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of the single species litter. Lines represent the corresponding fitted curves from the model. Asterisks
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Figure VI111-S5: Schematic diagram showing the model relating litter water content to evaporation
rate, the reaction rate to the litter water content and the remaining mass to the change of reaction rate
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Figure VI11-S6: Schematic diagram showing the interaction scenario between two litters with
different hydric properties. Litter 1 has a high LWC and a low evaporation rate. Litter 2 has a low
LWC and a high evaporation rate. The flows of water are shown when LWCL1 is greater than LWC2
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I.1 Les tourbiéres, un écosystéeme remarquable

1.1.1 Place des tourbiéres dans le monde

Les tourbieres sont des zones humides accumulant une quantité importante de matiére
organique sous forme de tourbe sur une épaisseur d’au moins 30 cm a plusieurs metres de
profondeur (Gorham, 1991). La tourbe est constituée majoritairement de débris végétaux peu
décomposés contenant au moins 30% de matiere organique (MO; Joosten and Clarke, 2002).
Cette accumulation de MO permet le stockage d’une grande quantité de carbone (C). En effet,
les tourbiéres auraient stocké depuis le début de I’Holocene entre 270 et 547 Gt C représentant
15 a 30% du C des sols mondiaux alors que leur superficie ne représente que 3% des terres
émergeées (Turunen et al., 2002). Cette accumulation de C est possible grace a un déséquilibre
important entre la production primaire et la décomposition (e.g. Bragazza et al., 2009).
Dans ces milieux, le C est davantage assimilé¢ par la photosynthése qu’émis lors de la
décomposition et ce, malgré une faible production primaire. L’accumulation de la tourbe s’y
opere grace a la faible décomposition de la MO avec une activité réduite des décomposeurs de
par (i) les conditions environnementales particuliéeres du milieu et (ii) une végétation
caractéristique.

Une des conditions environnementales majeures déterminant la création d’une tourbicre
est un bilan hydrique positif avec des apports d’eau supérieurs a leurs pertes. Ceci permet
de créer et maintenir des conditions anoxiques qui, associées a d’autres facteurs (e.g.

oligotrophie, acidité des eaux), limitent la décomposition de la MO. Les conditions climatiques

Figure I-1 Distribution des tourbiéres dans le monde (Source: International Peatland Society)
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favorisant cet excédent d’eau conditionnent la répartition mondiale des tourbiéres. Ainsi, on
retrouve plus de 85% des tourbiéres dans 1’hémisphére nord, notamment en haute latitude
(Sibérie, pays scandinaves, nord du Canada et Alaska, Fig. I-1) ou les conditions humides et
froides limitent les pertes par évapotranspiration et la décomposition des débris végétaux. Les
surfaces sous climat tropical sont également le lieu de formation de tourbieres grace aux fortes

précipitations permettant un bilan hydrique positif et ce, malgré les températures élevées.

Basée sur une production primaire supérieure a la décomposition, la formation des tourbiéres

se met en place par I’'un des deux processus suivants:

- DPatterrissement, avec le remplissage progressif d’une cuvette d’eau (lacs, étangs ou
mares) par des sédiments organiques remplacés au fur et a mesure par I’accumulation
de débris organiques de végétaux autochtones

- la paludification, se met en place dans des zones a forte humidité permettant
I’accumulation de matiére organique et le passage progressif de prairies, plaines

alluviales ou foréts en tourbiéres.

La nature des différents apports en eau par le ruissellement, les nappes ou les précipitations

permet de différencier deux grands types de tourbiéres:

- Les tourbieres ombrotrophes qui sont alimentées par les eaux de pluie, sont pauvres en
éléments nutritifs avec un pH acide et une végétation composée majoritairement de
sphaignes

- Les tourbieres minérotrophes qui sont alimentées par les eaux de ruissellement sont
plus riches en éléments nutritifs avec une végétation constituée davantage d’herbacées

et d’arbres.

D’autres classes de tourbiéres peuvent ensuite étre déterminées selon différentes
caractéristiques du milieu tels le pH, la disponibilité en nutriments, la teneur en eau du sol ou
encore les communautés végétales. Alors que le climat et I’hydrologie jouent un réle important
dans la naissance et le développement des tourbiéres, la végétation, facteur indissociable des
deux premiers, joue un role essentiel dans le bilan entre production végétale et décomposition
de la MO.

.1.2  Une vegétation caracteristique: les sphaignes

La vegétation des tourbiéres est généralement repartie en 4 types de communautés végétales
(Rydin et Jeglum, 2013):
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Les arbres, en faible densité dans les tourbieres boréales et tempérées, sont représentés
majoritairement par les pinacées (Pinus spp, Larix spp et Picea spp) et les bétulacées
(Betula spp et Alnus spp)

Les arbustes, présents dans de nombreuses tourbieres, regroupent majoritairement des
éricacées (e.g. Erica tetralix et Calluna vulgaris)

Les graminoides, regroupant les poacées (telle que la molinie bleue) et des plantes a
morphologie similaire tels que les familles des juncacées et des cypéracées (comprenant
les laiches - Carex spp - et les linaigrettes — Eriophorum spp)

Les bryophytes, dominantes dans de nombreuses tourbiéres boréales et tempérées, le
genre Sphagnum est une mousse qui joue un role déterminant dans 1’édification d’une

tourbiére.

En grande majorité, la tourbe des hautes latitudes est issue de la décomposition des

bryophytes, essentiellement des sphaignes (Turetsky, 2003). De par leur morphologie, leur

anatomie, leur physiologie et leur composition, les sphaignes promeuvent les conditions

humides et contrblent les caractéristiques physico-chimiques des eaux (acidité, anoxie,

oligotrophie). Ces conditions sont justement celles qui favorisent la croissance des sphaignes.

Ces mousses sont donc de véritables espéces ingénieurs des tourbieres (van Breemen, 1995)

capables de créer les conditions favorables a leurs propres croissances et par la méme entrainer
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Figure 1-2 Influence des bryophytes sur les cycles du carbone et I'azote dans les écosystemes
terrestres, avec un effet positif (+) ou négatif (-) sur les activités microbiennes, les feux et les
ruissellements (Turetsky, 2003).
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I’accumulation de la tourbe. A cela s’ajoute la capacité des sphaignes, et plus généralement
des bryophytes, a réduire la disponibilité de 1’azote pour les plantes vasculaires et les microbes,
a avoir une matiere organique récalcitrante et a produire des composés antimicrobiens (Jassey
et al., 2013). Ces conditions réduisent 1’activit¢é microbienne (Turetsky, 2003, Fig. 1-2), et
permettent I’accumulation de C a I’échelle globale. Il en résulte que les sphaignes auraient
permis I’établissement de la moitié des tourbiéres nordiques et le stockage de plus de 150 Gt de

C (Rydinetal., 2013).

.1.3  Les services ecosystémiques

Outre leur capacité a stocker une grande quantité de C, les tourbiéres possedent de
nombreux intéréts bénéfiques pour les sociétés humaines qu’il convient de bien identifier afin
de procéder a la gestion conservatoire de ces espaces naturelles et/ou a la restauration de leurs

fonctions.
[.1.3.1 Services biologiques

La diversité biologique ou biodiversité peut se définir a plusieurs échelles: au niveau de
I’écosystéme (diversité écosystémique), au niveau des especes (diversité interspécifique) et au
sein d’une méme espéce (diversité intraspécifique). Les tourbiéres jouent un role important dans
le maintien de la biodiversité sur tous ces niveaux de par les différentes classes de tourbieres et
leur forte hétérogénéité spatiale (diversité écosystémique), de par leurs nombreuses espéces
spécialisées dont de nombreuses espéces rares, reliques ou menacées (diversité interspécifique)
et de la variabilité phénotypique et génotypique d’une méme espece (diversité intraspécifique,
Minayeva and Sirin, 2012)

[.1.3.2 Services archéologiques

Les tourbieres sont des sources d’informations de leur environnement passé€. Les dépdts de
tourbe conservent les restes de plantes (e.g. grains de pollen) et d’animaux vivant au sein de la
tourbiére permettant I’archivage d’informations environnementales et climatiques mais aussi
des activités anthropiques passées (Parish et al., 2008). Un des exemples les plus connus de
préservation par les tourbiéres est I’homme de Tollund, parfaitement conservé durant 2300 ans

qui a été découvert dans une tourbiere au Danemark en 1950.
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[.L1.3.3 Services culturels

Les sociétés humaines sont connectées depuis longtemps aux tourbieres a des fins de
collectes (plantes, chasse, péche). Cette exploitation est maintenant limitée et laisse désormais
place a des valeurs culturelles, esthétiques, récréatives et éducatives. En effet, les paysages
particuliers des tourbieres, provenant de sa végeétation peu ordinaire, sont souvent aménageés de
chemin de promenade pour les touristes et offrent un cadre privilégié pour les enseignements

des sciences environnementales, du primaire a 1’université.
[.1.34 Services de regulation et d’approvissionnement

Comme évoqué précédemment, les tourbieres jouent un rdle important sur le climat
mondial par leur fonction de puits de C mais aussi localement en régulant des conditions
climatiques notamment en maintenant une humidité élevée et des températures basses du
milieu. S’y ajoute un réle important sur I’hydrologie en atténuant les sécheresses et les
inondations, purifiant I’eau en éliminant les polluants. Grace a leur capacité de stockage en eau,
les tourbieres jouent un réle important dans le maintien et I’approvisionnement en eau potable

(e.g. Parish et al., 2008),

La capacité des tourbiéres a stocker le C est grandement dépendante de la synergie entre le
climat, I’hydrologie et la végétation. Cependant, les tourbieres vont étre affectées par les
changements globaux et peuvent avoir d’importantes rétroactions sur le climat selon la réponse
des échanges de gaz a effet de serre entre I’atmosphere et les tourbieres (e.g. Limpens et al.,

2008).

.1.4  Les tourbieres face aux changements globaux

Malgré les services fournis, la moitié de la surface des tourbiéres a disparu en Europe, soit
plus 300 000 km? (Joosten and Clark, 2002). Parmi les tourbiéres restantes, nombreuses ont été
dégradées par I’Homme pour permettre leurs mises en culture et n’accumulent plus de tourbe.
A cela, s’ajoute les effets des changements climatiques pouvant affecter le fonctionnement des
tourbiéres et leur fonction de stock de C. Ainsi, alors que le climat dépend de la quantité et de
la qualité du C dans 1’atmosphere, la fonction puits de C des tourbieres est importante pour la

régulation de celui-ci mais peut étre altérée par de nombreuses perturbations dont :
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[.1.4.1 Le drainage

Alors que I’utilisation des tourbiéres par ’homme a toujours eu lieu, leur forte dégradation
commence au 17°™ siécle lorsque celles-ci sont vues comme des terres & conquérir notamment
pour I’agriculture. Aujourd’hui, la mise en culture (en foresterie ou pour I’agriculture) est la
principale cause de perte de tourbiéres (99.8%) avec I’extraction de la tourbe qui est désormais
mineure (0.2% ; Joosten and Clarke 2002). La mise en culture des tourbiéres est généralement
accompagnée d’un drainage pour permettre une meilleure aération du sol et le développement
de nouvelles communautés végetales. Ces changements induisent des modifications de
parametres physiques (telle que la densité ou la conductivité thermique), chimiques (avec de
nouveaux composés biochimiques et de nouvelles enzymes) et biologiques (avec des
changements de végétation, de micro et mésofaune). Ces transformations modifient souvent le
taux de décomposition de la MO (et donc I’accumulation de la tourbe) et les émissions des
principaux gaz a effet de serre (CO2, CH4 et N2O). Alors que I’abaissement du niveau de la
nappe par le drainage diminue les émissions de CHa, cela induit une augmentation des
émissions de CO- et N2O (Strack, 2008). Il en résulte que la culture sur les sols tourbeux est
responsable de 32% des émissions globales des cultures et ceux malgré une production ne

représentant que 1.1% des calories issues des cultures (Carlson et al., 2016).
[.1.4.2 L’élévation de la concentration en CO2

Les plantes utilisent le CO2 pour la photosynthése. Une augmentation de la concentration
atmosphérique de CO pourrait stimuler son assimilation par photosynthése et ainsi la fonction
puits de carbone des écosystéemes. Cependant, la croissance des sphaignes ne semble pas étre
favorisée par I’augmentation des concentrations en CO2 (e.g. Berendse et al., 2001). Au
contraire, cette augmentation peut défavoriser la croissance des sphaignes au profit des plantes

vasculaires (Fenner et al., 2007).

La réponse des plantes a des concentrations plus élevées en CO2 conduit a une modification
des processus microbiens et une augmentation des émissions de CHas et CO» avec des apports
de carbone labile, via les exsudats racinaires, plus importants (Freeman et al., 2009).
Néanmoins, I’effet direct de I’augmentation de la concentration en CO2 semble moins important
que celui de I’¢élévation de la température, des changements d’humidité ou encore de

I’augmentation des dépdts azotés (Rydin et Jeglum, 2013).
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[.1.4.3 Augmentation de la température

Les prédictions d’augmentation de la température moyenne de 1’air indiquent que celle-Ci
serait plus importante sous les hautes latitudes de I’hémisphére nord (Fig. 1-3, Stocker et al.,
2014), précisément la ou se trouvent la majorité des tourbieres. Cette augmentation va avoir de
multiples effets interagissant entre eux : effets sur I’hydrologie, la période de végétation, les
limites de répartitions des plantes. L’effet du réchauffement climatique aurait un effet positif
sur I’assimilation, la dégradation et les émissions de carbone conduisant a une accélération du
cycle du carbone au sein des écosystemes. Alors que des saisons de végétation plus longues et
une augmentation des températures pourraient favoriser I’absorption du CO par les tourbiéres
(Griffis et al., 2000), cela implique également de plus fortes émissions de CO> causées par la
stimulation des activités cataboliques (e.g. respiration). Les effets sur le CH4 sont plus variables
avec des plus fortes émissions liées a une plus forte décomposition des litieres et aux surplus
de substrat émis par les racines mais aussi une diminution des émissions liée a une baisse du

niveau d’eau limitant la production tout en favorisant I’oxydation de celui-Ci.

RCP 2.6 RCP 8.5
(a) Change in average surface temperature (1986-2005 to 2081-2100)

(*C)

-2 -156 -1 <05 0 05 1 15 2 3 4 5 7 9 M

Change in average precipitation (1986-2005 to 2081-2100)

Figure 1-3 Prédictions des changements de temperature (a) et de précipitation moyenne (b)
d’ici 2081-2100 selon les modéles RCP 2.6 et RCP 8.5 (Stocker et al 2014).
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[.1.44 Changements des précipitations et du niveau de la nappe d’eau

Les changements climatiques impliquent également une augmentation des précipitations
dans les hautes latitudes et une diminution de celles-ci aux tropiques (Fig. 1-3). Les baisses de
niveau d’eau dans le sol sont généralement associées a une plus grande oxydation de la tourbe
menant a une augmentation de la décomposition de la MO et de la respiration mais aussi a une
diminution des émissions de CHa4. Au contraire, des conditions plus humides induisent de plus
fortes émissions de CHa et réduisent celles de CO- (e.g Waddington et al., 1996). Les teneurs
en eau du sol jouent également un réle important sur la production primaire notamment durant
la saison de végeétation (Lafleur et al., 2003). Une augmentation des précipitations dans les
tourbieres tempérées pourrait compenser 1’évaporation causée par 1’augmentation des
températures de 2°C (Gong et al., 2012). Cependant pour les tourbiéres tropicales,
I’augmentation de 1’évapotranspiration serait associée a une baisse des précipitations et donc

une baisse de la nappe d’eau et une augmentation des émissions de carbone des tourbiéres.
1.1.4.5 Augmentation des dépbts azotés

Les tourbieres sont généralement des milieux pauvres en ¢éléments nutritifs. L’apport
d’azote, via les dépots atmosphériques, le ruissellement des eaux ou I’action directe d’une
fertilisation, pourrait déséquilibrer les processus au sein des tourbiéres et augmenter la
respiration et les pertes de carbone (Bragazza et al., 2012). Cependant, 1’effet le plus rapporté
lors d’apports azotés est une modification des communautés végétales avec une augmentation
des plantes vasculaires (graminées, arbustes et/ou des arbres) et un déclin des sphaignes
(Berendse et al., 2001).

Ces modifications environnementales vont avoir des effets indirects sur le
fonctionnement des tourbiéres qui peuvent avoir des effets plus importants sur le cycle du C
que les perturbations déja citées tels qu’une intensification des feux dans les tourbicres
augmentant les émissions de C (Turetsky et al., 2011), une dégradation du permafrost ou encore

une modification des communautés vegétales au sein des tourbiéres.

1.2 Les changements de végeétation dans les tourbieres
1.2.1  Les facteurs majeurs induisant un changement de végétation

La combinaison des changements globaux peut induire un changement de végétation au

sein des tourbieres avec une augmentation des plantes vasculaires, surtout des graminoids et
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des ericacees, et ce, au détriment des sphaignes (Breewer et al., 2008; Buttler et al., 2015;
Dieleman et al., 2015). Ces modifications environnementales donnent un avantage compétitif
aux plantes vasculaires et diminuent le recouvrement des bryophytes (Myers-Smith et al., 2011;

Pearson et al., 2013) notamment de par:

- L’élévation des températures, identifiée parmi les principaux facteurs aboutissant a un
passage d’une tourbieére dominée par des sphaignes a celle dominée par des plantes vasculaires
(Dieleman et al., 2015). L’augmentation des températures diminue les avantages compétitifs
des sphaignes et permet la colonisation des plantes vasculaires, notamment des graminées.
Méme si la productivité des sphaignes augmente avec I’augmentation des températures avec un
optimum de photosynthese autour de 20-25°C (Breeuwer et al., 2008), 1’élévation des
températures tout comme 1’augmentation des concentrations en CO2 atmosphérique sont des
conditions favorables pour I’expansion des plantes vasculaires dans les tourbiéres en surpassant

les effets inhibiteurs du milieux tels que les pH acides (Dieleman et al., 2015).

- L’augmentation des concentrations en CO2 semble avoir des effets différents sur
chaque espece végétale avec une diminution, une stagnation ou une augmentation de la
croissance des sphaignes et des plantes vasculaires mais pouvant avoir des effets synergiques
avec I’augmentation des températures menant a une diminution du recouvrement des sphaignes

au profit des plantes vasculaires (Heijmans et al., 2002; Fenner et al., 2007).

- La baisse du niveau d’eau, pouvant étre associé a des élévations de températures ou
un drainage des tourbiéres, cette baisse favorise I’oxygénation du sol tourbeux. Cette aération
de la tourbe permet un meilleur développement de plantes vasculaires tel que les pins
(Frelechoux et al., 2000). Les changements globaux qui affectent la disponibilité en eau sont
considérés comme les facteurs les plus importants altérant la végétation dans les tourbiéres dans
les régions tempérées et boréales avec I’augmentation de température et les dépdts azotés (e.g.
Limpens et al., 2008).

- L’augmentation des dépots azotés. Bien que les sphaignes captent la majorité des
apports azotés atmosphériques et réduisent sa disponibilité pour les plantes vasculaires
(Berendse et al., 2001), celles-ci vont atteindre une teneur maximale si les apports d’azote
restent ¢levés. L’azote peut ainsi s’infiltrer dans le sol et étre disponible pour les plantes

vasculaires ce qui favorisera leur croissance (Berendse et al., 2001).

10
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Par conséquent, ces changements environnementaux pris indépendamment ou en interaction
peuvent modifier la composition et ’abondance des communautés végétales au sein des
tourbieres en promouvant les plantes vasculaires et réduisant la couverture des sphaignes. Ces
changements de végétation vont avoir des rétroactions sur leur environnement en altérant la
disponibilité en nutriment, le niveau d’eau ou encore la quantité de lumiére disponible pour les
sphaignes (Fig. 1-4). Ainsi, alors que la dominance des sphaignes est un élément clé pour les
tourbieres et leur fonction de puits de carbone (Fig. 1-4), de telles modifications du couvert
végétal pourraient avoir des effets importants sur le stock du carbone dans ces écosystémes et
de fortes rétroactions sur les changements climatiques.
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Figure I-4 Modifications des habitats par les plantes vasculaires et par Sphagnum spp dans les
tourbiéres (Eppinga et al., 2009).

1.2.2  Conséquences du changement de végétation sur le cycle du C

[.2.2.1 Effets du changement de végétation sur les sphaignes
Les plantes vasculaires et les sphaignes cohabitent au sein des tourbiéres. Les sphaignes ont
la capacité de réduire la présence de nombreuses especes de plantes vasculaires tels que Betula

nana (Hobbie et al. 1999) ou encore Eriophorum angustifolium (Heijmans et al. 2002) en

acidifiant le milieu ou encore en séquestrant une grande quantité de nutriments grace a leur
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forte capacité d’échanges cationiques. Les sphaignes agissent comme des ingénieurs
écologiques structurant les communautés végeétales des tourbiéres et jouent ainsi un role
important dans la dynamique du carbone. La présence des plantes vasculaires en faible densité
(avec un recouvrement inférieur a 60%) peut faciliter la croissance des sphaignes en gardant
des conditions microenvironnementales stables, en limitant des stress environnementaux liés
notamment aux sécheresses et en fournissant un support physique sur lequel les sphaignes
peuvent pousser. La présence des plantes vasculaires réduit généralement la quantité de lumiere
recue par les sphaignes, ce qui semble étre bénéfique a leur croissance lorsque I’interception
lumineuse ne dépasse pas 50 a 60 % (Malmer et al., 2003; Bonnet et al., 2010). En effet, les
sphaignes sont généralement adaptées aux conditions d’ombrage (Ma et al., 2015) avec un point
de saturation de photosynthése généralement bas (~400 pmol m s*; Marschall and Proctor
2004). A cela s’ajoute, la capacité des sphaignes a s'acclimater a 'ombrage en relocalisant leur
capacité photosynthétique dans les parties supérieures (Zona et al 2011) par une augmentation
de leur concentration en chlorophylle (Bonnett et al., 2010) améliorant ainsi leur croissance en
hauteur. Néanmoins, la lumiére peut étre une ressource limitante pour la photosynthese des
sphaignes dés lors que le recouvrement par les plantes vasculaires devient trop important, avec
une interception lumineuse supérieure a 60% (Malmer et al., 2003). L’effet d’ombrage diminue
alors la production de biomasse et conduit a I'étiolation des sphaignes (Bonnett et al., 2010).
L’ombrage est également généré par les litieres des plantes vasculaires se déposant sur les

sphaignes et empéchant les rayonnements lumineux d’atteindre les sphaignes.
[.2.2.2 Effets du changement de végétation sur les communautés microbiennes

La composition chimique des litiéres (e.g. concentrations en C, N, teneurs en composés
biochimiques...) varie selon les especes végétales considérées (Dorrepaal et al., 2005). Les
différences de structure entre litieres, les rendent plus ou moins décomposables, modifient
I'activité des communautés microbiennes et le taux de décomposition de la MO. Des litiéres
produites par des graminées se décomposent trois a quatre fois plus rapidement que celle des
bryophytes (Cornwell et al., 2008). En conséquence, des tourbieres dominees par des sphaignes
ont un taux d’accumulation de C plus rapide que celles dominées par des végétaux vasculaires
(Gorham, 1991). Ainsi, les différentes especes végétales peuvent conditionner la structure et
’activité des communautés microbiennes du sol via des différences de qualité de substrats liés
a la composition de leurs litieres mais aussi de par les exsudats racinaires des plantes vasculaires
(Aerts et al 2009). Tout comme les litieres, la composition chimique des exsudats racinaires et

leurs quantités ont montré des différences selon les espéces végétales (Crow and Wieder et al.,
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2005). L'exsudation racinaire est une source importante de substrats pour les microorganismes.
Ces intrants permettent la sélection des certains groupes de microorganismes fongiques ou
bactériens pouvant étre bénéfiques pour les plantes. Ce mécanisme permet aux plantes de mettre
en place des associations mycorhiziennes ou encore d’accélérer la décomposition de la MO afin
d’acquérir davantage de nutriments généralement limitants. Ces exsudats racinaires augmentent
I’activité microbienne et peut, dans un méme temps, stimuler les pertes en C par minéralisation
via la décomposition de ces composées mais aussi en augmentant la décomposition de la MO
récalcitrante, ce qui est nommé le ‘priming effect’ (Kuzyakov et al., 2000). In fine, I’influence
de la composition des litieres et des exsudats racinaires sur la structure et les activités des
communautés microbiennes est une composante essentielle de la décomposition de la MO des
sols permettant la régulation des flux de GES et le stockage du C dans les tourbieres (Fig. I-4 ;
Ward et al 2015).

Climate warming g Vegetation composition change

Dead vegetation effects

Live vegetation effects

* Carbon inputs: NPP, transfer * Quality of litter inputs to soil

to soil via root exudales » Quantity of litter inputs to soil
* Mycorrhizal associafions « Litter depth

= Secondary melabolites (e.g.,
phenclics)

* Effects on microclimate,
physical and chemical soll
properties

L J A J L

Soil microbial and faunal composition and function

L L 3

‘ Decomposition rates

Figure I-5 Influences du réchauffement climatique et du changement de végétation sur les
processus de décomposition. Le réchauffement climatique peut avoir un effect direct ou
indirect sur la décomposition en impactant la végétation et les communautés microbiennes
(Ward et al., 2015).

1.2.2.3 Effets du changement de végetation sur les exports de C et le stockage de C

La capacité de stockage de C des tourbiéres repose sur le déséquilibre entre le C entrant via
la photosynthese (production primaire) et le C sortant via la décomposition. Les différentes

communautés vegétales possédent chacune des traits fonctionnels spécifiques influengant la
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production primaire au sein des écosytemes. Une plus forte absorption de CO; est généralement
mesurée dans des tourbiéres arborées ou couvertes par des graminoides en comparaison de
celles couvertes par des arbustes ou des bryophytes (Ward et al., 2013). Cependant, ces
différences de quantité¢, mais aussi de ‘qualité¢’, du C entrant affectent les processus de
décomposition du systeme (abordées précedemment). Les produits de la photosynthese sont la
principale source des exudats racinaires et la libération de ce C labile par les racines peut
fortement stimuler 1’activité microbienne, ce qui conduit & une augmentation des émissions de
CO2 et de CH4 (Crow and Wieder 2005 ; Ward et al., 2013) et des exports de C sous forte
dissoutes (De Deyn et al., 2008). Ces eémissions de GES plus élevées peuvent aussi étre
imputées a la structure écophysiologique des végétaux vasculaires (aérenchymes), permettant
I’oxygénation des racines en conditions humides et le transport du CHy vers I’atmosphére

(Greenup et al., 2000).

I1 en résulte que I’augmentation des exports de C gazeux et dissous pourrait conduire a des
pertes de C plus importantes que le gain obtenu par la plus grande productivité primaire des
plantes vasculaires, et ce par une augmentation de la décomposition de la MO déja stockée sous
forme de tourbe (Hartley et al., 2012). La libération du C déja stocké sous forme de tourbe
semble dépendante des communautés végétales. Cette libération se produit en présence des
graminoides et d’arbustes (lors d’une augmentation de la température de 1°C) alors que cet effet
n’est pas observé lorsque seul des bryophytes sont présentes (Walker et al., 2015). Ainsi, les
changements des communautés végétales jouent donc un réle important sur la dynamique du C
dans les tourbiéres, qui pourraient étre méme plus importants qu’une élévation modérée des
températures (Ward et al., 2015). La dégradation de ce pool de C ’stable’ pourrait créer une
rétroaction positive sur le changement climatique ce qui montre la nécessité de considérer les
impacts des changements des communautés végétales, une des conséquences des changements
globaux (Walker et al., 2016).

Ainsi, il est désormais admis que 1’une des conséquences majeures du changement global
est le changement du couvert végetal dans les ecosystemes terrestres et plus particulierement
dans les tourbiéres (e.g. Limpens et al 2008 ; Wardle et al., 2004). Cependant, Il existe de
grandes incertitudes quant la nature et ’ampleur des interactions induites par les plantes
vasculaires sur les végétaux et le sol et la dynamique du C dans les tourbiéres. Ainsi, I’objectif
majeur de ma these est d’identifier comment les nouvelles interactions mises en place par

les plantes vasculaires affectent le cycle du carbone des tourbiéres a sphaignes.
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1.2.3 Démarche

La démarche adoptée pour répondre a cet objectif repose sur une approche multiéchelle
menée pour étudier différents processus spécifiques pouvant altérer le bilan de C des tourbiéres
a sphaignes envahies par des plantes vasculaires. Pour cela, différentes hypothéses relatives aux
mécanismes écologiques ont été formulées en 4 questions majeures structurant les chapitres du
manuscrit de these:

Comment les plantes vasculaires vont affecter

1) Lacroissance et la décomposition des sphaignes ? (Chapitre I111)

2) La composition chimique de la MO aérienne et souterraine ? (Chapitre 1V)
3) Le bilan de C des tourbiéres a sphaignes ? (Chapitre V)

4) La réponse des flux de C face aux changements globaux ? (Chapitre VI)

Chacune de ces questions aménent des hypothéses qui sont abordées au sein de leur chapitre

respectif.
Chapitre 111

Ce chapitre, divisé en deux parties, s’intéresse a l'effet des plantes vasculaires sur les processus
de production de sphaignes et de decomposition des litieres.

La premicre partie porte sur les effets d’une interception lumineuse par les plantes
vasculaires et de I’occurrence des liti¢res des plantes vasculaires (Molinia caerulea, Betula spp
et Calluna vulgaris) sur la capacité de croissance en poids et en taille de Sphagnum palustre
via une expérimentation en laboratoire. Les hypothéses ici sont que (i) I’interception de la
lumiére par les plantes vasculaires réduit la photosynthése et la croissance des sphaignes mais
que (ii) les litiéres et des extraits de plantes vasculaires fournissent des nutriments pouvant
augmenter la croissance des sphaignes avec (iii) des effets différents selon la nature des litieres
de plantes vasculaires en présence qui apportent des concentrations différentes en nutriments.
Les resultats de cette expérimentation en laboratoire (en phytotron) sont complétés par une
expérimentation en microcosmes réalisée a 1’extérieur du laboratoire.

La deuxiéme partie porte sur la cinétique de décomposition de mélange de litieres issues de
plantes vasculaires et de sphaignes. Souvent comparées mais plus rarement mélangeées, les
litieres incubées en mélange peuvent conduire a des effets non-additifs (Synergique ou

antagoniste) affectant le taux de décomposition. Cette étude a été menée par la combinaison
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d’une expérimentation dite de sacs litieére (litter-bag) en laboratoire et in situ dans la tourbiére
de Frasne via I’incubation des litiéres de Sphagnum fallax et des litiéres de Pinus uncinata et
Eriophorum vaginatum. Les hypotheses abordées sont que (i) le mélange de litiéres de
sphaignes et de plantes vasculaires conduit a une augmentation de la décomposition de la MO

accompagnée (i1) d’'une augmentation de I’activité de I’enzyme B-glucosidase.
Chapitre IV

Les nouveaux assemblages bryophytes - végétaux vasculaires conduisent a des
changements dans le systeme plante-tourbe (i.e. aérien-souterrain) via des transformations de
la composition et de la mobilisation de la MO. Ces transformations s’opérent a la fois par des
changements quantitatifs et qualitatifs des litieres et des modifications dans le compartiment
souterrain (présence de racines des plantes vasculaires et exsudats racinaires). De telles
altérations de la MO jouent un réle important sur le cycle biogéochimique des éléments (C
notamment) des tourbieres et sont capables de déstabiliser la décomposition de la MO (Gogo
et al., 2011). Ainsi, ce chapitre s’intéresse a la caractérisation moléculaire et dissoute de la MO
suite a ’invasion des tourbicres a sphaignes par Molinia caerulea. Ce chapitre est divisé en
deux parties chacune focalisées sur une échelle spatiale.

La premiere partie porte sur I’analyse de la dynamique des 5-n-alkylresorcinols (ARs) de
Molinia caerulea au cours d’une saison de végétation et sur leur potentiel allélopathique. Ces
composés lipidiques détectés pour la premiére fois dans Molinia caerulea (Zocatelli,
communication personnelle) ont été trouvés dans d’autres Poacées et ont montré un réle dans
les interactions chimiques des plantes (stimulation de la germination des graines et de la
croissance des plants ; Scognamiglio et al., 2011). La compréhension de ces effets a été étudiée
ici par la quantification par GC-MS des teneurs en ARs dans les feuilles de Molinia caerulea
au cours d’une saison de végétation et par la mise en germination des graines de Molinia
caerulea en laboratoire. Les hypothéses formulées dans cette étude sont que (i) la quantité
d’ARs chez Molinia caerulea est dépendante des conditions biotiques et/ou abiotiques et que
(i) les ARs stimulent la croissance et la germination de Molinia caerulea.

La seconde partie porte sur I’impact des plantes vasculaires sur la composition de la matiere
organique dissoute (MOD) dans les tourbieres a sphaignes. Les effets sur la composition de la
MOD ont été étudiés via une expérimentation utilisant des mésocosmes a sphaignes en présence
ou non de Molinia caerulea. L’analyse de la MOD a été effectuée sur des prélevements d’eau
effectués dans des piézomeétres et des rhizons installées a 5 cm et 20 cm dans les mésocosmes.

Les hypotheses formulées dans ce travail sont que (i) la présence de Molinia caerulea va induire
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des différences quantitatives et qualitatives de la MOD des tourbieres a sphaignes avec (ii) des effets
différents a 5 et 20 cm, respectivement altérés par, les Iéxivats de litieres et les exsudats racinaires de

Molinia caerulea
Chapitre V

Ces nouveaux processus induits par le changement de végeétation ont des effets sur les
échanges ‘sol-atmospheére’ (notamment de par ces flux de GES de CO> et CHs), avec une plus
forte absorption du CO- généralement remarquée avec les plantes vasculaires. Une partie de ces
produits de photosynthese additionnels est allouée aux exsudats racinaires stimulant I’activité
microbienne et induisant des émissions plus fortes de CO; et de CHa. Cette augmentation des
exports de C provient de la minéralisation des exsudats racinaires mais aussi d’une stimulation
de la décomposition du C déja stocké dans la tourbiére. En outre, cette absorption de C plus
importante par les plantes vasculaires pourrait induire de plus grandes pertes de C que leurs
gains, qu’il convient de quantifier via un bilan de C pour estimer ’impact de cette nouvelle
vegétation sur la capacité de stockage de C des tourbiéres. Ainsi, ce chapitre porte sur la
dynamique des flux de CO> et de CH4 et du bilan de C d’une tourbiére a sphaignes en réponse
a un envahissement par des végétaux vasculaires et a été abordé par une expérimentation en
mésocosmes contenant uniquement Sphagnum rubellum ou Sphagnum rubellum + Molinia
caerulea. Les hypothéses de travail sont que Molinia caerulea (i) va induire une augmentation
de I’absorption du CO> et induire des émissions de CO2 et CH4 plus importante menant (ii) le

systeme a étre une source de C et avoir une rétroaction positive sur le réchauffement climatique.
Chapitre VI

Les effets des plantes vasculaires sur le cycle du C des tourbiéres vont se combiner a ceux
liés aux changements climatiques. De récentes études montrent I’importance de la synergie
entre les changements climatiques et de végétation et du besoin de prendre en considération
différentes variables simultanément lors d’étude sur les changements climatiques (Ward et al.,
2015, Walker et al., 2016). Ainsi ce chapitre divisé en deux parties porte sur les interactions
entre le changement de végétation et les changements globaux.

La premiere partie porte sur la sensibilité des exports de C a la température sous deux
communautés végétales (Sphagnum rubellum et Sphagnum rubellum + Molinia caerulea) via
une expérimentation en mesocosmes. Les hypotheses de travail sont les suivantes : (i) la
présence de Molinia caerulea augmente la concentration du COD en raison d'une production

plus importante d'exsudats racinaires par rapport aux mésocosmes a Sphagnum spp, (ii) ces
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exsudats labiles sont rapidement consommeés par les communautés microbiennes et augmentent
les émissions de CO> et de CH4 mais (iii) comme la source de C est plus labile, la sensibilité
des flux de C a la température diminue.

La deuxiéme partie s’intéresse a la dynamique du C et de I’N en réponse a une augmentation
des dépodts azotés sous ces deux communautés végetales (Sphagnum rubellum et Sphagnhum
rubellum + Molinia caerulea) via une expérimentation en mésocosmes. Les tourbiéres sont
généralement des écosystemes pauvres en élément nutritifs et une augmentation des dépots
azotés peut altérer leur stockage de C et également favoriser les plantes vasculaires dans ces
écosystémes. Ainsi, une expérimentation en mésocosmes avec deux communautes végétales
(Sphagnum rubellum et Sphagnum rubellum + Molinia caerulea), chacune soumise, ou non, a
des apports azotés a permis de tester les hypothéses selon lesquelles les dépdts azotés
entrainent : (i) une augmentation des flux de C (production primaire brute, respiration,
émissions de CHy) (iii) une augmentation des flux et des teneurs en N (émissions de N2O,
concentrations de NHa+ et NOs. dans I’eau et d’N dans les sphaignes) avec (iii) des réponses

différentes selon les deux communautés végétales.
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II.1 Le site d’étude

11.1.1 Tourbiére de La Guette

Le principal site d’étude est la tourbiére de La Guette, un des quatre sites du Service National
d’Observation Tourbieres (Fig. 11-1) qui vise notamment a observer sur le long terme les flux
de GES et le bilan de carbone (gazeux, dissous et particulaire) dans des tourbieres tempérées
notamment vis-a-vis des changements globaux. La tourbiére est située sur la commune de
Neuvy-sur-Barangeon (N 47°19°44”, E 2°17°04”) dans le Cher (Fig. 1I-1) et s’étend sur une
vingtaine d’hectares avec une épaisseur moyenne de tourbe de 80 cm et un maximum atteignant
180 cm. Les précipitations et la température moyenne annuelles sont de 883 mm et 11°C,
respectivement (sur la période de 1989 a 2001, Gogo et al., 2011). C’est une tourbiere
minérotrophe pauvre en ¢éléments nutritifs, formée par I’accumulation d’eau de pluie dans une
cuvette imperméabilisée par une couche d’argile (La Guette, D’ Angelo, 2015). Le site est classé
Espace Naturel Sensible par le Conseil départemental du Cher, et également Zone Naturelle

d’Intérét Ecologique Faunistique et Floristique (ZNIEFF).

- Bernadouze

sure, CGOD (SOS/ONZH). octotre 2004 - Massifs & IDUMiéres, CGDD (SOESIONZH) - ENF, 2009,

Figure 11-1 Localisation des quatre sites du Service National d’Observation des tourbiéres

La tourbiere de La Guette a récemment subi de nombreuses perturbations avec notamment
la construction (avant 1945) d’une route traversant la tourbicre a I’endroit de 1’exutoire des

eaux, un incendie (en 1976), ou encore la plantation de pins noirs en amont du site. Ces
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modifications environnementales augmentent les pertes en eau du systeme et les apports en

éléments nutritifs du site et modifient les communautés végétales de la tourbiére.

1.L1.2 Les communautés végétales de la tourbiére de La Guette.

Ce site abrite de nombreuses espéces typiques des tourbieres acides avec Sphagnum spp,
principalement Sphagnum cuspidatum et Sphagnum rubellum. Des Cyperaceae sont également
présentes avec Eriophorum angustifolium et Rhynchospora alba, tout comme deux Ericaceae,
Erica tetralix et Calluna vulgaris. On y trouve également deux espéces de droseras, Drosera
rotundifolia et Drosera lanceolata. Ainsi, la tourbiere de La Guette présente une mosaique de
formations végétales trés diversifiées et abrite des espéces protégées. Néanmoins, une étude
réalisée en 2002 par I’association Sologne Nature, en collaboration avec le bureau d’étude Géo-
Hyd et I’Université d’Orléans a mis en évidence une forte dynamique de boisement par le
Bouleau (Betula spp) et, plus récemment, une invasion du site par Molinia caerulea (Laggoun-
Défarge, 2011).

Molinia caerulea est une plante pérenne de la famille des poacées occupant des sols
humides, acides ou tourbeux notamment en Europe mais qui étend sa distribution dans le nord
de I’Afrique, en Caucase ou en Sibérie (Taylor et al., 2001). La molinie bleue (Molinia
caerulea) que I’on nomme communément molinie, possede un systéme racinaire trés étendu et
bien adapté aux conditions humides (avec notamment la présence d’un aérenchyme).
Naturellement présente dans les tourbiéres, Molinia caerulea est capable d’envahir rapidement
un milieu et le rendre monospécifique. Ce phénomene, déja reporté par Jefferies (1915), est
souvent la conséquence d’une perturbation des conditions environnementales favorisant la
colonisation de la molinie. La colonisation des tourbiéres par Molinia caerulea semble étre
facilitée par de multiples facteurs incluant des influences anthropiques et climatiques dont

notamment:

- les dép0Ots azotés, favorisant cette plante nitrophile dans des zones acides et souvent pauvres

en éléments nutritifs, au détriment d’espeéces ombrotrophes (Tomassen et al., 2004).

- Les incendies, augmentant la production et la germination des graines de Molinia caerulea

tout comme sa biomasse foliaire (Brys et al., 2005).
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- L’élévation de la température de I’air, diminuant les avantages compétitifs des sphaignes
et permettant la colonisation des plantes vasculaires, notamment des graminées (Dieleman et
al., 2015).

Au cours des derniéres décennies, de nombreuses graminoides ont eu une forte expansion dans
les zones humides ou dans les tourbieres tels que Molinia caerulea en Europe (Chambers et al.,
1999). Cette plante envahie de nombreuses tourbiéres en Europe dont celles de France et du
Royaume-Uni (Gogo et al., 2016, Ritson, 2015). Cet envahissement se déroule en plusieurs
étapes avec une premiere étape exogéne permettant a Molinia caerulea de créer des conditions
favorables a son développement (souvent des fluctuations importantes du niveau de la nappe
d'eau) et, dans une deuxieme étape endogéne, sous l'action de la Molinie elle-méme, le milieu
devenant monospécifique et pauvre en especes (Chambers et al., 1999, Fig. 11-2). Contrairement
aux especes ombrotrophes bien adaptées aux environnements pauvres en éléments nutritifs et
qui produisent peu de litiéres, Molinia caerulea apportent une quantité importante de litieres
facilement décomposables, ce qui permet un recyclage rapide des nutriments favorisant son
développement (Aerts et al., 1999, Ritson, 2015, Fig. 11-2). Molinia caerulea modifie son
environnement pour le rendre favorable a son développement au dépend des sphaignes par

I’abaissement du niveau d’eau et par I’interception de la lumiére (Fig I1-2).

Dominance de Sphagnum spp sous Dominance de
Sphagnum spp Molinia caerulea Molinia caerulea

}

Faible apport de liti¢res Apport de litiéres plus important Important apport de litiéres
Recyclage lent du C et N Recyclage plus rapide du C et N Recyclage rapide du C et N

Figure 11-2 Schéma conceptuel montrant les changements d’apport de litiéres et la vitesse des cycles
de C et N lors de la transition d’une tourbiére dominée par des sphaignes a une tourbiere dominée
par Molinia caerulea (adapté de Ritson, 2015).

Méme si les causes de 1’envahissement de Molinia caerulea sont de mieux en mieux
identifi¢es, beaucoup d’effets et d’interactions de Molinia caerulea sur le fonctionnement des

tourbiéres restent inexplorés. L’envahissement des tourbiéres par Molinia caerulea pose
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.....

pauvre en especes que par son impact sur le cycle du carbone dans les tourbieres (Chambers et
al., 1999).

Ainsi, la majorité des travaux de cette thése porte sur la problématique de 1’envahissement
d’un site (La Guette) par Molinia caerulea. Seul le Chapt I11-2, ou le site d’étude est la tourbicre
de Frasne (Fig I1-1), concerne 1’étude de I’effet du mélange des litiéres de plantes vasculaires

(Eriophorum vaginatum et Pinus uncinata) et de sphaignes sur la décomposition de la MO.

La problématique liée a I’envahissement des tourbicres a sphaignes par Molinia caerulea a
principalement ¢été étudiée par la mise en place d’une expérimentation ‘Mésocosmes’,
transversale a plusieurs études (Chapt 1V-2, V et VI) et détaillée ci-dessous. Les autres
expériences sont décrites dans les chapitres respectifs.

I1.2 Expérimentation ‘Mésocosmes’

11.2.1  Approches expérimentales

Douze mésocosmes de tourbe de 30 cm de hauteur et de diamétre ont été collectés dans la
tourbiere de La Guette (N 47°19°44”, E 2°17°04”, France) en mars 2015. Ces mésocosmes,
entourés de tubes en PVC perforés, ont ét¢ enterrés dans le sol minéral a 1’extérieur du
laboratoire. La cavité recevant le mésocosme a été recouverte d’une bache imperméable de
facon a isoler le mésocosme du sol minéral environnant. Elle a ensuite été remplie d’eau
provenant de la tourbiére de La Guette avec un niveau d’eau similaire dans tous les mésocosmes
(@ 5 cm de profondeur, Fig. 11-3). Les mésocosmes ont subi deux traitements : un traitement

‘végétation’ et un traitement ‘fertilisation’ :
- Traitement ‘végétation’ :

Au démarrage de 1’expérience, les mésocosmes contenaient uniquement Sphagnum
rubellum puis ont été séparés en 2 communauteés végetales : 6 mésocosmes contenant
uniquement Sphagnum rubellum (appelés «Sphagnumsx) ou les jeunes pousses de molinie ont
été systématiquement arrachées, et 6 mésocosmes contenant a la fois Sphagnum rubellum et
Molinia caerulea (appelés Sphagnum + Molinia). A I’automne, les litiéres provenant des

feuilles de Molinia caerulea ont été insérées dans le tapis de sphaignes.
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- Traitement ‘fertilisation’

Chacune des deux communautés végétales ont été subdivisées en deux traitements avec les
mésocosmes avec (meésocosmes ‘Fertilisés’) et sans (mésocosmes ‘Contrdle’) ajout de
NHsNOs, couramment utilisés comme engrais agricole. Les apports azotés ont été reéalisés
chaque semaine entre mai 2015 et juin 2016 a raison de 3.2 gN m al, ce qui représente une
guantité totale de 3.7 gN m? a™ sur la durée de I’expérimentation. Cet apport azoté est plus
élevé que ceux observés actuellement dans les tourbieres (Bragazza et al., 2004), mais pourrait
refléter le dépdt de N attendu pour 2100 (Lamarque et al., 2005).

Un suivi des conditions environnementales a été réalisé grace a une station météorologique
(Campbell Scientific CR800) enregistrant avec un pas de 15 min : la pression atmosphérique,
la pluviométrie, le sens et la direction du vent, le rayonnement lumineux, les précipitations et

les températures de 1’air et de chaque mésocosme a 5 et 20 cm de profondeur

Piézométre

«@= Rhizons
+ a5cm
= Sonde de température

Bache

Eau provenant de la
tourbiére de La Guette
«@ Rhizons

+ a20cm
= Sonde de température

Figure 11-3 Représentation du dispositif expérimental avec chaque mésocosme entouré d’une
bache étanche contenant de I'eau provenant de la tourbiére de La Guette.

11.2.2  Les mesures des flux de gaz a effet de serre (CO2, CH4 et N20)

Des mesures de flux de GES (CO,, CH4 et N2O) ont été réalisées entre mai 2015 et juin 2016

a une fréquence de deux fois par semaine lors de la saison de végétation (entre mai et septembre)
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et une fois toutes les deux semaines en dehors de la saison de végétation. C’est la méthode de
‘chambre statique’ qui a été utilisée pour la mesure des flux de GES. Une chambre étanche est
placée sur le bord du PVC contenant le mésocosme pour pouvoir mesurer la concentration en
GES dans un volume connu et d’en déduire les flux, avec soit une absorption de gaz, i.e. une
diminution de la concentration, ou une émission de gaz, i.e. une augmentation de la
concentration des GES (Fig. I1-4 et 11-5).

Figure 11-4 Dispositif expérimental des mésocosmes et mesures des flux de GES et station
météorologique

Les mesures de CO; ont été réalisées a I’aide d’une sonde Vaisala CARBOCAP GMP 343
(Fig. 11-5). Un ventilateur de faible puissance est positionné a I’intérieur de la chambre afin
d’homogénéiser 1’air. La concentration de CO est mesurée toutes les 5s pendant 5 min avec
soit la chambre transparente nue permettant I’enregistrement de 1’échange net de I’écosystéme
(bilan entre la photosynthése et la respiration, Fig 11-5), soit avec la chambre recouverte d’un
tissu empéchant le rayonnement lumineux d’atteindre les plantes et donc la photosynthése pour

mesurer uniquement la respiration de I’écosystéme (Fig 11-5).
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Figure 11-5 Evolution des concentrations en CO> dans la chambre fermée (a) transparente (pour
mesurer I'échange net de I'écosysteme), (b) opaque (pour mesurer la respiration)

Les mesures de CH4 et de N2O ont été réalisées le méme jour que les mesures de CO- avec
le SPIRIT (SPectrométre Infra Rouge In-situ Troposphérique, Fig. 11-6) par spectrométrie infra-
rouge (Guimbaud et al., 2011). Les concentrations de CH4 et N2O ont été enregistrées toutes les

1.5 s pendant 15 & 20 min selon I’intensité des flux.

%

Figure 11-6 Mesures des flux de GES en chambre fermée avec la sonde Vaisala (a gauche) et
le SPIRIT (a droite).

Les pentes obtenues avec les mesures de concentration des GES permettent d’obtenir les
flux de GES en umol m 2 s 7%, La mesure des flux de GES était accompagnée systématiquement
des mesures de facteurs biotiques et abiotiques : comptage du nombre de pieds de molinie,

mesure du rayonnement photosynthétiquement actif (pendant les mesures de CO>), niveau
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d’eau, mesuré grace a un piézometre situé au centre de chaque mésocosme, utilisé également

pour les prélévements d’eau.

11.2.3  Prélévement et analyse des échantillons d’eau

Les prélévements d’eau réalisés dans le piézométre sont filtrés avec des filtres seringue en
polyethersulfone avec une taille des pores de 0,45 um pour I’analyse des teneurs en COD et en
azote total (a chaque prélévement) et en NO3 et NH4" (toutes les deux semaines). Les
concentrations de COD et d’azote total des échantillons sont déterminées avec un Shimadzu
TOC-5000. Une acidification de I’échantillon avec de I'acide chlorhydrique est opérée dans
I’analyseur pour atteindre un pH inférieur a 2 et convertir le carbone inorganique en COa. Le
CO- est purgé afin de ne laisser que le carbone organique non-purgeable. L'échantillon est alors
injecté dans un four & 720°C ou le carbone organique y est oxydé et libéré sous forme de CO..
Un détecteur infrarouge mesure la concentration en CO, permettant, via une courbe de
calibration, de déduire la concentration en COD de I'échantillon. Lorsqu'un échantillon est
introduit dans le tube de combustion et chauffé a 720 °C, 1’azote total se décompose pour
devenir un monoxyde d'azote. Le gaz porteur, qui contient le monoxyde d'azote, est refroidi et
déshumidifié par le déshumidificateur puis entre dans un analyseur de gaz de

chimioluminescence ou le monoxyde d'azote est détecté

Les quantifications de NOs. et NHs+ ont éte réalisées en chromatographie ionique par la
Cellule R&D d'Expertise et de Transfert en Tracages Appliqués a I'Hydrogéologie et a
I'Environnement (CETHAHE) de I’Université d’Orléans. La conductivité et le pH de chaque

échantillon sont également mesurés.

Des prélevements d’eau avec des rhizons situés a 5 et 20 cm de profondeur dans les
mésocosmes ont été réalisés entre mars et mai 2016 (Fig. 11-3). L’échantillonnage est réalisé
avec des rhizons (Rhizosphere Research Products, référence: 19.21.21) d’un diameétre de 2.5
mm avec des pores de 0.15um. Tout comme les échantillons prélevés dans le piézomeétre, la
conductivité et le pH de chaque échantillon ont été mesurés ainsi que les concentrations en
COD et d’azote total a I’aide du Shimadzu TOC-5000. Les eaux prélevées ont également fait
I’objet d’une caractérisation en spectrophotométrie UV (SUVAzss) et en fluorescence 3D. Ces

deux méthodes sont détaillées dans le chapitre IV.
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11.2.4  Analyse élémentaire et stock de C et N

A la fin de I’expérimentation (juillet 2017), les mésocosmes ont été fractionnés en
différents compartiments : feuilles de Molinia caerulea, capitulum de sphaignes (0-0.5 cm),
partie vivante des sphaignes (0.5-2.5 cm) et tourbe a différents profondeurs (2.5-7.5, 7.5-12.5,
12.5-17.5 et 17.5-22.5 cm). Les mesures de concentrations en C et N ont été realisées dans ces
différentes profondeurs du mésocosme avec 1’analyseur élémentaire FLASH 2000 Thermo
Fisher Scientific. Les échantillons sont séchés a I’étuve, broy¢ puis analysés pour doser le C et
I’N. Sous I’effet de la combustion a 950°C le C organique est transformé en CO2 et I’azote
totale en N2. Les gaz sont alors injectés dans une colonne chromatographique pour séparer les
différents éléments qui sont ensuite détectés et quantifiés par un catharomeétre (détecteur
universel). Les résultats sont exprimés en g (C ou N) g de matiére séche.

Des mesures de masse volumique (exprimés en g cm=) sont également effectuées, aux
différentes profondeurs citées précédemment, en pesant des cubes de 5 cm de coté séchés a
I’étuve pendant 3 jours. La multiplication de la densité avec les teneurs en C et N permettent de

quantifier les stocks en C et N pour chaque profondeur.
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[Il. Impact des vegetaux vasculaires sur la
croissance des sphaignes et la

décomposition des litieres
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Préambule

L’augmentation du pourcentage de recouvrement des plantes vasculaires dans les tourbicres
affecte le fonctionnement de ces écosystemes via 1’établissement de nouvelles interactions avec
les organismes déja présents, en particulier avec les sphaignes, 1’espece caractéristique de ces
milieux et a ’origine du stockage efficient du C dans ces écosystémes (e.g. Holden, 2005). En
effet, ces bryophytes permettent de créer et d’amplifier les conditions défavorables aux
décomposeurs du sol et permettent ainsi le déséquilibre entre production primaire et
décomposition. Cependant, 1’envahissement des plantes vasculaires est susceptible d’affecter

ces deux processus et in fine d’altérer le taux d’accumulation de C des tourbiéres.

Les interactions entre les plantes vasculaires et les sphaignes sont un équilibre entre
facilitation et compétition. D’un c6té, les plantes vasculaires peuvent créer des conditions
microclimatiques et un support physique favorable la croissance des sphaignes (Pouliot et al.,
2011). D’un autre coté, I’augmentation du recouvrement par les plantes vasculaires diminue la
quantité de lumiére disponible pour les sphaignes défavorisant ainsi leur croissance (Malmer et
al., 1994) . L’apport, d’une quantité importante de litiéres des plantes vasculaires se déposant
sur les sphaignes peut produire un effet négatif sur leur croissance (Berendse et al. 2001) ou
étre potentiellement positif en apportant des nutriments via la décomposition de ces litiéres (van
Breemen, 1995). Les taux de décomposition des litiéres des plantes vasculaires sont souvent
comparés dans les tourbiéres. Cependant, la décomposition en milieu naturel se présente
souvent par le mélange des litieres des especes végétales. Des études sur la décomposition de
mélanges de litiéres d’espéces végétales différentes, opérées principalement en forét, ont permis
de mettre en évidence divers effets. Des mélanges de litieres produisent des effets « additifs »
ou la moyenne du taux de décomposition des litieres incubées séparément permet de prédire le
taux de décomposition du mélange de ces litieres. D’autres mélanges de litieres produisent des
effets « non-additifs » ou la vitesse de décomposition du mélange des litieres mesurée est
différente de celle estimée a partir de la décomposition des litieres incubées séparément. L’effet
« non-additif » du mélange des litiéres peut étre un effet antagoniste ou un effet synergique,
avec respectivement, un taux de décomposition plus lent et plus rapide du mélange des litieres
en comparaison a celui moyenné des litiéres incubées séparément (Gartner et Cardon, 2004).
De telles modifications du taux de décomposition des sphaignes pourraient se produire en
présence des litieres de plantes vasculaires et pourraient altérer le taux d’accumulation du C

dans les tourbieres. Malgré les consequences potentielles de cet effet sur la fonction puits de C
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des tourbiéres, trés peu d’études reportent des expériences de décomposition de mélange de

litieres dans ces écosystemes.

Ainsi, I’augmentation du pourcentage de recouvrement par les plantes vasculaires peut a la
fois affecter la production des sphaignes et la decomposition des litieres avec des implications
importantes sur la dynamique du C dans les tourbiéres. La problématique de ce chapitre porte

donc sur :

Comment les plantes vasculaires peuvent-elles affecter la croissance des sphaignes et

la décomposition des litiéres dans les tourbiéres ?

L’objectif principal ici est de déterminer les implications d’une augmentation du couvert des
plantes vasculaires sur le déséquilibre entre production et décomposition des sphaignes. Pour

répondre a cet objectif, deux parties sont développées dans ce chapitre :

La premiere partie intitulée « Effet de I’ombrage et des apports de litiéres de végétaux
vasculaires sur la croissance des sphaignes » a pour objectif de déterminer la réponse de la
croissance des sphaignes a deux modifications environnementales générées par les plantes
vasculaires : I’ombrage et ’apport de litiéres contrastées en termes de composition chimique
(e.g. nutriments). Pour cela, nous avons, dans un premier temps, mis en place une expérience
de croissance de sphaignes en laboratoire. Des capitulums de Sphagnum palustre (3mm)
provenant de la tourbiére de La Guette ont été cultivés sur de 1’agar-agar avec des litiéres ou
des extraits de litieres de Molinia caerulea, Betula spp ou Calluna vulgaris et soumis a une
intensité lumineuse de 146 umol.m'z.s'l pour la condition contréle ou a 73 ;,Lmol.m'z.s-1 pour la
condition ombrage. Ces deux conditions d’intensité lumineuse montrent qu’une réduction de
I’intensité lumineuse augmente la biomasse des sphaignes mais au contraire diminue la hauteur
des sphaignes en présence des extraits des plantes vasculaires (Fig. 111-1). Ainsi, un ombrage
modéré semble pouvoir stimuler la croissance des sphaignes tout comme 1’a reporté Murray et
al., (1989). Cet effet est positif tant que I’effet de I’ombrage est considéré comme modéré, c’est-
a-dire avec une diminution de I’intensité lumineuse de 50% (Bonnet et al., 2010). L’ ombrage
tend également a augmenter les teneurs en C et N sans influencer le ratio C/N. Ces résultats
soutiennent une augmentation de l'allocation de N a la chlorophylle lors des conditions
ombragées (Bonnett et al., 2010). Les extraits des litieres de plantes vasculaires ont également
augmenté les teneurs en C et N dans les sphaignes sans pour autant influencé leur croissance

(Fig. 111-3). Cette expérience montre de potentiels effets bénéfiques des conditions ombragées
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pour la production de Sphagnum palustre. Cependant, avec ces résultats basés sur une étude en
laboratoire, il est difficile de considérer les résultats en termes de conditions réelles et de ce fait
une expérimentation en microcosmes a ¢té réalisée a I’extérieur. Les résultats préliminaires
seront présentés a la suite de I’expérimentation en laboratoire avec les derniéres données

collectées lors de cette expérience en cours de traitement.

La seconde partie de ce chapitre intitulé « Litter decomposition in peatlands is promoted
by mixed plants » fait référence a un article accepté dans Journal of Soils and Sediments et a
pour objectif de déterminer I’effet des plantes vasculaires sur la décomposition des litiéres. Pour
cela, une expérimentation de décomposition des litieres de Sphagnum fallax, Eriophorum
vaginatum et Pinus uncinata fQt réalisée en laboratoire et sur la tourbiére de Frasne. Les litiéres
des trois especes ont été placées sur la tourbiere de Frasne, seules ou en mélange (Sphagnum-
Pinus-Eriophorum), pendant 3 ans afin de quantifier la perte de masse et la production de CO>
de ces 4 types de litiéres. En laboratoire, 7 types de litiéres (3 pour les litiéres seules et 4 pour
les combinaisons de mélange possible) ont été incubées pendant 51 jours a 20°C pour suivre la
perte de masse, le carbone organique extractible a I’eau ou Water Extractable Organic Carbon
(WEOC), la production de CO: et la B-glucosidase, enzyme impliquée dans la dégradation de
la cellulose et dans le cycle du C (pour plus de détails, voir 111-2-2 de la publication ci-dessous).
Les expériences en laboratoire et sur le terrain montrent que le mélange de litiéres Sphagnum-
Pinus-Eriophorum a eu un effet synergique sur la décomposition en augmentant la perte de
masse mais aussi, uniguement au laboratoire, le WEOC et la production de CO; (Fig. I11-7 et
[11-8). Cet effet synergique est principalement contr6lé par le mélange Sphagnum-Eriophorum
augmentant la perte de masse et la production de CO2 comparé aux valeurs attendues a partir
des litieres incubées séparément (Fig. 111-7). Bien que I’activité de la B-glucosidase soit souvent
considérée comme un facteur majeur régulant la décomposition, le mélange des litieres n'a ici
provoqué d’augmentation de l'activité de cette exo-enzyme (Fig. 111-10). Cela suggére que
d'autres enzymes peuvent étre impliquées dans I'effet observé. Ces expériences supportent le
fait que le mélange des litieres de graminoides et de sphaignes conduit a un effet synergique
sur la décomposition des litieres. Dans un contexte de changement de végétation, un tel effet
de mélange pourrait modifier la dynamique du carbone dans les tourbieres. Néanmoins, la
compréhension des mécanismes responsable de cet effet synergique reste toujours a

approfondir.
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Un des mécanismes pouvant induire des effets non-additifs du mélange des litiéres est
I’amélioration des conditions micro-environnementales (hypothése ACM). Ce mécanisme se
mettrait en place quand les litieres en mélange présentent des caractéristiques physique et
chimique différentes, permettant d’améliorer les conditions microclimatiques des
décomposeurs et plus particuliérement la disponibilité en eau favorisant ainsi la décomposition
du mélange (Makkonen et al., 2013). Les différences de propriétés hydriques entre les litieres
pourraient étre un controle efficace de la non-additivité de la decomposition lors du mélange
des litieres. Cette hypothése a été approfondie par Gogo et al., (Soumis a Functional Ecology,
voir annexes) pour tester et valider ’hypothéses ACM. Un des postulats de cette hypothese est
que, lorsque les 2 litiéres ont des vitesses d’évaporation différentes, I’eau de la litiere la plus
humide est transférée vers celle qui est la plus séche pour compenser le gradient créé par
I’évaporation, permettant de maintenir les 2 litiéres dans des conditions optimales de teneurs en

eau pour la decomposition.
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I11.1 Effet de I’ombrage et des apports de litiéres de végétaux
vasculaires sur la croissance des sphaignes

I11.1.1 Expérimentation en laboratoire

Effect of shading and vascular plant litter on Sphagnum

palustre growth in peatlands

Fabien Leroy, Sébastien Gogo, Benjamin Morel, Lijuan Feng, Fatima Laggoun-Défarge
A soumettre dans Journal of Bryology
[I.1.1.1  Introduction

Peatlands are wetlands characterised by an accumulation of peat from 30 cm to several
meters of depth (Rydin et al., 2013). They cover only 3 % of the global terrestrial ecosystem,
but have stored between 15 to 30 % of the world soil Carbon (C; Turunen et al., 2002; Gorham,
1991). Sphagnum mosses are characteristic plants of peatlands and are considered as efficient
ecosystem engineers, which drive peatland dynamics by creating a nutrient poor, wet and acidic
environment (van Breemen, 1995; Rydin et al., 2006). Through these actions, Sphagnum
species gain a competitive advantage over other plants. In addition, they produce decay-
resistant litter and hamper microbial litter decomposition so that a net accumulation of peat
organic matter (OM) takes place. However, global change is expected to modify the structure
and abundance of plant species in peatlands, with an increase in vascular plants to the detriment
of Sphagnum mosses. A shift in peatland plant communities, especially those reducing
Sphagnum dominance in favor of vascular vegetation, is expected to have significant effects on
carbon storage (Dieleman et al., 2015). In this scenario, it is important to determine vegetation
dynamics and plant interactions to understand feedback between vegetation and the
environment (Limpens et al., 2008). The unfavorable actions of Sphagnum mosses on vascular
plants are well reported (Svensson, 1995; Heijmans et al., 2002), but the effect of vascular
plants on Sphagnum mosses is poorly studied and the distinct competition and facilitation
interactions are still to be determined. So far, both positive and negative effects of vascular
plants on bryophytes have been reported (Ingerpuu et al., 2003; Bergamini et al., 2001). These
effects have species-specific facilitation and competition interactions by light interception
(Buttler et al., 2015; Ingerpuu et al., 2005; Van Wijk et al., 2004; Van der Wal et al., 2005) and
moisture and nutrient conditions (Ingerpuu et al., 2005). Over the last three decades the

40



Chapitre I11: Interactions des végétaux vasculaires avec les sphaignes

abundance of Molinia caerulea (Poaceae) has increased in Europe, leading to the invasion of
numerous peatlands (Marrs et al., 2004). The invasion of peatlands by Betula pubescens has
also been reported (Tomassen et al., 2003; Gogo et al., 2011) together with a reduction in
Sphagnum growth (Hogg, et al., 1995). However, the mechanisms determining this decrease in
Sphagnum abundance have not been fully elucidated. Here we explore the role of Molinia
caerulea and Betula spp. (invading species) and of Calluna vulgaris (non-invading species) on

Sphagnum moss growth.

In the present study, we used Sphagnum palustre (S. pal), a common Sphagnum species
occurring in peatlands and subject to vascular plant invasion, which was grown in the laboratory
under controlled conditions with different radiation intensities, with Betula spp (B. spp
including Betula verrucosa and Betula pubescens), Calluna vulgaris (C. vul) and Molinia
caerulea (M. cae) litters or with their water extracts. The S. pal length, weight and C and N

content were measured after four weeks of culture.

The first factor tested was shading. When vascular plants grow, their canopy decreases the
amount of light reaching the Sphagnum mosses. The second factor tested was the effect of
different litters through chemical interactions (e.g. nutrient input, allelopathic mechanisms). In
the field, Sphagnum mosses can be in direct contact with vascular plant litters or can receive
leachates from these litters. So the third factor tested was the litter (the whole litter or the water
extracted from litter). We hypothesise that (i) shading will reduce Sphagnum growth, (ii) the
litter and litter water extract will provide nitrogen (N, assumed to be limiting) which may
increase Sphagnum growth, with a higher effect of litter water extract as nutrients in solution
may be more readily available, and (iii) the effect of different vascular plants’ litters which may

provide different nutrients and chemical interactions.
[I.1.1.2  Materials and methods

Leaf litters of B. spp, C. vul and M. cae, as well as S. pal capitulum (top 3 mm) were collected
in April 2015 in La Guette peatland (154 m, N 47°19° E 2°17°, France). La Guette is a
transitional fen that has been invaded by B. spp and M. cae since a wildfire that took place in
the mid-seventies (Viel et al., submitted). S. pal capitulum culture was performed on 0.4% of
agar-agar in Petri dishes (diameter 90 mm). Seventy Petri dishes were prepared so as to have
five replicates for the control and for the addition of litter and litter water extracts of B. spp, C.
vul and M. cae in both irradiance conditions (light and shade). Air dried vascular plant litters

41



Chapitre I11: Interactions des végétaux vasculaires avec les sphaignes

were added following the “sandwich method” (Fujii et al., 2004). 5 mL of agar-agar was added
to each Petri dish. After gelatinising, 300 mg of litter was spread on the substrate and another
5 mL of agar-agar was added. 50 S. pal capitula were placed on the top. Litter water extracts
were prepared by adding 0.5 g of litter in 100 mL of distilled water over a night. The litter
extracts and distilled water were added twice a week in order to immerse Overall, N and C
addition was quantitatively greater in the litter than in the corresponding litter water extract: the
total inputs of N and C from B. spp, C. vul and M. cae extracts were 0.16, 0.14 and 0.22 mg of
N and 2.5, 11.4 and 2.4 mg of C, respectively, compared to the total input with the litters (6.5,
4.4 and 3.0 g of N and 144, 148 and 126 mg of C respectively).

S. pal capitulum. Sphagnum culture was performed under a 400 Watt lamp with a net, for
the shading condition, and without for the light condition. The Photosynthetically Active
Radiation flux (PAR flux) received by the culture was 146 pmol m™ s for the light condition
and 73 umol m s for the shade condition. After four weeks S. pal growth was assessed by
measuring length and dry weight (at 50°C during one week). Then, the S. pal capitula were
crushed to measure Carbon (C) and Nitrogen (N) content with an elementary analyser (Thermo-
FLASH 2000 CHNS Analyser). Three-way ANOVAs were performed to compare the length,
weight and C and N content in S. pal capitula between the irradiance conditions (light-shade),
the nutrient additions (control-litters-litter extracts) and the vascular plants species (control-B.

spp-C. vul-M. cae). Differences were considered significant at p < 0.05 and are referred to as

*p <0.05, **p <0.01, ***p < 0.001. The trend is referred to as - p< 0.1.

[11.1.1.3  Results

Table I11-1 Significant differences obtained with three-way ANOVAs for height, weight,
carbon and nitrogen content and C/N ratio of Sphagnum palustre after four culture weeks.
Asterisks represent significant results (- p < 0.1, * p < 0.05, ** p <0.01, *** p < 0.001). Only
significant interactive effect are shown in this table

Significance

Irradiance Nutrient Vascular Irradiance : Irradiance :

conditions additions  plants species Additions Species
Helght * ** **k* **
Weight faleled *
Carbon falea falekal
Nitrogen - ke
CN *
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The irradiance conditions significantly affects the weight and carbon content of Sphagnum
palustre with tend to modify the nitrogen content (Table 111-1). Even if no main effect of the
irradiance conditions seems to alter the height of Sphagnum mosses, interactive effects occur

between irradiance and the nutrient additions and the vascular plants species (Table I11-1).
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Figure 111-1 Height (a, b) and weight (c, d) of Sphagnum palustre under light and shade conditions
with litters (a, ¢) or extract additions (b, d). Asterisks represent significant results (- p < 0.1, * p <
0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001).

The separation of height and weight per nutrient additions shows that shading tended to
increase both S. pal height and weight with litter additions (P <0.10, Fig. I1l-1a and c). With
the addition of litter water extract and under shading conditions, S. pal height significantly

decreased (Fig. I11-1b, P<0.01), whereas its weight significantly increased (Fig. 111-1d). The
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main effect induced by the vascular plants species considered global differences between height
or weight among vascular plants species. Nevertheless, no vascular plants species specifically

modified the height or weight of Sphagnum palustre compared to the control.
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Figure 111-2 Height and weight for the additions of litters or litters extract of Betula spp (B.
spp), Calluna vulgaris (C. vul), Molinia caerulea (M. cae) and water (C) under light and shade
conditions (n=5)

Carbon and Nitrogen content was affects by the irradiance conditions and the nutrient
additions (and also the C/N ratio) without a main effect of vascular plants species (Table I11-1).
Shading significantly increased C content and only tended to increase N content compared to
the light conditions (Table 111-1, Fig. 111-2). Both C and N increased conducted to maintain a
similar C/N ratio. At the contrary to the nutrient additions which significantly decreased with
litter extracts compared to the control (Fig. 111-3d). Water extracts significantly increased the N
content compared to control without affecting the C content (only compared to litters additions,
Fig. 111-3b and c).
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Figure 111-3 Carbon (a, b) and Nitrogen content (c) and C/N ratio of Sphagnum palustre under
light and shade conditions (a) or litters additions (b, c, d). Letters represent significant results
with p < 0.05.

[11.,1.1.4  Discussion

Contrary to our first hypothesis, the shading conditions simulated in our experiment had a
positive effect on Sphagnum palustre biomass (but generally had a negative effect on height).
Bonnett et al. (2010) showed that shading conditions decreased Sphagnum capillifolium
biomass, but the shading used was lower (less than 40 pmol.m'z.s'l) than that of our study (73
umol.m'z.s'l). Indeed, it has been shown that Sphagnum moss growth decreased under severe
shading conditions when field layer plants reduced incident light by more than 50% (Malmer
et al., 1994). Murray and his collaborators (1989) demonstrated, however, that a moderate
shading could have a positive effect on Sphagnum moss growth. The shading conditions in our

study simulated a moderate shading that induced a net gain of photosynthesis with an increase
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in total biomass. Shading may thus have both a positive and a negative effect on S. palustre
growth depending on the light intensity. In the field, light availability is further reduced when
bryophytes grow beneath a dense cover of plant canopy (Pedersen et al. 2001). Heijmans et al.
(2002) suggested that a high density of vascular plants (at least 60% cover) are required for
Sphagnum moss growth reduction because of shading. Molinia caerulea in La Guette peatland
can cover more than 60% (unpublished data), suggesting that depending on its percentage of
cover, S. palustre growth may be stimulated or inhibited. Furthermore, when the vascular plant
abundance increases, the growth of mosses is probably constrained less by the shading of living
plants than by the shading of the accumulated above-ground litter (Malmer et al., 1994). Our
second hypothesis was partially confirmed as the water extract resulted in an increase of C and
N content. However, increasing the nutrient content did not enhance Sphagnum moss growth.
An increased N content of Sphagnum associated to an absence of increased growth has been
interpreted as a limitation in other nutrients (Hoosbeek et al., 2002). Similar to Maet al., (2015),
we report that shading increased C and N content in Sphagnum capitula. Our results support the
suggestion that N allocation to chlorophyll increased under shaded conditions (Bonnett et al.,
2010) and that litter and litter water extract were a significant source of N. N input from the
litter was greater than that from the water extract (10- to 80-fold higher). However, confirming
our third hypothesis, water extract additions increased C and N content more efficiently in
Sphagnum palustre than did the litter. This effect was probably due to the fact that N was more
readily available. There was no need to decompose the organic matter to mineralise organic N.
Finally, we found that Betula spp litter had a positive effect on S. palustre height that was not
observed with the water extract. This unexpected result suggests that compounds present in the
litter but not in the water extract may have a positive effect on S. palustre growth. Chemical
analyses of organic substances from litters and litter water extracts (molecular characterisation
through liquid and gas chromatography coupled to mass spectrometry) and of other nutrients
than N (e.g. phosphorus) could provide further information concerning such an effect. Our
results have implications for understanding invaded peatland dynamics. When vascular plants
start to colonise a site, it may have a positive effect on Sphagnum moss growth (at least on S.
palustre). Then, if the percentage of vascular plant cover exceeds 60%, Sphagnum moss growth
may be reduced, and this may jeopardize Sphagnum-dominated peatland functioning. This
suggests a non-linear trend of vegetation change: Sphagnum moss biomass may increase just
before its dramatic reduction. Finally, the effect of litter water extract on N content of
Sphagnum species suggests that in such waterlogged environments, the influence of vascular

plants on Sphagnum mosses may be wider than the area just beneath it. Waterborne molecules
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originating from the litter may have an effect far from the plant they originate from. Although
less concentrated in water than in solid organic matter, such molecules may be more readily
effective as they are soluble. Further long-term experiments are needed to understand how
shading and nutrients (including P) interact on Sphagnum moss growth and on the chemical

composition of litter leachates versus solid organic matter.

Acknowledgements This paper is a contribution to the research conducted in the Labex
VOLTAIRE (ANR-10-LABX-100-01). The authors would like to thank E. Rowley-Jolivet for

revision of the English version.

References

Bergamini, A., Pauli, D., Peintinger, M. & Schmid, B. 2001. Relationships between productivity, number of shoots
and number of species in bryophytes and vascular plants. Journal of Ecology, 89(6): 920-929.

Bonnett, S. A. F.,, Ostle, N. & Freeman, C. 2010. Short-term effect of deep shade and enhanced nitrogen supply
on Sphagnum capillifolium morphophysiology. Plant Ecology, 207(2): 347-358.

Buttler A., Robroek B.J.M., Laggoun-Défarge F., Jassey V.E.J., Pochelon C., Bernard G., Delarue F., Gogo S.,
Mariotte P., Mitchell E.A.D., Bragazza L. 2015. Experimental warming interacts with soil moisture to
discriminate plant responses in an ombrotrophic peatland. Journal of Vegetation Science, 26(5): 964-974.

Dieleman, C. M., Branfireun, B. A., McLaughlin, J. W. & Lindo, Z. 2015. Climate change drives a shift in peatland
ecosystem plant community: Implications for ecosystem function and stability. Global Change Biology, 21(1):
388-395.

Fujii Y., Shibuya T., Nakatani K., Itani T., Hiradate S. & Parvez M. 2004. Assessment method for allelopathic
effect from leaf litter leachates. Weed Biology and Management, 4(1): 19-23.

Gogo, S., Laggoun-Défarge, F., Delarue, F. & Lottier, N. 2011. Invasion of a Sphagnum-peatland by Betula spp
and Molinia caerulea impacts organic matter biochemistry. Implications for carbon and nutrient cycling.
Biogeochemistry, 106(1): 53-69.

Gorham, E. 1991. Northern peatlands: role in the carbon cycle and probable responses to climatic warming.
Ecological Applications, 1: 182-185.

Heijmans, M. M., Klees, H. & Berendse, F. 2002. Competition between Sphagnum magellanicum and Eriophorum
angustifolium as affected by raised CO2 and increased N deposition. Oikos, 97(3): 415-425.

Holden, J. (2005). Peatland hydrology and carbon release: why small-scale process matters. Philosophical
Transactions of the Royal Society of London A: Mathematical, Physical and Engineering Sciences, 363(1837),
2891-2913.

Hogg, P., Squires, P. & Fitter, A. H. 1995. Acidification, nitrogen deposition and rapid vegetational change in a
small valley mire in Yorkshire. Biological Conservation, 71(2): 143-153.

Hoosbeek, M. R., Van Breemen, N., Vasander, H., Buttler, A., & Berendse, F. 2002. Potassium limits potential
growth of bog vegetation under elevated atmospheric CO2 and N deposition. Global Change Biology, 8(11):
1130-1138.

47



Chapitre I11: Interactions des végétaux vasculaires avec les sphaignes

Ingerpuu, N., Vellak, K., Liira, J. & Pértel, M. 2003. Relationships between species richness patterns in deciduous
forests at the north Estonian limestone escarpment. Journal of Vegetation Science, 14(5): 773-780.

Ingerpuu, N., Liira, J. & Partel, M. 2005. Vascular plants facilitated bryophytes in a grassland experiment. Plant
Ecology, 180(1): 69-75.

Limpens, J., Berendse, F., Blodau, C., Canadell, J. G., Freeman, C., Holden, J., Roulet, N., Rydin, H. &
Schaepman-Strub, G. 2008. Peatlands and the carbon cycle: from local processes to global implications - a
synthesis. Biogeosciences, 5(5): 1475-1491.

Ma, J. Z., Bu, Z. J., Zheng, X. X., Ge, J. L. & Wang, S. Z. 2015. Effects of shading on relative competitive
advantage of three species of Sphagnum. Mires and Peat, 16: 4.

Malmer, N., Svensson, B. M., & Wallén, B. 1994. Interactions between Sphagnum mosses and field layer vascular
plants in the development of peat-forming systems. Folia Geobotanica et Phytotaxonomica, 29(4): 483-496.

Marrs, R. H., Phillips, J. D. P., Todd, P. A., Ghorbani, J. & Le Duc, M. G. 2004. Control of Molinia caerulea on
upland moors. Journal of Applied Ecology, 41(2): 398-411.

Murray, K. J., Tenhunen, J. D. & Kummerow, J. 1989. Limitations on Sphaghum growth and net primary
production in the foothills of the Philip Smith Mountains, Alaska. Oecologia, 80(2): 256-262.

Pedersen, B., Hanslin, H. M., & Bakken, S. 2001. Testing for positive density-dependent performance in four
bryophyte species. Ecology, 82(1): 70-88.

Rydin, H., Gunnarsson, U. & Sundberg, S. 2006. The role of Sphaghum in peatland development and persistence.
In: R.K. Wieder & D.H Vitt, eds. Boreal peatland ecosystems. Springer Berlin Heidelberg, pp. 47-65.

Rydin, H., Jeglum, J. K. & Jeglum, J. K. 2013. The biology of peatlands, 2nd edn.. Oxford University Press.

Svensson, B. M. (1995). Competition between Sphagnum fuscum and Drosera rotundifolia: a case of ecosystem
engineering. Oikos, 205-212.

Tomassen, H., Smolders, A. J., Lamers, L. P., & Roelofs, J. G. 2003. Stimulated growth of Betula pubescens and
Molinia caerulea on ombrotrophic bogs: role of high levels of atmospheric nitrogen deposition. Journal of
Ecology, 91(3): 357-370.

Turunen, J., Tomppo, E., Tolonen, K. & Reinikainen, A. 2002. Estimating carbon accumulation rates of undrained
mires in Finland - application to boreal and subarctic regions. The Holocene, 12: 69-80.

Van der Wal, R., Pearce, I. S., & Brooker, R. W. 2005. Mosses and the struggle for light in a nitrogen-polluted
world. Oecologia, 142(2): 159-168.

Van Wijk, M. T., Clemmensen, K. E., Shaver, G. R., Williams, M., Callaghan, T. V., Chapin, F. S., Cornelissen,
J. H. C., Gough, L., Hobbie, S. E., Lee, J. A., Michelsen, A., Press, M. C., Richardson, S. J. & Rueth, H. 2004.
Long term ecosystem level experiments at Toolik Lake, Alaska, and at Abisko, Northern Sweden:
generalizations and differences in ecosystem and plant type responses to global change. Global Change
Biology, 10(1): 105-123.

Viel, E., Binet, S., Gogo, S. & Laggoun-Défarge, F. Submitted. Tree invasion controls the drainage pattern in La

Guette peatland (France): impact on the water storage capacity of the peat.

48



Chapitre I11: Interactions des végétaux vasculaires avec les sphaignes

I11.1.2 Expérience en microcosmes : résultats préliminaires

Comme indiqué précédemment, les résultats de 1’expérience en phytotron montrent de
potentiels effets bénéfiques des conditions ombragées pour la production de Sphagnum
palustre. Cependant, avec ces résultats basés sur une étude en laboratoire, il est difficile de

considérer les résultats en termes de conditions réelles du fait :

o De l’agar qui a été versé chaud sur la liticre, de sorte qu'elle a été "partiellement
stérilisé"; et qui a pu limiter le contact des litieres avec les sphaignes.

o De la faible luminosité générée par les lampes.

Ainsi cette expérience en laboratoire a été complétée par une expérience utilisant des
microcosmes (de 12 cm de hauteur et de diametre) de Sphagnum palustre provenant de la
tourbiére de La Guette qui ont placés a I’extérieur du laboratoire. Les traitements appliqués sur
les microcosmes ont été (i) I’ajout de litieres de Molinia caerulea, Betula spp ou aucune litiére
(témoin) (ii) placées sous différentes intensité lumineuse : plein soleil (sans ombrage, 100%
d’intensité lumineuse), avec un ombrage appelé modéré’ (équivalent a 27% de l’intensité
lumineuse maximale) et un ombrage appelé ‘sévére’ (équivalent a 16% de I’ intensité lumineuse

maximale, Fig. 111-4), obtenus grace a différents filets.
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Figure 111-4 Rayonnement photosynthétiquement actif (RPA) recu par les sphaignes en pleine
lumiere, avec un ombrage modéré et ombrage sévere entre le 15 mai et le 10 juillet. Mesures
effectuées a 14 h.

Les différentes intensités lumineuses affectent significativement la croissance des sphaignes
(Table 111-2) alors que 1’ajout des litiéres des plantes vasculaires n’influe pas la hauteur de

Sphagnum palustre.
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Table 111-2 Différences significatives obtenus avec des ANOVASs & deux voies a mesures
répétées pour la hauteur de Sphagnum palustre. Les différences significatives sont montrées
telles que - p< 0.1, * p <0.05, ** p < 0.01, *** p <0.001.

Significativité
Intensité lumineuse  Additions de litiéres Interaction

Hauteur des sphaignes *

Les deux conditions d’ombrages montrent un effet positif sur la croissance des sphaignes en

comparaison de la condition pleine lumiere (Fig. I11-5).
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Figure 111-5 Croissance des sphaignes sous les traitements pleine lumiere, ombrage moderé et
ombrage sévere relevé entre 15 mai et le 10 juillet 2017 a 14 h.

Ainsi, méme si ’augmentation du recouvrement des plantes vasculaires montre
généralement des effets négatifs sur la croissance des sphaignes, les premiéres données de
I’expérimentation en microcosmes, tout comme les résultats obtenus en laboratoire, montrent
que I’ombrage a un effet positif sur la croissance des sphaignes. Les bryophytes sont
généralement des especes bien adaptées aux conditions d’ombrage avec la capacité d’optimiser
leur croissance en changeant en relocalisant leurs ressources (N pour la production de
chlorophylle) sous peu de rayonnement lumineux (Bonnett et al., 2010). La mise en place de
ces mécanismes lors de notre expériementation en microcosmes reste toujours a approfondir
notamment par la mesure des teneurs en C et N et en chrlorophylle dans les différentes parties

des sphaignes.
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II1.2 Litter decomposition in peatlands is promoted by mixed
plants

Fabien Leroy, Sébastien Gogo, Alexandre Buttler, Luca Bragazza, Fatima Laggoun-Défarge
Article publié dans la revue Journal of Soils and Sediments (2017)
doi: 10.1007/s11368-017-1820-3

Abstract

The carbon sink function of peatlands is primarily driven by a higher production than
decomposition of the litter Sphagnum mosses. The observed increase of vascular plants in
peatlands could alter the decomposition rate and the carbon (C) cycle through a litter mixing
effect, which is still poorly studied. Here, we examine the litter mixing effect of a peat moss
(Sphagnum fallax) and two vascular plants (Pinus uncinata and Eriophorum vaginatum) in the
field and laboratory-based experiment. During the laboratory incubation, mass loss, CO:
production and dissolved organic carbon concentration were periodically monitored during 51
days. The collected data were then processed in a C dynamics model. The calculated enzymatic
activity was correlated to the measured B-glucosidase activity in the litter. In the field
experiment, mass loss and CO> production from litter bags were annually measured for three
years. Both laboratory and field experiments clearly show that the litter mixture, i.e. Sphagnum-
Pinus-Eriophorum, had a synergistic effect on decomposition by enhancing the mass loss. Such
enhanced mass loss increased the water extractable C and CO> production in the litter mixture
during the laboratory experiment. The synergistic effect was mainly controlled by the
Sphagnum-Eriophorum mixture that significantly enhanced both mass loss and CO2 production.
Although the B-glucosidase activity is often considered as a major driver of decomposition,
mixing the litters did not cause any increase of the activity of this exo-enzyme in the laboratory
experiment suggesting that other enzymes can play an important role in the observed effect.
Mixing litters of graminoid and Sphagnum species led to a synergistic effect on litter
decomposition. In a context of vegetation dynamics in response to environmental change, such
a mixing effect could alter the C dynamics at a larger scale. Identifying the key mechanisms
responsible for the synergistic effect on litter decomposition, with a specific focus on the

enzymatic activities, is crucial to better predict the capacity of peatlands to act as C sinks.

Keywords B-glucosidase ¢« Carbon dynamics models * Catalysis * CO2 production * Dissolved
organic carbon ¢ Litter mixture effect
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111.2.1 Introduction

Sphagnum-dominated peatlands accumulate organic matter (OM) as peat at a rate of ca. 20
to 30 g C m year™ (Francez 2000; Rydin et al. 2013). At global scale, peatlands are estimated
to store about 270 to 547 Pg C as peat (1 Pg = 10° g), representing ca. 15-30% of the world’s
soil carbon (C) stock in an area accounting for only 3-5% of the land surface (Turunen et al.
2002; Yu et al. 2010). This high rate of C accumulation is due to peculiar environmental and
soil conditions, i.e. waterlogging, anoxia, acidity, low temperature, and specific plant species
composition that ultimately hamper the microbial litter decomposition so resulting in a net
accumulation of OM as peat (e.g. Gorham, 1991; Holden, 2005). In particular, Sphaghum
mosses have a key role for peat accumulation as they are able to create unfavorable conditions
for decomposer activities by producing a recalcitrant litter and by promoting waterlogged and
acidic conditions (Van Breemen 1995). As a result, Sphagnum mosses gain in competitive
ability against vascular plants, whose litter is much more easily decomposable (Bragazza et al.

2007, 2009), thereby acting as effective ecosystem engineers (Van Breemen 1995).

Human-induced environmental changes are expected to modify plant species abundance in
peatlands, in particular by favoring vascular plants at the expense of Sphagnum mosses under
a warmer climate (Buttler et al., 2015; Dieleman et al., 2015). Although previous studies have
shown that warming can modify the rate of litter decomposition in peatlands (Thormann et al.,
2004; Bragazza et al. 2016) and that decomposition rates of Sphagnum are lower than those of
vascular plants (Hoorens et al., 2010), few studies have addressed the issue of a litter mixture
effect in peatlands (Hoorens et al. 2010; Krab et al. 2013; Gogo et al. 2016). Most of the studies
on litter decomposition in peatlands have focused on single plant species, although in natural
conditions litters mainly consist of a mixture of multiple plant species (Salamanca et al. 1998).
Litters in mixture can decompose faster (synergistic effect) or slower (antagonistic effect) than
the same litter type alone (non-additive effect (Gartner and Cardon, 2004). Almost 70% of
mixed-species litter exhibited non-additive mass loss with a prevalence of synergistic effects
(Gartner and Cardon, 2004). Such modifications of the decomposition rate due to litter mixture
could affect the imbalance between primary production and decomposition in peatlands in
response to a vegetation dynamics and, ultimately, the capacity of peatlands to act as C sinks.
Despite the crucial role of litter decomposition in controlling C dynamics and peat accumulation
in peatlands, we have still little understanding of how the mixture litter affects decomposition.
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As change in leaf litter quality can affect enzyme production by soil microbes (Hu et al.
2006), litter mixture could also change enzyme activities, which may result in a non-additive
effect. For example, B-glucosidase is commonly described as an important exo-enzyme
involved in C-cycling, and therefore primarily in the decomposition of cellulose (Kourtev et al.
2002; Sinsabaugh et al. 2002), so that it could be a key-player in the non-additive effect of litter
mixture. Nevertheless, the role of enzymes in relation to litter decomposition still needs to be

elucidated.

In order to understand the effect of a litter mixture of Sphagnum mosses and vascular plants
on OM decomposition and C dynamics in peatlands, we performed a decomposition experiment
under laboratory and field conditions. Experimental laboratory data were then used to calibrate
a C dynamics model proposed by Gogo et al. (2014), using three C compartments: the solid
(mass loss), the dissolved (Water Extractable Organic Carbon, WEOC) and the gaseous
components (CO2-C). In this model, the litter is catalyzed by exo-enzymes at a rate “c” to
produce soluble organic C, i.e. WEOC, which is used for respiration at a rate “r” by
microorganisms. The model gives a catalysis rate for each litter that contributes to overall
catalytic activity. The field experiment was performed to assess whether there was agreement
between laboratory and field decomposition tests by focusing on mass loss and CO2 production.
Overall, the aims of this work were: (i) to determine the occurrence of a litter mixture effect for
three different plant species during decomposition; (ii) to elucidate the role of B-glucosidase
activity during litter decomposition; (iii) to relate the catalysis rate from the C dynamics

modeling to the activity of hydrolytic enzymes.

111.2.2 Materials and methods

[1.2.2.1 Study site and litter sampling

Plant litter material for laboratory and field experiments was collected at the Forbonnet
peatland in Frasne (France, N46°49°35” E 6°10°20”, 840m). The site is a Sphagnum-dominated
peatland with a mean annual temperature of 7.5°C and annual rainfall amount of 1400 mm
(Laggoun-Défarge et al. 2008; Delarue et al. 2011). The vascular plant cover mainly consists
of Eriophorum vaginatum, Scheuchzeria palustris, Andromeda polifolia, Vaccinium oxycoccos
and Carex limosa (Bulttler et al. 2015) with a recent increased abundance of trees of the genus
Pinus in response to a decline in peat water content, as observed in many bogs in the study
region (Frelechoux et al. 2000). Overall, the moss layer is primarily dominated by Sphagnum

fallax and S. magellanicum. Litter samples of Eriophorum vaginatum (E) and Pinus uncinata
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(P) were composed, respectively, of senescent leaves and needles. Litter samples of Sphagnum
fallax (S) corresponded to the decaying part just below the green photosynthesizing apical part
(Bragazza et al. 2007). After having been air-dried, sub-samples of each litter type were oven

dried at 50°C for 48 hours in order to calculate the dry weight.
[11.2.2.2  Laboratory experiment

Sample preparation and incubation - For the laboratory experiment, samples of one gram
for seven litter types were prepared. Litter types were formed by single litter of Sphagnum fallax
(S), Eriophorum vaginatum (E) or Pinus uncinata (P), and by the following mixtures:
Sphagnum fallax + Eriophorum vaginatum (SE), Sphagnum fallax + Pinus uncinata (SP), Pinus
uncinata + Eriophorum vaginatum (PE) and Sphagnum fallax + Pinus uncinata + Eriophorum
vaginatum (SPE). Litter samples received 20 mL of peatland water overnight in order to
inoculate microorganisms (Hoorens et al. 2002). The excess water was removed with a tissue
and the litter samples were placed in aluminum cups with small holes at the bottom to allow air
circulation. The cups were placed on a 0.4 L pot containing 20 mL of saturated solution of
K2SO4 to maintain moist conditions. Each pot with its cup was covered with perforated
aluminum foil to allow air circulation. All pots were placed in an incubator (Aralab 1200) at
20°C and 95% of relative humidity. A total of 105 litter samples (pots) were prepared in order
to have 3 replicates for each of the 7 litter types and 5 periodical harvests. At intervals of 0, 1,
14, 28 and 51 days after incubation, we measured CO> production, water extractable organic
carbon (WEOC) release, litter mass loss, B-glucosidase activities and C content in 3 replicats

of each litter type.

Laboratory measurements - The CO- production was measured with a GMP343 Vaisala
probe after placing the litter sample (pots) in a 2.34 L chamber. The measurement took 15
minutes. The slope of CO2 increased over time within the chamber (in pmol CO2. mol air-1.sec-
1) and was used to calculate a cumulative C release (g C g-1 initial C litter). The WEOC from
each sample was obtained after rinsing the incubated litter three times with 50 mL of distilled
water and followed the method described in Delarue et al. (2011). The extract was filtered
through a 0.45 pm membrane filter. Dissolved organic carbon (DOC) in water extract was
determined with a Shimadzu TOC 5000A (Total Organic Carbon Analyzer). The particles on
the 0.45 pm filter and the remaining litter were dried at 50°C during two days and then weighed
to obtain the remaining mass (mass loss = initial mass — remaining mass) in g OM g-1 initial

litter mass. The C in each litter sample was then measured with an elementary analyzer

54



Chapitre I11: Interactions des végétaux vasculaires avec les sphaignes

(Thermo-FLASH 2000 CHNS/O Analyzer). The S, E and P litters contained, respectively, 42.4,
50.9 and 47.7 % of C (Table I11-3). These contents were constant in time and between additive

(calculated values) and measured values in mixture litter (Table 111-3).

Table 111-3 C content (%), N content (%) and C:N ratio for the Sphagnum (S), Pinus (P),
Eriophorum (E), Sphagnum-Pinus (SP), Sphagnum-Eriophorum (SE), Pinus-Eriophorum (PE)
and Sphagnum-Pinus-Eriophorum (SPE) litters.

. Litters
Composition
S P E SP SE PE SPE
C (%) 42.4 50.9 47.7 46.8 45.2 49.7 46.9
N (%) 1.8 1.7 1.9 1.6 1.9 1.9 1.7
C:N 23.7 29.2 25.8 30.1 23.3 26.9 26.8

This normalized the three C pools in g C g-1 initial C litter, thus making possible to input
data in the C dynamics models. The activity of B-glucosidase was measured by adding to 0.5
mL of water extracted litter, 3.5 mL of 4-Methylumbelliferyl -D-glucopyranoside, a substrate
for B-glucosidase activities which is transformed into 4-Methylumbelliferone (MUF). After one
hour of incubation, the concentration of MUF was determined by fluorescence using an
excitation wavelength of 330 nm and an emission wavelength of 450 nm and was compared to
standard solution. Measured values obtained in the litter mixtures were compared to calculate
additive values (expected) after Hoorens et al. (2010), which are means of the values as
measured in the decomposition of the single species litter type.

C dynamic modeling - The experimental design was similar to that published by Gogo et
al. (2014, 2016). These authors conceptualized the model assuming that solid OM is catalyzed
by exo-enzymes, leading to soluble OM, which is then absorbed by microorganisms and used
as an energy source for different microbial functions (enzyme production, maintenance,
growth). Then, the soluble organic C is respired and released into the environment in the form
of CO». The applied model followed Schimel and Weintraub (2003) but was simplified to make
it experimentally testable (Supplementary Fig. 111-S11). It is composed of three compartments:
(1) the “L” compartment corresponding to the C fraction contained in the litter (solid fraction),
(i1) the “W” compartment corresponding to the C fraction in the WEOC (dissolved fraction)
and (iii) the “G” compartment corresponding to the C fraction in the cumulative CO> released

by microbial respiration (gaseous fraction). C flow from the L to the W compartment at a rate
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corresponding to the exo-enzyme catalysis rate. C flows from the W to the G compartment at a
rate corresponding to the respiration rate. Equations describe the simultaneous change in time
of the state variable (L, W, and G) and the reaction rates (Gogo et al. 2014; Supplementary Fig.
I11-S11). At any time, the sum of all these three fractions is equal to 1. The three fractions
corresponding to C stocks (solid, soluble, gaseous) were experimentally measured. The
catalysis rate “c” and the respiration rate “r”” were tuned at the same time to fit the stock values
of the model to those experimentally assessed. When the reaction rates are allowed to change
in the course of the experiment, the goodness of fit is improved. The reaction rates were allowed
to follow a negative exponential decrease with time. The following parameters describe the
shape of the curve: “a+b” = the initial reaction rate, “a” = the final rate, “m” = decay rate with
time of the reaction rate (Rovira and Rovira, 2010). Observed rates obtained in litter mixture
were compared to calculate additive rates, which are means of the catalysis and respiration rates
measured in decomposition of the single species litter type. The root mean square error (RMSE)
was calculated for each litter type in order to represent model performance. The RMSE is
calculated by squaring individual errors, summing them, dividing the sum by their total number

(N), and then taking the square root of this quantity:

RMSE = \/Z (ypred 7Vymeas)2

The RMSE was normalized to the mean of observed data and multiplied by 100 to obtain
RMSE

the Normalized Root Mean Square Error (NRMSE) in percentage (%): NRMSE = 100 X

111.2.2.3  Field experiment

The litterbag experiment was performed at the Forbonnet peatland in order to annually
measure mass loss and CO» production during three years of field incubation. Litterbags (0.5
mm mesh) were prepared with one gram of litter of S, P, E and in a mixture of the three species
(SPE). For the SPE litter mix, each species contributed equally to the final weight of the litter
bag. Litter bags were placed vertically in the moss carpet and buried at 5 cm depth on November
2009 in lawns, which represent the major feature in this bog, avoiding hummocks where there
was tree encroachment. Twelve samples were prepared for each of the four litter treatments that
were periodically collected after one, two and three years of incubation. Litter mass loss was

calculated as percentage of remaining mass of initial litter mass. The CO- flux was measured
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immediately after collection in a 835 cm3 chamber with a Li-Cor LI-8100 analyser and

expressed as fluxes (in pg CO2 h-1 g-1 dry weight).
[11.2.2.4  Statistics

The role of litter mixture in affecting the measured variables was compared to the
corresponding additive calculated values (expected) from the litter decomposition of each
single species. Two-way ANOVA was applied to investigate differences in the measured
variables for both the field and laboratory experiments where the selected factors were “litter
types” (observed vs additive) and “time (years or days) of measurements. Post-hoc Tukey’s

Honestly Significant Differences tests were performed to determine significant differences

within groups. Differences were considered as a trend for p < 0.1 (noted with: -) and significant
at p <0.05 and referred to by * = p < 0.05, ** = p < 0.01, *** = p < 0.001. Modeled curves for
temporal changes of variables in the laboratory incubation experiment were calculated from the

C dynamics model. All statistical analyses were done using R 3.1.1 software.

111.2.3 Results
[I1.2.3.1  Laboratory experiment
During the laboratory incubation of the single litter type, Sphagnum fallax (S) litter was

characterized by a mass loss, DOC release and CO- production significantly different compared

to Pinus uncinata (P) and Eriophorum vaginatum (E) litter (Fig. 111-6).
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Figure 111-6 Mean (xSE, n=3) remaining solid C (a), water extractable organic carbon (WEOC)
(b) and CO2 - C production (c) in single species litter decomposition of Sphagnum fallax (e, S),
Pinus uncinata (A, P) and Eriophorum vaginatum (¢, E) during the laboratory incubation. Lines
represent the corresponding fitted curves from the model for each type of litter. Asterisks
represent significant differences (NS = not significant, - p< 0.1, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001).
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When compared to the decomposition calculated from the single plant litter (additive mean
values), the observed Sphagnum + Pinus + Eriophorum (SPE) mixture showed a significantly
higher mass loss (i.e. lower remaining C) (p<0.001), a higher WEOC (p<0.05) as well as a
higher production of CO> (p: 0.063) (Fig. 111-7). The litter mixture of Sphagnum + Eriophorum
(SE) significantly (p<0.001) increased mass loss and CO2 production by 13% after 51 days of
incubation, as compared to the additive effect (Fig. 111-7, Table 111-4). The C dynamics in the
SP and PE mixtures did not significantly differ from the additive effect of the single species
(Fig. 111-7, Table 111-4) although the litter mixture of Pinus and Eriophorum (PE) showed a

tendency to decrease litter mass loss and CO. production (p: 0.069 and 0.097, respectively).

Table 111-4 Levels of significance from the post-hoc tests for comparison of Sphagnum-Pinus
(SP), Sphagnum-Eriophorum (SE), Pinus-Eriophorum (PE) and Sphagnum-Pinus-Eriophorum
(SPE) litter mixture effect (additive vs observed) by incubation time on the remaining solid C,
water extractable organic carbon (WEOC) and cumul of CO, - C production during the

laboratory experiments. Asterisks represent significant differences (NS = not significant, - p<
0.1, *p <0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).

Main effect Post hoc test
Litter type )
Time
(expected  vs 0 1 14 28 51
(days)
observed
SP Solid C el
WEOC
Cumul CO.-
C * % %
SE SO|Id C **k%* **k%* **x%*
WEOC
Cumul COq-
*k*k *k*k *k*k
C
PE Solid C - Fxk
WEOC bl
Cumul CO3-
**%k%*
C
SPE Solid C * bl
WEOC * **%k%*
Cumul COq-
*k*k
C
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Figure 111-7Additive (m) and observed (0) mean (+SE, n=3) of remaining solid C (i), WEOC
(if) and cumulative CO> - C (iii) of Sphagnum-Pinus-Eriophorum (a), Sphagnum-Eriophorum
(b), Pinus-Eriophorum (c) and Sphagnum-Pinus (d) litter mixture decomposition during the
laboratory incubation. Additive values are the weighed means from the values measured in the
decomposition of the single species litter. Lines represent the corresponding fitted curves from
the model. Asterisks represent significant differences (NS = not significant, - p< 0.1, *p < 0.05,
**p < 0.01,***p < 0.001).
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[11.2.3.2  Field experiment
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Figure 111-8 Mean (£SE, n=12) remaining mass (a) and COz production (b) of Sphagnum fallax
(e, S), Pinus uncinata (A, P) and Eriophorum vaginatum (¢, E) litter from field litter bags

experiment. Asterisks represent significant differences (NS = not significant, - p< 0.1, *p <

0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).

After three years of field incubation, the decomposition of single litter of S. fallax was slower

than that of vascular plants (p<0.001) (Fig. 111-8, Table I11-5). S. fallax litter showed significant

differences for CO, production compared to Pinus uncinata (p<0.001) and Eriophorum litter

(p <0.05).
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Figure 111-9 Additive (m) and observed (0) mean (£SE, n=12) of remaining litter mass (a) and
CO2 production (b) from litter mixtures of Sphagnum-Pinus-Eriophorum (SPE) during field
litter bags experiment. Additive values were calculated as the weighed mean of the values from
litter decomposition of single plant species litter. Asterisks represent significant differences (NS

= not significant, - p< 0.1, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).

There was a significant effect of litter mixture during field decomposition, with a mass loss
higher (ca. 19%) than that expected from the single species additive effect (p<0.01) (Fig. IlI-
9), while the CO- production in the mixture litter did not differ from the additive effect (Fig.
I11-9, Table I11-5).

Table 111-5 Levels of significance from the post-hoc tests for comparison of Sphagnum-Pinus-
Eriophorum (SPE) litter mixture effect (additive vs observed) by incubation time on the
remaining solid C and CO. production during the field experiements. Asterisks represent

significant differences (NS = not significant, - p< 0.1, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).

Main effect Post hoc test

Litter type (expected )
Time (years) 1 2 3
vs observed
SPE SolidC ** il *

COz production foleka
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[11.2.3.3  Catalysis of C dynamics models and p-glucosidase activities

The model fitted well the measured values with a lower NRMSE (sum between 2.82 and
9.41 %; Supplementary Table SlII-7) compared to Gogo et al. (2014). The catalysis rate
decreased with incubation time in each litter type (Table 111-6). In Sphagnum litter, this rate was
initially very fast and decreased rapidly to become slower than vascular plant litters. The
catalysis rates measured in Sphagnum-Eriophorum (SE) and Sphagnum-Pinus-Eriophorum
(SPE) mixtures were always greater than expected from the mean of single litter species at each
time of measurement (Table 111-6). This corresponded to higher C mass loss, WEOC and CO-

production.

Table 111-6 Catalysis rate (mg C gC* d') obtained from the C-fluxes model over time for
Sphagnum (S), Pinus (P), Eriophorum (E), Sphagnum-Pinus (SP), Sphagnum-Eriophorum
(SE), Pinus-Eriophorum (PE) and Sphagnum-Pinus-Eriophorum (SPE). The model was
calibrated with data from the laboratory incubation experiment. Calculate additive rates values
are means from the catalysis rates measured in the decomposition of the single species litter.

Litters Time (days)
0 1 14 28 51
S 7.87 6.61 1.91 1.66 1.65
2.57 2.54 2.18 1.84 1.40
E 4.02 3.51 2.22 2.20 2.20
observed 3.44 3.33 2.34 1.84 1.54
>F additive 3.05 5.18 1.83 1.62 1.61
SE observed 3.57 3.51 2.86 2.34 1.77
additive 3.41 3.34 2.57 2.00 1.44
PE observed 3.79 35 1.87 1.62 1.59
additive 3.47 3.26 2.08 1.88 1.85
SPE observed 3.29 3.23 2.63 2.11 1.46
additive 3.10 3.05 2.45 1.93 1.31

At the beginning of incubation, B-glucosidase activity was similar in all litter types but
afterward it significantly increased in Eriophorum and Pinus litters, while remaining constant
in Sphagnum litter (Supplementary Fig. 111-S12). Mixing litters did not affect p-glucosidase
activities so that there were no significant differences between observed and calculated additive
values (Fig. 111-10). Overall, B-glucosidase activities increased with incubation time, whereas
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the catalysis rate decreased (Fig. 111-10; Table 111-6) so that the catalysis rate was inversely
correlated to the B-glucosidase activity (r2: 0.52; p<0.001; Supplementary Fig. 111-513).
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Figure 111-10 Additive (m) and observed (o) B-glucosidase activities of Sphagnum-Pinus-
Eriophorum, Sphagnum-Eriophorum, Pinus-Eriophorum and Sphagnum-Pinus litter mixtures

(xSD, n=3). Asterisks represent significant differences (NS = not significant, - p< 0.1, *p < 0.05,
**p < 0.01, ***p < 0.001). Only values from 0 to 28 days of incubation are given because a
contamination occurred for the B-glucosidase activities samples at 51 days.

111.2.4 Discussion

11.2.4.1  Occurrence of a synergistic effect

The laboratory incubation experiment clearly showed that the litter mixture of Sphagnum-
Eriophorum as well as Sphagnum-Pinus-Eriophorum had a synergistic effect on mass loss and
CO2 production compared to the corresponding additive effect. Similar results were obtained
with a mixture of Sphagnum litter and graminoid species (Hoorens et al. 2002; Gogo et al.
2016). Such synergistic interaction on decomposition has been explained by differences in litter

chemistry such as N concentration (Hoorens et al. 2002). However, similar N concentration
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was found in our litter types. Mixing different litters can produce both chemical diversity and
microhabitat complexity so supplying an increased diversity of substrates to the decomposers
(Gartner and Cardon, 2004). Also, special attention in future studies should be devoted to the
improvement of microclimatic condition such as the water content of individual litter in mixture
through water flow from the wettest to the driest litter. The hypothesis is that through such
water flow the conditions are improved in the driest litter, without decreasing to large extent
the conditions of the wettest litter (Gogo et al., 2017).

The field experiment also showed an increase of decomposition by mixing Sphaghum +
Eriophorum + Pinus litter. Sphagnum fallax decomposed at a slower rate than Pinus uncinata
and Eriophorum vaginatum litter as observed elsewhere by Hobbie (1996). Curiously, we
expected to have higher CO2 production in combination with higher litter mass loss, but,
instead, the highest CO. production was measured in Sphagnum litter with the slowest mass
loss. The high capacity of Sphagnum litter to maintain capillary water could have contributed
to retaining water that had previously percolated through the upper photosynthetically active
centimeters of the Sphagnum carpet. This percolating water may have been enriched in labile
C that could stimulate CO> production. Furthermore, the capillary structure of Sphagnum is
known to host rich microbial communities, including microbial predators, i.e. amoebae (Jassey
et al., 2013) in the living apical part and we cannot exclude the possibility that this might have
affected the decaying part in the long field run. This could explain the decoupling observed

between mass loss and respiration rate.

Laboratory incubation was a short experiment in which environmental factors and C input
and output were well controlled. Conversely, field experiments spanned over three years and
thus represent litter mass loss as it occurs in natural field conditions. In both laboratory and
field experiments, mixing Sphagnum with Eriophorum and Pinus litter had a synergistic effect
on litter decomposition. Such non-additive effects have already been reported for other
ecosystems (Wu et al. 2013; Zhang et al. 2014), although the reasons are still unclear. Many
studies have tried to explain such an effect by nutrient exchanges between litters (Vos et al.
2013), litter chemical quality (Meier and Bowman 2010) or changes in habitat characteristics
(Lecerfetal. 2011). Nevertheless, only very few studies have addressed this effect at microbial
scale and established links between microbial communities and litter decomposition (Chapman
et al. 2013).
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[I1.2.4.2  Role of p-glucosidase in early C dynamics the early decomposition stages

Contrary to our hypothesis, no significant increases were noticed in B-glucosidase activity
between the observed and the additive values during the laboratory experiment, suggesting that,
at least in the early stages of decomposition (i.e. the first 28" days), the synergistic mixture

effect does not originate from the stimulation of this hydrolytic enzyme.

By comparing the measured enzymatic activities to the modeled catalysis rates, the
Sphagnum litter showed values similar to those obtained by Gogo et al. (2014) and Gogo et al.

(2016), with a fast rate in the early stage of decomposition, and slower but constant values

thereafter (< 0.002 gC.g-1C.d-1). Contrary to our hypothesis, a negative link was established
between modeled catalysis rates and -glucosidase activities. Such a link between litter enzyme
activities and decomposition rates was already assessed with hydrolases and the results showed
that this relationship was weak (Allison and Vitousek, 2004). These authors suggested that mass
loss occurred independently of enzyme activities with compounds that may leached out of the
litter. As this last one, the really different litter types could not allowed to connect the enzymes
activities with the decomposition rates. Furthermore, fast catalysis rate in the initial
decomposition stage was not related to the 3-glucosidase activity but maybe more to the phenol
oxidase activity particularly in the case of Sphagnum litter (Sinsabaugh et al. 2002). Indeed, it
has been shown that phenol oxidase enzymes by degrading inhibitory phenolic compounds,
allow other enzymes to act on soil organic C and as a consequence regulate the stability of a
vast C store in the soil following the hypothesis of ‘enzyme latch’ mechanism (Freeman et al.,

2001).

Linking microbial extracellular enzyme production and litter decomposition modeled
catalysis rates could provide information on the mechanisms of decomposition and non-additive
effect (Sinsabaugh et al. 2002). However, using different litter types (which can change litter
quality, nutrient availability and pH) such a correlation could not be demonstrated. Enzymatic
degradation is still necessary to degrade complex and insoluble litter compound and relating
modeled catalysis rates and enzymatic activities are likely to provide powerful models that

remains poorly understood.
[11.2.4.3  Sensitivity of the WEOC compartment

Mixing Sphagnum with Pinus litters did not increase OM decomposition but affected the

WEOC compartment, i.e. the dissolved C pool in the laboratory-based experiment. This
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dissolved fraction described as the pool that is mostly sensitive to any modification in litter
decomposition (e.g. Gogo et al. 2014) is considered as a transitory compartment between solid
and gaseous pools, which contains a low C-content compared to the other pools. Thus, an
increase in litter decomposition would have a strong effect on this compartment as observed for
the Sphagnum-Eriophorum-Pinus litter mixture. The Sphagnum-Eriophorum mixture did not
increase the WEOC content as this pool is a ‘dynamic’ compartment that is rapidly transformed
into a gaseous C pool. The WEOQOC increase in Sphagnum-Pinus litter could indicate a
modification in litter decomposition, which was still not perceived in the solid or gaseous

compartments however.
[11.2.4.4  Implication in a scenario of vegetation dynamics

Like Hoorens et al. (2002) and Gogo et al. (2016), our study showed that mixing graminoid
and Sphagnum litters together induces a synergistic effect on decomposition. This has important
implication for estimating litter decomposition rates in peatlands. These species-specific
interactions appeared to be modulated by the changing climate through modifications of litter
chemistry (Hoorens et al., 2002). In the context of global change and its role in causing a shift
in the relative abundance of Sphagnum and vascular plants in peatlands (Dieleman et al., 2015),
synergistic effects of mixed litters on decomposition is likely to play a critical role for the C
dynamics at ecosystem level.

111.2.5 Conclusions

On the global scale, the C-sink capacity of Sphagnum peatlands could be affected by the
litter mixture effect. This calls for further studies on non-additive effects of litter mixture, with
a focus on elucidating the specific enzymatic mechanisms behind such interactions, with the
ultimate goal of incorporating them in global biogeochemical models.
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Supplementary data

Table 111-S7 Percentage normalized root mean square error (% NRMSE) for the solid (L),
dissolved (W), gaseous (G) pools and the sum of them for the Sphagnum (S), Pinus (P),
Eriophorum (E), Sphagnum-Pinus (SP), Sphagnum-Eriophorum (SE), Pinus-Eriophorum (PE)
and Sphagnum-Pinus -Eriophorum (SPE) models of C dynamics.

Pools Litters
S P E SP SE PE SPE
L 0.28 0.19 0.11 0.11 0.13 0.09 0.1
W 0.28 4.08 1.89 0.19 0.48 0.84 5.54
G 5.75 5.14 2.49 2.52 2.52 251 1.98
Sum 6.31 941 4.49 2.82 3.13 3.45 7.61
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L= Lo e Wi = (cLo /r-c) et + a e Gy=1- Li-W,

with @ = Wq - (cLog) / (r - ¢)

c(t) = act - (be / me)(em™met - 1) r(t) = apt - (by / my)(e™t - 1)

Catalysis rate Respiration rate

Figure 111-11 Model of the C flow in the litter decomposition process. Three compartments
corresponding to the solid (litter), aqueous (WEOC), and gaseous (cumulative C-CO; respired)
forms of C are indicated. Solid lines indicate the rates of catalysis and respiration. The L pool
flows into the WEOC at the catalysis rate “c” and the WEOC is respired at the rate “r”” (adapted
from Gogo et al. 2014).
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Figure 111-S12 B-glucosidase activities in Sphagnum (), Pinus (a) and Eriophorum (o)
litter during the laboratory incubation (£SD, n=3). Only values from 0 to 28 days of incubation
are given because a contamination occurred for the B-glucosidase activities samples at 51 days.
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Figure 111-S13 Linear regression between catalysis rates and B-glucosidase activities. Each
point represents the 3-glucosidase activities measured associated to the catalysis rate obtained
for each litter type at a time t. The r? was calculated with all litters at the exception of Sphagnum

ones (o).
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IVV. Caractéerisation moléculaire et dissoutes
de la matiere organique suite a

I’invasion de Molinia caerulea
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Préambule

Alors que I’accumulation de la tourbe est due a une faible décomposition de la maticre
organique, les litieres des plantes vasculaires présentes au sein des tourbieres affichent
généralement une décomposition plus rapide que celle des sphaignes (Chap. Il, Thormann et
al., 2001). Ces différences de decomposition sont généralement imputées a des changements
chimiques et structurels des litieres (Verhoeven et Toth, 1995). De telles modifications des
litieres alterent la composition de la matiére organique (MO) de la tourbe, dépendante de
I’apport des litieres, et peuvent ¢également avoir de nombreuses implications sur
I’environnement physique et chimique du sol et sur la dynamique et la structure des
communautés végétales dans les tourbieres (Facelli et Pickett 1991 ; Weltzin et al., 2005). Ainsi,
les litiéres des plantes vasculaires constituent une source importante de C dans les tourbiéres
pouvant affecter les processus écosystémiques. De plus, les racines des plantes vasculaires
apportent du C labile, via leur exsudats racinaires, capable de fortement altérer les processus
souterrains en modifiant les communautés microbiennes et la décomposition de la matiere
organique (Robroeck et al., 2015). De telles modifications des sources de C, via les litieres ou
les exsudats racinaires, liées a I’invasion des plantes vasculaires, pourraient ainsi avoir de fortes
implications sur les processus régissant le fonctionnement des tourbieres. Ainsi, la

problématique principale de ce chapitre est de déterminer

Quelles sont les modifications provoquées par I’envahissement des tourbiéres par les
végétaux vasculaires sur la composition chimique de la MO aérienne et souterraine

(caractérisations et implications potentielles) ?

L’objectif principal de ce chapitre est d’étudier comment les nouvelles sources de substrats
carbonés, apportés via les exsudats racinaires et les litieres des plantes vasculaires, peuvent
impacter la composition de la MO. Pour répondre a cet objectif, deux parties sont présentées

dans ce chapitre :

- la premiére partie, intitulée «Dynamique des 5-n-alkylresorcinols de Molinia caerulea
au cours d’une saison de végétation et leur potentiel allélopathique», porte sur 1’évolution
des teneurs des 5-n-alkylresorcinols extraits des feuilles de Molinia caerulea au cours d’une
saison de végétation et leur potentiel réle sur la croissance et la germination de la plante. Les

5-n-alkylresorcinols (ARs) sont une famille de molécules lipidiques qui ont été identifiés dans
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Molinia caerulea dans le cadre des projets PRINCIPASOL! et ECOSMETOCENTRE? et qui
ont déja montré par ailleurs un caractere allélopathique dans deux autres poacees (Dactylis
glomerata et Phleum subulatum) en induisant une autostimulation de leur germination et leur
croissance (Scognamiglio et al., 2011). Dans notre cas, 1’idée est de vérifier si ce caractere
allélopathique peut également agir sur les graines de Molinia caerulea et potentiellement jouer
un role dans sa capacité a envahir les tourbiéres via une autostimulation de sa germination et
de sa croissance. Ainsi, les objectifs de la premiere partie de ce chapitre sont (i) de quantifier
les teneurs en ARs contenues dans les feuilles de Molinia caerulea, (ii) identifier les conditions
environnementales pouvant déterminer leurs concentrations (iii) et tester I’effet de ces
molécules sur la germination des graines de Molinia caerulea et sa croissance. Pour répondre
au premier objectif, des feuilles de Molinia caerulea provenant de la tourbiére de La Guette ont
été récoltées entre avril et décembre 2014 pour quantifier, en chromatographie gazeuse couplé
a un spectromeétre de masse, les homologues de la famille de 5-n-alkylrésorcinols. La variation
de ces concentrations a été confrontée a celle des conditions environnementales (rayonnement
lumineux, température de 1’air et du sol et niveau de la nappe d’eau) afin de répondre au second
objectif. Enfin pour répondre au troisieme objectif, des graines de Molinia caerulea ont été
récoltées dans la tourbiére de La Guette pour réaliser des tests de germination en présence des

principaux ARs retrouvés dans Molinia caerulea.

- la seconde partie de ce chapitre intitulé «Effets des plantes vasculaires sur la
composition de la matiére organique dissoute des tourbiéres a sphaignes» est focalisée sur
I’étude de la matiere organique dissoute (MOD) dans des mésocosmes a sphaignes en présence
ou non de Molinia caerulea. En effet, le pool dissout est un pool sensible aux modifications de
sources organiques et peut agir comme une sentinelle du changement de qualité et de quantité

d’apport de MO en réponse a une modification des communautés végétales (Robroek et al.,

1 PRINCIPASOL (2010-2012) est un projet collaboratif coordonné par I'ISTO (F. Laggoun) portant
sur l'utilisation potentielle et raisonnée de la biodiversité locale des zones humides permettant d’avoir
acces a des principes actifs innovants dans le domaine de la Cosmétique, de la Pharmacie, de I'’Agro-
alimentaire, voire de I'Eco-construction. Il a été financé par le Conseil général du Loiret et le FEDER.

2 ECOSMETOCENTRE (2013-2016) est un projet collaboratif coordonné par [I'entreprise
GREENPHARMA (P. Bernard) ; I'ISTO étant un des partenaires. Le projet se situe dans la continuité
de PRINCIPASOL avec l'objectif ici, outre d’identifier des principes actifs d’intérét pour le marché de la
cosmétique dans des plantes issues de milieux naturels locaux, de maitriser la chaine de valeurs depuis
la production du principe actif jusqu’a la mise en place de la plateforme de développement pour
lindustrialisation du procédé d’extraction. Il a été financé par le Ministére du Redressement productif
(AAP-2012 Ecolndustries).
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2015). La composition de la MOD provient de la décomposition de la tourbe et des débris
veégetaux, mais aussi des exsudats racinaires et de I'activité microbienne (Dieleman et al., 2016).
Ainsi I’objectif de cette seconde partie est de caractériser les modifications de la MOD dans
une tourbiére a sphaignes suite a un envahissement par Molinia caerulea. Pour cela, nous avons
mis en place une expérimentation en mésocosmes avec des monolithes de tourbe contenant
uniquement Sphagnum rubellum ou contenant a la fois Sphagnum rubellum et Molinia caerulea
et opéré un suivi sur 14 mois (entre mai 2015 et juin 2016) des concentrations en carbone
organique dissout ([COD]) et en azote totale grace a des prélevements effectués dans des
piézomeétres. Un second suivi de 4 mois (entre mars et 2016 et juin 2016) a permis de suivre les
[COD] et en azote totale a 5 et 20 cm de profondeur a I’aide de rhizons tout en caractérisant la

MOD par spectrophotométrie et spectrofluorimétrie.
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IV.1 Dynamique des 5-n-alkylresorcinols de Molinia caerulea au
cours d’une saison de végétation et leur potentiel
allélopathique

1IV.1.1 Introduction

L’ apport des débris végétaux dans les tourbiéres constitue la principale source de maticre
organique pour la formation de la tourbe. Un changement des communautés végétales entraine
une modification de la qualité et de la quantité de ces apports et, in fine, des litieres formant la
MO de la tourbe. Les différentes espéces végétales peuvent entrainer des litieres avec des
compositions chimiques tres différentes, régulant leur taux de décomposition et la libération de
nutriments ou de composés allélopathiques dans le milieu (Dorrepaal et al., 2007). Ces
processus sont particulierement importants dans les écosystemes avec un faible taux de
décomposition et a faible apport en nutriment tel que les tourbiéres. L’analyse chimique de
Molinia caerulea a permis d’identifier la présence d’une famille de composés: les 5-n-
alkylresorcinols (ARs) dans les feuilles vivantes et aussi dans la litiere de Molinia caerulea
(Zocatelli, communication personnelle). Les ARs, ou 1,3-Dihydroxy-5-alkylbenzenes, sont des
métabolites secondaires composés d’un noyau aromatique avec deux fonctions alcool sur les
C1 et C3 et une chaine alkyle en C5 comprenant généralement entre 17 a 15 carbones (Ross et
al., 2003). Ces composeés sont principalement retrouveés chez les céréales (riz, blé, orge) mais
ils ont également été identifiés chez d’autres plantes et méme chez des micro-organismes
(Kozubek et Tyman, 1999). L’activité biologique des ARs au sein des plantes est supposée
multiple. Jusqu’a maintenant, ces molécules sont principalement connues et étudiées pour leurs
activités antifongiques et antimicrobiennes au sein des grandes cultures (Magnucka et al.,
2014). Cependant, ces composés sont également impliqués dans des interactions
allélopathiques de fagon indirecte, en étant un précurseur de molécules allélopathiques telles
que la sorgoleone (Weston et al., 2013), et de facon directe en agissant sur la croissance et la
germination de deux poacées, Dactylis glomerata et Phleum subulatum (Scognamiglio et al.,
2012). Ainsi, I’occurrence des ARs chez Molinia caerulea, qui est egalement une Poaceae,
pourrait jouer un réle important dans les interactions chimiques en facilitant la colonisation de
cette graminée si ces molécules ont un pouvoir stimulant sur leur croissance. Cette étude a pour
objectif de tester I’effet de substances actives (i.e. 5-n-alkylresorcinols ou ARs) contenues dans
les feuilles de Molinia caerulea sur la germination et la croissance de cette poacee qui présente
un caractére envahissant dans de nombreuses zones humides et particuliérement dans les

tourbiéres. Notre approche s’est d’abord basée sur (i) I’observation in situ de la variabilité¢ des
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teneurs des ARs sur la durée d’une saison de végétation et (ii) I’identification de parametres
biotiques et/ou abiotiques du milieu pouvant influencer la variabilité des ARs. Dans un
deuxieme temps, des tests de germination des graines de Molinia caerulea ont été réalisés afin

de vérifier I’effet des ARs sur la croissance et la germination de cette graminée.

1IV.1.2 Matériels & Méthodes.

IvV.1.2.1 Récolte et analyse du matériel

Des feuilles de Molinia caerulea ont été recoltées dans la tourbiére de La Guette entre avril
et décembre 2014 lors de sept campagnes de prélevement. Lors de chaque campagne, des
feuilles ont été prélevées a proximité de 4 placettes sur lesquelles un suivi ponctuel des
paramétres environnementaux (température de 1’air et du sol, niveau d’eau, rayonnement
lumineux et nombre de feuilles de Molinia caerulea) a été réalisé dans le cadre de la thése de
B. D’Angelo (2015). Les échantillons ont été lyophilisés et broyés avant 1’extraction des
composés lipidiques et la quantification des ARs selon Zocatelli et al. (2014). Une premiere
extraction de 1g d’échantillon a été réalisée avec du dichlorométhane (DCM):méthanol (9:1) et
DCM:isopropanol (2:1) pour obtenir les fractions lipidiques neutres, acides et polaires. La
fraction des neutres a été séparée avec de 1’heptane:acétate d’éthyle (selon un gradient de
concentrations) puis du méthanol. La derniere fraction des neutres contenant les 5-n-
alkylresorcinols a été silylée en faisant réagir du N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide
(BSTFA) dans la pyridine & 60 °C pendant 1 h. La silylation permet de remplacer les H présents
dans les groupes —OH des ARs par des groupements triméthylsilyle (-Si(CHz)3). L’ introduction
des groupes de silyle augmente la volatilité des analytes et diminue leur adsorption de surface,
ce qui va améliorer les performances en GC. Les échantillons ont ensuite été injectés dans la
Trace GC Ultra - Thermo Scientific. La GC a été équipée d'une colonne MS TG-5 (60 m * 0,25
mm de diamétre intérieur * 0,25 um d’épaisseur de film, Bellefonte, PA, USA). La température
était de 40°C (pendant 1 min) puis est passée a 120°C (avec une augmentation de 30°C min™)
pour finalement monter a 300°C en 60 min pour s’y stabiliser pendant 70 min (Zocatelli et al.,
2014). La quantification de chacun des homologues d’ARs est réalisée avec le logiciel Xcalibur
a partir du pic de base avec un m/z de 268 (M), caractéristique de ces molécules (Magnucka et
al., 2014). Le temps de rétention de chaque molécule était 57.4 min (M+464, pour I’ARs avec
une chaine latéral contenant 15 C, appelé C15), 61.9 min (M+492, C17), 66.3 min (M+520,
C19), 68.9 min (M+534, C20), 71.92 min (M+548, C21), 75.5 min (M+562, C22), 79.7 min
(M+576, C23), 84.8 min (M+590, C24) et 90.9 min (M+604, C25).
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IV.1.2.2  Paramétres environnementaux

Comme indiqué précédemment, a chaque campagne de préléevement, des feuilles de molinie,
des parameétres biotiques (nombre de feuilles de Molinia caerulea) et abiotiques (température
de Dl’air et du sol, le rayonnement lumineux et le niveau d’eau) ont été mesurés pour étre mis en
relation avec les variations de concentration des ARs. Pour prendre en compte le temps de
latence entre un facteur forcant et la réponse éco-physiologique de la plante au niveau
moléculaire, les conditions environnementales moyennes des 2, 12, 24 heures et de la semaine
précédant la récolte ont également ét¢ mises en relation avec les concentrations d’ARs
observées. Ces données ont été extrapolées des mesures ponctuelles réalisées sur chaque
placette grace a la station météo installée sur la tourbiére de La Guette. Une extrapolation
linaire des données ponctuelles (acquises une fois par mois durant 2 ans) de chaque placette a
été réalisée grace aux donnees acquises en continues par la station météo (acquises avec un pas

de temps de 15 min).
IV.1.2.3  Tests de germination de la molinie

Des graines de Molinia caerulea ont été prélevées dans la tourbiére de La Guette en
octobre 2014 et conservées en chambre froide a 4°C. Pour évaluer la germination des graines
de Molinia caerulea selon les différents traitements, 20 graines ont été déposées sur un filtre
humidifié dans une boite Pétri (de 9 cm de diamétre) avec 3 a 5 replicats par condition testée.
Les conditions de germination de Molinia caerulea étant trés peu définies dans la littérature,
plusieurs tests préliminaires ont été réalisés en commencant par une germination a température
constante a 20°C. Deux traitements semblent jouer un r6le important sur la germination de la
molinie : les fluctuations de température et une stratification des graines (Pons, 1989). Ces deux
conditions furent donc appliquées ensemble ou séparément avec des températures variant de 25
a 15°C selon un cycle jour/nuit de 16/8h. La stratification des graines (mise a 4°C des graines
de Molinia caerulea aprés dépots sur un filtre humidifié) est réalisée avant la mise a germination
des graines par mise en chambre en froide des boites de Pétri pendant 3 mois. Avant la mise a
germination dans I’enceinte climatique, 3 mL de solvants sont ajoutés sur les graines de Molinia
caerulea afin de pouvoir solubiliser les ARs (insoluble dans I’eau pure) avec 1’ajout (i) d’eau

distillée comme témoin, (ii) de diméthylsulfoxyde (DMSQ) a 5% ou (iii) de méthanol a 5%.
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1IV.1.3 Résultats

IV.1.3.1 Variation des teneurs des ARs de Molinia caerulea

La quantification des ARs a permis de déterminer la présence de neuf homologues dans les

feuilles de Molinia caerulea avec des chaines latérales ayant entre 15 et 25 C (Fig. IV-1).
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C15 R-(CH2)1CHs

C17 R-(CH2)1CHs
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Figure I\VV-1 Variation des teneurs en 5-n-alkylrésorcinols par homologues (code couleur) dans
les feuilles de Molinia caerulea entre avril et décembre 2014 (n=4)

Quantité d'alkylrésorcinols par homolgue (iLg g ' MS)

Lo}

La teneur maximale d’ARs est observée en novembre avec 30 ug g* de masse seche (MS).
Les ARs ayant une chaine latérale avec un nombre de carbone impair sont dominants en
comparaison des chaines latérales avec un nombre de carbone pair et ce, sur I’ensemble de la
saison de végétation (Fig. 1V-1). Cependant, les ARs dominants varient selon la période de
collecte avec une dominance des homologues en C19, C21 et C17 en avril pour aller
progressivement vers une dominance des homologues en C21, C23 et C19 entre juillet et
décembre (Fig. 1V-2).
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Figure 1V-2 Evolution de la quantité relative des homologues impairs d’ARs en C17, C19,
C21, C23 et C25 dans les feuilles de Molinia caerulea entre avril et décembre 2014 (n=4).

Cette variation de dominance au cours de la saison de végétation favorise les chaines
carbonées impaires les plus longues (C21, C23 et C25) au détriment de celle les plus courtes
(C17 et C19). En avril, les ARs en C17 et C19 représentent plus des deux tiers de la quantité
total des ARs alors que les ARs en C21, C23 et C25 ne représentent que 30% du total (Fig. V-
2). En fin d’année, ces derniers représentent 77% des ARs totaux alors que les chaines les plus
courtes ne sont plus qu’a 18% (Fig. IV-2). Ces variations sont dues a un changement des teneurs
en ARs a plus longues chaines qui augmentent au cours de la saison de végétation. Au contraire,
les chaines les plus courtes (C15 et C17) semblent avoir des concentrations similaires au cours
du temps (Fig. IV-1).

IV.1.3.2 Variation des teneurs des ARs en fonction des parametres environnementaux

Les variations des teneurs totales en ARs sont significativement et négativement corréelées a
la moyenne du rayonnement photosynthétiquement actif (PAR) des 24 heures précédant le
prélevement des feuilles de molinie (Table IV-1, Fig. IV-3). Les autres parametres biotiques
(hauteur des feuilles de Molinia caerulea) et abiotiques (niveau d’eau, température de ’air et

du sol) ne sont pas corrélés significativement avec les teneurs totales d’ARs (Table IV-1).
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Table IV-1 Coefficients de détermination entre les teneurs totales des ARs et la moyenne du
rayonnement photosynthétiquement actif (PAR), de la température de 1’air (Ta) et du sol a 20
cm (Ts), du niveau de la nappe d’eau (WTL) et de la hauteur des feuilles de Molinia caerulea
(Nbmc) des 2h, 12h, un jour (1)) et de la semaine (1sem) précedant la date de prélévement. Les
relations significatives positives ou négatives (test de Pearson) sont exprimées avec +/-p<0.05,

respectivement.

PAR Ta Ts WTL Nbwmc
2h 043 010 007 0 004

ARs  12h 043 007 009 003 004
totaux ~ 1j  064- 014 009 O 004
lsem 053 0.1 0 001 004

Les homologues C21, C23 et C25 sont significativement et négativement liés a la

moyenne du rayonnement photosynthétiquement actif des 24 heures précédant le prélevement

des feuilles de molinie (Fig. 1V-3). Au contraire, les homologues C17 et C19 ne sont pas

significativement corrélés avec le rayonnement lumineux (Fig. 1V-3).
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Figure 1V-3 Relation entre la quantité totale d’ARs (a) et d’homologues en C17 (b), C19 (c),
C21 (d), C23 (e), C25 (f) et la moyenne du rayonnement photosynthétiquement active du jour
précédemment le prélévement des feuilles de Molinia caerulea.
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IV.1.3.3 Germination des graines de Molinia caerulea

Avec une température constante de 20 °C durant leur germination, les graines de Molinia
caerulea présentent un faible taux de germination, proche de 3% (Table IV-2). Les tests initiaux
montrent que, quand des fluctuations de température 25/15°C et une stratification sont réalisées
indépendamment I’un de I’autre, la germination reste faible (~3%). Cependant, la combinaison
de ces deux facteurs permet d’aboutir a un taux de germination allant jusqu’a 60% (Table I'V-
2). Les témoins, avec de I’eau distillée comme solvant, montrent un taux de germination de 60
% (£7%, n=4), alors qu’avec 1’ajout de DMSO a 5% montre une germination de 17.5% (£6%,
n=4). L’utilisation de méthanol entraine des résultats similaires a ceux obtenus avec le DMSO,
avec une diminution de la germination des graines de Molinia caerulea comparée a celle avec
I’eau de distillée (Table IV-2).

Table 1V-2 Pourcentage de germination des graines de Molinia caerulea avec une température
constante a 20°C ou fluctuante entre 25 et 15°C (16/8h) avec et sans stratification et différents
solvants

Conditions de germination Solvants Taux de germination
Tempeérature constante a 20°C Eau distillée ~ 3%
Température fluctuante 25°C/15°C Eau distillée ~3%
Stratification + Température constante Eau distillée ~3%
Stratification + Température fluctuante Eau distillée 60 + 7%
Stratification + Température fluctuante DMSO 175+6 %
Stratification + Température fluctuante Méthanol a 5% 13.8+6 %

1VV.1.4 Discussion

IV.1.4.1  Dynamique des ARs dans les feuilles de Molinia caerulea

Les 5-n alkylrésorcinols sont des composés secondaires retrouvés principalement dans des
céréales de grandes cultures, notamment le blé, I’orge ou encore le riz (Ross et al., 2003).
Cependant, ils ont également identifiés dans d’autres plantes (graminées ou non) et des micro-
organismes (Kozubek et Tyman, 1999). La présence de ces composés dans Molinia caerulea

provenant de la tourbiére de La Guette est en cohérence avec les études ayant montré
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I’occurrence de ces molécules dans d’autres Poaceae et Cyperaceae (Avsejs et al., 2002). Les
teneurs en ARs retrouvées dans les feuilles de Molinia caerulea représentent au maximum 30
ug. gt MS. Cette quantité est proche de celle trouvée dans les graines de Molinia caerulea (24
ug. gt MS), tout comme celle trouvée dans les feuilles de Rhynchospora alba (46 pg g* MS;
Avsejs et al., 2002). Ces teneurs sont moins élevées que celles reportées chez Eriophorum sp
(entre 139 et 240 pg g-1 MS; Avsejs et al., 2002) et beaucoup plus faibles (entre 10 et 100 fois)
que celles mesurées dans les graines de céréales (44-3200 pg. g%, Ross et al., 2003). Les teneurs
rapportées chez des jeunes pousses de seigle avoisinent celles des feuilles de Molinia caerulea
en début de saison de végétation (~ 4 ug. g, Magnucka et al., 2015). Cette étude met également
en évidence une augmentation des ARs a longues chaines lors du développement des jeunes
pousses de seigle ce qui est également observé ici au cours de la saison de végétation avec les
ARs > C21. Cette augmentation des ARs a longues chaines traduit une accumulation de ces
homologues dans les cires cuticulaires des plantes (Ji et Jetter, 2009 ; Magnucka et al., 2015).
Il a été mis en évidence que les chaines carbonées aliphatiques des acides gras servent de
précurseurs a la biosynthése des ARs (Suzuki et al., 2003), ayant lieu dans les plastes (Deszcz
et Kozubek, 2000). Ces composes sont ensuite exportés vers la cuticule via le réticulum et la
membrane plastique afin de protéger la plante des agressions extérieures (insectes, pathogenes).
En plus du stade de développement, les variations temporelles des ARs observées chez Molinia
caerulea sont reliées aux conditions environnementales avec un effet négatif du rayonnement
photosynthétiquement actif sur leurs concentrations. Ces résultats sont en accord avec des
études conduites en laboratoire ou des semis de céréales cultivées sous la lumiére accumulent
moins d’ARs que ceux mis a I’obscurité (Deszcz et al., 2000 ; Magnucka et al., 2014). L’action
de la lumiéere semble étre davantage liée a une altération dans la biosynthese des ARs plutét que
dans leur photodégradation. En effet, des inhibiteurs du photosysteme Il vont également
impacter les teneurs en ARs (Magnucka et al., 2014). Ainsi, des changements au sein des
chloroplastes, liés a la lumiere ou a des inhibiteurs du photosystéme Il, conduisent a une
modification des teneurs en ARs des plantes en altérant leur biosynthese via des mécanismes

qui restent a élucider (Magnucka et al., 2015).
IV.1.4.2  Activité des ARs dans les plantes

Les activités des ARs au sein des plantes semblent multiples mais restent principalement
étudiées pour leur role protecteur des grandes cultures face a différents pathogenes tels que des

champignons ou des bactéries (e.g. Garcia et al., 1997 ; Zarnowski et al., 1999). Ces métabolites
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secondaires seraient également d’importants antioxydants (Kozubek et Nienartowicz, 1995),
tout comme des inducteurs de communications chimiques entre plantes-microorganismes, via
le quorum-sensing (Stasiuk et Kozubek, 2010) et des interactions chimiques entre plantes-
plantes. La présence des ARs chez Molinia caerulea au sein des tourbiéres pourrait ainsi jouer
un réle important dans la capacité de ces plantes a envahir ces écosystéemes. Cependant, les
graines de molinie présentent fréeqguemment des faibles taux de germination (Brys et al., 2005),
généralement dus a la non-obtention des conditions de germination ou de prétraitement
appropriés (Grime et al., 1981). Les tests préliminaires montrent des faibles taux de
germination, proche de 3%, avec une température constante (20°C). De nombreuses graines de
Poacées, telle que Molinia caerulea, ont montré le besoin d’une stratification ou le besoin d’une
fluctuation de température (Pons et al., 1989) pour la germination. Ces deux traitements
permettraient la germination dans des conditions favorables aprés les périodes hivernales
(Thompson & Grime 1983). Une stratification des graines (passage au froid a 4°C) associée a
un différentiel de température de 25/15°C lors du cycle jour/nuit (16/8h) permet d’obtenir un
taux de germination de 60%. Néanmoins, la présence d’une longue chaine aliphatique rend les
alkylrésorcinols pratiquement insoluble dans I’eau pure (Kozubek et Tyman, 1999). Ceux-Ci
doivent étre dissout avec 5% du DMSO, supposé non-toxique (Scoghamiglio, communication
personnelle). Cependant, les essais d’ajout du DMSO, tout comme ceux avec du méthanol,
montrent que ceux-ci ont un effet toxique sur la germination de Molinia caerulea et ne peuvent
pas étre utilisés pour solubiliser les ARs. Ainsi, malgré leurs potentielles implications sur la
croissance et la germination de Molinia caerulea, la capacité allélopathique, tout comme leur

habilité a modifier les communautés microbiennes, restent a étre étudiées.

IV.1.5 Conclusion

L’¢évaluation des teneurs en ARs montre une variabilité saisonniére avec une dominance des
ARs a chaines latérales carbonées impaires et une quantité relative des ARs a longues chaines
de plus de plus importantes au cours du temps. Ces variations des teneurs en ARs sont
négativement reliées au rayonnement lumineux ce qui, avec les observations précédentes, est
en accord avec des études réalisées sur d’autres espéces végétales. Bien que le processus de
biosynthése des ARs dans les plantes reste encore sujet a de nombreuses discussions, les
observations faites sur la tourbiere de La Guette avec Molinia caerulea sont en accord avec des
résultats obtenus en laboratoire et montrent un réle du développement physiologique des
plantes et de la luminosité sur les teneurs en ARs. Cependant, I’ensemble des interactions

chimiques de ces derniers reste encore a étre étudié, tout comme leurs potentielles implications
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dans la stimulation de la croissance de Molinia caerulea. C’est aussi le cas de son interaction
avec les microorganismes qui, en agissant sur le quorum-sensing, pourrait avoir de fortes

implications sur la dynamique du C dans les tourbiéres.
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1V.2 Effets des plantes vasculaires sur la composition de la matiere
organique dissoute des tourbieres a sphaignes

1VV.2.1 Introduction

La composition des espéces végétales au sein des tourbieres influence la qualité et la quantité
des apports de litieres dans les tourbieres (Dorrepaal et al., 2007). Des différences d’apports
carbonés sont également observées au niveau souterrain, ou les exsudats racinaires relachés par
les plantes vasculaires modifient les apports de matiere organique (MO). Des différences
d’apports en MO, via les litiéres et les exsudats racinaires, peuvent altérer les communautés
microbiennes et font de ces deux sources de MO des régulateurs importants du taux de
décomposition mais aussi des cycles biogéochimiques du C et des nutriments (N et P
notamment) dans les tourbiéres (Normand et al., 2017). Un changement des communautes
végétales pourrait donc affecter le cycle du C via des différences dans la qualité du substrat
carboné dans les rhizodépositions et/ou de léxivats de litieres (Hodgkins et al., 2016). La
réponse des tourbi¢res aux changements de végétation dépend en partie de 1’effet de leurs
apports en substrats carbonés sur I’activité biologique. Néanmoins, les effets des modifications
des apports en substrats carbonés dd a un envahissement des plantes vasculaires restent encore
peu étudier malgré ses potentielles implications sur la dynamique du C dans les tourbieres a
sphaignes. De telles modifications des sources de MO pourraient d’abord affecter la
composition de la matiere organique dissoute (MOD) qui agit comme une sentinelle du
changement d’apport en MO (Chanton et al., 2008) et est donc sensible aux modifications des
communautés végeétales (Robroek et al., 2015). La quantification de la variation de la qualité
de la MOD en lien avec ses différentes sources pourraient permettre d’¢élucider le role des
apports de substrats carbonés sur le cycle de la MO dans les tourbiéres. Ainsi, I’objectif de cette
partie est de déterminer dans quelles mesures 1’envahissement d’une tourbiere par des végétaux
vasculaires affecte la composition de la MOD a travers la modification des apports en substrats

carbonés.

Pour répondre a notre objectif, nous avons utilisé une expérimentation en mesocosmes
contenant uniquement Sphagnum rubellum ou contenant a la fois Sphagnum rubellum et
Molinia caerulea. Les teneurs en carbone organique dissous (COD) d’échantillons prélevés
dans des piézometres (caractéristiques de I’ensemble du mésocosme) et des rhizons a 5 cm et
20 cm ont été suivis. Ces profondeurs correspondent a des niveaux spécifiques d’apports de

substrats carbonés : les rhizons a 5 cm permettent d’étudier la MOD potenticllement affectée
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par les Iéxivats de litieres et ceux a 20 cm, par les exsudats racinaires. Les eaux de prélévement
des rhizons ont été analysées pour déterminer des indices spectrométriques basés sur les
propriétés optiques de la MOD afin de caractériser les sources de la MO. En particulier, les
matrices d'excitation-émission de fluorescence combinées a l'analyse factorielle paralléle
(EEM-PARAFAC) permettent de décomposer les différents composés de la MOD et ainsi de

suivre la qualité de la MOD, sa source et sa réactivité (Tfaily et al., 2015).

1V.2.2 Matériel et méthodes

vV.2.2.1 Dispositif expérimental

Douze mésocosmes de tourbe (longueur et diamétre de 30 cm) ont été échantillonnés dans
la tourbiere de La Guette en mars 2015. Ces mésocosmes, entourés de tube en PVC perforés,
ont été enterrés a 1’extérieur du laboratoire. Le trou a été recouvert d’une bache imperméable
de facon a isoler le mésocosme du sol minéral environnant. Le trou a ensuite été rempli d’eau
provenant de la tourbiere de La Guette. Les mésocosmes récoltés ne contenaient, en mars 2015,
que Sphagnum rubellum avant d’étre séparés en deux couverts végétales : 1’un contenant
uniquement Sphagnum rubellum (appelé mésocosmes a ‘Sphaignes’) et le second contenant a
la fois Sphagnum rubellum et Molinia caerulea (appelé mésocosmes a ‘Sphaignes + Molinie”).
Les deux communautés végétales ont été subdivisées en deux traitements dits ‘Contrdle’ et
‘Fertilisé’. Dans ce dernier, des apports réguliers (une fois par semaine) de NH4NO3 ont été
réalisés pour arriver a un total de 3.2 gN m2 an’. Ce chapitre portant sur I’effet du couvert
végétal sur la dynamique de la MOD, seuls les mésocosmes ‘Contrdle’ des deux communautés

végétales ont été utilisés pour cette étude et I’effet des apports azoteés sera discuté dans le Chapt
V-2.

Un suivi des conditions environnementales a été réalisé avec une station météorologique
(Campbell Scientific CR800) enregistrant toutes les 15 min : le rayonnement lumineux, les

précipitations et les températures de 1’air et de chaque mésocosme a 5 et 20 cm.
IV.2.2.2  Echantillonnage et analyse

Des prélevements d’eau ont été effectués dans un piézometre installé dans chaque
mésocosme entre mai 2015 et juin 2016. L’échantillon prélevé représente les caractéristiques
moyennes de la colonne d’eau de chaque mésocosme. Un an apres la colonisation de Molinia

caerulea dans les mésocosmes, six campagnes ont été conduites entre mars et juin 2016 afin de
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récolter I’eau dans chaque mésocosme a 5 et 20 cm de profondeur. L’échantillonnage est réalisé¢
avec des rhizons (Rhizosphere Research Products, référence : 19.21.21) d’un diamétre de 2.5
mm avec des pores de 0.15um. Les échantillons d’eau des piézométres et des rhizons sont
analysés avec un Shimadzu TOC-5000 pour quantifier les [COD] et la concentration en azote
totale. L’indice d’aromaticité¢ de la MOD ou SUVAzs4 (Specific UltraViolet Absorbance, in L

cmt mg?) a été obtenu en mesurant 1’absorbance UV a 254 nm tel que :

Absorbance
SUVAys, = 254nm/C0D

IV.2.2.3  Analyse de la fluorescence 3D de la MOD

La matiére organique dissoute des échantillons d’eau extraits avec les rhizons a été
caractérisée par fluorescence avec des matrices d’excitation-emission (EEM) allant 220 a 450
nm pour les longueurs d’excitation et de 250 a 550 nm pour celles d’émission. La vitesse du
scannage ¢tait de 150nm/min avec une bande passante fixe a 10 nm pour I’excitation et 1 nm
pour 1I’émission. Ces EEM ont été utilisées pour déterminer deux indices de fluorescence :

I’HIX (Zsolnay et al., 1999) et le BIX (Huguet et al., 2009) tel que :

o _ Mer 255/ [ o1y _ Aex 310/380
Aem255/ [, Aom310/430

L’HIX est un indice de degré d’humification de la MOD (Zsolnay et al., 1999) et le BIX est
un indice de ’activité biologique (Huguet et al., 2009).

Différents groupes de composés sont ensuite identifiés grace au logiciel PARAFAC par
regroupement de plusieurs fluorophores selon leurs propriétés de fluorescence. Seuls deux
groupes ont été identifiés dans les eaux des rhizons avec des domaines spectraux révélant des
composés humiques appelés humiques ‘A’ et ‘C’ dont les longueurs d’onde
d’émission/excitation sont, respectivement, de 400-480/230-260 nm et 420-500/320-380 (Fig.
IV-4, Coble, 1996). Les composés humiques A représentent des composées plus aromatiques

provenant de la décomposition de matériel récalcitrant comparé aux composes humiques C.
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Figure 1V-4 Représentation des matrices d’excitation (Aex) — émission (Aem) pour le mésocosme a
Sphaignes + Molinie (n°3) lors de trois dates de prélevements. Les deux composés humiques A et C
sont indiqués

IV.2.2.4  Statistiques

Les différences significatives des variables de mesure ont été analysées par des
ANOVA: s a trois voies a mesures répétées (par mésocosme) avec, comme effets principaux, la
végeétation (différence entre Sphaignes — Sphaignes + Molinie), la profondeur d’échantillonnage
(5 et 20 cm) et la date de prélevement (différence selon la saison).

1IV.2.3 Résultats

IV.2.3.1  Carbone organique dissous

La présence de Molinia caerulea diminue significativement les concentrations en COD dans
les eaux des piézomeétres des mésocosmes de Sphaignes (p-value < 0.001 ; Fig. IV-5). On
remargue également des variations temporelles des [COD] avec un maximum de concentration
en juillet et au contraire les [COD] les plus faibles en avril. Ces variations temporelles sont
significativement liées a la température de ’air ou du sol a 5 et 20 cm pour chacune des
communautés végétales (Table 1V-3). Il est a noter que ces concentrations sont plus faibles en

mai 2016 par rapport a la méme période de 2015 et ce pour les deux traitements de végétation.
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Figure I1V-5 Concentrations du carbone organique dissout (COD) dans les eaux des
piézometres des mésocosmes a sphaignes et a sphaignes + molinie (+SE, N=3) de mai 2015 a
juin 2016.

Table V-3 Coefficient de détermination (r?) des régressions linéaires entre concentrations en
carbone organique dissous ([DOC]) et température de 1’air (Ta) et du sol (Ts) a 5 et 20 cm dans
les mésocosmes a Sphaignes et a Sphaignes + Molinie. Les corrélations significatives sont
exprimées avec -/+p < 0.05, --/++p < 0.01, ---/+++p < 0.001. -/+ représentent respectivement
les relations négatives ou positives.

Coefficient  de [DOC]

détermination (r?) Sphaignes Sphaignes +Molinie
Ta 0.50** 0.497*
Tsab5cm 0.11 0.52""
Tsa20cm 0.46™ 0.40™"

Malgré les différences de [COD] observées dans les eaux des piézometres pour les deux
communautés végétales, les [COD] des eaux provenant des rhizons a 5 et 20 cm ne présentent
pas de différences significatives entre les mesocosmes de Sphaignes et ceux avec Sphaignes +
Molinie (Fig. IV-6).
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Figure 1V-6 Concentration en carbone organique dissous (COD) dans les rhizons a 5 et 20 cm
dans les mésocosmes a Sphaignes et a Sphaignes + Molinie (n=3) entre mars 2016 et juin 2016.

Seul I’effet principal de la profondeur affectent les [COD] dans les eaux des rhizons
avec une augmentation des concentrations avec la profondeur, principalement dans les
mésocosmes a Sphaignes, ce qui indique un effet d’interaction de la végétation avec la
profondeur (Table 1V-4). Au cours de la saison de végétation, les [COD] ne varient pas
significativement selon les dates de prélevements et ne sont pas significativement corrélées a la
température dans les mésocosmes que ce soit a 5 ou 20 cm (Table 1V-4). De plus, les [COD]
observées dans les rhizons ne sont pas significativement corrélées a celles observées dans les
piézometres a I’exception des [COD] dans les rhizons a 20 cm dans les mésocosmes avec

Sphaignes + Molinie (Table 1V-4).
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Table 1VV-4 Coefficient de détermination (r?) des régressions linéaires entre concentration
en carbone organique dissous ([COD]) et température de I’air (Ta) et du sol (Ts) a 5 et 20 cm
dans les mésocosmes a sphaignes et a Sphaignes + Molinie. Les corrélations significatives sont
exprimées avec -/+p < 0.05, --/++p < 0.01, ---/+++p < 0.001. -/+ représente respectivement les
relations négatives et positives.

DOCab5cm DOCa20cm
Sphaignes +Molinie Sphaignes  Sphaignes +Molinie Sphaignes
Tsa5cm 0.25 0.19 0.083 0.37
Tsa20cm 0.25 0.13 0.23 0.40
DOC piézometre 0.027 0.03 0.75™ 0.19

[V.2.3.2 SUVA et indice de fluorescence

Comme pour la [COD], la présence de Molinia caerulea ne semble pas affecter la majorité
des parametres mesurés dans les eaux prélevées dans les rhizons. Seules les concentrations en
azote totale et la conductivité sont affectées, avec une diminution de ces paramétres dans les
mésocosmes avec Sphaignes + Molinie en comparaison des mésocosmes & Sphaignes (Table
IV-5).

92



Chapitre 1V : Caractérisation de la MO suite a I’invasion de Molinia caerulea

Table 1V-5 Moyennes des mesures de carbone organique dissous (COD), azote totale (AT),
conductivité, pH, SUVA2s4, HIX, BIX, intensité des pics totaux, des pics humiques A et
humique C et du ratio C/A dans les eaux prélevées a 5 et 20 cm dans les mésocosmes a
Sphaignes et a Sphaignes + Molinie entre mars 2016 et juin 2016. Les différences significatives
de ’ANOVA a trois voies a mesures répétées sont exprimees avec *p < 0.05, **p < 0.01, ***p
< 0.001 (n = 3). Ici, seule I'interaction entre végétation et profondeur est présentée car seule
cette interaction montre des différences significatives.

Sphaignes +

Sphaignes Significativité Interaction

Molinie

5 20 5 20  Végétation Profondeur Date Vegeétation*

Profondeur
COD (mg.L')  20.10 35.69 18.94 19.42 * *
AT (mg.L?) 121 276 091 092 * * *
Conductiviteé 148.89 8243 5191 47.82 * *
pH 5.32 548 544 571 falalel *x
SUVAz, 4,71 537 423 452 *
HIX 32.01 5451 29.49 21.36
BIX 034 035 036 044 falaied falaied
Intensité 557 557 452 452 falaied
Humique A 235 220 213 197 * falaied
Humique C 291 281 212 202 Fkk *
Ratio C/A 132 139 107 111 *k *k

Les facteurs les plus importants affectant les parameétres et indices mesurés sont la profondeur
et la date de prélevement. En plus des [COD], les concentrations en azote totale, le pH et le BIX
augmentent avec la profondeur (Table 1V-5, Fig. IV-7). Les concentrations en azote et le BIX
augmentent a 20 cm mais differemment selon les communautés végétales avec des
concentrations en azote plus importantes dans les mésocosmes a Sphaignes et une augmentation
significative du BIX dans les mésocosmes a Sphaignes + Molinie a 20 cm passant de 0.35 a
0.44. A 20 cm, le pic humique A diminue comparé a 5 cm ce qui augmente le rapport C/A.
Néanmoins, ce qui influe davantage les indices de spectrométrie est la date de prelevement avec

des variations temporelles des valeurs de SUV Azss et de I’intensité des pics A et C.
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Figure 1V-7 Mesures du SUVA2s4, de I’intensité totale de pics, du rapport des pics humiques
C/A et de I’indice de I’activité biologique (BIX) dans les rhizons a 5 et 20 cm dans les
mésocosmes a Sphaignes et a Sphaignes + Molinie (n=3) entre mars 2016 et juin 2016.

1VV.2.4 Discussion

IV.2.4.1 Effet de la Molinia caerulea sur les variations des concentrations de COD

Les [COD] dans les piézometres diminuent significativement avec Molinia caerulea
dans les mésocosmes de sphaignes. Cette diminution suggere que le C labile, libéré par les
exsudats racinaires, stimule I’activité microbienne ce qui augmente la consommation de la MO
et en particulier du COD (Freeman et al., 2004). Les variations temporelles observees dans les
piézomeétres sont liees a la température (Chapt VI-1). Ces différences liées a la végetation et a

la température ne sont pas observées dans les rhizons a 5 et 20 cm avec des [COD] similaires
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sous les deux communautés végétales et dans le temps (Table IV-5). De plus, les concentrations
observées dans les rhizons a 5 cm ne sont pas corrélées a celles dans les piézomeétres,
probablement dii a un niveau d’eau dans les piézometres légerement en dessous de 5 cm de
profondeur et ne reflétant pas les [COD] observées dans les rhizons a 5 cm. Les teneurs
observées a 20 cm sont proches de celles observées dans les piézometres des mésocosmes a
Sphaignes + Molinie. Les deux parametres mesurés dans 1’eau des rhizons influencés par la
présence de Molinia caerulea sont les concentrations en azote total et la conductivité qui

diminuent dans les mésocosmes avec Sphaignes + Molinie en comparaison aux mésocosmes a

Sphaignes. Ces diminutions peuvent étre liées a la baisse des teneurs en NH4* dl a son utilisation

par Molinia caerulea comme source d’azote (Chap. V ; Troelstra et al., 1995).
[V.2.4.2 Caractérisation de la MOD

Les valeurs de SUV A5, observées (4.70 L cm™) sont proches de celles rapportées par
Dieleman et al., (2016) mais qui, contrairement a notre étude, suggerent une influence de la
végeétation sur le SUVA2s4. Le SUVA2s4 ne varie pas non plus avec la profondeur tout comme
pour le HIX, qui est supposé diminuer en profondeur avec baisse de la MOD humique dérivé
des plantes (Tfaily et al., 2015). L’intensité des pics humiques A et C ne semblent pas étre
affectée par la présence de Molinia caerulea avec néanmoins un effet temporel marqué. Ces
pics humiques dérivent des polymeres complexes résultant de la décomposition partielle de
plantes, microbes ou animaux (Tfaily et al., 2015) pouvant s’accentuer avec la température.
Toutes les valeurs de BIX sont < 0.5, indiquant que la majorité de la MOD dérivent de la
décomposition des débris végétaux (Huguet et al., 2009). La présence de Molinia caerulea
induit une augmentation du BIX a 20 cm. Ces valeurs de BIX (~0.45) observées a 20 cm dans
les mésocosmes a sphaignes + molinie sont proches de celles trouvées par Hodgkins et al.
(2016) dans des ‘rich fens’, dominées par des Eriophorum vaginatum et Carex rostrata. Ces
valeurs plus importantes sont reliées a une augmentation du chromophore B dans les
¢chantillons d’eau (Huguet et al., 2009) et suggerent une plus grande contribution des dérivés
microbiens a la MOD de ces échantillons (Hodgkins et al., 2016). Cette augmentation du BIX
dans ce compartiment pourrait ainsi montrer une modification de ’activité ou de la composition
des communautés microbiennes en présence de Molinia caerulea (pouvant étre induit par ces

exsudats racinaires).

Cette augmentation des dérivés microbiens conduit généralement a des HIX plus faibles

(Kalbitz et al., 2003), ce qui n’est pas constaté ici. Les valeurs de HIX restent inchangées malgré
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les modifications de ’activité microbienne suggérée par les valeurs de BIX. L’accumulation
des produits microbiens (peu aromatique) pourrait étre contrebalancée par 1’accumulation des
composés aromatiques issus d’une augmentation de décomposition (par une plus forte activité
microbienne, Kalbitz et al., 2003, Hodgkins et al., 2016). Ces interactions entre exsudats
racinaires et communautés microbiennes peuvent indiquer un « priming effect » induit par un
relargage de substrats carbonés labiles dans le sol favorisant 1’activité microbienne et une
stimulation de la décomposition de la MO. Cette décomposition supplémentaire a deja éte
reportée avec d’autres Poaceae, telle que Lolium perenne, qui induisent une augmentation des

émissions de CO> (Kuzyakov et al., 2000).
IV.2.4.3  Conclusion

Un changement des communautés végetales peut influencer la dynamique du C au sein des
tourbiéres via de nouvelles sources de substrats carbonés, apportés via les exsudats racinaires
et les litieres des plantes vasculaires. Ces modifications des sources carbonées semblent
n’affecter que trés peu les caractéristiques de la MOD dans nos mésocosmes suite a
I’envahissement de Molinia caerulea avec néanmoins des [DOC] moindres dans les
piézometres des mésocosmes Sphaignes + Molinie en comparaison des mésocosmes Sphaignes.
Cette diminution pourrait étre induite par une stimulation de I’activité microbienne via les
exsudats racinaires, induisant ¢galement une augmentation de I’indice de 1’activité biologique
(BIX) et du rapport C/A en profondeur avec la présence de Molinia caerulea. Ces carbonés
labiles facilement décomposables affectent dans un premiers temps les communautés
microbiennes qui peuvent altérer la MOD des tourbiéres. Des études s’intéressant a un
envahissement des plantes vasculaires sur des périodes plus longues pourraient permettre
d’identifier une différenciation plus marquée de la MOD et d’avoir une meilleure
compréhension des mécanismes souterrains impliqués par la rhizosphére des plantes

vasculaires.
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V. Bilan de carbone et potentiel de
réchauffement climatique d’une tourbiére

a sphaignes envahie par Molinia caerulea
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Préambule

Les interactions entre les plantes vasculaires, les sphaignes et le compartiment souterrain
des sols tourbeux sont multiples : interactions complexes entre plantes vasculaires et sphaignes
(Chapitre 111-1), effets synergiques sur la décomposition des litieres (Chapitre 111-2) ou encore,
modifications dans les apports de substrats carbonés (Chapt 1V). De tels changements sont
susceptibles d’affecter la dynamique du C dans les tourbieéres a sphaignes. En effet, des
différences de flux de CO; et de CH4 ont été mises en évidence dans des sols sous différents
couverts végétaux avec une plus forte absorption du CO2 généralement mesurée dans des zones
arborées ou couvertes par des graminoides (Ward et al., 2013). Cependant, une partie des
produits de photosynthése additionnels est allouée aux exsudats racinaires stimulant 1’activité
microbienne dans le sol. Ce carbone organique labile est rapidement minéralisé en CO- et peut
accélérer la décomposition de la MO et engendrer ainsi de plus fortes émissions de CO> et de
CHas. Ainsi, les plantes vasculaires peuvent accélérer la dynamique du C dans les tourbieres
mais le bilan entre le gain et les pertes de C reste a élucider. Ainsi, la problématique de ce

chapitre porte sur :

Comment les changements de communautés végétales affectent le bilan de C dans

les tourbiéres a sphaignes ?

L’objectif principal de ce chapitre est donc de déterminer 1’effet d’un changement de
végétation sur les flux de CO2 and CHa et d’estimer le bilan de C d’une tourbiére a sphaignes
envahie par des plantes vasculaires. Pour répondre a cet objectif, nous avons mis en place une
expérimentation en mésocosmes avec des monolithes de tourbe contenant uniquement
Sphagnum rubellum ou a la fois Sphagnum rubellum et Molinia caerulea. Les flux de CO> et
CHs ont été mesurés entre mai 2015 et juin 2016 avec un suivi des conditions
environnementales dans chaque mésocosme (température du sol a 5 et 20 cm, niveau d’eau,
nombre de feuilles de molinie). Ces parameétres ont été utilisés pour modéliser les flux de CO>
et CH4 émis par les deux communautés vegétales et pour évaluer le bilan de C et leur potentiel

de réchauffement climatique. Le dispositif experimental est decrit en détail dans le chapitre I1.

Les résultats des flux de gaz montrent qu’en présence de Molinia caerulea, 1’absorption
de CO2 augmente tout comme les émissions de CO et CH4, notamment durant la période de
végétation (de mai a novembre, Fig V-1). Des émissions plus fortes de CO, et CH4 ont

également été mesurées aprés la sénescence des feuilles de Molinia caerulea alors que
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I’absorption de CO> est similaire pendant cette période entre les mésocosmes a Sphagnum et
les mésocosmes & Sphagnum + Molinia. Ces fortes émissions de CO2 et CH4 dans les
mésocosmes a Molinia caerulea peuvent étre expliquées par ’activité métabolique de cette
plante vasculaire mais aussi par ses exsudats racinaires pouvant stimuler les microorganismes
et induire des émissions plus importantes de CO. et CH4 (Armstrong et al., 2015). La
modélisation des flux a permis d’estimer des émissions annuelles de CO2 et de CHg s’élevant
respectivement a 376 et a 7 gC m2 a® dans les mésocosmes a Sphagnum, et respectivement de
1018 et de 33 gC m a* dans les mésocosmes a Sphagnum + Molinia (Table V-4). Il en résulte
qu’avec une production primaire brute évaluée a -376 et -1018 gC m a* dans les mésocosmes
a Sphagnum et a Sphagnum + Molinia, ces deux communautés végétales semblent agir comme
des puits de C avec un stockage de -30 gC m2 a* par les sphaignes et de -223 gC m2 a* par les
sphaignes + molinie (Table V-4). Le stockage plus important de C en présence de Molinia
caerulea peut étre utilisé pour la production des racines estimée a 1080 g m2 a* (Taylor et al.,
2001) ce qui représente un stockage de 486 gC m2a* (pour 0.45gC g). Ce stockage est presque
deux fois plus important que celui modélisé a partir des flux de GES et pourrait refléter une
augmentation de la décomposition de la MO déja stockée dans la tourbe. De plus, malgré cette
capacité a stocker du C, les deux communautés végétales semblent avoir un effet positif sur le
réchauffement climatique en libérant +195 et +547 gCO, eq m? a dans les mésocosmes a
Sphagnum et a Sphagnum + Molinia, respectivement (Table V-4). En effet, méme si les
émissions de CHs ne représentent qu’une petite partie des émissions du C gazeux (~ 3%), son
fort pouvoir de réchauffement climatique engendre que les mésocosmes, avec les deux
commuanutés végeétales, agissent comme des rétroactions positives sur les changements

climatiques.
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CO2 and CH4 bugdets and global warming potential modifications
in Sphagnum-dominated peat mesocosms invaded by Molinia

caerulea

Fabien Leroy, Seébastien Gogo, Christophe Guimbaud, Léonard Bernard-Jannin, Xiaole Yin,

Guillaume Belot, Wang Shuguang, Fatima Laggoun-Défarge
Soumis le 24 ao(t 2017 & Science of the Total Environement, STOTEN-D-17-06579

Abstract

Plant communities play a key role in regulating greenhouse gas (GHG) emissions in peatland
ecosystems and therefore in their ability to act as carbon (C) sinks. However, in response to
global change, a shift from Sphagnum to vascular plant-dominated peatlands may occur, with
a potential alteration in their C-sink function. To investigate how the main GHG fluxes (CO-
and CHg) are affected by a plant community change (shift from dominance of Sphagnum mosses
to vascular plants, i.e. Molinia caerulea), a mesocosm experiment was set up. Gross primary
production (GPP), ecosystem respiration (ER) and CH4 emission models were used to estimate
the annual C balance and global warming potential under both vegetation covers. While the ER
and CHs emission models estimated an output of, respectively, 376 and 7 gC m? y?lin
Sphagnum mesocosms, this reached 1018 and 33 gC m™2 y! in mesocosms with Sphagnum
rubellum and Molinia caerulea. Annual modeled GPP was estimated at -414 and -1273 gC m™
y! in Sphagnum and Sphagnum + Molinia plots, respectively, leading to an annual CO- and
CHa budget of - 30 gC m2 ytin Sphagnum plots and of -223 gC m2 y* in Sphagnum + Molinia
ones (i.e., a C-sink). Even if, CH4 emissions accounted for a small part of the gaseous C efflux
(ca. 3%), their global warming potential value makes both plant communities have a climate
warming effect. The shift of vegetation from Sphagnum mosses to Molinia caerulea seems
beneficial for C sequestration at a gaseous level. However, roots and litters of Molinia caerulea
could provide substrates for C emissions that were not taken into account in the short

measurement period studied here.

Keywords Temperate peatlands « Graminoid-dominated peatland ¢« Greenhouse gas emissions

* C budgets * Sphagnum mosses ¢ Vegetation changes
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V.1 Introduction

Peatlands are wetlands that act as a carbon (C) sink at a global scale. They cover only 3% of
the land area but have accumulated between 473 to 621 Gt C (Yu et al., 2010) representing 30%
of the global soil C. The C-sink capacity of peatlands is closely linked to environmental
conditions and plant cover characteristics which limit the activity of soil decomposers. As a
result, in spite of the relatively small net ecosystem production in peatlands, the imbalance
between primary production and decomposition is enough to allow high organic matter (OM)
accumulation as peat (Bragazza et al., 2009). The major component of peat is the accumulation
of Sphagnum litter (Turetsky, 2003). Sphagnum mosses have a key role in peat accumulation
by creating acidic, nutrient poor, wet and anoxic conditions and generating recalcitrant litters.
Thus, Sphagnum species are able to outcompete vascular plants and reduce microbial
decomposition (van Breemen, 1995). However, due to global change, environmental
modifications (nutrient input, water table drop, warmer climate, etc.) are expected to cause a
plant community shift in peatlands with an increase in vascular plants (especially graminoids)
to the detriment of Sphagnum species (Berendse et al., 2001; Bulttler et al., 2015; Dieleman et
al., 2015). Vascular plant invasion could lead to a faster decomposition of peat OM due to a
change in litter quality as a substrate for decomposers, thereby decreasing C-sequestration
(Strakova et al., 2011). Furthermore, OM already stored in deep peat may be subject to
increased decomposition through the stimulating effect of rhizospheric C input. If these losses
are not compensated by an increased gross primary productivity, peatlands could shift from a
sink to a source of C and could increase greenhouse gas emissions, mainly carbon dioxide (CO2)
and methane (CH4). Vascular plant invasion in peatlands has mostly been studied through a
change in decomposition rates (Moore et al., 2007; Gogo et al., 2016) and modification in
decomposer activities (Krab et al., 2013; Strakova et al., 2011). Some studies have paid
attention to CH4 emissions with and without the presence of Carex or Eriophorum (Noyce et
al., 2014; Green and Baird, 2012; Greenup et al., 2000) and to CO2 fluxes with different plant
community compositions (Neff and Hooper, 2002; Ward et al., 2013). In spite of observed
changes in C fluxes, the role of vascular plant invasion on the C balance in peatlands remains
to be elucidated. The aim of this study was to investigate how an invading graminoid species,
Molinia caerulea, can affect the Greenhouse Gases C Budget (GGCB) of a Sphagnhum-
dominated peatland. CO> fluxes and CH4 emissions were regularly measured in Sphagnum-peat
mesocosms with and without Molinia caerulea during fourteen months and were related to

biotic and abiotic factors to estimate the annual C budget.
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V.2 Materials and methods
V.2.1 Experimental design, sampling and methods

Twelve cylindrical peat mesocosms (30 cm in thickness and diameter) and water were
collected in La Guette peatland (France) in March 2015. The site is a Sphagnum-dominated
transitional fen that has been invaded by Molinia caerulea and Betula spp (Betula verrucosa
and Betula pubescens) promoted by hydrological disturbances and nutrient inputs (Gogo et al.,
2011). The mesocosms were buried near the laboratory in mineral soil with a waterproof
tarpaulin containing peat water surrounding them. Environmental conditions were monitored
with a weather station including solar radiation, relative humidity, air and soil temperature at 5
and 20 cm depth every 15 minutes. The mesocosms were separated into 2 treatment groups: 6
mesocosms containing only Sphagnum rubellum (called ‘Sphagnum’ plots), and 6 containing
both Sphagnum rubellum and Molinia caerulea (called ‘Sphagnum + Molinia’ plots). Molinia
caerulea seedlings appeared in May and were manually removed from Sphagnum plots. The
water table level (WTL) was measured by a piezometer installed within each mesocosm. The

number and height of Molinia caerulea leaves were measured.

V.2.2 Greenhouse gas measurements

Measurements were performed with the static chamber method from May 2015 to June
2016. CO; and CHg fluxes were measured once or twice per week during the growing season
(April-October 2015 and April-June 2016) and every two weeks during the winter (November
2015- March 2016). CO2 concentrations were estimated using a GMP343 Vaisala probe
inserted into a transparent PVC chamber (D’Angelo et al., 2016; Leroy et al., 2017). This clear
chamber was used to measure the net ecosystem exchange (NEE), the balance between gross
primary production (GPP; absorption of CO2 by photosynthesis) and ecosystem respiration
(ER, release of CO: into the atmosphere). ER was measured by placing an opaque cover on the
chamber to block photosynthesis. The difference between NEE and ER corresponded to the
GPP. The measurements lasted a maximum of 5 min and CO. concentration was recorded every
5 seconds. The slope of the relationship between CO. concentration and time allowed fluxes
(in pmol CO2 m? s) to be calculated. CH4 emissions were measured using SPIRIT, a portable
infrared laser spectrometer (Guimbaud et al., 2016), measuring CH4 concentration in a
transparent chamber. Measurements take several to twenty minutes with time resolution of 1.5
s (Guimbaud et al., 2011).
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V.2.3 Carbon flux modeling

V.23.1 Ecosystem Respiration

The ER increased with increasing air temperature and decreasing WTL in both vegetation
covers (Table V-1), as found by Bortoluzzi et al. (2006). To derive ER for the entire year, the

same equation as these authors were used for Sphagnum plots (Eq. 1):

_ WTL (Ta=Tmin) \°
ERSPh - [a * WTLyer + b] i ((Tref_Tmin)> Eq '

ER is the ecosystem respiration flux (umol CO2 m? s1). Tre is the reference air temperature
and Tmin the minimum air temperature. These two parameters were set as in Bortoluzzi et al.
(2006) at 15°C and -5°C, respectively. Ta refers to the measured air temperature (°C). The
reference for the WTL (WTLye) was set at -15cm corresponding to the deepest WTL recorded
in the mesocosms. The coefficients a, b and ¢ (temperature sensitivity parameters) are empirical

parameters.

Table V-1 Linear regression coefficient of determination (r?) of Ecosystem Respiration (ER),
Gross Primary Production (GPP) and methane emissions (CHs) with air (Ta) and soil
temperature (Ts) at 5 and 20 cm depth, water table level (WTL), photosynthetic active radiation
(PAR) and the number of Molinia caerulea leaves. The number in bold is the highest
determination coefficient for each variable in Sphagnum and Sphagnum + Molinia plots.
Significance levels of correlation are expressed as /*p < 0.05, "/**p < 0.01, "/***p < 0.001. /*
represents a negative or positive relationship, respectively.

Determination coefficient (r?)

Sphagnum Sphagnum + Molinia
ER GPP CH4 ER GPP CHs
Ta 0.73" 0.31~ 0 0.517* 0.16" 0.09"

Tsat5cm 0.65""* 0.19” 0.25"* 0.39*** 0.15 0.62"**

Tsat20cm  047** 018 018" 040" 028 073"
WTL 055~  012* 047 028~ 011 012
PAR 048 028~  015* 028" 006 031"

Molinia NA NA 0.44** 080~  0.08"

caerulea leaves
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In Sphagnum + Molinia plots, ER was significantly correlated to the number of Molinia
caerulea leaves (r?=0.44; Table V-1). Following Bortoluzzi et al. (2006) and Kandel et al.
(2013), we included, in addition to WTL and temperature, a vegetation index based on the

number of Molinia caerulea leaves in the ER model for Sphagnum + Molinia plots (Eg. 2):

WTL
WTLyef

c
ERmol = (a * ) + (b * Mcleaves)] * (M> Eq- 2

(Tref_Tmin)
MCieaves IS the number of Molinia caerulea leaves.
V.2.3.2  Gross primary production

The relationship between GPP and photosynthetic photon flux density (PPFD) is often
described by a rectangular hyperbola saturation curve with:

GPP = i*PPFD*GPPyyqx
i*PPFD+GPPrax

Eqg. 3

where i (umol CO, umol * photon) is the initial slope of the hyperbola, GPPmax, the maximum
GPP (umol m? s) and PPFD, the photosynthetic photon flux density (umol m? s?). This
approach was modified by Mahadevan et al. (2008) and Kandel et al. (2013) to include the
effect of temperature and vegetation on the GPP model. The same equation was used in this
study with (Eq. 4):

GPPpyqx*PPFD
k+PPFD

GPP = * RVI x Tscale Eq. 4

where GPPmax (umol m s) represents the GPP at light saturation, the parameter k (umol m™
s, Eq. 4) is the half saturation value and RV are a vegetation index to include the effect of
Molinia leaves number on photosynthesis. Tscaie IS the temperature sensitivity of photosynthesis
based on Kandel et al. (2013) and calculated as:

(T_Tmin) (T—Tmax)
T. = Eqg. 5
scale (T—Tmin)(T—Tmax)_(T_Topt)2 q

where Tmin, Topt and Tmax represent the minimum, optimum and maximum air temperature for

photosynthesis and were set at 0, 20 and 40°C, respectively.
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V233 CHa4 emissions

The CH4 emissions were significantly correlated to the soil temperature and the water table
level (Table V-1). An equation similar to Eq. 1 was used to model the emissions (Eq. 6):

f
_ WTL (Ts—Tmin)
CH4 B [d * WTLref + e] * ((Tref_Tmin)) Eq 6

where WTLref, Tmin, Tref and Tmin Were set as for the ER equation. Ts refers to the measured

soil temperature (°C).
V.2.34  Greenhouse Gases C Budget and global warming potential

The net ecosystem C balance (NECB) represents the net rate of C accumulation or release

in or from the ecosystem (Chapin et al., 2006) and is calculated as:

NECB= -GPP+ER+FcHst+Fcot+Fvoct+FpictFpoctFrc Eq. 7

where GPP is the gross primary production (umol m? st), ER, the Ecosystem Respiration
(umol m?2 s and Fcra, Fco, Fvoc, Foic, Fooc, Fre, the fluxes in pmol m™ s of methane (CHa),
C monoxide (CO), volatile organic C (VOC), dissolved inorganic C (DIC), dissolved organic
C (DOC) and particulate C (PC), respectively. In this study, we used a simplified approach
based on the GPP, ER and CH4 emissions that we referred as the Greenhouse Gases C Budget
(GGCB). The fluxes were computed at a 15 minutes time step using the calibrated models of
GPP, ER and CH4emissions. The GGCB was also modeled for a variation in annual temperature
from 9.8 to 13.8°C and in WTL from 2.5 to -9 cm, to stimulate increases or decreases in average
temperature or WTL by about 2°C and 3 cm, respectively. The global warming potential over
100 years (GWP100; g CO2 eq m2 d) was calculated for both plant communities by the sum of
the GPP and ER and the CH4 emissions. The radiative force of CH4 is 34 times that of co, (Myhre
etal., 2013).

A simulation of the NEE for Sphagnum + Molinia plots was carried out for an elongation or
shrinkage of the growing season up to 60 days. Onset and offset occurred during the period of
maximum number of Molinia caerulea leaves and were combined with a modification in the

annual temperature between —and + 2°C, for a mean air temperature between 9.8 and 13.8°C.
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V.23.5 Statistics and model validation

The effects of Molinia caerulea were assessed by comparing Sphagnum + Molinia plots to
Sphagnum plots with two-ways repeated-measure ANOVAs (with plant cover and date as

factors).

Two, randomly select, thirds of the ER and CH4 emission measurements were used to
calibrate the models and the other third was used for validation. Calibration of the GPP models
were done using additional measurements with nets decreasing the irradiance in order to
calibrate the GPPmax, RVI and k parameters based on the Michaelis-Menten equation. In this
ways, all measurement points were used to validate the model. Model quality was evaluated
using the determination coefficient (r?) and the Normalized Root Mean Square Error (NRMSE)

calculated as:

03
NRMSE = 100 = h Eq. 8

where y is the measured value, ¥ the computed value, n the number of values and y the average
of the measured value. The NRMSE indicates the percentage of variance between the measured

and the predicted values.

The parameters of ER (a, b and c) and CH4 emissions (d, e and f) models were calibrated by
minimizing the NRMSE using the “SANN” method of the optim function in R (R Core Team,
2016).

V.3 Results
V.3.1 Environmental conditions

The environmental conditions of our measurements did not significantly differ between
Sphagnum and Sphagnum + Molinia plots (Table V-2). The annual air mean temperature was
11.8°C and was lower than the average air temperature during the measurements (13.1°C, Table
V-2).
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Table V-2 Mean values of 14 months” measurements of net ecosystem exchange (NEE), gross
primary production (GPP), ecosystem respiration (ER), CH4 emissions (CHa), photosynthetic
active radiation (PAR), water table level (WTL) and air (Ta) and soil temperature (Ts) in
Sphagnum and Sphagnum + Molinia plots. Significant differences of two-way repeated-
measure ANOVAs are expressed as *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <0.001 (n = 6).

Mean
Sphagnum + Significativity
Sphagnum
Molinia

GHG fluxes

NEE (pmol m? st) -1.26 -5.22 falaied

GPP (umol m? s) -2.49 -8.29 falaied

ER (umol m?s?) 1.23 3.08 falekal

CHa (umol m?s™) 0.030 0.093 falaied
Environmental parameters

WTL (cm) -5.21 -7.05

PAR (umol m? s?) 742 718

Ta (°C) 13.0 13.2

Tsat5cm (°C) 13.9 14.0

Ts at 20 cm (°C) 14.4 14.2

V.3.2 Measured GHG fluxes

ER was significantly higher in Sphagnum + Molinia plots compared to Sphagnum ones. In
both vegetation covers, the ER was maximum in July and minimum in January-February (Table
V-2, Fig. IV-1a). GPP increased with the number of Molinia leaves, whereas in Sphagnum plots
the GPP was relatively constant (Fig. IV-1b). After the senescence of Molinia caerulea, the
GPP did not differ between the two treatments, unlike ER that remained higher in Molinia plots
compared to Sphagnum ones. As a result, the NEE was higher in Sphagnum + Molinia plots
than in Sphagnum ones during the growing season, but was lower the rest of the time (Fig. IV-
1c). CHs emissions significantly increased in Sphagnum + Molinia plots with a peak of

emissions in summer (June to August) and the lowest emissions in winter (Fig. 1V-1d).
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Figure V-1 Measurements of ecosystem respiration (ER; a), gross primary production (GPP,
b), net ecosystem exchange (NEE, c) and CH4 emissions (d) in Sphagnum and Sphagnum +
Molinia plots (xSE, n=6) from May 2015 to June 2016.

V.33

Calibration and validation of the GPP models

GPP parameters were calibrated using the photosynthesis-irradiance curves based on the

Michaelis-Menten equation at four dates. The GPPmax increased from -4.6 to -7.4 umol m? st

in Sphagnum plots and from 7.2 in April to 25.7 pmol m™ st at the end of June in Sphagnum +

Molinia plots.
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Figure V-2 Dependence of gross primary production (GPP) on irradiance at four dates. The
photosynthesis-irradiance curve shows the maximum rate of photosynthesis (GPPmax) and the

half saturation value (k).

These increases are linked to Sphagnum growth and the number of Molinia caerulea leaves,

respectively (Fig. 1\V-3). Based on these linear relationships, the GPPmax is variable in time

depending on these vegetation indexes. The parameter k (umol m?2 s, Eq. 4) is the half

saturation value and was set at the mean k value of the four dates with a k equal to 259 pumol

m2 s for Sphagnum plots and 285 pmol m™ s’ for Sphagnum + Molinia ones.
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Figure V-3 Linear relationship between the Gross Primary Production maximum (GPPmax)

calculated with the photosynthesis-irradiance curve and Sphagnum growth (a) and the number
of Molinia caerulea leaves (b).

Models validations was done using all the measurements points and showed a good
reproduction of the GPP measurements, even if the relatively constant GPP in Sphagnum plots
had a NRMSE close to 70.

V.3.4 Calibration and validation of the ER and CHa4 emissions models

Calibration of the models showed a good agreement between the modeled and measured ER
and CH4emissions with a high r? and low NRMSE for both plant communities (Table V-3, Fig.
IV-4a and 4d). Regarding the model evaluation, the validation data represented the ER
measurements well, especially in Sphagnum plots with a r? of 0.82 and a NMRSE of 46.8
However, in Sphagnum + Molinia plots, the ER model validation showed a r? close to 0.6 but
with the higher NMRSE. The validation of the CH4 models explained a good proportion of the

variance with a r? of 0.66 in Sphagnum plots and of 0.83 in Sphagnum + Molinia plots (Table
V-3, Fig. V-4¢)
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Figure V-4 Calibration and validation of the models by comparison of simulated and measured
ecosystem respiration (ER; a and b), gross primary production (GPP, c¢), and CH4 emissions
(CHg4, d and e) in Sphagnum and Sphagnum + Molinia plots. The diagonal lines represent the
1:1.
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The model parameters a and c, respectively related to WTL and temperature sensitivity for
ER models, were close for both plant communities, ranging for a from 2.50 to 1.77 and for c
from 1.49 to 1.43 in Sphagnum and Sphagnum +Molina plots respectively (Table V-3).
Concerning the parameters of the CH4 models, d and f differed between the two treatments. The
parameter d connected to WTL was positive at 0.041 in Sphagnum plots but negative at -0.065
in Sphagnum + Molinia plots. The f value, representing the temperature sensitivity, rose from
3.32 in Sphagnum plots to 5.08 in Sphagnum + Molinia plots.

Table V-3 r?, normalized root mean square errors (NRMSE) and adjusted model parameters
for ecosystem respiration (ER), gross primary production (GPP), net ecosystem exchange
(NEE) and CH4 emissions (CHa) in Sphagnum + Molinia and Sphagnum plots.

Calibration Validation
Sphagnum SphagT]u.m Sphagnum SphagT]u.m
+ Molinia + Molinia
ER
r? 0.93 0.87 0.82 0.59
nrmse 28.7 35.6 46.8 94.7
a 2.50 1.77 2.50 1.77
b 0.33 0.0096 0.33 0.0096
c 1.49 1.43 1.49 1.43
GPP
r? - - 0.56 0.77
nrmse - - 69.2 50.1
CH,
r? 0.72 0.88 0.66 0.83
nrmse 52 34 78.5 41.1
d 0.041 -0.065 0.041 -0.065
e 0.001 0.092 0.001 0.092
f 3.32 5.08 3.32 5.08

The modeled annual GPP over the studied period represented an input of 414 gC m2 yin

Sphagnum plots and of 1273 gC m y* in Sphagnum + Molinia plots (Table V-4). The ER and

CH4 emissions showed, respectively, an output of 376 and 7 gC m y* in Sphagnum plots and
of 1078 and 33 gC m2 y'*in Sphagnum + Molinia plots (Table V-4).
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Table V-4 Modeled annual gross primary production (GPP; gC m= y1), ecosystem respiration
(ER; gC m2 yY), net ecosystem exchange (NEE; gC m2y1), CH4 emissions (CHs; gC m2 yY),
greenhouse gases carbon budget (GGCB; gC m? y!) and global warning potential over 100
years (GWP100; g CO2 eq m2 y1) in Sphagnum + Molinia and Sphagnum plots.

GPP ER NEE CHs4 GGCB GWP100
Sphagnum -414 + 376 -38 +7 -30 +195
Sphagnum + Molinia  -1273 +1018 -255 +33 -223 + 547

V.3.5 Greenhouse gases carbon budget and global warming potential

From July to December the GGCG was positive in Sphagnum plots which means that these
plots released more C than they absorbed but the GGCB became negative from January to June
(Fig. 1V-5a). In contrast, the GGCB in Sphagnum + Molinia plots was mostly negative with
positive values only in October and November. The annual GGCB showed that Sphagnum plots
absorbed 30 gC m y* whereas the Sphagnum + Molinia plots absorbed 223 gC m? y* (Table
V-4).

e Sphagnum
o Sphagnum + Molinia

10 20 30

GWP,5(gCO;.m d ")
0

GGCB(gC.m*d")

T T T T
Jul 15 Sep 15 Nov 15 Jan 16 Mar 16 May 16 Jul16 Jul 15 Sep 15 Nov 15 Jan 16 Mar 16 May 16 Jul16

Figure V-5 Greenhouse gases carbon budget (GGCB; a) and global warming potential over
100 years (GWP100; b) average per day in Sphagnum and Sphagnum + Molinia plots.

The GWP1g0 for Sphagnum and Sphagnum + Molinia plots was, respectively, +195 and +547 g
COzeqm2y?!(Table V-4). By modulating the annual WTL and temperature, respectively from
-2.51t0 -9 cm and from 9.8 to 13.8°C, we observed a large variation of the GGCB from -400 to
+300 gC m? y'! (Fig. IV-6). By modelling an increase of temperature and a decrease of WTL,
the GGCB increased in both plant communities (Fig. IV-6a and b), meaning more C loss,
whereas high WTL and low temperature promoted high negative GGCB and thus more uptake
of C in both plant communities. Increasing the temperature induced only a slight variation of
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the GGCB in Sphagnum plots but decreasing the WTL led to a larger modification (Fig. 1V-6).
In Sphagnum + Molinia plots, temperature and WTL seem to impact the GGCB equally. Under
both vegetation covers, the increasing temperature or decreasing WTL increased the amplitude

of GGCB variation under the other abiotic factor gradient.
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Figure V-6 Modelized greenhouse gases carbon budget (GGCB, gC m y1) for annual
temperature average variation from 9.8 to 13.8°C and WTL fluctuation from 2.5 to -9 cm
for Sphagnum (a) and Sphagnum + Molinia (b) plots.

For a hypothetical strong increase of 2 months in the length of the growing season, the NEE
was more negative, from -21.3 to -26.7 mol CO2 m2 y (Fig. IV-7). In comparison, an increase
of two degrees in temperature caused a larger modification of NEE, from -21.3 to -10.7 mol
CO, m2yt(Fig. IV-7).

{mol CO, m2y™")

Figure V-7 Modelized greenhouse gases carbon budget (NEE) with variations of the growing
season length (-/+ 60 days) and air temperature (-/+ 2°C) for Sphagnum + Molinia plots
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V.4 Discussion
V.4.1 Gaseous C emissions

The presence of Molinia caerulea increased the gaseous C fluxes in the Sphagnum-
dominated peat mesocosms. Compared to the latter, the GPP was higher with Molinia caerulea,
with a C uptake close to 1300 gC m™ y* against 400 gC m2 y* with Sphagnum alone. The
estimated GPP of Sphagnum mosses are consistent with studies conducted in boreal peatlands
with a GPP close to 350 gC m2y* (Peichl et al., 2014; Trudeau et al., 2014). The GPP calculated
with Molinia caerulea was higher than that measured in the site at La Guette peatland with an
average of 1052 gc m2yr(D’ Angelo et al., in prep). Such a difference can be explained by the fact
that in the field vegetation in collars contained other types of plants such as shrubs and woody
chamephytes that exhibited lower GPP (D’Angelo, 2015). A higher GPP of vascular plants is
expected to modify the belowground interactions that are not taken into account in the
simulation. Indeed, in comparison to Sphagnum mosses, vascular plants have an extensive root
system which are able to release C and fuel microbial communities to optimize resource
allocation (Fenner et al., 2007). It has been shown that up to 40 % of photosynthates can be
allocated to root exudates in peatland (Crow and Wieder, 2005), with half that can be
mineralized into CO in a week and promote the ER (Kuzyakov et al., 2001). The higher ER in
mesocosms with Molinia caerulea can also be linked to the metabolism of this vascular plant
itself in which leaf respiration can account for more than 40% of the total assimilated C
(Kuzyakov et al., 2001). Furthermore, after Molinia caerulea senescence, the leaves enhance
CO- emissions through decomposition. Higher CH4 emissions with sedges compared to mosses
or shrubs have been explained by the differences in root exudates quality and the aerenchyma

of the sedges (e.g. Armstrong et al. 2015).

V.4.2 Models evaluation and sensitivities to parameters

Evaluation showed that our statistical models were efficient in representing ER and GPP for
both plant communities. GPP in Sphagnum plots was the most difficult variable to represent
(Fig. IV-4). It was quite constant in time and only a small decrease was observed in winter when
the solar radiation was low. In accordance with Tuittila et al. (2004), the Sphagnum growth or
cover controlled the photosynthesis. These authors also reported that water saturation of
Sphagnum govern it photosynthesis capacity and could further improve GPP models (Tuittila
etal., 2004).
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The ER models showed a similar sensitivity in both plant communities to abiotic factors
with an empirical factor related to WTL at 2.1 and a temperature sensitivity close to 1.45 (Table
V-3). The parameters were similar for both plant communities and ER differences were mainly
due to the contribution of Molinia leaves to aboveground and belowground respiration (Kandel
et al., 2013). Modeling CH4 as CO> emissions explained a good proportion of the variance
(between 70 and 80%). The parameters of the CH4 models differed with vegetation cover.
Parameter d connected to the WTL had an opposite sign in the two vegetation covers. This
difference was difficult to interpret as the large variation of parameter e shifted the relationship
between parameter d and the WTL. Even so, the presence of Molinia caerulea increased the
temperature sensitivity of CH4 emissions. Such increase of the temperature sensitivity could
result from modification of methanogenesis pathways. Acetoclastic methanogenesis often
dominated in minerotrophic peatlands, as La Guette peatland, and required less energy than
hydrogenotrophic methanogenesis pathways (Beer and Blodau, 2007).Vascular plants, as
Molinia caerulea, can influence the methane production through the introduction of roots
exudates in the deep layer by providing substrate availability. Whilst roots exudates are source
of acetate and thus suggested to favor acetoclastic methanogenesis (Saarnio et al., 2004), it can
also stimulate the decomposition of recalcitrant organic matter favoring hydrogenotrophic
methanogenesis (Hornibrook et al., 1997). Graminoids soils are colonized primarily by
hydrogenotrophic methanogenesis (Kao-Kniffin et al., 2010) and Shift from acetoclastic to
hydrogenotrophic methanogenesis pathways could explain the increase of the temperature
sensitivity observed here. Thus, global warming will lead to higher CH4 emissions in peatlands

dominated by Molinia caerulea that may act as important positive feedbacks.

V.4.3 Annual C fluxes and GGCB

The shift from Sphagnum to Molinia-dominated peat mesocosms increased the C fixation
through the GPP that to lead to an increase of the annual C output with CO2 and CH4 emissions.
The gaseous C balance shows that both plant communities act as C-sinks with a storage of 30
gC m2 yt in Sphagnum plots and 223 gC m y* in Sphagnum + Molinia plots. These results
contrast with the assumption mentioned in the introduction, that vascular plants could lead to a
decrease in C-sequestration. Nevertheless, the C-sink function of Molinia-dominated peat
mesocosms can be questioned in view of the biomass production of Molinia caerulea. The root
production, estimated by Taylor et al. (2001) at 1080 g m2y*, was produced with current-year
photosynthates, meaning that the C-allocation in roots could account for 540 g C m2y™. Such

an amount corresponds to a larger proportion than the C stored in Sphagnum + Molinia plots
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(223 g C m2 y'1) and could represent emission of the C already stored. Furthermore, C stored
in roots, litters and leaves of Molinia caerulea could contribute to future C emissions by
decomposition or respiration not taken into account here. Even with this C-sink function,
GWP1o is positive for both vegetation covers. Although Sphagnum + Molinia plots act more as
a C sink than Sphagnum ones, the higher GWP100 0of CH4 compared to CO2 combined with the
high emissions of CH4 for Sphagnum + Molinia plots lead to a higher contribution of these plots
to the greenhouse effect than in Sphagnum ones.

The GGCB predictions, by varying the temperature with the WTL and with the growing
season length, revealed the sensitivities of the system to these three abiotic factors. Even if these
predictions need to be treated with caution due to extrapolation outside the observed range of
WTL and temperature, they showed the same trend in plots acting as a C-sink in the case of low
temperature and high WTL and, on the contrary, as a C-source at high temperature and low
WTL. More interestingly, they showed that increasing the temperature or decreasing the WTL
makes the systems more sensitive to the other factor. Furthermore, a 2°C increase in
temperature has a larger impact on NEE than a 2-month increase in the growing season.

The shift from Sphagnum to Molinia-dominated peatlands enhanced CO: uptake by
photosynthesis which led to higher CO2 and CH4 emissions. The application of models taking
air temperature, water table level and vegetation index into account described these CO> fluxes
and CHs emissions well. Respiration sensitivity to the two abiotic factors (temperature and
WTL) was similar in both communities. However, the presence of Molinia caerulea seems to
increase the sensitivity of CH4 emissions to temperature. Modeling the C balance suggested
that both Sphagnum and Sphagnum + Molinia plots acted as a C-sink. However, belowground
C allocation as root C stocks needs further consideration due to their potential role as a

substantial C source.
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Préambule

Le fonctionnement des tourbiéres, localisées majoritairement sous les hautes latitudes
de I’hémisphére nord, va étre modifié par I’élévation des températures de surface attendues
pour la fin du siécle principalement sous ces latitudes (IPCC, 2007). La hausse de température
peut induire une modification du couvert végétal avec une augmentation du taux de
recouvrement par les plantes vasculaires et ce, au dépend des sphaignes (Ward et al., 2013).
Nos travaux ont montré¢ qu’un changement de végétation, i.e. une augmentation du taux de
recouvrement par la molinie, conduit a des flux plus importants de CO> et de CH4 (Chapt. V).
Ces changements de communautés végeétales vont interagir avec les modifications des
conditions environnementales et pourraient agir comme un acteur essentiel dans la réponse des
tourbieres face aux changements globaux. Cependant, 1’action combinée des modifications des
communautés végétales et des changements des conditions environnementales restent encore

inexplorée. Ainsi la problématique de ce chapitre est de déterminer

Comment les changements de communautés végeétales au sein des tourbieres

modulent la réponse des flux de C face aux changements globaux ?

L’objectif principal de ce chapitre est donc de déterminer I’impact de la combinaison
des changements de végétation et des changements globaux sur la dynamique du C dans les
tourbieres en s’intéressant (i) a la sensibilit¢ des flux de C a la température dans des
mésocosmes contenant uniquement Sphagnum rubellum ou contenant a la fois Sphagnum
rubellum + Molinia caerulea et (ii) a la dynamique du C et de I'N en réponse a une

augmentation des dép0ts azotés en présence de ces deux communautés végétales.

La premiére partie de ce chapitre intitulé « Vegetation composition controls
temperature sensitivity of CO2 and CH4 emissions and DOC concentration in peatlands »
fait référence a un article publié dans la revue Soil Biology and Biochemistry qui a pour objectif
d’évaluer la sensibilité des sorties de C (émissions de CO, et CH4 et [COD]) a la température
en présence de deux communautés végétales (Sphagnum rubellum et Sphagnum rubellum +
Molinia caerulea). Les émissions de CO; et CH4 et [COD] ont eté suivies dans des mésocosmes
(protocole expérimental décrit dans le chapitre I1) entre mai 2015 et avril 2016. Les émissions
de GES ont été corrélées de maniére exponentielle a la température afin de déterminer le Q1o.
Le Q1o permet de quantifier I’augmentation d’une vitesse de réaction (ici les émissions de CO:
et CHs et [COD]) pour une augmentation de la température de 10°C. La présence de Molinia

caerulea conduit a une augmentation des émissions de CO, et CHs comme évoqué
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précédemment (Chapitre 1V) mais diminue les [COD] (Fig. VI-2). Cette diminution est
supposément due a une dégradation du COD accentuée par la stimulation des microorganismes
via les exsudats racinaires de Molinia caerulea. Les variations temporelles de [COD] et des
émissions de CO;, et CH4 sont davantage reliées (avec un r? plus élevée) a la température du sol
a 5 cm de profondeur dans les mésocosmes a Sphagnum et a 20 cm de profondeur dans ceux a
Sphagnum + Molinia (Table VI-2). Les émissions de CO2 montrent une légere baisse de Q1o en
présence de Molinia caerulea, suggérant la présence d'un substrat plus labile (par les exsudats
des racines) nécessitant moins d’énergie pour leur minéralisation. Au contraire, le Qipaugmente
pour les [COD] et les émissions de CH4 en présence de Molinia caerulea (Fig. VI-2). Cette
augmentation pourrait étre liée a un changement des communautés et/ou de D’activité
microbienne en présence de cette graminoide. Ainsi, les facteurs biotiques et abiotiques
contrélent les émissions de CO- et de CH4 et [COD] dans nos mésocosmes et vont interagir
entre eux avec des communautés végétales capables de modifier la sensibilité du systéme a la

température.

La seconde partie de ce chapitre intitulé « C and N cycles response’s to one year of N
fertilization in Sphagnum and Molinia-dominated peatlands » fait référence a une

publication soumise & Journal of Environmental Sciences qui a pour objectif d’évaluer la

réponse des flux de C (CO., CH4 et COD) mais aussi d’N (N20, azote total dissous, NHa+, NOs-
) face a des apports azotés en interaction avec une modification des communautés végétales.
Les apports azotés ont été réalisés de facon hebdomadaire afin d’apporter 3.2 gN m™? a? dans
des mésocosmes contenant Sphagnum rubellum ou Sphagnum rubellum + Molinia caerulea
(protocole expérimental décrit dans le chapitre II). Cette étude n’a pas permis de montrer un

effet des apports azotés sur le cycle du C (CO2, CH4 et [COD]), sur la croissance de Molinia

caerulea ou sur les concentrations d’N dissous (azote totale dissous, NHs+, NOgz ; Table VI-3).
Cette absence d’effet semble étre essentiellement due a la capacité des sphaignes a retenir les
dépbts azotés révélée par une augmentation importante des teneurs en N dans les sphaignes
vivantes (Table VI-4). Cependant, malgré la faible quantité d’N disponible, les mésocosmes
ayant recu de NHsNO3 ont des emissions de N2O plus importante que les ‘Controle’ sans
apports azotés. Ces flux de N2O sont également affectés par la présence des communautés
végétales avec des émissions plus faibles dans les mésocosmes a Sphagnum rubellum + Molinia

caerulea en comparaison a ceux contenant Sphagnum rubellum (Fig. VI-4). L’utilisation de I'N

par Molinia caerulea, montrée par la baisse des concentrations de NHas+, pourrait limiter la

disponibilité en N pour les micro-organismes dénitrifiants et ainsi entrainer une réduction des
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émissions de N2O. Ces résultats montrent que la composition des communautes végétales est
un important régulateur du cycle du C mais aussi de I’N dans les tourbiéres. La prise en compte
des modifications des especes végétales au sein des tourbiéres est essentielle pour la

compréhension du fonctionnement de ces écosystémes face aux changements globaux.
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V1.1 Vegetation composition controls temperature sensitivity of
CO2 and CHa4 emissions and DOC concentration in peatlands

Fabien Leroy, Sébastien Gogo, Christophe Guimbaud, Léonard Bernard-Jannin, Zhen Hu,

Fatima Laggoun-Défarge
Article publié dans la revue Soil Biology and Biochemistry (2017)
doi: 10.1016/j.s0ilbio.2017.01.005

Abstract

Plant community modification may play an important role in peatlands’ carbon balance. We
investigated how Molinia caerulea altered CO, and CH4 fluxes and DOC concentration as well
as their sensitivity to water table level, air and soil temperature in Sphagnum-dominated peat
mesocosms. The presence of Molinia caerulea significantly increased CO, and CH4 emissions
compared to Sphagnum and decreased the DOC concentration. The rise in temperature
exponentially increased DOC as well as CO2 and CH4 emissions. Molinia caerulea decreased
the temperature sensitivity of CO2 emissions, suggesting the presence of a more labile substrate
(root exudates), while it increased the temperature sensitivity of CHs emissions, suggesting a
possible change in methanogenic communities. Our study highlights a strong impact of

vegetation change on C dynamics in peatlands.

Keywords Ecosystem respiration ¢ Dissolved organic matter ¢ Soil temperature * Q10 * Molinia

 Sphagnum mosses
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VI1.1.1 Introduction

Peatlands act as a global major carbon (C) store. They contain between 15 to 30% of the
world soil C in only 3% of the global land area (Turunen et al., 2002; Gorham, 1991). The C-
sink function of boreal peatlands results from particular environmental conditions
(waterlogging, acidic soil and low temperature) and specific vegetation, i.e. Sphagnum mosses.
However, global change is expected to modify plant species composition in northern Sphagnum
peatlands, with an increase in vascular plants (e.g. graminoids) to the detriment of Sphagnum
mosses (Dieleman et al., 2015; Buttler et al., 2015). Disturbed peatlands represent a large
potential source of CO, and CHj4 to the atmosphere and of dissolved organic carbon (DOC)
export to rivers (Limpens et al., 2008). Thus, understanding the feedback between vegetation
change and C fluxes in peatlands is required to predict the future of the peatland C budget. The
response of CO2 and CH4 emissions and DOC concentration ([DOC]) to abiotic control is well
documented (Clark et al., 2009; Pypker et al., 2013). Nevertheless, studies on the sensitivity of
C fluxes and [DOC] to abiotic factors in a context of vegetation change are lacking. Our aim
was to assess to what extent CO2 and CH4 emissions and [DOC] sensitivities to abiotic factors
in Sphagnum peat mesocosms could be modulated by the occurrence of vascular plants. The
presence of graminoids in Sphagnum mesocosms is expected to change C fluxes through a more
efficient C uptake that allocates C to the above- and belowground parts of the plant. Vascular
plants have an extensive root systems, in comparison to Sphagnum rhizoids, able to exudate
newly produced labile organic compounds (e.g. glucose; Saarnio et al., 2004; Fenner et al.,
2007). According to Arrhenius function, the degradation rate of these compounds has a lower
sensitivity to temperature than recalcitrant organic matter (Davidson and Janssens, 2006). Thus,
Sphagnum peat mesocosms invaded by Molinia caerulea was sampled to investigate the three
following hypotheses:

Q) the presence of Molinia caerulea will increase the [DOC] due to a higher root
exudate production compared to Sphagnum spp.,

(i) these labile exudates will be rapidly consumed by microbial communities and will
enhance both CO> and CH4 emissions,

(i)  as the C source will be more labile, the sensitivity to temperature of the C fluxes

will decrease compared to recalcitrant C (with higher activation energies).
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VI1.1.2 Materials and methods

Twelve peat mesocosms (depth and diameter: 30 cm) were collected in March 2015 in La
Guette peatland (France). The studied site is an acidic fen invaded by Molinia caerulea, a
graminoid plant invading numerous peatlands (Tomassen et al., 2003; Gogo et al., 2011). The
mesocosms were buried outside and surrounded with a tarpaulin containing water from the
peatland. Air and soil temperature at 5 and 20 cm depth were monitored in each mesocosm.
The mesocosms were separated into 2 treatments: 6 containing only Sphagnum rubellum
(‘Sphagnum’ plots) and 6 containing Sphagnum rubellum and Molinia caerulea (‘Sphagnum +
Molinia’ plots). Molinia caerulea started to grow in May and increased up to 60% of

mesocosms on average until its senescence in November (see supplementary material).

Measurements were performed between two to eight times per month, from May 2015 to
April 2016. Ecosystem Respiration (ER) was measured during 5 min using a closed chamber
equipped with a GMP343 Vaisala (D’Angelo et al., 2016). CHs emissions were measured
during 15 min using the SPIRIT, a portable infrared laser spectrometer (Guimbaud et al., 2011).
Water table level (WTL) was manually measured in each mesocosm piezometer. Water was
collected from the piezometer to measure [DOC] with a Shimadzu TOC-5000 analyzer. All
measurements were performed in the same day and were related to WTL, air and soil
temperature at 5 and 20 cm depth with exponential regression. R? from exponential regressions
were calculated after a logarithmic transformation (linearization of the date). Temperature
sensitivity was expressed through the temperature coefficient (Qio; eqg. 1), and energy of

activation (Ea, eg. 2):

Q10=(Ka/kq)20/(T2-T0] eq. 1
ki and k> are rates at two observed temperatures T1 and To.

k=A.e(E¥RT) eq. 2

k is the reaction rate coefficient, A is the pre-exponential factor, R is the ideal gas constant and

T is the temperature in Kelvin.

One-way ANOVAs with repeated measures were used to compare Sphagnum + Molinia to
Sphagnum plots.
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VI1.1.3 Results and discussion

Throughout the measurements, environmental conditions did not differ significantly
between Sphagnum and Sphagnum + Molinia plots other than the WTL which was 2.4 cm
higher in Sphagnum plots than in the Sphagnum + Molinia ones (Table VI-1). WTL ranged
from 2.5 cm to 17 cm (Fig. V-1a). Air temperature ranged from 0°C in January to 30°C in July
(Fig. V-1b). Soil temperature at 5 and 20 cm depth varied from 2.3°C and 5°C in January to
27.3°C and 25.7°C in July, respectively (Fig. V-1c and 1d).
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Figure VI-1 Time series of water table level (a), air (b) and soil temperature at 5 (c) and 20 cm
(d) in Sphagnum and Molinia plots (£SE, n=6) from May 2015 to April 2016. Data were
collected during greenhouse gas emission measurements.

[DOC] were significantly lower in Sphagnum + Molinia plots compared to Sphagnum ones
(Table VI-1, Fig. V-2c), which disproves our first hypothesis but supports the mechanisms
proposed by Freeman et al. (2004) who suggested that labile DOC release, through root
exudates, stimulates microbial activity and enhances the degradation of organic matter, in
particular the DOC fraction. Mimics of roots exudates have been revealed to enhance microbial
biomass in peat soil (Basiliko et al., 2012), that might, with Molinia caerulea occurrence,

trigger a real priming effect leading to an increase of DOC consumption.

130



Chapitre VI: Interactions entre changements de végétation et changements globaux

Table VI-1 Mean values of 12 months’ measurements of Ecosystem Respiration (ER), CHs
emissions (CH4), Dissolved Organic Carbon (DOC), Water Table Level (WTL),
photosynthetically active radiation (PAR) and air (Ta) and soil temperature (Ts) in Sphagnum
+ Molinia and Sphagnum plots. Significance levels of one way ANOVAs with repeated
measured are expressed as *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 (n = 6).

Mean Sphagnum
Sphagnum +Molinia/ P
+ Molinia Sphagnum Sphagnum
GHG fluxes
ER (umol m?s?) 2.39 0.99 2.39 falaied
CHa (umol m? s 0.094 0.030 3.14 *
Water compartment
DOC (mg LY 31.9 55.7 0.57 falaied
WTL (cm) -7.04 -4.58 1.54 falaied
Environmental parameters
PAR (umol m?s?) 711 741 0.96
Ta (°C) 12.0 12.1 0.99
Tsat5cm (°C) 13.1 13.1 1
Ts at 20 cm (°C) 13.7 13.9 0.99

Furthermore, in contradiction to our third hypothesis, the presence of Molinia increased the
[DOC] sensitivity to soil temperature (Q1o, Ea, Table VI-2 and Fig. VI-2c). The Q1o values
obtained were higher than those found by Freeman et al. (2001; Q10= 1.36) but lower than those
found by Clark et al. (2009; Q0= 1.84 and 3.53 under anaerobic and aerobic conditions,
respectively). As postulated by the latter authors, we showed that vegetation cover plays an
important role in the [DOC] and its sensitivity to soil temperature. Further studies on the DOC
and vegetation relationship are essential to determine how vegetation change may alter this C

pool.
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Figure VI1-2 Exponential relationship between Ecosystem Respiration (a), CHs emissions (b),
Dissolved Organic Carbon (c) and soil temperature at 5 cm for Sphagnum plots and at 20 cm
for Sphagnum + Molinia plots
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Table VI-2 Determination coefficient (r?) of exponential regressions for mean values of 12
months’ measurements of Ecosystem Respiration (ER), CHs emissions (CH4), Dissolved
Organic Carbon (DOC) with Water Table Level, Air and Soil Temperature at 5 and 20 cm. Bold
numbers represent the highest determination coefficient for each variable in Sphagnum and
Sphagnum + Molinia plots. Significance correlation are expressed as -/+p < 0.05, --/++p < 0.01,
---[+++p < 0.001. -/+ represents a negative or positive relationship, respectively.

Determination

. Q1o Ea
_ coefficient (r?)
Variables
Sphagnum Sphagnum
Sphagnum _ . Sphagnum  Sphagnum _ . Sphagnum
+ Molinia + Molinia
ER 0.38 0.23~
Water Table
CH4 0.49~ 0.18~
Level
DOC 0.12 0.14
Ai ER 0.72+** 0.60"** 3.75 2.58 92.2 65.7
ir
CHs 0.00 0.01 1.00 1.01 2.3 4.7
Temperature
DOC 0.55*** 0.46" 1.56 1.66 31.7 35.9
Soil ER 0.76"** 0.67" 4.09 2.86 97.6 72.9
Temperature CH. 0.68*** 0.86"* 5.61 7.61 119.4 140.2
at5cm DOC 0.64** 0.60"* 1.68 191 36.0 445
Soil ER 0.65"* 0.75** 4.01 3.38 97.3 85.0
Temperature CH. 0.59*** 0.88*** 4.05 9.13 94.6 153.1
at20 cm DOC 0.37*** 0.70*** 1.47 2.38 25.3 60.0

CO2 and CH4 emissions were higher in the presence of Molinia caerulea comparing to
Sphagnum, showing an average increase of 2.4 and 3.1 fold, respectively (Table VI-1, Fig. VI-
2a and b). Similar observations have already been reported in peatlands with graminoids (e.g.
Armstrong et al. 2015). The greatest CH4 emissions were observed with Molinia occurrence, at
the same time with an increase of the thickness of aerobic zone, which opposes with the general
association of CH4 emissions under anaerobic conditions. Such potential effect could be
compensated with the fueling of methanogens in anaerobic peat by the root exudates, already
related to the difference of CH4 production among plants species (Koelbener et al., 2010).
Furthermore, variations of CH4 emissions are also controlled by the plant community and its
ability to transport CHs (Schimel, 1995) and their potential for rhizospheric oxidation (Strom
et al., 2005). If root exudates fuel the microbial communities, the C flux sensitivity to
temperature is expected to decrease (Davidson and Janssens, 2006). This hypothesis was
confirmed by the ER results: the presence of Molinia decreased the ER sensitivity to
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temperature (Table VI-2). However, this did not hold for CH4. The temperature sensitivity of
CHas emissions increased in the Sphagnum + Molinia plots (Table VI-2). In natural systems,
acetoclastic methanogens are dominant over hydrogenotrophic methanogens (Kao-Kniffin et
al., 2010). However, as reported in the latter study, graminoid soils are colonized primarily by
hydrogenotrophic metabolisms. These two methanogenesis pathways require different levels of
energy: 195 kJ mol™? for hydrogenotrophic methanogenesis and 50 kJ mol™ for acetoclastic
methanogenesis (Beer and Blodau, 2007). Thus the increased temperature sensitivity under

Molinia caerulea could reflect the promotion of hydrogenotrophic communities.

ER, CH4 emissions and [DOC] were correlated to WTL and soil temperature (Table V1-2).
Increased soil temperature enhanced exponentially these three C-fluxes under both plant
communities (Fig. V-2). Soil temperature explained the higher amount of variability compared
to the WTL, even for CH4 emissions. Such weak correlation with the WTL could also be due
to the little WTL variation over the experiment. Our best fit between ER and temperature
differed with the vegetation: ER in Sphagnum plots was more correlated to soil temperature at
5 cm, whereas with Molinia caerulea ER was more influenced by soil temperature at 20 cm
(Table VI-2; Fig. VI-2a). Sphagnum photosynthesis occurs in the first centimeters of the peat
profile, whereas root exudates excreted by Molinia could stimulate microbial activity deeper in
the peat profile. These physiological differences between Sphagnum and Molinia may explain
the best fit observed for ER and also for CH4 emission and [DOC] (Table VI-2).

In conclusion, both biotic (vegetation cover) and abiotic (mainly temperature) factors control
CO2 and CH4 emissions and [DOC] in peat mesocosms. Molinia caerulea can deliver labile C
stimulating microbial activity and promoting DOC consumption and CO, and CH4 emissions.
The increase in soil temperature enhanced [DOC] as well as CO2 and CH4 emissions. Moreover,
our findings demonstrate that the two controlling factors interact and that vegetation
modification changes the C-fluxes’ sensitivities to temperature. Under global change, C-
dynamics in peatlands are thus subjected to many alterations through plant community
modification. This study advocates taking vegetation change into account in global models with

a concomitant variation in the temperature sensitivity.
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2015 to April 2016. Data were collected during greenhouse gas emission measurements.
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V1.2 Response of C and N cycles to N fertilization in Sphagnum and
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Abstract

Plant communities play an important role in the C-sink function of peatlands. However,
global change and local perturbations are expected to modify peatland plant communities,
leading to a shift from Sphagnum mosses to vascular plants. Most studies have focused on the
direct effects of modification in plant communities or of global change (such as global warming,
N fertilization) in peatlands without considering interactions between these disturbances that
may alter peatlands’ C function. We set up a mesocosm experiment to investigate how
Greenhouse Gas fluxes (CO., CHas, N20), dissolved organic carbon (DOC) and total dissolved
N (TN) are affected by a shift from Sphagnum mosses to Molinia caerulea dominated peatlands
combined with N fertilization. Increasing N deposition did not alter the C fluxes (CO2
exchanges, CH4 emissions) or DOC content. The lack of N effect on the C cycle seems due to
the capacity of Sphagnum to efficiently immobilize N. Nevertheless, N supply increased the
N20 emissions, which were also controlled by the plant communities. The presence of Molinia
caerulea diminished N2O emissions in the Sphagnum peat mesocosms. Increasing N
availability raised denitrification activity whereas it was diminished and/or modified by the

presence of Molinia caerulea.

Keywords CO2 and CHs * N2O ¢ Peatland ¢ Plant community composition « Sphagnum moss ¢

Graminoid
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VI1.2.1 Introduction

Peatlands currently act as a major long-term carbon (C) sink ecosystem. Although these
wetlands cover only 3% of the land area, they have stored a third of the global soil C since the
early Holocene (Turunen et al., 2002). Most peatlands (up to 80%) are located at high latitudes
of the northern hemisphere in the cool temperate zone in association with waterlogged, nutrient
poor conditions and the presence of Sphagnum mosses (e.g. Gorham, 1991). To cope with low
nutrient concentrations, Sphagnum mosses have developed mechanisms to efficiently use
nutrients thanks to their high cation exchange capacity, nutrient translocation and atmospheric
interception, reducing the nutrient availability to vascular plants (e.g. Turetsky et al., 2012).
However, northern temperate ecosystems receive 4 times more airborne nitrogen (N) today than
150 years ago (Holland et al., 1999; Lamarque et al., 2005). Increased N deposition leads to a
progressive N saturation of Sphagnum mosses, thus favouring the invasion of vascular plants
and reducing Sphagnum moss growth (Limpens et al., 2011). Such changes seem to reduce the
C sequestration rates in peatlands (Bragazza et al., 2006; Gunnarsson et al., 2008), even if they
increase the vascular plants’ productivity (Wu et al., 2015). However, the effect of the increase
in N loads on stocks and exchanges of N and C are still understudied in peatlands, although
they are known to generally increase N2O emissions to the atmosphere (e.g. Nykanen et al.,
2002, Francez et al., 2011). Peatland C-storage capacity is often considered alone to assess the
effects of climate change on peatlands without considering the N stored in these ecosystems
that could account for a significant N2O source and therefore act as a positive feedback to

climate change (Repo et al., 2009).

The increase in vascular plant cover due to human activities such as nutrient supply, e.g.
atmospheric N deposition, or drainage, increases organic matter decomposition (Gogo et al.,
2016) and modulates CO2 and CHa4 emissions in peatlands (e.g. Ward et al., 2013; Leroy et al.,
2017). The combined effects of vascular plant invasion with N deposition on both C and N
cycles and stocks still remain to be elucidated. N fertilization generally stimulates the vascular
plant biomass, thereby contributing to higher primary production. However, it also leads to a
higher decomposition rate due to a reduction in the C/N ratio and more root exudates that
generate additional respiration (Wu et al., 2015). Our aim was therefore to assess the effect of
N supply on both C and N dynamics in peat mesocosms collected in a Sphagnum-dominated
peatland invaded by a vascular plant, Molinia caerulea. All the peat mesocosms contained
Sphagnum rubellum, and half of them also contained Molinia caerulea. Half of each plant

community mesocosm was subjected to an increase in N deposition by a weekly amendment to
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reach an addition of 3.2 gN m y*. This amendment is higher than that currently observed in
peatlands (Bragazza et al., 2004), but could reflect the N deposition expected for 2100
(Lamarque et al., 2005). Thus, the hypotheses investigated are that N deposition will lead to the

following processes under the two plant communities:

(i) Processes involving the C cycle: a) an increase in C fluxes by promoting ecosystem
respiration (ER) due to a faster decomposition of plant tissues containing more N (Bragazza
et al., 2006); b) stimulation of the gross primary production (GPP) by an enhancement of
both Sphagnum mosses and graminoid biomass (e.g. Tomassen et al., 2003; Granath et al.,
2009); c) arise in CH4 emissions through a higher OM decomposition and increase in root

exudates.

(ii) Processes involving the N cycle: a) higher concentrations of the dissolved NH4* and NO3z-
and of the N stored by Sphagnum mosses; b) an increase in N2O emissions under both plant
communities (Roobroeck et al., 2010).

(iii) Processes involving Molinia caerulea occurrence: an increase in the C fluxes in peatlands
(CO2, CH4) and DOC content and a decrease in the ecosystem C balance compared to
Sphagnum-dominated peatland due to the promotion of peat decomposition (Leroy et al.,
2017).

VI1.2.2 Materials and methods

VI1.2.2.1 Experimental design

Twelve peat mesocosms (depth and diameter: 30 cm) were collected in March 2015 at La
Guette peatland, an acidic fen invaded by Molinia caerulea (N 47°19°44”, E 2°17°04”, France,
Gogo et al., 2011). The mesocosms were buried outdoors (N 47°50°01”, E 1°56°34”, ISTO,
Orléans) and surrounded with a tarpaulin containing water from the peatland. Air and soil
temperature at 5 and 20 cm depth were monitored in each mesocosm at 15 min intervals. The
water table level (WTL) was measured by piezometers in all the mesocosms. For each gas
measurement, peat water was collected from the piezometer to analyze DOC and TN
concentrations ([DOC] and [TN]) with a Shimadzu TOC-5000 analyzer. The mesocosms were
first separated into 2 different plant communities: 6 containing only Sphagnum rubellum (called
‘Sphagnum’ mesocosms) and 6 containing both Sphagnum rubellum and Molinia caerulea
(called ‘Sphagnum + Molinia’ mesocosms). Molinia caerulea growth started in May. The plant

covered up to 60% of mesocosms until its senescence in November. Mesocosms of both plant
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communities were separated into 2 treatments with (called ‘Fertilized” mesocosms) and without
(called ‘Control” mesocosms) additions of NH4NOsz, commonly used as an agricultural
fertilizer. N was added every week to reach 3.2 gN m?2 y, which represents 3.7 gN m?2 y*!

during the 14 months of the experiment.

At the end of this mesocosm experiment, C and N content (%) in Molinia leaves and litter,
Sphagnum capitula (0-0.5 cm), living Sphagnum (0.5-2.5 cm) and at 2.5-7.5, 7.5-12.5, 12.5-
17.5 and 17.5-22.5 cm depth were measured for each mesocosm with an elementary analyzer
(Thermo-126 FLASH 2000 CHNS/O Analyzer). For each mesocosm at the previously
mentioned depth, cubes measuring 5 cm per side were prepared and oven dried at 50°C to

calculate peat bulk density (g cm, Table VI-S5) and evaluate the C and N stock in each layer.
V1.2.2.2  Greenhouse gas (GHG) measurements

GHG measurements were performed once or twice per week during the growing season
(April-October 2015 and April-June 2016) and every two weeks during winter (November
2015-March 2016). CO: fluxes were measured during 5 min using a GMP343 Vaisala probe
inserted in a transparent PVC chamber (D’Angelo et al., 2016). A clear chamber was used to
measure the net ecosystem exchange (NEE), the balance between GPP (absorption of CO2 by
photosynthesis) and ER (release of CO: into the atmosphere). ER was measured by placing an
opaque cover on the chamber to block photosynthesis (D’Angelo et al., 2016). CHs and N.O
emissions were measured during 15 min by using SPIRIT, a portable infrared laser spectrometer
(Guimbaud et al., 2011).

VI1.2.2.3  Data analysis and modeling

C fluxes (gC m? y™') were modelled following Leroy et al. (in prep.) and N fluxes
(concerning only N2O emissions, gN m y1) were extrapolated from the mean values of 12
months of measurements.Three-way repeated-measure ANOVAs were used to compare C and
N fluxes and differences in environmental parameters due to the main effect of ‘Vegetation’
between Sphagnum and Sphagnum + Molinia mesocosms, and ‘Nitrogen’ between the
Fertilized and Control mesocosms over the measurement period (Table VI-3). Two-way
ANOVAs were used to compared C and N content, peat bulk density and C and N stocks per
depth for the main effect of ‘Vegetation” between Sphagnum and Sphagnum + Molinia
mesocosms, and ‘Nitrogen’ between the Fertilized and Control ones (Table VI-3, Table VI-S5,
Table VI-S6).

140



Chapitre VI: Interactions entre changements de végétation et changements globaux

VI1.2.3 Results

VI1.2.3.1 C and N fluxes

No significant differences in ER, GPP, CH4 emissions or [DOC] were observed between
the Control and Fertilized mesocosms for the two plant communities (Table V1-3). Hypothesis
(i), which assumed a promotion of ER, GPP and CH4 emissions, must therefore be rejected.
Differences were driven only by the plant communities: the presence of Molinia caerulea
increased the gaseous C fluxes (ER, GPP, CH4 emissions) compared to Sphagnum mesocosms
(Table VI-3). Furthermore, the number and height of Molinia caerulea leaves were similar
between the Control and Fertilized mesocosms and no stimulation of Molinia growth with
addition of N was observed (Table VI-3).

Table VI-3 Mean values of 12 months’ measurements of Net Ecosystem Exchange (NEE),
Gross Primary Production (GPP), Ecosystem Respiration (ER), CHs emissions (CHa),
Dissolved Organic Carbon (DOC), N2O emissions (N20), Dissolved Total Nitrogen (TN), NHa+
and NOz. content, air temperature (Ta), Water Table Level (WTL), number and height of
Molinia leaves in Sphagnum and Sphagnum + Molinia mesocosms with (Fertilized) or without
(Control) NHsNOs addition. Significant differences of repeated-measure ANOVAs are
expressed as *p < 0.05, **p < 0.01,***p < 0.001.

Sphagnum Sphagnum + Molinia Significance

Control  Fertilized Control  Fertilized Nitrogen Vegetation Interaction

Ccycle
NEE (umol.m?2.s?) 155 129 6.50 7.11 falaied
GPP (umol.m?s?) 2.61 2.28 10.24 10.56 fala
ER (umol.m?2.s%) 1.06 099 375 3.50 fala
CH4 (umol.m2.s')  0.018 0.019 0.130 0.133 falaied
DOC (mg.L?) 58.38 41.71 35.95 24.14 *

N cycle
N2O (umol.m?2s?)  5.26-5 19.41 -0.89-5 2.86-5 * *
TN (mg.L?) 5.27 4.01 1.70 1.14 *k
NHa+ (mg.L?) 5.15 411  0.27 0.16 *k
NOs. (mg.L™) 0.51 046  0.26 0.55

Environmental parameters
Ta (°C) 12.06 12.14 1454 14.66
WTL -6.32 -3.28 -7.06 -7.25
Molinia leaves n. a. n. a. 23354  269.94
Molinia leaves n. a. n. a. 13.04 12.02

n. a.: not applicable
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Neither NH2* nor NOs-concentrations were significantly influenced by the increase in N
deposition, refuting hypothesis ii, a), i.e. higher NH4* and NOs concentrations in peat water
due to NH4NO3 additions (Table VI1-3). Water in both plant communities contained low NO3z~
concentrations and NHa4+ concentrations varied with the vegetation cover (Table VI-3, Fig. VI-

5). The presence of Molinia caerulea significantly reduced the NH4+ concentrations compared

to Sphagnhum mesocosms (Table VI-3).

The only significant differences due to the NH4NOgz additions concerned N2O emissions
that increased in Fertilized mesocosms compared to Control ones for both plant communities.
This confirms our hypothesisiii, b, i.e. that a higher N would increase N.O emissions under both
plant communities (Table VI-3, Fig. VI-4, Fig. Fig. VI-5 and VI-S8). Furthermore, N2O
emissions were also affected by the vegetation composition with a decrease in N2O emissions
in the Sphagnum + Molinia mesocosms compared to the Sphagnum mesocosms (Table VI-3,
Fig. VI-4).
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Figure VI-4 N2O emissions measured in summer (n=19), autumn (n=8), winter (n=5) and
spring (n=8) in Sphagnum and Sphagnum + Molinia mesocosms with (Fertilized) or without
(Control) NH4NOgz addition (n=3).
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V1.2.3.2 Cand N stocks

Increasing N deposition triggered a short-term response with an increase in N
concentrations in Sphagnum capitula (0-0.5cm depth) and in its living tissues (0.5-2.5 cm depth)
and in N2O emissions (Table VI-3, VI-4 and Fig. VI-4).

Table VI-4 C and N content (%) of Sphaghum and Sphagnum + Molinia mesocosms with
(Fertilized) or without (Control) NHsNOz addition per depth (n=3; £SE). Significant differences

are expressed as 0.05<p <0.1, *p < 0.05, **p < 0.01,***p < 0.001.

Sphagnum Sphagnum + Molinia Significance
Control Fertilized Control Fertilized Nitrogen Interaction

C cycle

0-0.5 40.80+0.39 40.41+0.28 40.13+0.20 39.37+0.72

0.5-2.5 37.60+1.02 34.69+3.83 39.63+259 38.40+2.32

2.5-75 3254 +£3.07 3167+243 3477170 31.42+241

75-125 3791+£105 3221+261 38.05+0.37 37.22+1.95 -

12.5- 3487+£137 34.14+276 37.80+0.26 36.38+1.05

17.5- 37.29+0.38 33.45+4.37 3458+243 36.65+0.98
N cycle

0-0.5 110+011 2.01+013 134+0.05 1.73+0.10 falaied

0.5-2.5 068+0.09 090+0.11 0.74+0.06 1.14+0.12 *

2.5-75 0.86+0.19 098+0.07 0.67+0.12 0.77+0.10

75-125 099+005 118+0.28 1.12+0.07 151+0.36

12.5- 153+0.08 1.31+019 149+0.10 1.72+0.18

17.5- 160+014 1.37+0.06 149+0.05 1.64+0.07

These effects modified the N cycles and stocks in the peat mesocosms (Table VI-S6, Fig.

VI-5). Extrapolation of NO fluxes (in gN m2y 1) showed that increasing N deposition produced
an increase in N.O emissions of 0.125 gN m2y* in Sphagnum mesocosms and of 0.033 gN m-
2yt in Sphagnum + Molinia mesocosms (Fig. V-5). However, the increase in N2O emissions
represents only 4 and 1% respectively of the total N additions. Most of the NHsNOs load was
stored in Sphagnum mosses with an estimated increase of 2.9 gN m-2in the stocks of Sphagnum
+ Molinia mesocosms and of 4.0 gN m in Sphagnum ones in the two first layers in the

Fertilized mesocosms compared to the Control ones.
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Figure VI-5 N stocks (N m™) and fluxes (black arrow, gN m y') in Sphagnum (a) and
Sphagnum + Molinia mesocosms (b) with (Fertilized) or without (Control) NHsNOs3 addition

(xSE, n=3) from July 2015 to June 2016.

The NH4NOs load did not significantly impact C cycles and stocks (Table VI-3, Fig.
VI-6). C compartments were only affected by the vegetation cover which modified C absorption
and mineralization (Fig. V-6). The shift from Sphagnum to Molinia dominated peatland
increased C emissions and absorption and led to an increase in the C balance (Table VI-3, Fig.
VI-6, Leroy et al., in prep.). This refutes our hypothesis (iii) which assumed a decrease in the

ecosystem C balance with Molinia caerulea occurrence. Only the Molinia caerulea effect was

144



Chapitre VI: Interactions entre changements de végétation et changements globaux

modelled on the C flux since it was the only significant effect observed on the CO2 and CH4

fluxes (Fig. V-5, Leroy et al., in prep.).
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Figure VI-6 C stocks (gC m?) and fluxes (black arrow, gC m2 y?) in Sphagnum (a) and
Sphagnum + Molinia mesocosms (b) with (Fertilized) or without (Control) NHsNO3 addition

(xSE, n=3) from July 2015 to June 2016

C contents were similar between vegetation treatments (Table VI1-4), but the density was

higher in Sphagnum plots than in Sphagnum + Molinia

Consequently, the C stock was higher in Sphagnum mesocosms

mesocosms (Table VI-S5).

than in Sphagnum + Molinia

mesocosms (Table S6 and Fig. VI-6). The variability of peat density between vegetation did

not affect the stoichiometry of the peat. The C/N ratio was only affected by the N treatment in
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the top two layers (0-0.5 and 0.5-2.5 cm) with a lower ratio in the Fertilized plots than in the
Control ones (Fig. V-7).
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Figure VI-7 C/N ratio per layer in Sphagnum (a) and Sphagnum + Molinia mesocosms (b)
with (Fertilized) or without (Control) NH4NO3z addition (+SE, n=3). Significant differences
per layer are expressed as 0.05<-p <0.1, *p < 0.05, **p < 0.01,***p < 0.001.

V1.2.4 Discussion

V1.2.4.1 N retention by Sphagnum

The number and height of Molinia caerulea leaves were similar between the Control and

the Fertilized mesocosms and no stimulation of Molinia growth was observed. This is in
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agreement with the results of Tomassen et al. (2003) who found an effect of N addition on
Molinia caerulea biomass only after 3 years of N input. In addition, the different forms of N
dissolved in peat water were not affected by the N addition treatment (Table V1-3). However,
N addition induced an increase in the concentration and stock of N in the living parts of
Sphagnum (the first two layers of the peat mesocosms: 0-0.5 cm and 0.5-2.5 cm; Table VI-4,
Fig. VI-5). Thus, the lack of a short-term effect of N fertilization on Molinia caerulea growth
can be explained by the high capacity of Sphagnum mosses to retain N deposition (van
Breemen, 1995). Indeed, Sphagnum species can capture the atmospheric N supply, limiting its
availability for the surrounding vascular plants (van Breemen, 1995; Tomassen et al., 2003).
Such a mechanism can have a long-term effect on OM decomposition. The N enrichment of
living Sphagnum by increased N atmospheric deposition leads to a lower C:N ratio (Fig. V-7).
Such a change in peat stoichiometry could increase the decomposition rate of Sphagnum litters
and in the long term, could negatively affect the C balance of Sphaghum-dominated peatlands
(Aerts et al., 1992).

Despite the N retention by Sphagnum mosses, increasing NH4NO3z inputs enhances N.O
emissions under both plant communities (Fig. V-4). When error terms are considered, the
amount of N added in Sphagnum mesocosms (3.7 gN m™) is recovered in the amount of N
found in the combined N2O emissions and N stocks in Sphagnum layers (4.0 gN m on average;
Fig. V-5). No other N output or stock is required to close the N balance. These results suggest
that increased N2O emissions may be generated by a stimulation of denitrification triggered by
an increase in N availability (Hayden and Ross, 2005; Francez et al., 2011). This stimulation is

modulated by the vegetation.
V1.2.4.2  Effect of Molinia caerulea on the N cycle

Vegetation composition was also found to impact N2O emissions (Table VI-4) with lower

N20 emissions in the presence of Molinia caerulea (Fig. V-4). The NOz- concentration (Table
VI-3) and N content of living Sphagnum (Table VI-S5) did not differ between Sphagnum and
Sphaghum + Molinia mesocosms. Furthermore, the above-ground biomass production of
Molinia caerulea was not stimulated by N addition (Table VI-3; Fig. VI-5). The combined
increase in N.O emissions and N stocks (2.9 gN m) in Fertilized mesocosms compared to the
Control ones represents 80% of the N additions. The fraction of N lacking may have been either
denitrified to N2 (not possible to observe with our technique) or incorporated into the root

biomass.
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The competition between Molinia caerulea, a nitrophilous grass (Tomassen et al., 2004),
and denitrifiers for mineral N could limit the substrate's availability for denitrification, leading

to a reduction in N2O emissions (Repo et al., 2009; Roobroeck et al., 2010). The utilization of
N for biomass building by Molinia caerulea is supported by the reduction in NH4* concentration

in presence of Molinia caerulea, as this plant can use NH4*+ as an N source (Troelstra et al.,
1995). In any case, these results clearly showed that the occurrence of Molinia caerulea
modifies the C cycle either by increasing root biomass (with further modification of the C cycle)
or by modulating the denitrifier microbial communities (from N20 to N2 emission), or both.
Further studies should thus focus on the OM dynamics associated to the Molinia caerulea
rhizosphere.

VI1.2.5 Conclusions

Increasing N deposition did not impact the C fluxes (CO2, CHa), [DOC], stocks or above-
ground biomass of Molinia caerulea in this short-term experiment. This was due to the high
capacity of Sphagnum mosses to intercept atmospheric N, limiting the N input effect. Despite
the low N availability, NH4NOz3 addition promoted N2O emissions, which were also influenced
by the vegetation composition with the lowest emissions with Molinia caerulea occurrence.
This modification in N2O emissions probably results from an alteration of the denitrification
activity linked to the availability of mineral N. Our results indicate that N deposition alters the
N cycling in peatlands with also an important regulatory role of plant communities on C and
also on N dynamics. Nonetheless, peatland ecosystem reactions to N deposition should be

considered in the longer term, especially in peatland with a Sphagnum layer N-saturated.
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Supplementary material

Table VI-S5 Density (g.m®) of Sphagnum and Sphagnum + Molinia mesocosms with
(Fertilized) or without (Control) NH4NOsz addition per depth (xSE, n=3). Significant differences

of two-way ANOVAs are expressed as *p < 0.05, **p < 0.01,***p < 0.001.

0-0.5
0.5-2.5
25-75

7.5-12.5
12.5-17.5
17.5-22.5

Sphagnum Sphagnum + Molinia
Control Fertilized Control Fertilized
0.042+0.001 0.037+0.003 0.035+0.001 0.032 +0.003
0.030 £0.006  0.038 +0.004 0.028 £0.004 0.030 = 0.008
0.023+0.003 0.027 £0.004 0.027 £0.006  0.034 +0.012
0.038 +0.003 0.038+0.012 0.035+0.004 0.037 £0.010
0.029+0.010 0.047+0.014 0.064+0.013 0.072+0.019
0.114+0.070 0.061+0.010 0.094+0.008  0.154 +0.053

Nitrogen

Significance

Vegetation

*

Interaction

Table VI-S6 Significant differences in C and N quantity (in gC and gN m2 y!) per layer,
expressed as 0.05<-p <0.1, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

gC
0-0.5
0.5-2.5
2.5-75
7.5-12.5
12.5-17.5
17.5-22.5

gN
0-0.5
0.5-2.5
2.5-75
7.5-12.5
12.5-17.5
17.5-22.5

Nitrogen

Significance

**k

Vegetation

Interaction
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Figure VI-S8 Time series of N.O emissions in Sphagnum (a) and Sphagnum + Molinia
mesocosms (b) with (Fertilized) or without (Control) NHsNOz addition (xSE, n=3) from May

2015 to June 2016.
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VI1I. Conclusions géneérales
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VII.1 Synthése générale

Les tourbiéres a sphaignes sont des zones humides qui ont accumulé depuis le début de
I’Holocéne un stock important de C grace a des conditions environnementales particuliéres et
une vegétation spécifique favorables a la préservation de la matiere organique dans leur sol
(Turunen et al., 2002). Cependant, ces écosystemes, localisés principalement sous les hautes
latitudes de I’hémisphere Nord, sont particulierement impactés par les changements climatiques
prédits plus intenses sous ces latitudes (IPCC, 2013). La question est de savoir si les
changements globaux vont altérer le fonctionnement des tourbiéres notamment leur fonction
‘puits’ de carbone de par une augmentation des concentrations en CO2, une élévation des
températures ou encore des dépdts atmosphériques. Ces actions globales peuvent étre
accompagnées de perturbations locales comme le drainage et/ou I’exploitation de la tourbe. Une
des conséquences indirectes de ces modifications environnementales est le changement du
couvert végétal des tourbieres, en faveur des plantes vasculaires et au détriment des sphaignes
(Berendse et al., 2001; Buttler et al., 2015). Les rétroactions (positive ou négative) entre
tourbieres et changements globaux sont ainsi en partie liées a I’évolution du couvert végétal
ainsi qu’aux interactions engendrées par ce changement entre les compartiments aériens et
souterrains qui restent encore non élucidées dans ces écosystémes. Ainsi 1’objectif général de

cette thése porte sur les

Effets du changement de végétation dans les tourbiéres a sphaignes sur le cycle du
carbone et ce, par I’étude des interactions entre plantes-rhizosphére et substrats carbonés dans

les tourbieres a sphaignes envahies par les plantes vasculaires.

De nombreuses interactions sont mises en place par les plantes vasculaires avec les plantes,
les microorganismes ou encore les substrats carbonés au sein des tourbiéres. Les relations
‘plante-sol’ peuvent engendrer des modifications dans le fonctionnement des tourbieres et
alterer leur fonction de stockage de C en modifiant les flux de GES dans ces écosystémes. C’est
pourquoi une approche a différentes échelles a été utilisée dans ces travaux afin (i) d’étudier les
interactions des plantes vasculaires sur le systéme sphaignes-tourbe et (ii) d’évaluer leurs

implications sur les flux de GES dans les tourbieres a sphaignes.

VI1.1.1 Effets des plantes vasculaires sur le systéeme ‘plante-sol’

L’augmentation des plantes vasculaires dans les tourbicres va provoquer une diminution du

rayonnement photosynthétique recu par les sphaignes. Les résultats obtenus dans ces travaux
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montrent que 1’interception lumineuse avait un effet bénéfique sur la production de biomasse
des sphaignes (incubation au phytotron), mais également sur leur croissance (expérimentation
en microcosmes). La stimulation de la croissance des sphaignes a été observée sous des
ombrages importants allant jusqu’a une diminution de 84 % des radiations solaires. Les teneurs
en C et N ont tendance a augmenter avec 1’ombrage mais ces résultats restent a étre confirmés
par I’analyse élémentaire des capitulum de sphaignes dans les microcosmes. Ceci devrait
fournir davantage d’informations sur les mécanismes impliqués dans I’éventuelle relocation des
ressources dans les parties photosynthétiquement actives. La présence des litiéres des plantes
vasculaires ne fournit pas davantage de nutriments (C et N) aux sphaignes. Au contraire, nous
avons montré que les extraits a 1’eau des litiéres fournissent des nutriments aux sphaignes qui
vont contenir davantage de C et de N. En général, les apports en N peuvent favoriser la
croissance des sphaignes lorsque celles-ci sont limitées en nutriments (Bragazza et al., 2004).
Cecin’apas été observé lors de I’expérimentation en laboratoire. Les augmentations des teneurs
en N conduisent a une diminution du C/N dans les sphaignes vivantes, pouvant par la suite
entrainer une augmentation de la décomposition des litieres de sphaignes (Limpens et Berendse,
2003).

L’étude de la cinétique de décomposition du mélange de litieres de végétaux vasculaires et
de sphaignes a été approchée par une expérimentation in situ et en laboratoire de ‘litter bags’.
Les résultats de I’expérience in situ montrent une augmentation du taux de décomposition dans
le cas du mélange des litiéres de Sphagnum fallax - Eriophorum vaginatum et Pinus uncinata
notamment d0 au mélange entre Sphagnum fallax et Eriophorum vaginatum. Cela se traduit par
une perte de masse plus importante dans le cas de mélange de litiéres par rapport a celle attendue
dans les litieres incubées séparément. Cette plus grande perte de masse conduit a des flux de C
plus importants sous forme dissoute (COD) et gazeuse (CO2). La compréhension des
mécanismes de tels effets synergiques a été approchée par des mesures d’activités
enzymatiques, notamment celle de la B-glucosidase Des mesures d’activités enzymatiques
pourraient fournir des informations sur ces effets synergiques. Dans notre cas, la B-glucosidase
ne permet pas d’expliquer ’effet synergique lors du mélange des litieres. D’autres enzymes
pourraient donc étre impliquées. Une amélioration des conditions micro-environnementales
(physiques et chimiques) favorisant la décomposition et potentiellement les activités
enzymatiques pourraient étre une des causes de ces effets non-additifs. Des simulations prenant

en compte les teneurs en eau contrastées entre des litieres ont permis de soutenir cette hypothese
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et de montrer I’importance des propriétés hydriques des litieres dans l'effet synergique du

mélange entre Sphagnum rubellum et Molinia caerulea (Gogo et al., soumis, voir annexes).

Ces résultats montrent que la présence des plantes vasculaires stimule les flux de C associés
aux sphaignes en accélérant les entrées par la photosynthése et les sorties sous forme soluble et
gazeuse par la décomposition (Fig. VI-1). Ces modifications peuvent affecter le taux
d’accumulation de C dans les tourbiéres a sphaignes, sans ici, pouvoir déduire sa réponse face

aux plantes vasculaires (Fig. VI-1).

C + nutriments

Ombrage
’ Croissance, Teneursen Cet N
Production
Extraits de litieres
# TeneursenN -+
?
Plantes vasculaires Sphaignes —— Accumulation de C
+

Décomposition

Mélange de litiere
Perte de masse,
’ Production de CO,

C + nutriments

Figure VII-1 Actions des plantes vasculaires sur la croisssance et la décomposition des
sphaignes.

L’augmentation du recouvrement par la molinie modifie la qualité et la quantité de
substrats carbonés apportés dans les tourbieres. Ces différences induisent des changements dans
les taux de decomposition avec des litieres de Molinia caerulea se décomposant plus
rapidement que celle de Sphagnum rubellum (Gogo, et al., 2016). L’analyse moléculaire des
extraits lipidiques des feuilles de Molinia caerulea a révélé la présence de composés tels que
5-n-alkylrésorcinols (ARs). Les quantités d’ ARs relevées dans Molinia caerulea sont moindres
que celles reportées chez le riz, le blé ou encore le seigle mais sont semblables a celles reportées
chez d’autres especes végétales présentes dans les tourbieres comme les linaigrettes (Avsejs et

al., 2002). Un suivi réalisé sur des feuilles provenant des la tourbiere de La Guette a montré que

156



Chapitre VII: Synthése et discussions générales

les teneurs en ARs varient au cours de la saison de végétation avec des teneurs faibles entre
avril et juin et de plus fortes teneurs entre octobre et décembre, avec une accumulation
progressive des ARs & plus longues chaines (C21 et C23). Les ARs de Molinia caerulea
semblent également étre affectés par le rayonnement lumineux avec une diminution de leurs
teneurs en relation avec 1’augmentation du rayonnement lumineux. Ces observations rejoignent
des études menées sur différentes céréales (Magnucka et al., 2014). Néanmoins, aprés avoir
réussi a déterminer les conditions de germination des graines de Molinia caerulea, le probléme
de solubilité¢ des ARs n’a pas permis d’évaluer le potentiel role allélopathique de ces composés
sur Molinia caerulea. Ces molécules particulierement étudiées dans les céréales pour leur role
de protection de grandes cultures (antimicrobiennes) et leurs implications dans 1’alimentation
humaine pourraient permettre a Molinia caerulea de communiquer avec leur environnement
proche avec des relations plantes-plantes (allélopathie) et plantes-microorganismes (quorum-

sensing) qui restent a approfondir.

Aprés un an d’expérimentation, la présence de Molinia caerulea dans les mésocosmes
contenant Sphagnum rubellum ne montre que peu d’effets sur la composition de la matiére
organique dissoute (MOD). L’intensité de fluorescence de la MOD est similaire entre les
traitements de végétation ; les seules variations observées sont liées a la date de prélevement.
Seule 1’augmentation de 1’indice d’activité biologique (BIX) déduit de I1’analyse en
fluorescence 3D de la MOD a été observee dans les mésocosmes de Molinia caerulea a la
profondeur de 20 cm. Ceci pourrait témoigner d’une stimulation de 1’activité microbienne via

les exsudats racinaires de Molinia caerulea.

Les effets des plantes vasculaires, principalement étudié i¢i avec Molinia caerulea, sur le
systeme ‘plante-sol’ conduit a une modification du fonctionnement des tourbieres qui se

traduisent par une modification des flux de GES et de leur fonction « puits » de C.

VI11.1.2 Implications sur la dynamique du C dans les tourbieres a sphaignes

Les résultats de 1’expérimentation en mésocosmes conduites avec deux communautés
végétales (Sphagnum rubellum et Sphagnum rubellum + Molinia caerulea), ont montré qu’en
présence de Molinia caerulea les émissions de CO2 et CHa, mais aussi 1’absorption de CO2 sont
plus élevées que dans les mésocosmes avec uniquement des sphaignes (Fig VII-2). La
modélisation des flux de CO2 et CHs montre que les mésocosmes avec Sphagnum + Molinia
stockent -223 gC m a* alors que ceux avec Sphagnum n’en stockent que -30 gC m a™* (Fig
VII-2). Les litieres de Molinia caerulea ne comptent que pour un faible pool de C (~30 gC m-
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2), ce sont les racines qui pourraient agir comme un réservoir important de C. En effet, la
production racinaire de Molinia caerulea a été estimée a 1080 g m? a! (Taylor et al., 2001)
représentant ainsi un stockage potentiel de 486 gC m=2 a (pour 0.459gC g?). Ce stockage est
plus important que celui que nous avons modélisé par les mesures de flux de GES et pourrait
refléter la capacité de Molinia caerulea a séquestrer du C via 1’édification de sa biomasse
racinaire mais aussi a augmenter la décomposition de la MO déja stockée dans la tourbe. La
libération du C accumulé dans la tourbe en présence de graminoides et avec une augmentation
de température de 1°C est un constat déja évoqué par Walter et al. (2016). Cette étude montre
en effet une plus grande contribution de C ‘ancien’ a la respiration de 1’écosystéme via une
stimulation de la décomposition par les apports carbonés labiles des plantes vasculaires.
L’augmentation de la présence de ces nouvelles communautés végétales peut conduire a
augmenter les pertes de C d’un pool auparavant stable, avec des répercussions importantes sur
les changements climatiques futurs. De plus, et malgré cette capacité a stocker du C, les deux
communautés vegeétales, a travers les flux de CHs ont une rétroaction positive sur le

réchauffement climatique et ce d’autant plus en présence de Molinia caerulea (Fig V1I-2).

GWP o0

(15 v,  Atmosph
Atmosphere %W mosphere
co, co,
co, > (+376 gC m2yY) co, > (+1018 gC m2yY)
(-414 gCm2y) CH, (-1273 gCm?y?) CH,

(+7 gCm2Zy?) (+33gCm2y?

Bilan de C Bilan de C
-30gCm2y! -223 gCm2y?

Figure VI11-2 Bilan des flux de CO- et de CH4 dans une tourbiere & Sphagnum rubellum (a
gauche) et a Sphagnum rubellum + Molinia caerulea.

La modification de la dynamique du C a également été observée dans le pool dissous,
avec de plus faibles [COD] dans les mésocosmes a Sphagnum rubellum + Molinia caerulea par

rapport aux meésocosmes a Sphagnum rubellum. Méme si les exsudats racinaires peuvent
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contribuer a augmenter les [COD] (Yan et al., 2008), ceux-ci stimulent également I’activité
microbienne aboutissant & une consommation du COD déja présent (Freeman et al., 2004). Ces
composés organiques labiles exsudés par Molinia caerulea engendrent une diminution de la
sensibilité a la température des émissions de CO2 due a une faible demande en énergie pour
leurs dégradations par les microorganismes (Davidson et al., 2006). Au contraire, la sensibilité
a la température des [COD] et des émissions de CH4 augmente dans les mésocosmes contenant
Molinia caerulea en comparaison avec les mésocosmes a sphaignes. Cette augmentation de la
sensibilité a la tempeérature pourrait résulter de la modification des commuanutés des
méthanogenes en passant d’une dominance des méthanogénes acétoclastes a des méthanogenes
hydrogénotrophes. En effet, méme si les exsudats racinaires des plantes vasculaires peuvent
fournir 1’acétate et favoriser la voie acétolastique (Storm et al., 2012), ces composés labiles
peuvent également stimuler la décomposition de la matiere organique récalcitrante et favoriser
les méthanogenes hydrogénotrophes (Hornibrook et al., 1997). Il en résulte que, comme cette
voie nécessite plus d’énergie que la voie acétoclastique, les systemes dominés par des

méthanogénes hydrogénotrophes sont plus sensibles a la témpérature (Beer and Blodau, 2007)

Les interactions entre Molinia caerulea et les microorganismes semblent également
affecter le cycle de N. En effet, nous avons observe que la présence de Molinia caerulea conduit
a une diminution des flux de N2O. Ceci pourrait étre lie a une competition entre Molinia
caerulea et les micro-organismes dénitrifiants pour I’N minéral (Fig. V11-3). Cependant, 1’ajout
hebdomadaire d’N n’a pas stimulé la croissance de Molinia caerulea, plante pourtant nitrophile.
De plus, I’augmentation des apports azotés n’a pas impactée la dynamique du C dans les
mésocosmes. La grande capacité des sphaignes a capter les dépots atmosphériques limite
I’action de I’N sur la dynamique du C dans les tourbiéres. Un faible pourcentage des apports
azotés est néanmoins utilisé dans la dénitrification et provoque une augmentation des émissions
de N2O (Fig. VII-3). L’immobilisation des dépots azotés par les sphaignes et également
I’utilisation de I’N par Molinia caerulea permettent de limiter les émissions de N2O dans les
tourbiéres. Un prolongement dans le temps de ces dép0ts azotés pourrait induire une saturation
en N des sphaignes et conduire a des émissions plus importantes de N>O tout comme une

altération du cycle du C.
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Figure VI1I-3 Effets des dépdts azotés et d’un changement des communautés végétales sur la
dynamique de I’N dans une tourbiéres a sphaignes. Les fleches en pointillés représentent les
hypothéses des processus impliqués dans les changements de flux de N2O.

VIIL.2 Perspectives

L’envahissement des tourbieres par les plantes vasculaires a, lors de ma these, été
principalement abordé par I’invasion de Molinia caerulea dans des mésocosmes de sphaignes.
Néanmoins, d’autres plantes vasculaires, tels que des arbustes ou des arbres, vont avoir un
recouvrement de plus en plus important dans les tourbiéres au cours des prochaines décennies
(e.g. Pearson et al., 2013). Ces différentes communautés végétales possedent chacunes leurs
propres caractéristiques écophysiologiques et peuvent engendrer des effets trés diverses sur la
dynamique du carbone, via leur photosynthese et la distribution du C assimilé pour les
composés structuraux (par ex. lignine, polyphénols), I’exsudation racinaire ou la mise en place
de symbioses (Cornelissen et al., 2003). Ces traits fonctionnels des espéces vegétales est une
composante clé dans la réponse des tourbieres aux changements de végétation qu’il convient

de bien étudier.

Une des grandes différences évoquee lors de ces travaux concerne la possibilité de Molinia

caerulea, et des plantes vasculaires en général, a relacher des exsudats racinaires dans le
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compartiment souterrain, qui, par des modifications des communautés microbiennes, agissent
sur la dynamique du C dans les tourbieres. Néanmoins, les effets de ces composés labiles ne
sont qu’implicites lors des travaux présentés dans cette thése et la réponse du compartiment
souterrain aux exsudats racinaires n’a pas ¢té directement testés. Ainsi méme si ’action des
exsudats racinaires a bien été prospectée dans les sols minéraux, leurs effets restent encore trés
peu étudié dans les sols organiques, particulierement dans les tourbiéres (Fan et al., 2013). La
compréhension des mécanismes d’allocation des photosynthates au systéme ‘sol’ pourrait ainsi
étre exploré chez plusieurs especes de plantes vasculaires présentes dans les tourbieres par
exposition des végétaux a des pulses de CO, marqué et le suivi du C marqué (**C ou *C) dans
la compartiment souterrain par 1’analyse des (i) exsudats racinaires et de leur composition (en
sucres, acides organiques et acides aminés) réalisée par chromatographie liquide a haute
performance (HPLC), (ii) communautés microbiennes (par I’analyse des PLFA) et (iii)
émissions de CO, marqué. Ces études de suivi de C marqué sont non-destructives et permettent
de déterminer la dynamique des récents photosynthetates et leur réle sur les communautés
microbiennes et dans la respiration de 1’écosystéme. Des mesures de **C permettent également
d’évaluer I’importance des différents types fonctionnels de plante sur I’age du CO> respiré et
du ‘priming effect’ sur la décomposition de la MO ancienne (Walker et al., 2016). De plus, des
ajouts des substrats carbonés retrouvés dans les exsudats racinaires pourrait étre déposer sur de
la tourbe pour évaluer la respiration microbienne a ces différents ajouts et de produire un profil
physiologiques des communautés microbiennes sous différentes communautés végétales (via

MicroResp ou des tests Biolog EcoPlates, Yan et al., 2008).

La plupart des recherches explorant le role des changements globaux dans le cycle du C se
concentrent sur des changements des conditions environnementales prise isolément. Cela
permet de mettre en évidence de nombreux mécanismes s’opérant dans les tourbieres.
Néanmoins, comme nous avons pu le montré durant ces travaux, les communautés végétales
peuvent moduler les effets des changements globaux sur le cycle du C. De récentes études
montrent I’importance de la combinaison des changements de facteurs biotiques (communautés
végétales et microbiennes) et abiotiques (température, niveau d’eau, disponibilité en
nutriments) sur la dynamique du C et de la nécessité de prendre en compte leur interactions
pour projeter les effets probables des changements environnementaux sur le fonctionnement
des tourbiéres (Ward et al., 2013, Armstrong et al 2015, Walker et al., 2016). Ainsi, utiliser de
nombreuses espéces végétales et y intégrer des variations des conditions abiotiques

(augmentation de la temperature, élévation de la concentration du CO2 atmosphérique), pour y
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suivre des processus biotiques (production primaire, activité microbienne, émissions de GES)
aiderait & une meilleur compréhension des retombées des variations des espéces vegétales sur

le fonctionnement de I'écosystéme dans un contexte de changement climatique.
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Determinism of non-additive litter mixture effect on
decomposition: role of the hydric properties of litters.

Gogo Sebastien, Leroy Fabien, Zocatelli Renata, Bernard-Jannin Léonard, and Laggoun-

Défarge Fatima
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Abstract

1 The mechanisms behind the plant litter mixture effect on decomposition are still difficult to
disentangle. To address this issue, we used a simple model to specify the role of the litter hydric

properties.

2 Our model predicts that when two litters interact in terms of water flow, the difference of

evaporation rate between two litters can trigger a non-additive mixture effect on decomposition.

3 Water flows from the wettest to the driest litter, changing the reaction rates without changing
the overall litter water content. The reaction rate of the litter receiving the water increases
relatively more than the decrease in the reaction rate of the litter supplying the water, leading
to a synergistic effect.

4 When applied to experimental data (Sphagnum rubellum and Molinia caerulea litters), the
model is able to reproduce and quantify the fraction of the synergistic effect caused by the

litters' hydric properties.

Keywords Litter water content « litter decomposition « Non-additive effect « Molinia caerulea

« Sphagnum « peatland.
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VI11.1.1 Introduction

Litter decomposition is a key process of ecosystem functioning as it affects the amount of
soil organic matter (SOM) and the availability of nutrients for hetero- and autotrophic
organisms (Berg & McClaugherty 2008). The diversity and biomass of decomposers, climate
and litter quality are the main factors controlling SOM decomposition (Couteaux, Bottner &
Berg 1995). Plant diversity is also a determining factor (Gartner & Cardon 2004;
Héttenschwiler, Tiunov & Scheu 2005). The different plant species produce litters that
decompose in situ in mixture. The mass loss of litters in mixture can be equal to the average
mass loss of each litter decomposing in monoculture, weighted by their contribution to the
mixture. This is referred to as an additive effect. In other cases called non-additive, litter mixing
increases (synergistic effect) or decreases (antagonistic effect) the decomposition rate
compared to what can be expected from litters decomposing in monoculture. The mechanisms
of non-additive mixture effect can be triggered by the transfer of nutrients (Salamanca, Kaneko
& Katagiri 1998; Schimel & Hattenschwiler 2007) and organic compounds (Schimel, Cates &
Ruess 1998), a change in the behaviour of soil organisms (Hattenschwiler & Bretscher 2001)
and improvement of micro-environmental conditions (IMC; Wardle et al. 2003; Makkonen et
al. 2013). Among all these mechanisms, IMC related to water may be the most directly
impacted by climate change through expected changes in drought length and precipitation
amount (Stocker et al. 2013). As hydric properties differ from one litter to another (Makkonen
et al. 2013), litters may not behave in the same way towards changes in soil moisture regime.
Thus, the role of such properties in explaining the litter mixture effect should be examined in
detail.

In this context, we have demonstrated that a synergistic litter mixture effect on
decomposition occurs in situ when Sphagnum rubellum litter decomposes with Molinia
caerulea litter (Gogo et al. 2016). In a laboratory experiment, the authors tested the hypothesis
that Sphagnum rubellum litter could promote decomposition through its water holding capacity.
Some mosses such as Sphagnum moss and feather moss are known to be efficient in holding
water with a potential effect on decomposition of the mixture (Hoorens, Aerts & Stroetenga
2002; Hoorens, Stroetenga & Aerts 2010; Wardle et al. 2003). Although the non-additive effect
was reproduced in the lab, no significant difference was found between expected and observed
whole mixture water content, ruling out the role of the total mixture water content in the non-
additive effect (Gogo et al. 2016). However, if we consider that water can be transferred from

the wettest litter to the driest one, then the water content of the whole mixture can remain the
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same, while the wettest litter becomes drier and the driest litter becomes wetter. Depending on
the sensitivity of the decay rate to litter water content (LWC) of each species, the decay rate of
the whole mixture can be modified compared to the "no interaction™ scenario, i.e. with no water
flow. Thus, depending on the physical and biological characteristics of each decomposing litter
in a mixture, a non-additive effect could be expected with exchange of water. These
characteristics are: i) OM decay sensitivity to water content, ii) initial water content and iii)
litter evaporation rate. Departure from the expected result would mean that other factor than

water alone is playing a role (e.g. nutrients, organic compounds).

The first objective of this study was to test theoretically if the hydric properties of
decomposing litter in a mixture can produce non-additive litter mixture effects. Water
availability is compulsory for biological activity, but water saturation reduce dramatically
oxygen diffusion. We hypothesised that the ambivalent effect of water content could be at the
origin of non-additive effect on decomposition. The second objective was to compare modelled
data to experimental observations. The second goal comprised two steps: 1) calibration of the
model with data from two litters decomposing alone (Sphagnum rubellum and Molinia
caerulea), and 2) calculation of the remaining masses in mixture by using the parameters
obtained with the calibration and comparison of the modelled data to the observations
(validation). To do so, published data documenting the non-additive mixture effect on litter
decomposition of these two peatland plants were used (Gogo et al. 2016). The results of the
simulations and the experiment support the IMC theory, although some specific combinations
could be unfavourable to decomposition and lead to antagonistic effect. The method proposed
here enables the relative importance of the IMC effect to be quantified and, thus, shows whether

other mechanisms are at work or not.

VI11.1.2 Materials and methods

VIIL.1.2.1 Equations

To model the decomposition of OM with time, equation 1 was used (discretisation of the

negative exponential decay model), with parameter k as the decomposition rate.

Miyy = My — k M, 1)
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with M1 the mass of litter at time t + 1 day, M the mass of litter at time t and k the
decomposition rate. Concretely, k is the fraction of litter mass present at time t that was lost
between timetand t + 1.

To account for the effect of the hydric properties of litter on the decomposition rate, the
relationship between k and litter water content (LWC) was modeled, as well as the evaporation
rate. In a first step, two models of OM decomposition, which incorporate sensitivity to water
content in different ways, were compared. The first one was derived from (Moyano, Manzoni
& Chenu 2013; equation 2), which models soil OM, and not specifically litter. The second one
was proposed by Bunnell et al. (1977) and was applied only to litter OM (equation 3). Both
models used two Michaelis-Menten equations to account for the simultaneous dependence of
the biological processes on water and oxygen. The more water available, the less oxygen, and
vice versa. The two models differ by their representation of the relationship to oxygen. The
Moyano, Manzoni & Chenu (2013) model assumes no biological activity at water saturation,
while the Bunnell et al. (1977) model allows it. The former uses oxygen as a substrate. The
latter derives from a Michaelis-Menten equation a coefficient with LWC, describing how the
gas exchange is not inhibited (Bunnell et al. 1977). This coefficient is maximal at low LWC,

but is not necessarily equal to zero at saturation.

Lwc 0
k = k X — - 2
Moyano Max "> q+LwcC ~ b+0q @)
Lwc¢ d
k =k X X 3
Bunnell max c+Lwce = d+LwcC ( )

Oa was represented as follows:

_ LWCpax—LWC

Ou = —pc— (4)

with LWCnmax the maximum water content for a specific litter (water saturation), a, b, c and d
are the Michaelis-Menten constants (the LWC when the reaction rates are equal to half of the
kmax). Finally, to represent LWC with time, we used a discrete negative exponential decay
model, with parameter e as the rate at which water is lost (the fraction of water present at time

t-1 lost between time t-1 and t, equation 5).

LWCt == LWCt—l - eLWCt_l
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VIIL.1.2.2 Numerical experiments

The numerical experiments consisted in virtually making a relation, or not, between two
decomposing litters in mixture by allowing the wettest litter to moisten the driest one and thus
change the decomposition rate through a change in the LWC at the individual litter level. At
the start of each experiment, the LWC of each litter was set at its maximum (LWChnax). At the
beginning of each time step, LWC was allowed to change depending on the evaporation rate e
(equation 5), which differed, or not, between litters. The calculated LWC was then injected into
equations 3 and 4 to 125 calculate ksunnenn and Oa, respectively. The parameters of the equations
differed, or not, between litters. Oa was used to calculate kmoyano (equation 2). Each k was then
injected into equation 1 to obtain the remaining mass at the end of each time step for each litter
and for each model type. A diagram in supplementary materials (Figure V111-S5) synthetises

the relationship between the equations.

In the mixture with "no interaction”, litters 1 and 2 decomposed without any transfer of water
from the wettest to the driest litter. In the mixture with "interaction”, it was assumed that water
flowed from the wettest litter to the driest one. As long as the wettest litter remained the wettest,
it "filled" the driest litter till its LWCnax (cf Figure V111-S6 for illustration). After the two litters
reached the same LWC, the average LWC between the two litters, after specific evaporation,
was attributed to both litters (cf Figure VI111-S6 for illustration).

In the first numerical experiment (Ex1), the litter decomposition rate of the two litters was
simulated using the Moyano et al. (2013; Ex1 Sim1) and the Bunnell et al. (1977; Ex1 Sim2)
approaches. For the simulations, we used the scenarios presented in Fig. VIII-1A and D, with
the parameters listed in Table VIII-1. The same sensitivity to LWC and the same initial water
content (LWCnmax) were used for both litters. Only the evaporation rate differed between litter 1

(slow evaporation) and litter 2 (fast evaporation).

For clarity, the second numerical experiment (Ex2) was performed with one type of model.
As the validation is made with a litter decomposition experiment, the model that best represents
the LWC sensitivity in this kind of material should be used. The exchange surface with air in
litter is much higher than in soil and, thus, a significant amount of oxygen can be available. The
model that allowed the microbial biomass to be active at saturation, the Bunnell et al. (1977)
approach, was thus preferred. The two litters in mixture had a decomposition rate with a

different sensitivity to LWC and a different initial water content (LWCrax) that did not change
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between the three simulations tested. Litter 1 had a higher initial water content, lower kmax and
a higher c coefficient than litter 2 (Table VI1I-1). Only the evaporation rate changed between
the 3 simulations. In the first case (Ex2 Sim1l), the two litters had the same evaporation rate
(Fig. VI11-2A), then litter 2 evaporated faster than litter 1 (Fig. V111-2D, Ex2 Sim2) and finally,
litter 1 evaporated faster than litter 2 (Fig. VIII1-2G, Ex2 Sim3).

VIII.1.2.3 Calibration

Equations 1, 3 and 5 were fitted to the data obtained by Gogo et al. (2016) for two litters
decomposing alone: Sphagnum rubellum and Molinia caerulea. The equations were optimised
using the solver function in Excel. For equation 5, LWCnax Were given for each litter (3 for
Molinia caerulea and 22 for Sphagnum rubellum). To avoid issues of non-convergence or
unrealistic values, the maximum possible ¢ and d parameters were set at the LWCrax 0Of each
litter. The parameters obtained are listed in Tab. 2 and were used in the validation. To assess
the goodness of fit of the calibration, the adjusted R? and the normalised random mean square

error (NRMSE) were calculated.
VIII.1.2.4 Validation

With the parameters obtained with the litters decomposing in monoculture, we predicted the
output of mixing the two litters with and without interaction, or in other words, with or without
allowing water to flow from the wettest litter to the driest one. The predicted remaining masses
were compared to the measurements made in the laboratory. To quantify the fraction of any
synergistic effect caused by water exchange, we calculated the ratio of the difference between
the modelled remaining mass with no interaction and the modelled remaining mass with
interaction to the difference between the expected remaining mass and the observed remaining
mass in the mixture (multiplied by 100 to give a percentage). A value of 100% would mean that
the totality of the observed synergistic effect could be attributed to the hydric properties
included in the model, whereas a value below 100% would mean that other factors are involved
and have to be taken into account. To assess the goodness of fit of the validation, the adjusted
R? and the normalised random mean square error (NRMSE) were calculated.
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VI11.1.3 Results

VIIL.1.3.1 Numerical experiment

In the first experiment (Fig. VIII-1), litter 1 evaporated at a slower rate than litter 2, the
sensitivity of the decomposition rate to the LWC was the same for the two litters in each
simulation and two different models representing this sensitivity were used (Fig. VIII-1A to C:
simulation 1 with the model from Moyano et al., 2013, Fig VI11-1D to F: simulation 2 with the
model from Bunnell et al., 1977; Table VI11I-1). In this context, allowing the water to flow from
the wettest litter to the driest one maintained wet conditions in both litters. After 40 days, the
decomposition rate of litter 1 (k1) without interaction was higher than with interaction (Fig
VI1I-1B, E). However, the decrease was small compared to the increase in the decomposition
rate of litter 2, caused by the water flow from litter 1 (Fig. VI11-1B, E). Thus, allowing the water
to flow from the wettest to the driest litter led to a synergistic effect on litter decomposition,
compared to the mixture with no interaction (Fig. VIII-1C, F). This was observed with the two
models tested (Fig. VIII-1C, F).
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Figure VIII-1: Litter water content (LWC), reaction rate (k) and remaining mass from
experiment 1 simulation 1 (A, B, C; Ex1 Sim1) and simulation 2 (C, D, E; Ex1 Sim2). To
represent the relationship between the reaction rate and the LWC, equations from Moyano et
al. (2013; egs 2 and 4) and from Bunnell et al. (1977; eq 3) were used in Ex1 Sim1 and Ex1
Sim2, respectively. In A, D the black dot represents the initial LWC of the simulations, which
corresponds to the LWCnax Of each litter, and the length of the arrows is proportional to the
evaporation rate.
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Figure VII1-2: Litter water content (LWC), reaction rate (k) and remaining mass from
experiment 2 simulation 1 (A, B, C; Ex2 Sim1), simulation 2 (Fig. C, D, E; Ex2 Sim2) and
simulation 3 (F, G, I; Ex2 Sim3). To represent the relationship between the reaction rate and
the LWC, equation 3 from Bunnell et al. (1977) was used in all simulations. In Fig. A, D, G,
the black dots represent the initial LWC of the simulations, which corresponds to the LWCax
of each litter, and the length of the arrows is proportional to the evaporation rate.

In the second experiment (Fig. VI11-2), litter 1 had a higher LWCnax and a lower kmax than
litter 2 (Fig. VIII-2A, D and G; Table VI1I-1). In the first simulation, the evaporation rates were
the same for both litters (Fig. VIII-2A). In the second simulation, litter 1 evaporated more
slowly than litter 2 (Fig. V11I-2 D). In the third simulation, litter 1 evaporated faster than litter
2 (Fig. VI1I-2 G). For litter 2 in the first simulation, a shift in time of the maximum reaction
rate was observed in the mixture with interaction, while the reaction rate in litter 1 decreased
slightly (Fig. VIlI-2 B). Consequently, the difference in mass loss after 100 days of
decomposition was the smallest observed among all the simulations undertaken (Fig. VII1-2C
compared to Fig. VIII-2F and I). In the second simulation, litter 1 evaporated slowly, while
litter 2 lost water at a faster rate (Fig. VI11-2D; Table VI1II-1).
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Table VIII-1: Values of the parameters used in the numerical experiment (LWCmax =
maximum litter water content in g of water g of dry mass, kmax and e ind?, a,b,cand ding
of water g of dry mass; L1 and L2 refer to litter 1 and litter 2 respectively, n.a. = not
applicable).

Experiment 1 Experiment 2

Ex1 Siml Ex1 Sim2 Ex2 Sim1 Ex2 Sim2 Ex2 Sim3
Parameter L1 L2 L1 L2 L1 L2 L1 L2 L1 L2
LWCnax 10 10 10 10 15 5 15 5 15 5
Kmax 0.01 0.01 0.01 0.01  0.005 0.015 0.005 0.015  0.005 0.015
a 5 5 n. a. n. a. n. a. n. a. n. a. n. a. n. a. n. a.
b 0.5 0.5 n.a n. a n. a n.a n.a n.a n.a n.a
c n.a n.a 5 5 10 1 10 1 10 1
d n.a n.a 5 5 5 5 5 5 5 5
e 0.01 0.1 0.01 0.1 0.05 0.05 0.01 0.1 0.1 0.01

When interaction was allowed, the water rapidly lost by litter 2 was replaced by water from
litter 1. As a result, the LWC of litter 2 was kept in a water content domain where the reaction
rates remained high compared to the situation with no interaction (Fig. VI11-2E). This reaction
rate increase in litter 2 largely compensated the reaction decrease in litter 1 caused by the more
rapid loss of water compared to the "no interaction" situation (Fig. VI11-2E). Consequently, the
remaining mass in the mixture with interaction was lower than in the mixture with no
interaction, highlighting a synergistic effect of mixing the two litters (Fig. VII1I-2F). Finally, in
the third simulation, litter 1 evaporated faster than litter 2 (Fig. V1I1-2G). In the mixture with
interaction, the small water stock contained within litter 2 was quickly consumed to fill the
rapidly evaporating litter 1. Consequently, the reaction rate of litter 2 decreased rapidly in the
mixture with interaction, while the reaction rate remained high throughout the simulation when
water flow was not allowed (Fig. VI1I-2H). The decrease in the decomposition rate of litter 2
was not compensated by the relative increase of litter decomposition rate in the mixture with
interaction (Fig. VIII-2H). Thus, the remaining mass in the mixture was higher than in the
mixture without interaction, highlighting an antagonistic effect of mixing the two litters (Fig.
VII-2I).
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VIIL.1.3.2 Calibration
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Figure VI111-3: Observed (white dots) and calibrated (grey lines) remaining mass for Sphagnum
rubellum (A) and Molinia caerulea (B) litter. R? adj = adjusted R square, NRMSE = normalised
root mean square error.

Fitting the equations (version of Bunnell et al., 1977) to the results obtained by Gogo et al.
(2016) showed that Molinia caerulea litter evaporated faster than Sphagnum rubellum (Table
VI111-2). Furthermore, kmax Of Molinia caerulea was higher than that of Sphagnum rubellum
(Table VI1I-1). However, as Sphagnum rubellum was wetter and evaporated more slowly than
Molinia caerulea litter, the decomposition rate of the gramineae litter decreased faster than in
the bryophyte litter. Thus, the remaining mass of Molinia caerulea was higher than that of

Sphagnum rubellum (Fig. VI111-3).

Table VI11-2: Values of the parameters set (LWCmax = maximum litter water content in g of
water g of dry mass) and obtained (kmax and e in d%, ¢ and d in g of water g of dry mass) by
fitting the model to the experimental data of the decomposition of Sphagnum rubellum and
Molinia caerulea alone.

Litter LWCmax kmax Cc d e
Sphagnum rubellum 22 0.0055 22 22 0.010
Molinia caerulea 3 0.0060 3 3 0.061
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VIIL.1.3.3 Validation

There was a good agreement between the calculated non-additive remaining mass results
from the experiment (gray triangles; Fig. VII1-4A) and the simulation assuming no interactions
(R? = 0.96, NRMSE = 0.01; Fig. VIII-4A). The modelled mass loss assuming interaction
underestimated the measured mass loss in mixture (white dots; R? = 0.78, NRMSE = 0.04; Fig.
VIII-4A). As in the numerical experiment, the decrease of reaction rate in the Sphagnum
rubellum litter (Fig. VI1I1-4B) was overcompensated by the increase of reaction rate in the
Molinia caerulea litter in the "interaction” situation compared to the "no interaction™ case. The
delta between expected and measured mass loss in the experiment was higher than what was
predicted with the model assuming water flow from the wettest to the driest litter (in this
specific case, from Sphagnum rubellum to Molinia caerulea) (Fig. VIII-4A). However, the
fraction of the observed synergistic effect explained by the litter hydric properties increased
with time (Fig. VI11-4C).
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Figure VIII-4: A: Remaining mass in mixture measured (white dots), expected from litter
decomposing alone (additive, grey triangle), modelled with interaction (full line) and modelled
without interaction (dotted-dashed line). B: Modelled decomposition rate for the Sphagnum
rubellum (S. rub) litter with (full grey line) and without interaction (dotted-dashed grey line),
and modelled decomposition rate for the Molinia caerulea (M. cae) litter with (full black line)
and without interaction (dotted-dashed black line). C: proportion (in %) of the observed
synergistic effect that could be explained by the model proposed in this study.

VI111.1.4 Discussion

VIII.1.4.1 Support for the IMC hypothesis and implications

Soil and litter water content is one of the most important factors, along with temperature, in
determining the rate at which OM is broken down in ecosystems (Couteaux et al. 1995; Chapin,

Matson & Mooney 2002). Litter physical traits related to water content should therefore be used
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to better understand the mechanisms behind the litter mixture effect (Santonja et al. 2015a).
Soil biological activity needs water as well as compounds dissolved in water such as C
substrates and nutrients. However, oxygen, which supports aerobic respiration (the most
efficient catabolic pathway), decreases as water content increases. This ambivalent effect of
water content on soil biological activity is taken into account in models of soil and litter
respiration, with an optimal water content set between total desiccation and saturation ((Bunnell
et al. 1977; Moyano et al. 2013; Sierra et al. 2015). In this study, we hypothesised that this
ambivalent effect could be at the heart of a mechanism triggering a non-additive mixture effect
on litter decomposition. If litter hydric characteristics were found to be different between
interacting litters, this means that water flow between litters can occur that changes the rate at
which each litter decomposes. Mixing the two litters could either maintain an optimal water

content for the two litters around the peak of activity or increase the departure from it.

The numerical simulations showed that a non-additive effect of mixing litters on decay rate
is expected in specific cases depending on the litter hydric properties. First, when the two litters
have the same initial LWC and the same sensitivity to LWC, a synergistic effect can be triggered
by different evaporation rates (Fig. VI1I-1). The gradient of LWC between the two litters can
generate a flow of water from the wettest litter to the driest one. This maintains both litters in a
domain of LWC that sustains a higher decomposition rate than when no water is allowed to
flow. This was observed in both representations of the dependence of biological activity on
oxygen (Fig. VIII-1). Second, differences in the dependence of decomposition rate on LWC
can also produce a non-additive effect. When the two litters have the same evaporation rate, a
small synergistic effect was seen (Fig. VIII-2A, B and C). This was amplified when the litter
with the fastest decay rate evaporated at a higher pace than the litter with the lower
decomposition rate (Fig. VIII-2D, E and F). When a wet and a rapidly decaying litter was
allowed to evaporate faster than the other litter (dry and slowly decaying litter), the non-additive
effect was antagonistic (Fig. VII1-2G, H and I). So far, water holding capacity was the main
physical trait taken into account (Wardle et al. 2003; Makkonen et al. 2013; Santonja et al.
2015a). Our results showed that the litter mixture effect on decomposition can be theoretically
triggered and modulated by the litter evaporation rate and the sensitivity of litter decomposition
to LWC. As a high water holding capacity may not automatically imply a low evaporation rate,
these traits should be used and tested in future empirical studies in addition to water holding

capacity.
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The calibration showed that, of the two litters studied experimentally, Molinia caerulea litter
evaporated (coefficient e) and potentially decayed faster (kmax) than Sphagnum rubellum litter
(Table VI111-2). Furthermore, measurement showed that the gramineae litter had a lower water
holding capacity than the bryophyte litter. With such characteristics, theory predicts that a non-
additive synergistic effect on decomposition is possible in the mixture of these two litters.
Indeed, the empirical observation confirmed the theoretical prediction as mixing Molinia
caerulea and Sphagnum rubellum produced a non-additive synergistic effect on remaining mass
(Fig. VI1II-4). It is thus probable that water flows from the Sphagnum rubellum litter to the
Molinia caerulea litter. This would induce a decrease in the decomposition rate of Sphagnum
rubellum litter that was, in proportion to the "no interaction™ decomposition rate, lower than the
increase of decomposition in the Molinia caerulea litter. The decrease of the decomposition
rate in Sphagnum rubellum was overcompensated by the increase of the decomposition rate of

Molinia caerulea (see Fig. VIII-2E).

The fact that the water evaporation rate from litter is a determinant in explaining the mixture
effect has important implications in the present context of climate change. Temperature is
increasing leading to more evaporation. Simultaneously, the water regime becomes more and
more erratic with an increase in drought periods and intense rainfall episodes, leading to
modifications of the soil moisture regime. Such changes can affect the litter mixture effect.
Previous tudies have indeed shown that a synergistic effect on decomposition could be
modulated and even be switched to an antagonistic effect by periods of drought in a
Mediterranean forest (Santonja et al. 2015b) and in a temperate grassland (Schuster et al. 2016).
Conversely, regular (Igbal et al. 2015) or increased (Schuster 2016) rainfall could limit the
dessication period and promote decomposition, which could trigger synergistic effects so far
unknown. Finally, as vegetation diversity changes with current disturbances, litter interactions
are changing as well as microenvironmental conditions with effects on litter decomposition
(Joly et al. 2017). Consequently, in the context of direct (rainfall intensity, drought period) and
indirect (diversity change) effects of climate change on litter decomposition, more attention

should be paid to the effect of litter drying/wetting cycles on litter mixture decomposition.

VIIL.1.4.2 Complementary mechanisms of non-additive effect of mixture on litter

decomposition

The validation process showed that the modelled remaining mass from the "no interaction”

case fitted well the observed non-additive expected data from the litter decomposing alone. This
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suggests that the calibration was good enough to predict experimental data. However, the fit
was not as good for the modelled mixture with interaction and the measured mixture remaining
mass (Fig. V111-4). Although the fraction of the mixture effect explained by the model increased
with time, it never reached 100 %. This shows that the IMC does not explain the whole
synergistic effect observed in these litters. Other factors may have to be taken into account.
When two litters mix, nutrients can flow from one litter to another. For example, in a Quercus
serrata and Pinus densiora mixture, a synergistic effect was triggered by a transfer of nutrients
from the nutrient-rich Quercus serrata litter (0.62 % N) to the nutrient-poor Pinus densiflora
litter (0.32 % N; Salamanca et al. 1998). However, such a mechanism could not be generalised
to all litter types. By using a vast panel of litters it was shown that two litters with different
nutrient contents would not necessarily trigger a non-additive effect (Hoorens, Aerts &
Stroetenga 2003). In a mixture of two decomposing leaves, N flows in both direction (Schimel
& Hattenschwiler 2007). In two mixtures out of the three tested in this study, N flows from
high-N litter to low-N litter. In the third case, the high-N litter, richer in non-structural
carbohydrates than the other high-N litters, exhibited a high respiration rate and relatively low
transfer of N to low-N litter. Schimel & Héttenschwiler (2007) suggested that as C is not
limiting, N will be used by the microbial biomass before being released. Such a "source control*
rather than a "gradient control” on N transfer could explain the lack of correlation between N
content difference and observed litter mixture effect (Hoorens et al. 2003). The gradient of
water between two litters may also be involved in the invalidation of the "gradient control”
hypothesis on N transfer. If in a mixture of two litters the driest litter is also the N richer, N
transfer from the N-rich to the N-poor litter may be less likely to occur as the water flows from
the opposite direction. In the studied case, Sphagnum rubellum (the wettest litter) contains more
N that Molinia caerulea (the driest litter; Gogo et al. 2011). Water content and N gradients are
in the same direction. Such an effect could occur in this mixture. It would be interesting to carry
out further studies involving litter mixtures with different litter N and water content gradients
(e.g. mixture of litter with gradients in the same direction and in opposite direction) in order to
show how different simultaneous water and N content gradients could combine to affect the
non-additive mixture effect. The Schimel & Hattenschwiler (2007) results also point out the

need to pay attention to C substrate availability.

To cover their C substrate needs, microbial biomass "invests"” in exo-enzymes that solubilise
solid OM (Schimel & Weintraub 2003). This soluble C substrate from one litter can feed the

microbial biomass present in the other one and trigger a priming effect on this second litter
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depending on the microbial communities. In the specific case of Sphagnum rubellum and
Molinia caerulea interactions such a mechanism could occur. At the beginning of the
experiment, Sphagnum litter can contain a higher amount of soluble monosaccharides than
Molinia caerulea litter (Gogo et al. 2014). The water flowing from the Sphagnum rubellum
litter to the Molinia caerulea litter may have contained a significant amount of monosaccharides
that may have triggered a priming effect on the microbial biomass dwelling in the Molinia
caerulea litter. Such an effect, as suggested by (Hoorens et al. 2010) could occur in the early

stage of decomposition.

Another aspect of C substrate quality deserves more attention in further studies: the litter
chemical diversity differences between interacting litters. A more diverse chemical composition
leads to an increased probability of compounds and interaction of compounds with a non-
additive effect on biological processes (Meier & Bowman 2008; Chen et al. 2017). As chemical
diversity increases, probability of inhibiting compounds being present also increases (Schimel
et al. 1998; Fierer et al. 2001), leading to an antagonistic effect. Conversely, one litter can
provide resources (e.g. N and P) that complement those of the other litter leading to the
alleviation of a limiting factor. In this situation, increasing chemical diversity leads to a
synergistic effect on decomposition (Vos et al. 2013). Sphagnum rubellum and Molinia
caerulea litters differs in terms of hydrogen and oxygen content (Gogo et al. 2011) and lipid
content (more specifically in terms of some pentacyclic triterpenyl ketones; Zocatelli et al.

2014). Whether these compounds can affect microbial activities remains to be tested.

The chemical diversity of a litter and thus the quality of the C substrate changes with time
(Berg & McClaugherty 2008), which can lead to an antagonistic effect (Butenschoen et al.
2014). Factors controlling decomposition shift with time (Garcia-Palacios et al. 2016).
Depending on the litter types and decomposing environment, the pattern of change of the litter
chemistry in the course of decomposition could differ. Three hypothetical controls explaining
litter chemical diversity and change were proposed by Wickings et al. (2012): H1 - the chemical
convergence between two chemically distinct litters due to the fact that common metabolic
pathways of distinct microbial communities may lead to a common chemistry, H2 - the
consistent chemical distinction between two litters due to the "heritage™ of the initial litter
quality and H3 - the chemistry of a litter could diverge with time due to the occurrence of
different microbial communities(Wickings et al. 2012). In the context of litter mixture effect,

the H3 - the decomposer control hypothesis is particularly pertinent as microbial communities
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can be different between litters and could be transferred from one litter to another. Mixtures of
litter exhibiting a synergistic effect on decomposition are good candidates to test such
hypotheses. It is important to take such changes in C substrate availability into account. Moyano
et al. (2013) have shown that the sensitivity to water content of the microbial activity changes
with the availability of substrate. Such a characteristic has to be taken into account in future

modelling efforts.

VI111.1.5 Conclusion

Our simulations and observations support the IMC theory that differences in litter hydric
properties, and especially the evaporation rate are important factors in accounting for the non-
additive litter mixture effect on decomposition. It is proposed that water flows from the wettest
to the driest litter, changing the decay rate of the overall mixture. Our model can be used as a
tool to quantify the contribution of litter hydric properties in mixture effect. This may be
valuable for the understanding of ecosystems functioning in a changing environment. For the
specific case studied (mixture of Molinia caerulea and Sphagnum rubellum), other factors
should be taken into account. Future models and experiments to explore the mechanisms behind
the litter mixture effect on decomposition should be focused 1) on the interaction between litter
hydric properties and the chemical (inhibiting compounds, C substrate, mineral nutrients) and
microbial diversity, and 2) on the effect of in situ drying/wetting cycle frequency and intensity

on decomposition.
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Figure VI11-S5: Schematic diagram showing the model relating litter water content to

evaporation rate, the reaction rate to the litter water content and the remaining mass to the
change of reaction rate with time.
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Figure VI111-S6: Schematic diagram showing the interaction scenario between two litters with
different hydric properties. Litter 1 has a high LWC and a low evaporation rate. Litter 2 has a
low LWC and a high evaporation rate. The flows of water are shown when LWC1 is greater

than LWC2 and when it is equal.
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Effets du changement de végétation dans les tourbieres a
sphaignes sur le cycle du C

Les tourbiéres ont stocké un tiers du carbone organique des sols mondiaux (C) malgré une superficie
ne représentant que 3% de la surface terrestre. Cependant, en réponse aux changements globaux, les
tourbieres boréales et tempérées, majoritairement dominées par des sphaignes, peuvent étre envahies
par des plantes vasculaires susceptibles de modifier la dynamique du C dans ces écosystemes. Cette
thése vise a étudier comment la présence des plantes vasculaires affecte le cycle du C des tourbieres
a sphaignes. Ces travaux ont porté principalement sur une plante envahissante de nombreuses
tourbieres, Molinia caerulea, via une étude en mésocosmes. Les expérimentations montrent que les
plantes vasculaires sont a la fois favorables a la croissance des sphaignes et a la décomposition des
litieres. In fine, les résultats montrent que la présence de Molinia caerulea augmente la capacité de
stockage du C dans les mésocosmes de sphaignes (30 to 220 gC stock m=2 an-1), probablement liée a
la forte productivité racinaire de cette plante. Cependant, cela semble s’opérer au détriment du C déja
stocké dans la tourbe avec une stimulation des microorganismes a travers la production d’exsudats
racinaires. Ces derniers semblent également, d’'une part promouvoir la consommation du C organique
dissous et les émissions de CO2 et de CH4 observées en présence de Molinia caerulea, et d’autre part
étre responsables de la modification de la sensibilité a la température des exports de C via des
changements des communautés microbiennes. L'impact de Molinia caerulea sur les microorganismes
va aussi altérer ceux impliqués dans le cycle du N et entrainer une diminution des émissions de N:O.
Mots clés: Bilan de carbone, flux de CO2 et CHs, invasion des plantes vasculaires, tourbiere a
sphaignes

Effect of vegetation change in Sphagnum dominated peatland on
the C cycle

Peatlands have stored a third of the soil organic Carbon (C) in only 3% of the land area. However, in
response to global change, boreal and temperate peatlands may shift from Sphagnum to vascular plant-
dominated peatlands that may alter their C-sink function. This thesis aims at providing a better
understanding of the vascular plants interactions in a Sphagnhum dominated peatland and their
implications on the C cycle. This work mainly focus on the invasion of a graminoid plant, Molinia
caerulea, through a mesocosm experiment. Results from experiments show that vascular plants are
both able to promote the growth of Sphagnum mosses as well as the decomposition of their litter. Molinia
caerulea occurrence appears to increase the C sink capacity of Sphagnum peat mesocosms passing of
30 to 220 gC stock m=2 y1, This capacity of Molinia caerulea to store C is probably due to it high roots
productivity. However, it also seems to stimulate the decomposition of ‘old’ C, stored as peat, by
stimulating microorganisms activity through roots exudates. These latter also promote the dissolved
organic C consumption and COz and CH4 emissions observed with Molinia caerulea occurrence, as well
as the temperature sensitivity of C exports by altering the microbial communities. Molinia caerulea
impacts on microorganisms also affect N cycle conducting to a decrease of N2O emissions in these
ecosystems.

Keywords: Carbon balance, COz2 and CHa fluxes, Sphagnum-dominated peatland, vascular plants
invasion
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