diversity in order to alleviate intraspecific com-
petition intensity. However we currently lack information about
the combined effects of competition and water availability on
beech performances at the juvenile stage.

In this study, we analysed how species interactions affect the
response of beech juveniles to drought. Beech seedlings were
grown in a semi-controlled experiment and submitted to competi-
tion from different neighbouring species under two differing soil
water regimes. The competitor were either a conspecific, a sessile
oak, or a scots pine as these three species present contrasting
growth dynamics and functional characteristics. They are the most
abundant species in European temperate forests and they can be
found growing together in mixtures (Koeble and Seufert, 2001;
Morneau et al., 2008). We characterized not only growth and leaf
traits, but below-ground traits as well since root competition for
resources has been found to be stronger than shoot competition
(Wilson, 1988; Kiaer et al, 2013). We tested the following
hypotheses: (1) both competitor presence and identity impact
growth and functional traits of beech seedlings, and (2) the water
regime alters the nature and the strength of the interactions
between the competitors.

2. Materials and methods
2.1. Growth conditions

The experiment was established in mid-April 2015 in a green-
house at INRA-Nancy (Champenoux, France; 48°45'10.40"N,
6°20'24.67"E) and ended mid-September of the same year. The
average length of daylight during the experiment was
14.3 £ 1.1 h. The fraction of light intercepted by the greenhouse
structure was 40%. Maximum daily photosynthetic active radiation

varied between 400 and 950 umol m~2s~! (cloudy versus sunny
days). Temperature was maintained in the range of 19-26 °C
thanks to air conditioning. Air humidity varied between 55 and
85% (day/night) and was not controlled.

Planting pots were grey PVC cylinders of 0.02m? volume
(height 80 cm, diameter 16 cm). They were covered with insulating
reflective foil to prevent the soil from over-heating. The bottoms of
the pots were pierced with several holes and contained 3 cm of
gravel to prevent waterlogging. Pots were filled with a special sub-
strate (70% fine sand, 30% flax compost mixed with 40 kg per m >
of clay, Terreau Flore Bleue, France). A preliminary experiment
showed that this substrate provides optimum conditions for root
growth and permits easy cleaning and minimized root loss at
harvest. The substrate surface was covered with a thin layer of
white gravel to limit evaporation and soil heating. The pots were
fertilized in May and July (100 ml of TOP-Fert 2, NPK: 10/10/10
+minerals and trace elements, Plantin, France). Pests were
prevented by biological control (Hypoaspis, Swirskii, Chrysopa,
Californicus and Kraussei systems; Biobest, Belgium).

2.2. Experimental design

We analysed the effect of four different competition treatments
in interaction with two water regimes on target beech seedlings.
The beech seedlings were grown either alone (no competition,
“B”, 16 replicates), with one conspecific competitor (intraspecific
competition, “BB”, 30 replicates) or with one allospecific competi-
tor (interspecific competition): either sessile oak (Quercus Petraea
(Matt.) Liebl, “BO”, 30 replicates) or Scots pine (Pinus sylvestris L.,
“BP”, 30 replicates) (Fig. A.1). Beech and oak are both broadleaf
deciduous species with a heart-like root system though beech is
a late-successional and oak a mid-successional species. Scots pine
is a pioneer evergreen conifer with a plate-like root system (Kostler
et al, 1968; Bugmann, 1996; Curt and Prevosto, 2003). Mature
trees of these three species have different rooting depths in natural
conditions (Zapater et al., 2013; Merlin et al., 2015). Ecologically,
beech is shade tolerant and drought sensitive while sessile oak
and Scots pine are light demanding and drought resistant
(Bugmann, 1996; Packham et al., 2012; Merlin et al., 2015). Poten-
tial shading from neighbours on the target beech seedlings was
avoided by appropriate pot spacing and orientation.

Water treatments were applied five weeks after plantlets/
acorns had been planted, once the seedlings were well-installed.
Half of the pots in each of the four competition treatments were
kept well-watered while the other half was subjected to drought.
Soil water content was gravimetrically controlled and maintained
within the range of 17-25% (corresponding to 55-80% of relative
extractable water, REW) in the well-watered treatment, and within
the range of 6-8% (corresponding to 20-25% REW) in the drought
treatment (Fig. 1). Vertical profiles of soil water content were
determined at harvest with a time-domain reflectometer (Pico
32, Trime, UK). In the well-watered pots, REW was around 70%
from the top to —50 cm and up to 100% at the bottom of the pots.
In droughted pots, REW was below 24% over the whole depth, with
a minimum of 10% at 40-50 cm.

2.3. Plant material

One-year-old beech seedlings (28-45 cm in height) and two-
year-old Scots pine seedlings (24-41 cm in height) in root-plug for-
mat were purchased from a commercial nursery (Robin Pépiniéres,
Saint-Laurent-du-Cros, France). For sessile oak, acorns with a
North-Eastern provenance (National Forests Office, Sécherie de la
Joux, France) were germinated in pots in early April, since we
expected oak to grow faster in greenhouse conditions.
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Fig. 1. Vertical profile of soil water content (SWC, %) at harvest in the well-watered
(plain) and drought (dashed) treatments (n=53 for each water treatment,
mean * SE). The horizontal bars representing SE are not visible on the graph
because the variability among pots was very small.

2.4. Foliar traits

Stomatal conductance for water vapour (Gs, mmol m2s~!) was
measured with a leaf porometer (SC-1 Decagon Devices, WA, USA)
on the abaxial face of fully expanded leaves of target beech seed-
lings. Measurements were taken under stable, low vapour pressure
deficit conditions (<2.0 kPa) between 9 h and 11 h (UTC, i.e. when
the whole greenhouse was in sunlight and before the depression of
Gs in response to vapour pressure deficit) (Lendzion and Leuschner
2008). At final harvest, leaf mass to area ratio (LMA, g m—2) and leaf
dry matter content (LDMC, g g~!) on a sample of ten mature leaves
were determined following Pérez-Harguindeguy et al.’s (2013) rec-
ommendations. Leaf carbon isotope composition (8'3C, %0) and leaf
nitrogen content (%) were measured on the same leaves. Analyses
were performed at the INRA Nancy Technical Facility of Functional
Ecology (OC 081) with an isotope ratio mass spectrophotometer
(Delta S, Finnigan MAT, Bremen, Germany; standard error of §'3C
for repeated measurements of standards +0.2%o). Isotopic measure-
ments are reported in the delta notation relative to the Vienna Pee
Dee Belemnite standard. 8'C was used as an estimate of intrinsic
water-use efficiency (Perez-Harguindeguy et al., 2013). Finally, all
remaining leaves and stems were harvested for biomass
measurement.

2.5. Roots traits

At harvest, the whole soil column of each pot was carefully
extracted and the substrate was blown away from the roots with
pressurized air. The root system of individuals sharing the same
pot was carefully untangled. Maximum root length (MRL, cm)
was recorded before dividing each root system into six sections:
from the collar to 20 cm deep (corresponding to root plug height),
20-30 cm, 30-40 cm, 40-50 cm, 50-60 cm, 60-70 cm. The roots
were then gently washed in a sieve with tap water to remove
any remaining substrate and were separated into two diameter
classes, fine roots (<2 mm) and coarse roots (>2 mm). A one
cm-long fragment of a fine, lignified root was collected from the
20-30 cm section and fixed for histological analysis. Representa-
tive root samples were collected from each target beech seedling

in the 20-30 cm and 40-50 cm sections and stored in tap water
at 4 °C until they were scanned (Epson perfection v700; resolution
300 dpi). Their length was determined with the WinRHIZO
software (v. Pro 2009¢c, Regent Instrumentals, Québec, Canada).
The samples were then oven-dried at 40 °C for at least 72 h and
weighed, and specific root length (SRL, m g~ ') was calculated as
the ratio between length and dry mass. Root mass density (RMD,
g dm 3 of soil) was determined for each section based on total root
biomass. Gale and Grigal’s (1987) widely used model was not suit-
able to describe the vertical distribution of the fine root density
due to the small depth of the pots so a quadratic equation was
derived from their concept, with a cumulative root fraction fixed
at 0 at the soil surface and 1 at the bottom of the pots, as follows:

1-70 =
Y:B*d+<74gooﬁ>*d7 (M

where Y is the cumulative root fraction from the surface to soil
depth d (cm) and P the estimated parameter. p (no unit) was the
single parameter in the model and was used as a descriptive
variable of the vertical fine root distribution. p values ranged from
0 to 0.04, high values indicating a larger proportion of roots near
the surface.

Near-Infrared spectroscopy (NIRS) was used to characterize the
biochemical composition of the roots. Fine root samples from the
20-30 cm section were finely ground, placed in a ring cup contain-
ing approximately 1.0 g of powder, and analysed with a Vertex 70
spectrophotometer (Bruker Optics, Germany). The reflectance of
the samples was measured in the infrared region at 2 cm™~! inter-
vals between 9996 and 549 cm~! (which corresponds to between
1000 and 18,215 nm). Data were transformed into their first
derivate spectra in combination with a standard normal variate
transformation (Davies, 2007). Only the most informative region
of the spectra, i.e. between 5300 and 4500 cm™~!, was analysed.

Xylem anatomy was determined in the lignified fine roots
(0.8 < diameter < 1.4 mm). The root segments were fixed in a
phosphate-buffered saline solution containing 3.5% paraformalde-
hyde and 0.5% glutaraldehyde, and stored at 4°C. The fixed
samples were then rinsed with distilled water and dehydrated in
a series of ethanol baths (25% and 50% for 2 h each; 70%, 95%,
and 100% for 20 min each). The root segments were then embed-
ded in paraffin. Cross sections of 5 um were cut with a rotary
microtome (Microm HM355S, Thermo Scientific) equipped with
an N35 Feather blade (VWR). Sections were coloured with a mix-
ture of alcian blue 8 GX 0.5% and safranine 1.0% and mounted with
histolaque. Pictures of the cross-sections were taken with a digital
camera (Sony XCD-U100CR) mounted on a light microscope (Zeiss
AxiolmagerM2) and analysed with Image] (http://rsb.info.nih.gov/
ij/) to determine anatomical features. After delimitation of the stele
area, the vessels were semi-automatically identified and their
mean diameter recorded. Theoretical vessel hydraulic conductance
(Kh, m®s 'MPa') was estimated according to the Hagen-
Poiseuille law (Tyree and Ewers 1991; Scholz et al. 2013):

7 * Dv*

Kh=Togm

2)

where Dv is the vessel diameter and 1 is the viscosity index of
water (1.002 x 1072 MPa at 20 °C). Vessel density was calculated
as the ratio between the vessel number and the stele cross section
area. Specific root hydraulic conductivity (Ks, m s~! MPa~') was cal-
culated as the ratio between the sum of the hydraulic conductance
of all vessels and the stele cross section area.
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2.6. Growth

Height (H, cm) and diameter at collar (D, mm) were measured
at two dates (the start of the water treatment - May 27", subscript
1; the day just before the final harvest - September 10, subscript
») and used to calculate height or diameter relative growth rate
(RGRy and RGRp, mm m~'d™!) over the period of treatment, as
follows:

(lHXZ — lHX1)
(ta —t1)

where t is time and X is height or diameter.

The leaf, stem, coarse-root and fine-root biomass were deter-
mined for each seedling (targets and competitors) after oven-
drying the material at 60 °C for 48 h. Root-to-shoot biomass ratio
(R/S) and fine root-to-leaf biomass ratio (FR/L) of target seedlings
were calculated based on biomass data.

RGR = (3)

2.7. Statistical analyses

All statistical analyses were performed with the R software
(R Development Core Team 2015). B was determined by the ‘nls’
function and analysed as a quantitative variable. Competition
effect was tested with a linear model (‘Im’ procedure) combined
with a one-way ANOVA. Tukey contrasts (‘glht’ procedure, ‘mult-
comp’ package) were used for multiple comparisons among com-
petition treatments. To disentangle the effects of species identity
from those of competitor size, ANCOVA analyses were conducted
with the competition treatment as the predictor variable and total
dry biomass of the competitor as a co-variable. Depending on the
data structure, pairwise comparisons between the well-watered
and drought treatments were performed with Student’s t-Test,
Welch’s t-Test or the Mann-Whitney test. To test homoscedasticity,
Bartlett (‘bartlett.test’) or Levene tests (‘leveneTest’, ‘car’ package)
were used depending on the structure of the data; to test for
normality Shapiro-Wilk (‘shapiro.test’) tests were applied. The
influence of water and competition treatments on infrared spectra
was analysed through PERMANOVA analysis (‘adonis’, ‘vegan’
package). Principal Components Analysis (PCA) was also performed
to derive explanatory variables (‘ade4’ package). In all the analyses,
a block effect was included but was never significant. Significance
level is p < 0.05 unless specified otherwise.

3. Results
3.1. Seedling performance before applying water treatments

Before the start of the water treatment, height, diameter and
leaf mass-to-area ratio (LMA) of beech seedlings were similar
among competition treatments (data not shown). Competition
had however a significant effect on stomatal conductance (Gs):
beech seedlings competing with a pine (BP) had significantly lower
Gs (218 £ 21 mmol m~2 s~!) than beech seedlings competing with
an oak (BO, 303 +13 mmolm2s~!) or with another beech (BB,
283 £ 23 mmol m2s7!). Beech seedlings growing alone had an
intermediate Gs value (B, 263 + 26 mmol m 2s!).

3.2. Effect of competition with a conspecific in well-watered conditions

The relative growth rates in height and diameter (RGRy and
RGRp) of beech seedlings were significantly lower in BB (beech
competing with another beech) than in B (beech growing alone)
(p <0.01, Table 1). Lower above-ground growth of beech was con-
sistent with lower total, leaf and stem biomass, even though the
difference was significant only for leaf biomass (Fig. 2, Table 1).

Fine root biomass and coarse root biomass were not significantly
affected by the presence of a conspecific (Table 1). The root-to-
shoot biomass ratio of beech seedlings in BB tended to be higher
than in B and the fine root-to-leaf biomass ratio (FR/L) was signif-
icantly higher (p < 0.01, Fig. 2). Regarding foliar traits, Gs and leaf
nitrogen content tended to be lower in BB for target beech seed-
lings (Fig. 3). Also in BB, LMA was significantly lower and leaf dry
matter content higher (p < 0.01, Fig. 3). Leaf carbon isotope compo-
sition (6'3C) was not affected by the presence of a conspecific
(Fig. 3), indicating similar intrinsic water use efficiency. Fine root
distribution and specific root length (SRL) were also similar in
the B and BB competition treatments (Figs. 4 and 5). The NIRS spec-
tra showed no difference between the two treatments, indicating
similar root biochemical composition (Fig. B.1). Meanwhile, maxi-
mum root length was shorter for beech seedlings growing alone
(p <0.01, Fig. 2) and root anatomy showed significant differences:
roots of beech seedlings in BB had a lower vessel density but a
higher mean vessel hydraulic conductance (Kh), the combination
leading to higher (though not significantly) specific root hydraulic
conductivity (Ks, Fig. 4).

3.3. Effect of competition with an allospecific in well-watered
conditions

The growth and thus the size of competitors significantly dif-
fered among species (Fig. C.1). The total dry biomass of competing
oak seedlings (18.8 £ 2.1 g) was more than twice as low as that of
competing pine or beech seedlings (53.6+3.0g and 52.8+3.9¢g,
respectively). Furthermore, the lack of difference in growth and
functional traits between beech seedlings growing alone and beech
seedlings growing with an oak suggests a low impact of competing
oak on beech (Figs. 2-4, Table 1). Despite a large and common
range in the total biomass of beech and pine competitors, size
had no effect on the total dry biomass of the target beech seedlings
(data not shown).

We also tested the effect of competitor identity on beech seed-
ling traits in BB and BP. RGRy, RGRp, total biomass, biomass of the
different compartments, SRL in the 40-50 cm deep section, and the
foliar functional traits of target beech seedlings were not signifi-
cantly different in BB and BP (Figs. 2-4, Table 1). In contrast, target
beech SRL in the 20-30 cm deep section was significantly lower in
BP than in BB (Fig. 4). The vertical distribution of fine roots was
similar whatever the competitor identity (Fig. 5). Nevertheless,
the maximum root length of beech seedlings tended to be longer
in BB than in BP (92 + 2 cm and 86 * 2 cm, respectively, p = 0.08).
Root anatomy showed a significantly higher Kh for beech seedlings
in BB and their Ks was also higher, though the difference was not
significant (Fig. 4). No significant difference in NIRS spectra was
found (Fig. B.1), suggesting no differences in root biochemical
composition.

3.4. Effect of drought on competition interactions

Drought induced significantly lower RGRy, RGRp, total biomass
and compartment biomass for target beech seedlings (Fig. 2,
Table 1). Root-to-shoot biomass ratio, however, was not signifi-
cantly impacted by drought (Fig. 2). There was a trend toward
higher FR/L in the drought than in the well-watered treatments,
but it was significant only in B. Higher FR/L values were related
to much lower leaf biomass (Table 1). Compared to the well-
watered treatment, beech seedlings in the drought treatment had
significantly higher 6'3C and, except for leaf nitrogen content, glob-
ally lower values for all the other foliar traits, even though values
were not always significant for all the competition treatments
(Fig. 2). SRL in the 20-30cm deep section was not affected
by drought in any competition treatment. However, SRL in the
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Table 1

Coarse-root, fine-root, stem and leaf biomass, relative growth rate in height (RGRy) and diameter (RGRp) of target beech seedlings either grown alone (B), with another beech
(BB), a pine (BP) or an oak (BO) in the well-watered and drought treatments (mean + SE). Different letters indicate significant differences between competition treatments within
the well-watered and the drought treatments (p < 0.05). Asterisks indicate significant differences between the well-watered and the drought treatments within a competition

treatment.
Coarse root (g) Fine root (g) Stem (g) Leaf (g) RGRy (mmm~'d™1) RGRp (mmm~'d™)
Well-watered
B 148+2.1a 140+16a 239+41a 81+x13a 5.62+0.78 a 545%0.26 a
BB 132+14a 133+1.1a 152+13a 44+05b 1.40+0.54 c 4.18 £0.20 bc
BP 141+12a 120+09 a 16.1£28a 44+0.6b 2.60 £ 0.82 bc 3.80+0.29 ¢
BO 16.1£15a 16013 a 213+20a 7107 a 4.14+0.67 ab 5.00+£0.29 ab
Drought
B 9.6+0.7 a 8.7+08a 12.8+0.7 a 27+x03a 047+£0.15a 2.76 £0.21 ab’
BB 85+0.7 a 83+09a 93+05b 28+03a 0.75+0.17 ab 240+0.14 b
BP 83+08a 9.1+09a 93+06b 2.7+0.3 a” 0.59+0.14 a 2.60 £ 0.26 ab
BO 10.0+£0.6 a 9.0+0.7 a 11.3+0.7 ab 34+03a 1.44+026 b 3.05+0.26 a
© p<o.10.
" p<0.05.
* p<0.01.
“* p<0.001.
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Fig. 2. Total biomass (a), maximum root length (MRL) (b), root-to-shoot ratio (R/S) (c), and fine root-to-leaf ratio (FR/L) (d) of target beech seedlings either grown alone (B),
with another beech (BB), a pine (BP) or an oak (BO) in the well-watered (white) and drought (black) treatment (mean # SE). Different letters indicate significant differences
among competition treatments within a water treatment (upper case: well-watered; lower case: drought, p < 0.05). Asterisks indicate significant differences between water

treatments within a competition treatment ('p < 0.05; “p <0.01, ""p < 0.001).

40-50 cm deep section was significantly reduced by drought
(Fig. 4). In the drought treatment, the fine root distribution of
beech seedlings was significantly shallower (Fig. 5) and maximum
root length was shorter (Fig. 2). Drought significantly increased
vessel density but reduced vessel diameter, and thus Kh and Ks
(Fig. 4). Drought conditions had a clear effect on NIRS spectra
(p<0.001) indicating a change in root biochemical composition
(Fig. B.1).

Under drought, differences in growth and functional traits
among competition treatments were relatively few. RGRy was sig-
nificantly higher for beech seedlings in BO than in B or BP. RGRp
was higher in BO than in BB (Table 1). Stem biomass was signifi-

cantly higher for beech seedlings in B than in BB and BP (Table 1).
FR/L of beech seedlings was higher in BP and B than in BB and BO,
but differences were significant only between BP and BO (Fig. 2).
The LMA of beech seedlings in BP was significantly lower than in
BB and BO (Fig. 3). The LDMC of beech seedlings in BO was signif-
icantly lower than in B (Fig. 3). Concerning root traits, only SRL in
the 20-30 cm deep section showed significant differences among
competition treatments. As in the well-watered treatment, beech
seedlings in BP had significantly lower SRL than in the other com-
petition treatments.

The impact of drought on growth and functional traits was
related to trait values under well-watered conditions (Figs. 2-4
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Fig. 3. Leaf dry matter content (LDMC) (a), leaf mass-to-area ratio (LMA) (b), stomatal conductance for water vapour (Gs) (c), leaf carbon isotope composition (5'3C) (d) and
leaf nitrogen content (e) of target beech seedlings either grown alone (B), with another beech (BB), a pine (BP) or an oak (BO) in the well-watered (white) and drought (black)
treatment (mean = SE). Different letters indicate significant differences among competition treatments within a water treatment (upper case: well-watered; lower case:
drought, p < 0.05). Asterisks indicate significant differences between water treatments within a competition treatment ('p <0.05; “p <0.01, p <0.001).

and D.1). The negative impact of drought on RGRy, RGRp, leaf bio-
mass, maximum root length, SRL in the 40-50 cm deep section, Ks
and Kh was greater in the competition treatments with the highest
values of these parameters under well-watered conditions. Con-
versely, the positive impact of drought on FR/L, LDMC and vessel
density was greater in the competition treatments with the lowest
values of these parameters under well-watered conditions. Drought
conditions therefore reduced the range of trait values observed
among competition treatments in the well-watered treatment.

4. Discussion

4.1. The presence of a competitor affects beech performance in well-
watered conditions

Above-ground growth of beech seedlings was lower in the pres-
ence of a conspecific competitor, demonstrating a clear negative

impact of overly dense planting on performance (Table 1). This pat-
tern could be the consequence of competition for both above- and
below-ground resources. At aboveground level, beech seedlings
competing with a conspecific (BB) and beech seedlings grown
alone (B) had similar leaf 3'3C values (Fig. 3). As leaf §'3C is a
time-integrated parameter influenced by numerous environmental
factors such as light, soil water, air humidity and soil nutrient con-
tent (Fotelli et al., 2003), these similar values in B and BB indicate
that conditions were similar throughout the experiment in these
two treatments. However, lower leaf mass per unit area and the
tendency toward lower leaf nitrogen content in BB compared to
B suggest that competition for nitrogen may have occurred despite
fertilization (Fig. 3) (Perez-Harguindeguy et al., 2013). At below-
ground level, the morphology, distribution and biochemical com-
position of fine roots were not affected by the presence of the con-
specific (Figs. 4 and 5). Yet, it has been suggested that changes in
physiological properties of fine roots - rather than in morphology
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Fig. 4. Specific root length in the 20-30 cm deep section (SRL20-30) (a), specific root length in the 40-50 cm deep section (SRL40-50) (b), vessel hydraulic conductance (Kh)
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treatment (upper case: well-watered; lower case: drought, p < 0.05). Asterisks indicate significant differences between water treatments within a competition treatment

(®°p<0.10; 'p<0.05; “p<0.01, p<0.001).

or in distribution - are a more efficient adaptive strategy to
improve soil resource uptake when conditions become limiting
(Richards et al., 2010). The presence of a conspecific led to fewer
but larger vessels, inducing a slightly higher specific root hydraulic
conductivity in BB than in B (Fig. 4), making a higher water trans-
port capacity likely. Furthermore, beech seedlings in BB showed
higher root-to-shoot and fine root-to-leaf ratios. European beech
has been found to show high allocational plasticity in response
to limited resource (van Hees, 1997; Schall et al., 2012; Hertel
et al.,, 2013). Here, the biomass allocation in favour of roots con-
firms that conspecific competition was greater for soil resources
than it was for light. This is also supported by the higher maximum
root length of beech seedlings grown with a conspecific, pointing
to deeper root prospection for these plants (Fig. 2). In such a pot
experiment, even though soil water content was maintained high,

low soil hydraulic conductivity may have induced local, punctual
micro-competition for water for beech seedlings in BB with loca-
lised water depletion around the absorbing roots (Davies and
Bacon, 2003). To summarize, consistent with previous findings by
Beyer et al. (2013), beech performance was altered by the presence
of a conspecific competitor even under well-watered and well-
fertilized conditions. This effect appeared to be due more to
below-ground interactions (competition for soil resources) than
to above-ground ones (shade effect).

In light of the high sensitivity of European beech to plant com-
petition, we tested beech sensitivity to allospecific competition
with sessile oak and Scots pine by comparing BP or BO with BB.
Oak had no effect on above- and below-ground growth or func-
tional traits of the beech seedlings and the presence of pine only
induced lower specific root length, the other measured traits not
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Fig. 5. Vertical distribution of fine roots of target beech seedlings expressed as root
mass density (RMD) under well-watered (a) and drought (b) treatments
(mean * SE) for each competition treatment. Beech seedlings were grown either
alone (B, black circle), with another beech (BB, open triangle), a pine (BP, open
square) or an oak (BO, grey diamond). Values of B, the estimated parameter of Eq.
(1), characterize the vertical distribution of fine roots (high values indicating a
larger proportion of roots near the surface) in the well-watered (white) and drought
(black) treatments (mean * SE) (c). Different letters indicate significant differences
among competition treatments within a water treatment (upper case: well-
watered; lower case: drought, p < 0.05). Asterisks indicate significant differences
between water treatments within a competition treatment (" p < 0.001).

being different between BB and BP (Fig. 4). Under well-watered
conditions, despite strong belowground interactions created by
narrow pots, beech response to allospecific competition was thus
very weak. The lack of effect of oak was surprising as previous
results showed interactions between these two species (Pretzsch
etal., 2013; Del Rio et al., 2014). This could be explained by the size
of the oak competitors which were too small to actively compete

with beech or by the different functional characteristics of two spe-
cies. Furthermore, oak and beech seedlings may occupy slightly
different belowground niches, even in a pot experiment. For pine,
the lower SRL in BP compared to BB was not expected as previous
experiments have reported an increase in SRL when beech is in
mixtures with conifers (Hendriks and Bianchi, 1995; Bolte and
Villanueva, 2006; Bolte et al., 2013). SRL is related to soil exploita-
tion strategies: a higher value means a higher length for a given
biomass and thus higher foraging capacity. In our experiment,
the lower SRL of beech seedlings in BP suggests less foraging capac-
ities but this cannot be explained by a release from competition
intensity. Yet, drought is also known to decrease SRL (Ostonen
et al., 2007), but soil moisture was kept high in our well-watered
treatment. Allelopathy or soil acidification by pine (Fernandez
et al., 2006; Kato-Noguchi et al., 2012) might have caused the
death of thinner roots or decreased root growth, leading to lower
SRL. In any case, an impact by pine on the root morphology of
beech seedlings could lead to a lower foraging capacity that could
in turn reduce growth in the long run (Curt et al., 2005). Another
important feature that drives competition relationship is root seg-
regation. Based on what has often been observed for beech in situ
(Buttner and Leuschner, 1994; Hendriks and Bianchi, 1995; Bolte
and Villanueva, 2006; Bolte et al., 2013), we expected a vertical
stratification of fine roots. Instead, fine root distribution was simi-
lar whatever the competition treatment and no clear shift in soil
exploitation was found among treatments. In conclusion, even
though there is strong functional divergence between pine and
beech, interspecific competition was just as strong as intraspecific
competition at the seedling stage under non-limiting resources.

4.2. Effects of drought and impact on interactions

Compared to the well-watered treatment, beech seedlings in
the drought treatment had lower growth and their leaf traits
showed classical responses to drought: higher 8'>C and leaf dry
matter content, and lower leaf mass to area ratio and stomatal con-
ductance (Figs. 2 and 3 and Table 1). Root biomass was lower and
fine root distribution was shallower; the roots were then mainly
concentrated in the top of the pot, where water was regularly
added. The SRL of the deep and drier section was lower relative
to the well-watered treatment (Fig. 4), as previously observed by
van Hees (1997). Fine roots also tended to have smaller but more
numerous vessels (Fig. 4), a response considered to limit vulnera-
bility to embolism under drought (Brunner et al., 2015). The
change in the biochemical composition of beech roots (Fig. B.1)
suggests suberisation or osmoregulation in response to drought
(Brunner et al., 2015). Growth performance and functional traits
were affected by the drought treatment at both above- and
below-ground levels, confirming the drought sensitivity of Euro-
pean beech (Packham et al., 2012).

The main objective of this experiment was to assess whether
drought alters the nature and strength of the interactions between
the competitors. We expected a positive effect of interspecific com-
petition. This hypothesis was verified for beech seedlings grown
with oak. Indeed, under drought, their relative growth rate was
higher than in the other two competition treatments, and also
higher than when the beech seedlings were grown alone. Further-
more, the leaf dry matter content of the beech seedlings grown
with oak was lower than in the other treatments, indicating higher
leaf water content (Table 1, Fig. 2). This pattern could be explained
by a facilitation for water acquisition when these two species are
mixed, as previously found in mature forest stands (Pretzsch
et al., 2013). Zapater et al. (2011) and Pretzsch et al. (2013) sug-
gested that oak may facilitate beech growth in mature stands
thanks to its ability for hydraulic lift of soil water. This is unlikely
to have happened in our experiment, however, as the pots were
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watered from the top. Instead, the facilitation between these two
species may have been related to a better use of the available
water, for instance involving differences in the timing of water
uptake and storage by the roots. Other mechanisms, such as a
change in soil microbiota leading to improved nutrient use effi-
ciency cannot be excluded and require further experiments
(Montesinos-Navarro et al., 2012).

The presence of a pine competitor did not benefit the beech
seedlings under drought conditions: their relative growth rate
was similar to when they were grown alone or in the presence of
a conspecific (Table 1). Pine had no major effect on beech seedlings
under well-watered conditions, nor under severe drought. This is
surprising as Scots pine and European beech have strong functional
and ecological divergences that were found to lead to overyielding
in mixed mature forests (Condés and del Rio, 2015; Pretzsch et al.,
2015). Particularly, the species have different water management
strategies, beech being anisohydric while pine is isohydric. This
could favour beech growth under moderate drought conditions
(Pretzsch et al., 2013; Pretzsch et al., 2015). Nevertheless, the lack
of any interaction effects between the two species under severe
drought is in accordance with other results found on mature trees.
Competition had a slight effect on the relative growth rate of Dou-
glas fir during dry years but had no effect under extreme drought
(Carnwath and Nelson, 2016). Similarly, Kunstler et al. (2011) con-
cluded that the importance of competition on mature tree growth
declines with increasing abiotic stress.

In our study, oak facilitated beech performance under drought
conditions whereas pine did not. But the presence of pine was
not more detrimental to beech seedlings than when growing with
conspecifics. Thus, under the current climate change scenarios,
mixing these two species does not seem inappropriate in naturally
regenerated systems.

5. Conclusions

Under well-watered conditions, below-ground competition
occurred between European beech seedlings and conspecifics or
Scots pine. Yet, the developmental, morphological and anatomical
root traits that we measured showed weak responses to competi-
tion and no clear shift in soil exploitation. This suggests that fur-
ther experiments on species interaction should investigate the
impact of competition on root functional traits, such as hydraulics
or nutrient uptake. Drought decreased the importance of negative
interactions between seedlings and a positive interaction even
occurred between beech and oak, such positive effect not being
found with pine. Our results suggest that under the drier climatic
conditions expected in the future, naturally regenerating European
beech in mixtures with oak may be advantageous for beech seed-
ling survival and growth. In contrast, favouring regeneration or
developing plantations which include beech and pine may be less
advantageous.
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Développement racinaire du hétre (Fagus sylvatica) en interaction avec d’autres espéces
forestiéres et en fonction de la disponibilité en eau. Conséquences sur la croissance et le
fonctionnement hydrique et carboné.

Résumé: Le lien qui existe entre la diversité et la productivité des écosystémes constitue un
sujet central en écologie. De nombreuses études ont montré une relation positive entre la
diversité et la productivité des foréts, ainsi que leur résistance a différents stress comme a la
sécheresse. En revanche, peu de travaux ont permis de comprendre les mécanismes a
I'origine des avantages observés dans les foréts a plusieurs espéces comparés aux foréts
monospécifiques. En particulier, en raison de la difficulté d'acces aux racines, le réle du
compartiment souterrain dans les interactions entre espéeces est particulierement méconnu.
L'objectif de ma these a été d'étudier I'influence des interactions entre especes d’arbres sur
le systéme racinaire du hétre (Fagus sylvatica) sous différents niveaux de contrainte
hydrique. Ces travaux ont montré que, au stade jeune plant, la compétition souterraine
entre hétre, chéne et pin était forte et que mélanger les espéces a ce stade pouvait
influencer la croissance du hétre. La disponibilité en eau a un fort impact sur la croissance
des plantules de hétre mais la présence d’autres especes a proximité des jeunes plants de
hétre n’a pas amélioré leur réponse a la sécheresse. Au stade adulte, dans une plantation
forestiére, nous avons montré que la présence de I'érable n’influencait que légérement la
profondeur d’extraction de I'eau du hétre ou la distribution verticale de ses racines. Nous
concluons (i) a une absence de séparation des niches souterraines entre ces deux especes,
tant au niveau spatial que fonctionnel (vis a vis de I'acquisition de I'eau), et (ii) que les
mécanismes d’interaction souterraine ne semblent pas expliquer I'origine de la productivité
plus forte dans la zone de mélange que dans les zones de monocultures. Enfin, j'ai montré
gue les peuplements mélangés hébergent une communauté fongique plus riche par rapport
aux peuplements purs. Cette plus forte richesse de la communauté fongique dans le
mélange pourrait contribuer a une meilleure acquisition des ressources hydriques et
minérales dans le mélange. Mon travail suggere que les interactions souterraines entre le
hétre et d’autres especes forestiéres ne sont probablement pas le mécanisme principal
expliquant les effets positifs des mélanges sur la productivité.

Mots-clés: Forét mélangée, compétition, NIRS, sécheresse, mycorhize, développement
racinaire, Acer pseudoplatanus, Pinus sylvestris, Quercus petraea, Fagus sylvatica, SRL.



Root development of European beech (Fagus sylvatica) when competing with other tree
species and under various water availability levels. Consequences on growth and water

and carbon functioning.

Abstract: The link between species diversity and ecosystem productivity is a central issue in
ecology. Numerous studies have shown a positive relationship between forest diversity and
productivity, as well as a greater resistance to various stresses such as droughts. On the
other hand, few studies demonstrated the mechanisms behind the benefits observed in
multi-species forests compared to monospecific ones. In particular, the role of belowground
interactions among species in explaining the origin of positive effects of species diversity on
ecosystem functioning is unknown. The aim of my PhD work was to study the influence of
tree species interactions on the root development of beech (Fagus sylvatica) under different
levels of water conditions. We showed that at the seedling stage, underground competition
between beech, oak and pine was strong and that mixing these species could influence the
growth of the beech. Water availability had a strong impact on the growth of beech
seedlings, but the presence of seedlings of other species competing with beech did not
particularly improve its response to drought. At the adult stage, in a forest plantation, we
showed that maple trees competing with beech did not strongly modify the mean depth of
soil water extraction of beech trees or the vertical distribution of beech roots. We conclude
that (i) there was no separation of the underground ecological niches of these two species,
both spatially and functionally (with respect to water acquisition), and (ii) that the
mechanisms of belowground interaction between these two species do not seem to explain
the origin of the higher productivity in the mixture than in the monoculture zone. Finally, the
richest fungal communities were found in the mixed species zone: we hypothesize that
greater fungal community richness in the mixture may improve water and nutrient
acquisition and then contribute to higher productivity in the mixed species zone. My work
suggests that underground interactions between beech and other forest species are
probably not the main mechanism explaining beneficial effects of mixtures on productivity.

Key words: Mixed forest, competition, NIRS, drought, mycorrhizae, root development, Acer
pseudoplatanus, Pinus sylvestris, Quercus petraea, Fagus sylvatica, Beech, SRL.
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