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Préambule

La question environnementale est devenue une préoccupation majeure dans nos Sociétés
d’aujourd’hui marquées par les images de déforestation de la forét amazonienne, des oiseaux
englués par des marées noires, ou encore de la dislocation d’immenses icebergs de la
banquise. Cette sensibilisation par les médias et portée par le monde scientifique fait suite a
une prise de conscience, debutée il y a maintenant plusieurs décennies, sur le constat que
I’Homme peut impacter durablement les écosystemes sur des échelles spatiales tres vastes.
Cependant leur dégradation n’est pas sans conséquences pour la diversité du vivant qu’ils
abritent. De nombreuses especes voient leurs populations en déclin conduisant dans les cas les
plus extrémes a I’extinction de I’espéce. La dégradation des habitats trouve son origine en
grande partie dans 1’artificialisation des sols qui perturbe les habitats des espéces. On pourrait
citer I’extension des villes et 1’urbanisation toujours croissante, la déforestation de milieux
naturels pour leur mise en culture, ou encore la pollution des eaux liées a I’activité
anthropique. L’International Union for Conservation of Nature (IUCN) estime en France a
739 le nombre d’espéces qui voit leur population en déclin en 2017 dont 371 sont des especes
animales (statistique IUCN 2017) parmi lesquelles on trouve les chauves-souris, 1’outarde
canepetiére ou encore les abeilles. Le régne végétal n’est pas non plus épargné, moins
médiatisé car plus discret, mais non moins représenté, on estime aujourd’hui a 368 le nombre
d’especes végétales menacées, essentiellement des fleurs sauvages. La France n’est pas un cas
isolé et le méme constat est fait a 1’échelle du monde avec au total pres de 27 000 espéces
menacees, poussant méme les scientifiques a parlé d’une sixiéme extinction. Pourtant cette
diversité est utile au bon fonctionnement des écosystemes bien que 1’on connaisse peu les
mécanismes et les interactions qui interviennent. Seule certitude, ces écosystéemes nous
fournissent un certain nombre de services indispensables comme 1’épuration des eaux, le
maintien de la fertilité des sols, ou encore la pollinisation des cultures. Cette diversité du
vivant menacée a été largement médiatisée sous la désignation de biodiversité qui est issu de
la contraction anglaise de « biological diversity ». Ce terme a connu un véritable essor dans
les années 1980 et a été officialisé sur la scéne internationale a 1’occasion du sommet de la
Terre a Rio en 1992. La biodiversité se définie comme étant 1’ensemble des étres vivants et

leur interaction entre eux et leur milieu. Cette définition large recouvre en réalité plusieurs
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Figure P.1 Evolution du nombre de publications annuelles depuis 1970 pour la diversité
spécifique (species diversity) et génétique (genetic diversity). Les données sont issues de la
base de données « ISI web of knowledge » (seuls les publications référencées dans le domaine
écologie faisant mention des mots clés dans la rubrique topic ont été prises en compte).



niveaux de diversité, dont la diversité génétique (intraspécifique) et la diversité des espéces
(spécifique) bien qu’elle a été souvent réduite a la simple diversité spécifique tant sur le plan
médiatique que scientifique. Ceci pour une simple raison car la diversité spécifique est un
niveau d’organisations tres intuitif et facilement compréhensible par un large public pour des
campagnes de sensibilisation médiatique et plus facilement manipulable pour la recherche. La
biodiversité a fait 1’objet de nombreuses études et comprendre les interactions entre les
organismes composant un écosystéme est un préalable nécessaire a la compréhension du
fonctionnement des écosystémes. Bien qu’elle ait longtemps été étudiée avec des figures
emblématiques telles que Charles Darwin et son célébre ouvrage « The origin of species », ce
n’est que dans les années 1990, et en particulier aprés le sommet de la Terre de Rio en 1992,
que la recherche s’empare véritablement de la préservation de la biodiversité. Dés lors le
nombre de publication portant sur la diversité génétique et spécifiqgue augmente
significativement (Figure P.1) et des disciplines scientifiques a caractére fondamental gagnent
en importance vis-a-vis de ces enjeux sociétaux, notamment avec 1’écologic des
communautés® qui vise a comprendre comment a 1’échelle d’une communauté s’assemblent et
se structurent les espéces ainsi que leur impact dans le fonctionnement des écosystéemes, ou
encore la génétique des populations qui investit la diversité génétique (intraspécifique) et son
évolution au sein des populations. L’articulation de ces deux disciplines pour la
comprehension du fonctionnement des communautés et des écosystemes ouvre des
perspectives pour répondre a de nombreux enjeux sociétaux en particulier dans le domaine de

I’agriculture et de I’amélioration des plantes.

! La communauté au sens écologique du terme désigne un ensemble d’individus appartenant a des espéces
différentes en opposition au peuplement monospécifique.
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Chapitre 1 - Introduction

La diversité peut étre définie a différents niveaux d’organisation au sein d’une communauté
végétale, d’un niveau intraspécifique a un niveau interspécifique. La diversité spécifique est
au cceur de nombreuses études visant & comprendre la structuration et le fonctionnement des

communautés et des écosystemes.

1. Diversité des especes et production de biomasse par les communautés

vegétales

Le fonctionnement des communautés végétales est sous la dépendance des espéces qui
composent ces communautés (Hooper et al. 2005). La plupart des expérimentations ont
manipulé la diversité spécifique a travers le nombre d’espéces et une abondante littérature met
en évidence un effet de la diversité spécifique sur le fonctionnement des communautés et des
écosystemes (Tilman, Wedin & Knops 1996; Naeem 1998; Hector et al. 1999; Tilman et al.
2001; Gross et al. 2009; Crawford & Rudgers 2012; Pontes et al. 2012; van Rooijen et al.
2015). L’une des premiéres études est celle de Naeem et al. (1994) qui teste 14 types de
microcosmes terrestres cultives en écotron avec des niveaux de diversité spécifique variables
(faible diversité avec neuf especes, diversité moyenne avec 15 espéces et haut niveau de
diversité avec 31 espéces). La productivité des plantes a été suivie (6 mesures sur un an) et
met en évidence un accroissement de la production de biomasse avec le nombre d’especes
quel que soit le point de mesure considéré. L’étude de Tilman, Wedin and Knops (1996) est
quant a elle 1'une des premiéres a démontrer un effet de cette diversité a partir d’une
expérimentation type parcellaire. Un ensemble de 147 communautés a été installé (3 x 3m)
avec un nombre d’espéces variable par communauté (1 a 24 espeéces randomisées) et la
productivité des communautés a été suivie en termes de biomasse totale produite. La encore,
les résultats obtenus montrent que la production de biomasse augmente significativement avec
le nombre d’espéces de plante. Dans une seconde étude, Tilman, Lehman and Thomson
(1997) met en évidence que la relation qui lie productivité des écosystemes et richesse
spécifique est une relation de type log linéaire. De nombreuses études ont par la suite étaye
cela en démontrant de facon empirique cette relation positive entre diversité spécifique et
productivité (Naeem et al. 1996; van Ruijven & Berendse 2003; Flombaum & Sala 2008).






La relation diversité-productivité n’est pas systématique au sein des expérimentations. En
effet, I’impact positif de la diversité spécifique sur la production n’est pas toujours vérifié
bien que cela soit souvent le cas. La corrélation entre diversité spécifique et production peut
étre inexistante (Grace et al. 2007) et des communautés monospeécifiques peuvent étre aussi
productives que des communautés multispécifiques (Hector et al. 1999; Finn et al. 2013; Day
et al. 2014). L’étude de Grace et al. (2007) regroupait des données mesurées sur 1339
parcelles individuelles correspondant a deux types d’écosystéme naturels: les prairies et les
zones humides. Ces parcelles étaient réparties en 12 sites dans quatre pays différents (Etats-
Unis, Tanzanie, Inde et Finlande). Les résultats indiquent une relation positive seulement pour
deux sites, alors qu’une relation négative ou nulle a été trouvée pour les sites restants. De
I’analyse globale des sites, il en ressort une absence d’effet de la richesse spécifique sur les
niveaux de production de biomasse des écosystémes naturels, niveaux davantage expliqués

par des variables environnementales.

7 o= =iz

la testant sur des dispositifs multi-site et en manipulant cette fois ci la diversité spécifique des
parcelles. L’un des premiers dispositifs est celui de BIODEPTH (Hector et al. 1999) dans
lequel ont été implantées pres de 500 parcelles avec 200 communautés prairiales qui différent
par leur composition et leur niveau de richesse spécifique suivant 5 niveaux (1 a 16 especes).
La productition de biomasse végétale a été suivie a travers huit sites en Europe au climat
contrasté et met en évidence une relation positive diversité-productivité sur la plupart des sites
¢tudiés. D’autres études utilisent également une approche multi-sites, en particulier celle de
(Guo, Shaffer & Buhl 2006) qui reprend un dispositif similaire avec un essai réparti sur 4 sites
contrastés en termes de précipitation ou encore celle de Finn et al. (2013) qui utilise 31 sites
différents. Guo, Shaffer and Buhl (2006) met en évidence une relation positive pour la plupart
des communautés semées mais certaines faisaient exception. Quant & Finn et al. (2013), un
fort effet positif de la diversité a été trouvé, et cela, malgré les variations d’abondances des
especes au sein des communautés diversifiées. Ainsi dans la littérature écologique, un effet
positif de la diversité spécifique sur la production de biomasse est fréquemment mis en avant
mais une partie des études controversent cette affirmation. Gross et al. (2014) a conduit une
métanalyse sur des résultats issus de 27 dispositifs experimentaux composés de 16 dispositifs

basés sur des communautés prairiales et 11 dispositifs basés sur des microcosmes d’algues






(eau douce). Cette étude conclue a un effet positif de la diversité des espéeces sur la

productivité des communautés végeétales.

La mesure de la diversité des communautés peut se définir autrement que sur le simple
nombre d’espeéces d’une communauté. Si I’on s’intéresse aux fonctions des especes dans la
communauté, la notion de diversité fonctionnelle peut étre utilisée (Hooper 1998; Gross et al.
2007). Plusieurs espéces au sein d’une communauté peuvent remplir la méme fonction, c¢’est-
a-dire qui peuvent avoir des effets semblables sur le fonctionnement de 1’écosystéme (Diaz &
Cabido 2001). La distinction des espéces par rapport a leur stratégie d’acquisition de 1’azote
parait assez intuitif (variable catégorielle : espéces fixatrice ou non de 1’azote atmosphérique)
mais peut étre plus complexe quand plusieurs traits sont considérés. Un certain nombre
d’études avancent qu’au-dela du simple nombre d’especes c’est davantage la diversité
fonctionnelle, c’est a dire la diversité de groupes fonctionnels, qui explique mieux la relation
positive diversité-productivité (Tilman et al. 1997; Hector et al. 1999; Cadotte, Carscadden &
Mirotchnick 2011) ce qui pourrait ainsi expliquer une certaine hétérogeneéité des résultats de
I’effet de la diversité spécifique sur la production. Cependant dans de nombreuses
expérimentations, le bénéfice de la diversité fonctionnelle pourrait étre attribué a la présence
de légumineuses qui, dans les communautés de type herbacé, permet d’accroitre la
disponibilité d’azote pour les graminées (Huston et al. 2000). Pour lever le doute sur un
éventuel biais introduit par la présence de légumineuses, van Ruijven and Berendse (2003)
met en place un dispositif classique faisant varier le nombre d’espéces sans aucune
Iégumineuse et montre néanmoins une relation diversité des espéces et productivité positive.
Il est ainsi aujourd’hui, clairement admis que la diversité spécifique et la diversité
fonctionnelle ont un impact positif sur la production de la communauté végétale. Cet impact
positif passe aussi par la stabilité de la production de biomasse de la communauté végétale, la
diversité spécifiqgue améliore la stabilité temporelle de cette production (Isbell, Polley &
Wilsey 2009; Jiang & Pu 2009; Chen & Liu 2011; Gross et al. 2014; van Rooijen et al. 2015)
mais cette stabilité peut étre le résultat d’un déséquilibre au niveau de 1’abondance des
especes (Gross et al. 2014) dans la communauté a travers des interactions compensatoires. En
effet, lorsqu’une espéce produit moins de biomasse, une ou plusieurs autres especes peuvent
produire davantage li¢ a une diminution de la compétition, de sorte que la production de

biomasse a 1’échelle de la communauté reste stable.






L’effet de la diversité spécifique sur la productivité des communautés végétales a été donc
largement démontré et cet effet positif semble augmenter avec le temps (Mulder et al. 2002;
Tilman, Reich & Knops 2006; Reich et al. 2012). Cette augmentation de la plus-value de la
diversité spécifique avec le temps pourrait trouver son explication dans les mécanismes sous-
jacents a cet effet de la diversité. L’augmentation de la diversité spécifique favorise la
redondance des especes susceptibles d’accroitre les interactions compétitives au sein de la
communauté végétale, mais il a été montré que cette redondance s’estompe au cours du temps
au bénéfice d’especes plus complémentaires (Reich et al. 2012). De plus, I’accroissement des
effets de la diversité spécifique pourrait étre lié également a la mise en place de rétroactions
des écosystemes, en particulier celles liées aux communautés microbiennes du sol (Strecker et

al. 2016) qui sont a la base de la disponibilité des nutriments.

2. Diversité des espéces végétales et communautés microbiennes du sol

Alors que la diversité spécifique et fonctionnelle influence la productivité des communauteés,
d’autres effets de cette diversité au niveau écosystémique peuvent €tre relevés avec une
rétroaction potentielle sur la productivité des communautés végétales. C’est notamment le cas
de la diversité microbienne du sol associée aux plantes. Cette diversité microbienne est
importante car elle impacte les cycles carbone/azote du sol et donc indirectement le maintien
de la fertilité des sols qui est un facteur important de la production de la communauté
végétale. La diversité spécifique végétale favorise la réduction de la concentration en nitrates
des sols suggérant une plus grande efficience dans I’utilisation des ressources azotées
disponibles (Tilman, Wedin & Knops 1996). Parallelement, une augmentation de la teneur en
azote et en carbone du sol sous forme non assimilable par les plantes est observée (Tilman,
Isbell & Cowles 2014) avec la diversité des espéces d’une part mais également et plus
largement par 1’identité des espéces d’autre part, c’est-a-dire la composition fonctionnelle des
communautés (De Deyn et al. 2009; Dawud et al. 2016) et en particulier en présence de
legumineuses. La diversité spécifique végétale influence la dynamique et la diversité des
communautés microbiennes du sol a travers son impact sur les cycles du carbone et de 1’azote
(Reich et al. 2012). La production de biomasse liée a la diversité spécifique favorise la teneur
en matiére organique du sol, notamment par la formation d’une litiére plus abondante,

favorisée par la présence de graminées qui ont une densité racinaire plus importante que






d’autres espéces herbacées (Roscher et al. 2012), mais aussi par la sécrétion d’exsudats
racinaires (Grayston et al. 1998; Baudoin, Benizri & Guckert 2003). La diversité des especes
végetales génére une diversité des composés exsudés et/ou décomposés a partir de la litiére
(Badri & Vivanco 2009), ce qui peut entrainer une hétérogénéité de ressources favorisant
alors la diversité des communautés microbiennes. La composition des tissus des veégétaux et
la dynamique de croissance aérienne et racinaire des plantes sont des caractéristiques
influengant la diversité des communautés microbiennes du sol (Grosso, Baath & De Nicola
2016). La diversité fonctionnelle influence la dynamique des communautés microbiennes
(Spehn et al. 2000a), notamment a travers la présence de légumineuses, qui génerent plus
d’azote et une plus grande richesse des exsudats, associées avec des graminées capables de
produire une biomasse racinaire plus importante qui, une fois sénescente, devient une source
carbone pour ces communautés microbiennes. Mais cet impact de la diversité végétale sur la
diversité microbienne est un processus qui s’inscrit dans la durée. Il a ét¢ démontré que 1’effet
sur les propriétés microbiennes augmente avec le temps (Strecker et al. 2016) aprés une
période de structuration des communautés microbiennes liée a I’installation des communautés
végétales. Ainsi, la mise en évidence de I’influence de la diversité spécifique et fonctionnelle

sur les communautés microbiennes nécessite des dispositifs installés sur du long terme.

3. Les mécanismes sous-jacents a I’effet de la diversité spécifique, le

«sampling effect» et la complémentarité

Comme ¢énoncé précédemment, I’effet positif de la diversité spécifique sur la production de
biomasse des communautés végeétales est un effet fréiquemment observé. Les mécanismes a
I’origine de cet effet ont fait I’objet d’un certain nombre d’études (Spehn et al. 2000b; Fridley
2001; Hector et al. 2002; Cardinale et al. 2006; Loreau & de Mazancourt 2013). Le « samplig
effect » et la complémentarité des especes sont les deux principaux meécanismes, non
exclusifs, avancés en écologie des communautés pour expliquer 1’effet positif de la diversité
specifique sur le fonctionnement des écosystemes (Tilman, Lehman & Thomson 1997;
Loreau & Hector 2001).

Le « sampling effect » (Mulder et al. 2002) suggere que I’amélioration de la productivité des
communautés avec 1’augmentation de la diversité spécifique pourrait étre liée a une

augmentation de la probabilité d’étre en présence d’especes plus productives. Tres tot des
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Figure 1.1 Effet du sampling effect et de la complémentarité des espéces sur la production
de biomasse totale des communautés végétales (adaptée a partir de Barot et al, 2017). La ligne
rouge représente la production de I’espéce la plus productive en peuplement monospécifique.
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¢cologistes alarment sur I’introduction de biais dans les expérimentations visant a tester la
plus-value de la diversité spécifique, biais causé par un « traitement caché » (Huston 1997)
qui se confondrait avec la diversité spécifique. En effet, les espéces n’ont pas toutes les
mémes niveaux de productivité et la probabilité d’avoir une espéce plus productive dans des
communautés multispécifiques augmente avec un niveau croissant de diversité spécifique
(Aarssen 1997). L’effet sélectif, qui désigne 1’exclusion d’espéces au sein des communautés
sous I’effet des interactions biotiques (pressions compétitives) et abiotiques (pressions
environnementales), favorise la représentativité dans les communautés des especes
dominantes en termes de biomasse (Loreau 2000). Mais ce raisonnement peut étre étendu
sous le terme de « sampling effect » qui généralise a d’autres fonctions (Hector et al. 2002) et
désigne une plus forte probabilité pour une communauté multispécifique plus diversifiée de
contenir une espece adaptée susceptible de conduire certains processus de I'écosysteme si elle
devient dominante. La conséquence d’un tel mécanisme dans une expérimentation manipulant
le nombre d’especes sur la production de biomasse est une augmentation asymptotique de la
production de biomasse avec une diversité spécifique croissante (Figure 1.1), I’asymptote
étant déterminée par I’espéce la plus productive (Loreau 2000). Des études ont mis clairement
en évidence ce mécanisme (Hector et al. 2002; Cardinale et al. 2006; Frankow-Lindberg
2012).

Un autre mécanisme, non exclusif, pouvant expliquer la plus-value de la diversité spécifique
sur la production de biomasse est celui de la complémentarité entre especes (Gross et al.
2007; Finn et al. 2013; Loreau & de Mazancourt 2013; Roscher et al. 2016; Van de Peer et al.
2018). Ce mécanisme est basé sur la théorie du « Limiting similarity » qui stipule que deux
especes au sein d’'une méme communauté ont plus de chance de coexister si leurs niches
écologiques sont différentes (Macarthur & Levins 1967) en raison d’un partitionnement de
’utilisation des ressources dans le temps et/ou dans 1’espace. Cette différence de niche des
espéces permet une réduction des interactions compétitives favorisant leur coexistence et
pouvant améliorer 1’équilibre d’abondance des espéces, améliorant la production de biomasse
a ’échelle de la communauté (Figure 1.1). On fait alors I’hypothése que plus les différences
de traits (variances et moyennes) des espéces sont importantes, plus les especes sont
supposées avoir des niches différentes, et donc des facons différentes d’utiliser des ressources.

Cette hypothése de « limiting similarity » est utilisée en écologie végétale pour estimer la
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complémentarité d’utilisation des ressources entre espéeces (McGill et al. 2006; Weiher et al.
2011) via la mesure de divers traits (par exemple la hauteur des plantes ou leur surface
foliaire). Les traits étudiés sont dits fonctionnels car ils rendent comptent de la performance
des plantes et des niveaux de ressources auxquels ces plantes sont soumises (McGill et al.
2006; Violle et al. 2007). La difference de valeurs de trait renseigne sur le niveau de
compétition des espéces, ainsi les communautés avec les traits les plus diverses sont associées
a une plus grande complémentarité des espéces (Wagg et al. 2017). Cette diversité de traits
traduit ainsi une différence de niche des especes ce qui pourrait étre a la base des effets
positifs de la diversité (Jiang, Zhang & Wang 2007; Cadotte 2017). Les traits a I’origine de la
complémentarité, sont des traits impliqués dans 1’acquisition/utilisation des ressources et
peuvent s’illustrer avec des valeurs contrastées entre especes en termes de profondeur de
racines (exploration différentes des horizons du sol), de port, de hauteur végétative (stratégies
d’acquisition de la lumiére différentes), ou encore de phénologie (cycle de de croissance
décalé). La complémentarité des espéces ne se résume pas qu’a un partitionnement « spatial »
de I'utilisation des ressources des especes, le partitionnement peut également étre temporel.
Des espéces seront davantage complémentaires si leur croissance ne se fait pas de facon
synchrone dans la communauté, c’est-a-dire si leurs pics de biomasse sont décalés. Ce
décalage déplace dans le temps les besoins entre les espéces favorisant ainsi leur
complémentarité cette fois ci temporelle (Loreau & de Mazancourt 2008; Isbell, Polley &
Wilsey 2009; Rodriguez & Bertiller 2014; Aussenac et al. 2017). De plus, une asynchronie
des pics de biomasses des especes peut maximiser la stabilité de production de biomasse en la
répartissant la réponse des especes dans le temps. Au contraire la synchronie des espéces
contribue a réduire la stabilité des processus au sein des communautés en concentrant les
réponses des espéces sur une méme échelle de temps. Cette complémentarité spatio-
temporelle est largement discutée dans la littérature mais les preuves expérimentales de sa
mise en place restent encore rares. La littérature compte un grand nombre d’études sur ces
effets de la diversité et les mécanismes d’action associés mais la majorité d’entre elles traitent
de la diversité a I’échelle interspécifique. Or, la diversité peut aussi étre définie a une échelle

intraspécifique en incluant les variations génetiques et les interactions G x E associées.
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4. Effet de la diversité génétique

La diversité génétique a longtemps été négligée pour expliquer les variables mesurées a
I’échelle de la communauté. La génétique des populations et 1’écologie des communautés ont
longtemps ceuvré sur des niveaux d’organisation du vivant artificiellement séparés,

respectivement la population et la communauté.

Alors que la diversité génétique conféere des capacités adaptatives aux especes (Vellend 2006;
Schob et al. 2015), la plus-value de la diversité génétique a été étudiée plus largement dans
les peuplements monospécifiques (Knott & Mundt 1990; Kotowska, Cahill & Keddie 2010;
Cook-Patton et al. 2011), que multispécifiques (Booth & Grime 2003; Prieto et al. 2015)
Dans un contexte agronomique, les mélanges variétaux sont reconnus pour avoir plusieurs
avantages sur les cultures composées d’une seule variété (Barot et al. 2017), en particulier
leur avantage en termes de résistance aux maladies (Zhu et al. 2000) qui n’est plus a
démontrer. L’effet de la diversité génétique sur la production de biomasse a été testé dans
plusieurs études dont celle de Cook-Patton et al. (2011) qui repose sur un dispositif de 230
parcelles ou le nombre de génotypes en peuplement monospécifique a été manipulé selon
deux niveaux de diversité : faible diversité génétique avec un génotype et forte diversité avec
huit génotypes. Pour ces peuplements monospécifiques, une plus grande production de
biomasse est obtenue dans les communautés avec une forte diversité avec un gain de prés de
17%. Une expérience similaire était menée par Kotowska, Cahill and Keddie (2010) avec
Arabidopsis thaliana dans laquelle des peuplements monospécifiques avec des niveaux
variables de diversité génétique (monogénotype et multigénotype) et de densité de plantes
(faible et forte densité). De la méme facon ils mettent en évidence une meilleure production
de biomasse dans les peuplements multigénotypiques aussi bien en condition de faible que de
forte densité de plantes. Plus récemment, Scheepens et al. (2018) a également montré une
meilleure productivité des peuplements monospécifiques (Arabidopsis thaliana) avec un

niveau croissant de diversité génétique.

A T’échelle des mélanges multispécifiques, les études manipulant ce niveau de diversité
mettent en avant des effets positifs de la diversité génétique sur la stabilité de production de
biomasse (Booth & Grime 2003; Vellend 2006). En revanche, les études mettant en évidence

un effet positif sur la production de biomasse, i.e. une surproduction, sont plus rares
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(Crawford & Rudgers 2012; Zeng, Durka & Fischer 2017). Crawford and Rudgers (2012) a
¢tabli deux traitements a partir d’especes de dune, un premier ou la diversité génétique de
I’espéce dominante de la communauté a ét¢ manipulée et un deuxiéme ou c’est la diversité
specifique qui a été manipulée. Les résultats obtenus indiquent un effet positif de la diversité
génetique parallelement a celui de la diversité spécifique sur la production de biomasse. Au
sein de micro-communautés prairiales, un effet positif de la diversité génétique a été montre
sur la production de biomasse en conditions hydriques limitantes et non limitantes (Prieto et
al. 2015). Dans cette étude, 124 micro-peuplements ont été installés, certains en
monospécifiques et d’autres en multispécifiques avec un niveau variable de diversité
génétique (de un a dix génotypes par espece). Ces micro-peuplements ont été conduits en
condition irriguée et de stress hydrique. Les résultats obtenus montrent qu’il n’y pas d’effet
de la diversité génétique sur la production de biomasse sur les 18 mois de suivi, mais a un
effet positif sur la stabilité de cette production et cela en conditions hydriques limitantes et

non limitantes.

Outre I’effet de la diversité génétique sur la biomasse et la stabilité de production totale de la
communauté, I’effet de la diversité génétique sur la coexistence des espéces est une question
majeure puisqu’elle relie la diversité génétique des espéces et la structuration de ces espéces a
I’échelle de la communauté. Quelques rares études (Booth & Grime 2003; Lankau 2009;
Fridley & Grime 2010) ont mis en évidence de fagon significative, ou sous forme de tendance,
une plus-value de la diversité génétique sur la coexistence des especes dans la communauté.
Booth and Grime (2003) ont manipulé la diversité génétique de 36 communautés prairiales
multispécifiques (microcosmes avec 11 espéces) suivant trois niveaux de diversité: un
premier niveau de faible diversité avec 16 individus génétiqguement identiques par espece, un
niveau intermédiaire avec 4 génotypes différents par espéce, et un dernier niveau a forte
diversité avec 16 génotypes différents par espéce. Les résultats issus de cette expérimentation
ne mettent pas en évidence une meilleure production de biomasse totale mais les especes
étaient représentées plus équitablement dans les communautés abritant le plus haut niveau de
diversité génotypique. Le méme résultat a été montré avec 1’étude de Fridley and Grime
(2010) sur une expérimentation similaire basée sur des microcosmes composés d’espéces

prairiales.
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5. Relation entre diversité génétique et spécifique dans les communautes

La diversité génétique pourrait favoriser la coexistence des especes dans les communautés
végétales et impacterait donc indirectement la diversité spécifique de ces communautés en
maintenant un plus grand nombre d’espéces et/ou en modifiant les proportions d’abondances
de ces especes. Des relations étroites peuvent exister entre les niveaux de diversité au sein
d’une communauté, mais la majorité des études visant a comprendre le fonctionnement et la
structuration des communautés végétales se limitent & un niveau de diversité pour en mesurer
les effets sans intégrer les différents niveaux composant la diversité (diversité génétique,
diversite spécifique et diversité fonctionnelle). Alors que des corrélations empiriques entre la
diversité génétique et la diversité spécifique des communautés animales et végétales sont
détectées in natura (Vellend & Geber 2005), les relations causales dont elles peuvent résulter
sont peu investies. Vellend and Geber (2005) fournissent des explications théoriques de ces
corrélations entre diversité génétique et spécifique dans les communautés. Elles pourraient
résulter de deux sortes d’effets, (i) des effets paralléles, dus aux caractéristiques de 1’habitat,
qui sont les effets de la migration, la sélection et la dérive, agissant de concert sur les deux
niveaux de diversité et genérant des corrélations positives. (ii) des effets directs (causaux) qui
sont traduits par les interactions, comme la compétition ou la facilitation, entre individus au
sein des communautés. Ces interactions génerent des pressions de sélection locales qui
structurent les différents niveaux de diversité dans la communauté. Méme si dans la littérature
récente, des études (Violle et al. 2009; Albert et al. 2011) commencent a s’intéresser de fagon
empirique a ces relations directes entre les niveaux de diversité, I’influence de la diversité
génétique sur la composition des communautés (Booth & Grime 2003; Ehlers, Damgaard &
Laroche 2016; Hart, Schreiber & Levine 2016) et les mécanismes sous-jacents (Zuppinger-

Dingley et al. 2014) a cette influence restent expérimentalement peu documentés.

Ces effets directs des niveaux de diversité sont basés sur les pressions de sélection agissant au
sein des communautés. Les especes ayant des niches contrastées sont supposées étre
complémentaires dans 1’acquisition et/ou I’utilisation des ressources, a I’inverse le
chevauchement de niches est supposeé augmenter les interactions compétitives. Les études
testant I’effet de la diversité avec des expérimentations sur le long terme (plusieurs années)

montrent une augmentation de I’effet de complémentarité des espéces dans le temps
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(Naeem et al. 1994; Cardinale et al. 2007; Marquard et al. 2009; Allan et al. 2011). Des
especes qui pourraient sembler redondantes dans une communauté végétale a court terme
peuvent devenir fonctionnellement différentes au cours du temps (Reich et al. 2012) en lien
avec 1’augmentation de la différence de niches. La différenciation de niches est un processus
majeur en écologie qui permet aux espéces de réduire les interactions de compétition dans la
communauté. Cette différenciation de niches, sur la base du « limiting similarity » peut étre
mise en évidence par un déplacement de caracteres (Dayan & Simberloff 2005; Grant &
Grant 2006; Ellis et al. 2015). Ce déplacement de caractere, induit par les interactions
compétitives, aboutit a un changement de la distribution des valeurs de traits des especes via
des modifications phénotypiques au sein des especes. Par exemple, la hauteur végétative est
un trait majeur impliqué dans 1’acquisition de la lumiére (Westoby 1998) qui sous I’effet de la

plasticité peut fréquemment varier.

La plasticité est un élément majeur dans la capacité adaptative des espéces aux facteurs
biotiques et abiotiques (Lipowsky et al. 2015; Grenier, Barre & Litrico 2016) en permettant
aux génotypes d’une espece de modifier leur phénotype afin de répondre aux conditions de
I’environnement (Matesanz, Horgan-Kobelski & Sultan 2012). La plasticité peut conduire les
espéces a restreindre ou étendre leur niche (Berg & Ellers 2010) y compris dans des niches
encore inexploitées par la communauté. Mais selon les pressions sélectives opérant, la
plasticité peut également réduire la différence de niches entres les espéces et aboutir a une
convergence pour un ou plusieurs traits impliqués dans la réponse a un ou plusieurs facteurs
environnementaux (Roscher et al. 2015). Mais la convergence de certains traits n’est pas un
obstacle a la divergence d’autres traits, la niche des espéces est souvent décrite de fagon
multidimensionnelle (Blonder et al. 2014). Ainsi le chevauchement de niches pour une
ressource donnée ne présage pas nécessairement de la compétition sur 1’ensemble des

ressources car la niche écologique des espéces est par définition multi-traits.

L’adaptation a I’environnement peut faire appel a la plasticité mais n’est pas indépendant de
la sélection qui est le mécanisme évolutif majeur en genétique des populations. La sélection
de génotypes complémentaires maximise la différence de niches des especes en compétition
(Grenier, Barre & Litrico 2016) et peut également favoriser un déplacement des niches. Ces

considérations théoriques n’ont pas de pendants expérimentaux dans la littérature sur les
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communautés végétales, seule 1’étude de Zuppinger-Dingley et al. (2014) démontre, dans des
communautés multispécifiques, que la sélection favorise la différenciation de niches des
espéces. Dans cette étude, des peuplements multispécifiques et monospécifiques ont été
installées et les semences ont été récoltées aprés huit années d’évolution pour chaque
peuplement. A partir de ces semences, qui sont soit issues des peuplements monospécifique
ou multispécifique, de nouvelles communautés identiques en termes de composition
specifique sont installées. La complémentarité des espéces est alors plus forte pour les
communautés dont les semences sont issues de communautés multispécifiques. Dans cette
étude, I’effet de la diversité génétique sur le processus de différenciation de niches n’a pas été
étudié et les traits qui permettraient de relier I’évolution (sélection génétique) et la
complémentarité des espéces dans I'utilisation des ressources n’ont pas ét¢ suivis. Pourtant,
La diversité génétique pourrait jouer un réle majeur dans les processus de sélection visant a

maximiser la différence de niches entre especes (Vellend & Geber 2005).

La diversité génétique, via sa composante génétique et la plasticité, favorise la diversité
phénotypique (Hart, Schreiber & Levine 2016) au sein d’une espéce, ce qui est un élément
majeur dans le processus de différenciation de niches des espéces puisque la cible de la
sélection, imposée par la pression compétitive des especes de la communauté (Vellend 2006),
est le phénotype. De prime abord, la relation diversité génétique et différenciation de niches
des espéces peut-nous amener a penser qu’une augmentation de la diversité phénotypique
pourrait augmenter le chevauchement des especes au sein d’une communauté. Ce
chevauchement peut conduire a une réduction de la coexistence des especes a court terme (en
termes d’abondance spécifique) par la dominance des compétiteurs au sein de la communauté
(Crawford & Rudgers 2012; Hart, Schreiber & Levine 2016). Cependant 1’effet positif de
cette diversité génétique, qui permettrait a I’espece d’occuper des niches encore disponibles,
s’inscrit dans le temps car la variabilité augmente la probabilité d’avoir un génotype adapté a
I’environnement local variable, et I’effet sélectif conduira a I’exclusion compétitive des
génotypes les plus inadaptés : c’est le sampling effect a I’échelle intraspécifique. Il apparait
clairement, que le lien entre la diversité génétique et la diversité spécifique au sein des
communautés végétales pourrait étre le résultat d’une action concomitante entre des
mécanismes génétiques de sélection agissant a 1’échelle intraspécifique et des mécanismes

¢cologiques de complémentarité d’acquisition et d’utilisation des ressources s’observant a
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Figure 1.2 Mécanismes génétiques sous-jacent a la différenciation de niche. La diversité des
phénotypes au sein des especes est une composante majeure de la réponse des espéces a la
compétition en sélectionnant des phénotypes adaptés au sein de chaque espéce, c'est-a-dire des
phénotypes qui tendent vers un phénotype optimal adapté aux conditions abiotiques et
minimisent le chevauchement des niches avec d'autres espéces. La diversité génétique est a la
base de la diversité phénotypique. Cependant, la plasticité permet aux individus d'adapter leur
phénotype aux pressions environnementales (biotiques et abiotiques) en modulant cette diversité
phénotypique. La sélection existe lorsque la plasticité n'est pas suffisante pour atteindre un
phénotype approprié (suffisamment proche d'un phénotype optimal de I'espéce). Par conséquent,
la sélection et la plasticité favorise la différence de niche entre les espéces et promeut leur
coexistence en réduisant les interactions compétitives pour I’acquisition des ressources grace a
la complémentarité des espéces.

—
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I’échelle interspécifique (figure 1.2). Mais les études apportant des éléments expérimentaux

pour appuyer cette hypothése sont rares voire inexistantes dans la littérature.

Au-dela des relations causales entre diversité spécifique et génétique au sein de la
communauté végétale, les autres compartiments de 1’écosystéme pourraient aussi apporter des
éléments de compréhension des relations entre les différents niveaux de diversité. Alors que
nous avons fait état dans les paragraphes précédents de 1’effet de la diversité spécifique sur les
communautés microbiennes du sol et des rétroactions de ces communautés sur la production
de la communauté végétale, la question de I’influence de la diversité génétique des especes
végetales émerge. Au-dela de I’aspect quantitatif de la production de biomasse des plantes
composant la communauté, la nature et la diversité de ces plantes peuvent influencer les
communautés microbiennes du sol. En effet, I’identit¢ des especes et/ou des groupes
fonctionnels, notamment la présence de légumineuses, impacte considérablement les
communautés microbiennes (Spehn et al. 2000a) ainsi que leur diversité via la nature des
composées relachés dans le sol. Mais ces effets, conduits par la concentration, la nature et la
diversité des composés, pourraient aussi étre sous la dépendance de la diversité génétique des
especes composant la communauté végétale. En effet, la diversité génétique peut engendrer
une plus grande diversité des composés des plantes (Hooper et al. 2000; Badri & Vivanco
2009), objet d’interaction avec les microorganismes, et donc générer une plus grande
hétérogénéité de ressources pour les microbes, favorisant ainsi la diversité de ces
communautés microbiennes. Il est donc possible d’envisager la encore (i) un effet direct de la
diversité génétique de la communauté végétale sur les communautés microbiennes du sol et
(i1) un effet indirect via I’effet de la diversité génétique des espéces sur la production de la
communauté végeétale. Les relations entre la diversité spécifique et génétique des
communautés végétales et les microorganismes du sol restent aujourd’hui trés anecdotiques
dans la littérature (Johnson et al. 2010), mais dans le contexte actuel de 1’agroécologie, ou
I’approche holistique est mise en avant, la mise en évidence des relations entre les différents
niveaux d’organisation du vivant et les différents taxons dans les écosystémes, devient une
priorité pour comprendre leur fonctionnement et leur production. De plus, la compréhension
de I'influence de la diversité génétique des especes, moteur de la création variétale, sur la
structuration des espéces de la communauté végétale et sur la diversité des microorganismes

du sol dans les agroécosystémes ouvrent des perspectives pour I’amélioration de la production
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et de la fourniture de services écosystémiques des communautés végétales semées dans un

contexte d’amélioration des plantes.

6. Agroecologie, Amélioration des plantes et prairies semées

Le mode¢le majoritaire de 1’agriculture depuis plusieurs décennies est basé sur la productivité
des espéces dans des conditions de forts intrants et de faible diversité. Le sol est considéré
comme une simple matrice inerte, support d’une culture auquel est apporté les éléments dont
les plantes ont besoin par des intrants (ensemble des produits apportés a une culture visant a
améliorer son rendement), ceci afin de maximiser la productivité. Ces intrants se déclinent en
plusieurs catégories parmi lesquelles on distingue les engrais minéraux (apport de 1’azote,
phosphore, potassium qui sont des éléments nécessaires au développement des plantes) et les
pesticides qui visent a réguler les populations de ravageurs. Dans ces conditions de forts
intrants, la meilleure stratégie est de semer le meilleur génotype de 1’espece la plus adaptée au
service de production que 1’on attend. Cette agriculture intensive, qui a permis de nourrir des
millions de personnes dans les années aprés-guerre et encore aujourd’hui, a conduit a une
réduction de la diversité spécifique et génétique semée dans les agroécosystemes générant une
réduction globale de la biodiversité spontanée, y compris du sol (Gardestrom et al. 2016), via
I’homogénéisation des paysages et I’apport des intrants. Face a ce constat et dans un contexte
d’intrants réduits et d’aléas climatiques, les défis que doit aujourd’hui relever 1’agriculture est
de maintenir une production suffisante, de qualité et stable, avec des externalités

environnementales positives.

Pour répondre a ces enjeux, I’agroécologie apparait depuis plusieurs années une des solutions
envisageables. L’agroécologie qui s’appuie sur des concepts d’écologie et qui promeut la
diversité dans les agroécosystemes, peut étre une solution pour améliorer la durabilité et la
multifonctionnalité des agrosystemes. Cette solution agroécologique s’appuie sur I’hypotheése
de base de 1’agroécologie qui dit que I’on peut produire de facon stable, lutter contre les
ravageurs des cultures et améliorer I’impact sur I’environnement, si I’on augmente la diversité
et optimise les interactions au sein des agroécosystemes. L’augmentation de la diversité dans
les agroécosystémes se traduit par la diversification des cultures. Cette diversification peut se

faire a 1’échelle temporelle, avec par exemple I’introduction de prairies dans les rotations
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d’espéces de grandes cultures, ou spatiale avec par exemple une augmentation de la diversité

dans le couvert a I’échelle parcellaire.

A 1’échelle parcellaire, la majorité des assolements actuels ne montre qu’une seule espece
avec une diversité génétique dans I’espece semée réduite, voire nulle s’il s’agit d’une variété
qui est une lignée pure. L’amélioration génétique qui conduit a la création variétale a
principalement ceuvrée pour I’amélioration d’especes destinées a étre utilisées en peuplements
monospécifiques et conduits en conditions de ressources contrélées par 1’apport d’engrais et
d’eau. L’amélioration des plantes vise, par un processus de sélection, a améliorer la
productivité et la stabilité des espéces agronomiques. Cette amélioration se déroule en
plusieurs étapes. Une premiére étape de sélection qui consiste a choisir des génotypes portant
des caracteres (valeur de traits) et des performances agronomiques intéressants. Une seconde
¢tape consiste a fixer, par autofécondation ou croisement d’un nombre limité d’individus
selon le systeme de reproduction de I’espéce, ces caractéristiques au sein des nouvelles
générations créées. Enfin, une derniére étape d’évaluation consiste a mesurer le gain obtenu
par le nouveau pool d’individus et de procéder, si le gain relatif est avéré, a ’inscription de la

variété au catalogue officiel.

Le processus de création variétale se déroule dans un contexte de culture installée et évaluee
en monospécifique, hors diversification, et les criteres de sélection actuels ne sont pas orientés
pour les variétés destinées a étre semées en mélanges d’espéces (communautés). Aussi, la
mise en évidence et la compréhension des effets de la composition génétique et en particulier
la diversité génétique des espéces composant le mélange sur la production du mélange
d’especes est un ¢lément important pour fournir a 1’amélioration des plantes des pistes

d’amélioration des especes dans un contexte de diversification.

Actuellement les variétes sélectionnées et utilisées de fagon majoritaire abritent peu ou pas de
diversiteé génetique, ce sont des lignées pures ou hybrides comme respectivement chez le blé
ou le mais. Mais, les especes prairiales, utilisées dans les prairies semées, font exception a
cette régle d’absence de diversité, et cela a deux titres: la composition de la structure

génetique des variétés d’especes prairiales semées et la composition souvent plurispécifique
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des parcelles semées en prairies. L’amélioration des espéces prairiales conduit a produire des
variétés dite synthétiques. En effet, les espéces prairiales les plus utilisées en agriculture
aujourd’hui (Chapitre 2) sont allogames, c¢’est-a-dire qu’elles se reproduisent par fécondation
croisée (fécondation par des gameétes étrangers a la plante). La fécondation croisée peut étre
liee a un décalage de développement entre les étamines et le pistil d’'une méme plante qui de
facto empéche I’autofécondation (protandrie ou protogynie) ou encore par un Systéme
d’incompatibilité au sein d’un génotype qui ne permet pas le développement viable d’un
embryon (Campbell & He 1997). La fixation des caractéres d’intérét agronomique s’approche
alors par la reproduction sexuée d’un pool restreints de génotypes (polycross) choisis pour
leur valeur agronomique et la sélection de leurs descendants pendant un nombre déterminé de

générations.

Les variétés synthétiques obtenues correspondent a des populations artificielles qui
maintiennent des niveaux de diversité génétique « résiduels » plus élevés que d’autres variétés
comme les lignées pures ou les variétés hybrides. Les prairies ont longtemps été semées en
mélange d’espéces (des écrits d’agronomes sur le sujet datent du 18°™ siécle) pouvant
atteindre plus d’une dizaine d’espéces (Capitaine, Pelletier & Hubert 2008). Les agronomes
suggéraient dans leurs écrits que les prairies semées devaient étre des prairies naturelles
améliorées, maximisant la diversité avec des especes productives et adaptées aux types de
sols. Ce raisonnement a été valable jusqu’aux années 60 puis la culture multispécifique a été
percue comme archaique et peu productive au moment de la révolution verte. Cette révolution
s’est caractérisée par une forte mécanisation, I’emploi de variétés élites et un recours massif
aux intrants, ce qui a jeté les bases de notre agriculture moderne. Les cultures fourrageres
n‘ont pas été épargnées, parlant méme de révolution fourragére qui prone la culture
monospécifique abondamment fertilisée méme si les variétés des especes prairiales restent des
variétés synthétiques. Mais a 1’heure de I’agroécologie, les prairies multispécifiques
retrouvent un regain d’intérét par leur utilisation croissante par les agriculteurs et la
publication de nombreuses études mettant en évidence un effet positif de la diversité
specifique sur la production de biomasse et la qualité des fourrages. Cette utilisation s’est
d’ailleurs vue favorisée par 1’autorisation de commercialiser des mélanges prairiaux depuis
2004 (Encadré 1). Le caractere multispécifique des prairies semées et la diversité génetique

abritée par leurs variétés en font un modeéle de choix pour les questions qui émergent quant a
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I’effet de la diversité génétique sur la production du mélange d’espéces et dans un contexte de
diversification des cultures. De plus, ’introduction des prairies semées dans les rotations de
grandes cultures, favorise la biodiversité associée (Ockinger & Smith 2007), participe au
stockage de carbone, prévient 1’érosion des sols (maintien voire améliore la structuration des
sols) (Chisci & Zanchi 1981) et participe a I’enrichissement en matiére organique du sol qui
est un eélément clé dans la fertilité des sols (Soussana, Tallec & Blanfort 2010). Le rdle majeur
de la prairie dans les agroécosystemes est méme intégré dans les politiques publiques avec la
derniére réforme (2014) de la PAC qui comptabilise les prairies comme des surfaces d’intéréts
écologiques (obligation des agriculteurs de maintenir 10% de 1’exploitation en surface

d’intérét écologique).

Encadré 1. Evolution de la législation sur la commercialisation des mélanges prairiaux

Jusqu’en 2004, la commercialisation en France des semences fourrageres se faisait
exclusivement en variétés pures monospécifiques (une seule espéce composée d’une seule
variété) et la vente de semence fourragere sous forme de mélange était interdite. Ce
conditionnement en pur a permis entre autre de valoriser le progrés génétique auprés des
agriculteurs et d’avoir un controle sur la diffusion des variétés (Straébler & De Goyon 2008).
Au niveau européen, la commercialisation des mélanges était régie jusqu’alors par une directive
qui laissait la liberté aux états membres de Iégiférer sur leur marché intérieur. Cependant, cette
directive prit fin avec I’application d’une nouvelle en 1998 (98/95) qui autorisait la vente de
meélanges pour les espéces fourrageres et leur libre circulation dans I’espace Schengen. La
France mis alors a jour sa législation et autorisa a partir d’ Aout 2004 la vente des mélanges, ceci
apres une période de négociation entre partenaires européens aboutissant a la décision de la
commission européenne sur les modalités des contrdles des mélanges. L’une des modalités
majeures fixe a 20 le nombre de composant constituant les mélanges avec une représentation
minimum de 5% et contraint a n’utiliser que des espéces a certification obligatoire avec des

variétés inscrites au catalogue officiel européen (Straébler & De Goyon 2008).

Ce role écologique des prairies, a travers les services écosystémiques? qu’elles fournissent,
semble étre fortement dépendant du caractere plurispécifique des prairies semées (Isbell et al.
2011). Or comme I'ensemble des especes pour lesquelles il existe de la création variétale, la

2 Les services écosystémiques désignent 'ensemble des biens et services rendus par les écosystémes pour le
bien étre de ’'hnomme
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sélection et 1’évaluation des variétés des especes prairiales sont conduites en culture pure
(peuplement monospécifique), a I’exception du tréfle blanc (Trifolium repens) qui est évalué
en mélange avec le ray-grass (Lolium perenne). En pratique, le choix des variétés des especes
prairiales pour composer les espéces du mélange a semer se fait de maniére totalement
empirique. Les préconisations de 1’AFPF? est d’utiliser la variété la plus productive de chaque
espece et ce choix peut étre affiné par les préconisations de la conception de mélanges

prairiaux suisses (AGROSCOPE) qui sont basées sur un savoir empirique.

Actuellement aucune variété n’est donc sélectionnée et évaluée en mélanges d’especes. Or la
valeur des variétés en multispécifique n’est pas nécessairement corrélée a leur valeur en
mélange. En effet, les pressions de sélection au sein des mélanges d’especes different de
celles ayant lieu au sein de couverts monospécifiques puisque les interactions locales et le
voisinage des plantes sont plus hétérogeénes dans le cas de mélanges d’espéces. Les schémas
de sélection actuels ne prennent pas en compte la valeur en mélange des génotypes a
sélectionner. Actuellement, aucun critére de sélection (trait) n’est clairement connu et utilisé
pour sélectionner les variétés pour une utilisation en mélange. De plus, bien que la littérature
agronomique contiennent un certain nombre d’études montrant les effets positifs de la
diversité génétique (principalement mélanges variétaux) dans les peuplements
monospécifiques (Knott & Mundt 1990; Finckh & Mundt 1992; Sarandon & Sarandon 1995;
Tooker & Frank 2012) , I’effet de la diversité génétique, I’identité des traits et le niveau
efficace de cette diversité restent encore peu investi. Ainsi, afin d’améliorer les espéces et
créer des variétés destinées aux mélanges d’especes semées, il est important de mettre en
évidence et de comprendre les effets de la diversité génétique sur la production des mélanges
d’espéces tout en identifiant les traits impliqués dans les interactions plante-plante pour
optimiser les mécanismes de complémentarité des especes permettant de réduire 1’intensité de

compétition et favoriser ainsi leur coexistence et leur production.

7. Objectifs de la thése et hypotheses de travail

L’objectif général de cette these est, a partir d’une étude de cas, de générer des connaissances
permettant de définir et de comprendre ’influence de la diversité génétique sur la production

des mélanges d’especes, et de positionner les résultats dans un contexte de diversification des

3 Association Frangaise pour la Production Fourragére (AFPF)
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cultures et en particulier d’amélioration des espéces destinées a étre installées en mélanges
d’especes. Il s’agira de comprendre comment la diversité génétique et spécifique s’articulent
pour le fonctionnement des communautés végétales, en investissant également 1’influence de
la diversité genétique des especes du mélange sur les communautés microbiennes du sol dont
I’action conditionne en partie la production de la communauté végétale via la

minéralisation/déminéralisation.
Nos hypothéses de travail sont les suivantes :

(H1) L’augmentation de la diversité génétique augmente la capacité adaptative des especes
améliorant ainsi leur adaptation aux pressions sélectives hétérogenes au sein du mélange, ce
qui se traduit par une meilleure stabilité de la production du mélange au cours du temps et une

meilleure survie des espéces au sein du mélange d’espéces.

(H2) la diversité génétique permet d’¢largir la gamme de phénotypes pour la réponse a la
sélection permettant ainsi de générer des phénomeénes de complémentarité entre espéces, ce
qui définit une relation causale entre diversité génétique et spécifique. La diversité génétique
conduit ainsi a une coexistence des especes dans le mélange et une meilleure production du

mélange d’espéces.

(H3) La diversité génétique, a travers son impact sur la diversité des espéces, mais aussi via
un effet direct, impacte la biodiversité microbienne du sol associée, via la diversification des

ressources pour les microorganismes.

Ces hypotheses seront testées et développées dans trois chapitres présentés sous forme
d’articles.

37



100

B prairie permanent =i
O prairie temporaire CZ République Tchéque
DK Danemark
DE Allemagne
EE Estonie
Irflande
EL Créce
ES Espagne
FR France
IT Italie
CY Chypre
LV Lettonie
LT Lituanie
60 LU Luxembourg
HU Hongrie
MT Malte
NL Pays-Bas
AT Autriche
Pologne
PT Portugal
RO Roumanie
S| Slovénie
SK Slovaquie
Fl Finlande
SE Suéde

80

|
m

40

Pourcentage de la SAU

20

BE BG CZ DK DE EE IE EL ES FR IT CY LV LT LU HU MT NL AT PL PT RO SI SK FlI SE

Figure 2.1 Part des prairies temporaires et permanentes dans la surface agricole utile
(SAU) des pays de ’union européenne (Source EUROSTAT 2009).



Chapitre 2 - Matériel et Méthodes

1. Les prairies semées

Les prairies occupent une place majeure dans [’agriculture ecuropéenne et francaise
puisqu’elles représentent respectivement prés de 40% et 45% de la surface agricole utile
(SAU). Les prairies se distinguent en deux catégories : les prairies temporaires (installation
inférieur a cing ans) et les prairies permanentes (installation supérieur a cing ans) occupant
respectivement 10% et 35% de la SAU en France auxquels s’ajoutent les surfaces en cultures
de légumineuses, notamment la luzerne avec 1,4% de la SAU (Peyraud, Peeters & De
Vliegher 2012). La part des prairies temporaires dans la SAU varie selon les régions en
France (La région pays de Loire représente prés de 18,4% de la superficie en prairie
temporaire en 2017 contre seulement 0,1% en ile de France, hors DOM-TOM-Agreste-2018),
cela est également le cas entre les pays de I’Union Européenne (Figure 2.1), dans de
nombreux pays d’Europe de I’Est, la part des prairies temporaires est relativement faible
contrairement aux pays du Nord de I’Europe ou la part des prairies dans la SAU est plus
importante (par exemple en Finlande elles représentent 33% de la SAU en 2009). Alors que
les prairies permanentes abritent de nombreuses especes (plusieurs dizaines d’espéces), les
prairies temporaires semées quant a elles sont mono ou plurispécifiques mais avec des
richesses spécifiques beaucoup plus faibles (généralement inférieur a 10 especes) que les
prairies permanentes. Outre leur fonction prépondérante dans 1’alimentation pour 1’élevage en
composant en moyenne 64 % de la ration annuelle des bovins (Devun 2012), les prairies
possédent un role multifonctionnel reconnu au sein de 1’agrosystéme. Plus qu’une simple
culture, les prairies semées sont a la base d’écosystéemes qui abritent une riche diversité
spontanée* (Hooper et al. 2005). Elles produisent un certains nombres de services
écosystémiques en contribuant au maintien, (i) de la biodiversité (Ockinger & Smith 2007),
(1) de la diversité paysagere dans les systemes céréaliers intensifs (limite I’uniformisation des
territoires), (ii1) de la structuration du sol par le développement racinaire, prévenant 1’érosion
et la compaction du sol (Chisci & Zanchi 1981), (iv) de la fertilité des sols, notamment via
leur influence sur les cycles carbone/azote grace a I’activité photosynthétique des plantes et

les

4 Biodiversité associée aux prairies sans qu’elle ne soit introduite au préalable.
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interactions microbiennes (Soussana, Tallec & Blanfort 2010; Lemaire et al. 2014). Des
¢tudes récentes montrent que les systemes d’agriculture-élevages favorisant la part de I’herbe
dans I’alimentation du bétail réduisent les pertes azotées par lixiviation et de phosphore par
ruissélement (Peyraud, Le Gall & Luscher 2009) et améliorent ainsi la qualité de I’cau. La
prairie semée permet d’accroitre 1’autonomie alimentaire des ¢élevages. L’ alimentation a base
d’herbe revét une bonne valeur alimentaire en particulier lorsque la prairie est représentée par
un mélange d’especes. En effet, dans les mélanges d’espéces prairiales, c’est dire les prairies
semées multispécifiques, la présence de graminées garantie un apport énergétique (sucre) et

celle des Iégumineuse un apport protéique (Deak et al. 2007).

Les prairies temporaires sont fréquemment semées en associant des graminées et des
légumineuses prairiales. Les Iégumineuses sont aussi trés prisées pour leur capacité a fixer
I’azote atmosphérique. Cette fixation est rendue possible par une symbiose entre les
Iégumineuses et des groupes particuliers de bactéries, notamment celui des rhizobiaceae.
Celles-ci ont la capacité de fixer le diazote atmosphérique et de le convertir en forme
assimilable par les plantes. En retour, la plante apporte I’énergie nécessaire au développement
de ces bactéries. Cette interaction entre les plantes et les bactéries est internalisée dans des
structures spécifiques localisées au niveau des racines : les nodosités. La symbiose n’est par
un processus obligatoire mais il est trés largement favorise en cas de carence des
légumineuses en azote (Voisin et al. 2002), en revanche une disponibilité en azote accrue
dans le sol réduit considérablement le processus de fixation (Naudin et al. 2011). Les
Iégumineuses présentent donc un intérét certain en culture associée car elle améliore la
disponibilité en azote dans le sol pour les especes non fixatrices par leurs exsudats racinaires
et/ou la déecomposition de leurs parties sénescentes. L’association graminées-légumineuses
permet également d’assurer une plus grande stabilité de production au cours de I’année. Les
graminées sont des especes qui tolerent des faibles températures et assurent une production de
biomasse tét au printemps, production qui diminue au moment de la période estivale
(caractérisée sous nos latitudes par une température plus élevée et un épisode sec). Les
Iégumineuses sont plus tardives dans leur production de biomasse par rapport aux graminées
car elles ont besoin de températures plus élevees. Mais ces dynamiques de croissances

présentent au sein de chacune des espéces une variabilité génétique. Les prairies constituent
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un modele biologique trés étudié en écologie, en particulier en raison de leur forte
représentation dans les milieux naturels mais aussi de la facile manipulation des especes
prairiales. La prairie semée posseéde des avantages supplémentaires a étre étudiée. Outre son
role multifonctionnel dans les agroécosystémes, le faible nombre d’espéces composant la
prairiec semée (moins de 10 versus plus d’une cinquantaine en prairies permanentes) en fait un
modele intéressant pour comprendre le fonctionnement des communautés végeétales, en
particulier lorsque 1’on veut définir I’impact de la diversité génétique des espéces sur la
production et la structuration spécifique d’un mélange d’espéces, ainsi que I’action de ces
niveaux de diversité sur les microorganismes du sol. Aussi pour répondre aux questions
posées dans cette these, la prairie semée est un modele biologique adapté et la
commercialisation aujourd’hui possible des mélanges fourragers en fait un vrai objet d’étude
pour I’amélioration des espéces destinées a étre utilisées en mélanges. Certains sélectionneurs
s’attachent a améliorer leur mélanges fourragers et nous avons fait le choix de travailler sur un
dispositif installé chez et par un sélectionneur, entreprise Jouffray Drillaud. Ce choix, qui
comporte certains inconvénients, comporte I’immense avantage d’obtenir des résultats a partir
d’une situation réelle destinée a 1’acquisition de données pour I’amélioration génétique de

peuplements plurispécifiques.

2. Choix des espéces

Dans le cadre du dispositif sur lequel s’appuie cette these, sept especes prairiales ont été
installées dans les microparcelles chez le sélectionneur. Ces especes sont des especes choisies
par le sélectionneur en raison de leur utilisation courante en agriculture (Tableau 2.1), de
I’amélioration génétique dont elles bénéficient et qui permet la disponibilité de variétés. Parmi
ces especes, il y a trois graminées (Poacées) : Dactylis glomerata, Festuca arundinacea et
Lolium perenne ainsi que quatre légumineuses (Fabacées) : Trifolium pratense, Trifolium
repens, Lotus corniculatus et Medicago sativa (Tableau 2.2). D. glomerata est une espece
fourragére qui se caractérise par une tres bonne tolérance aux faibles températures qui lui
permet d’étre plus précoce que de nombreuses especes prairiales. De la méme fagon que pour
D. glomerata, L. perenne tolere trés bien les faibles températures mais se distingue par une
installation relativement rapide dans un couvert multispécifique lui permettant d’étre

compétitif dans de jeunes communautés vegétales. Cependant, il est peu tolérant au stress
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Tableau 2.1 Pourcentage de semences (poids) vendues en 2017 et de semences utilisées pour la
composition des mélanges (GNIS 2018)

Espéece

pourcentage des ventes en
2017

pourcentage des semences
utilisé pour la composition
des mélanges

Dactylis glomerata

3,9 8,1
Festuca arundinacea 94 88
Lolium perenne 220 25 4
Trifolium pratense 23 79
Trifolium repens 53 68
Lotus corniculatus 03 06
Medicago sativa 94 25
Totale 52,6 59,4
Tableau 2.2 Caractéristiques des sept espéces utilisées dans ces dispositifs
Famille Espece Résistance  Tolérance Rapidité précocité
stress aux faibles d’installation
hydrique températures
Poacée
D. glomerata [ ] [ N
F. arundinacea | I [ | [ | [
L. perenne | N [ | N
Fabacée
T. repens . - _ -
T. pratense [ | [ | [ [ |
L. corniculatus [ [ | [ | [ |
M. sativa EEEE B [ [
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Source :

Famille : Poaceae Pérennité : Longue

Caractéristiques :

= Gaines comprimées

= Port dresse A

= Feuille verte-bleuéatre large
Etat reproducteur : Panicule spiciforme dense
Vitesse d’installation : Lente
Intérét agronomique :

= Forte productivite _ .

= Graminée la plus riche en protéine
Limite agronomique : sensible aux excés d’eau

Famille : Poaceae Pérennité : Tres longue

Caractéristiques : o ) ;
= Ligule courte, reduite a 2 oreillettes latérales port
= Trés dressé -
= Feuille longue et rugueuse (présence de silice)
Etat reproducteur : Panicule grande
Vitesse d’installation : Trés lente
Intérét agronomique :_
= Forte productivité )
= S’adapte a de nombreux types de sols et climats
Limite agronomique : Faible valeur alimentaire

Famille : Poaceae Pérennité : Variable

Caractéristiques :

= Hauteur <60cm

* port dressé

= Feuille lisse avec une nervure centrale marquée
Etat reproducteur : Epillets contre I'axe d’épiaison
Vitesse d’installation : Rapide
Intérét agronomique :

= Implantation facile

=  Bonne tolérance aux exceés d’eau

Limite agronomique : Production stoppée a partir de 25°C

Groupement national interprofessionnel des semences et plants (GNIS). Les graminées fourrageres [en ligne].
Disponible sur : www.gnis-pedagogie.org/fourragere-espece-graminee.html. (Consulté le 10 octobre 2018)

Groupement national interprofessionnel des semences et plants (GNIS). Les légumineuses fourrageres [en ligne].
Disponible sur : www.gnis-pedaqogie.org/fourragere-espece-lequmineuse.html. (Consulté le 10 octobre 2018)
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Trifolium repens
Famille : Fabaceae Pérennité : Variable

Caractéristiques :
= Hauteur <40cm L
= feuilles longuement pétiolées, a folioles larges
= port rampant stolonifére
Etat reproducteur : fleurs blanches pédicellées
Vitesse d’installation : Rapide
Intérét agronomique :
= riche en protéines
= Tres appéetent
Limite agronomique : Besoin de lumiére

Trifolium pratense
Famille : Fabaceae Pérennité : Faible

Caractéristiques :
* Hauteur <50cm L
= feuilles longuement pétiolées, a folioles larges
= port dressé
Etat reproducteur : fleurs violettes pédicellées
Vitesse d’installation : Rapide
Intérét agronomique:
= riche en protéines
= Résistant au froid
Limite agronomique : Sensible a la sécheresse

Lotus corniculatus
Famille : Fabaceae Pérennité : Faible

Caractéristiques :
= Hauteur <40cm
= folioles obovales ou oblongues
= port dressé
Etat reproducteur : 3-6 fleurs par pédoncules
Vitesse d’installation : Lente
Intérét agronomique :
= Resisteau froid
. = Bonne repousse estivale
Limite agronomique : Productivité moyenne

Medicago sativa
Famille : Fabaceae Pérennité : Faible

Caractéristiques :
= Hauteur <80cm
= folioles obovales ou oblongues avec mucron
= port dressé
Etat reproducteur : fleurs violacées en grappes
oblongues
Vitesse d’installation : Moyenne
Intérét agronomique :
= Rendement élevé
.= Bonne pousse estivale
Limite agronomique : Sensible aux exces d’eau




hydrique mais a, en contrepartie, une installation plus longue que la plupart des especes

prairiales.

Au sein des légumineuses, T. repens a une bonne rapidité d’installation dans les couverts
multispécifiques et a une bonne tolérance aux faibles températures au méme titre que L.
perenne. A I’inverse L. corniculatus et M. sativa sont des espéces avec une installation plut6t
lente et une faible tolérance aux faibles températures mais compensent par une résistance au
stress hydrique lors des périodes estivales. L’espéce T. pratense présente quant a elle des

valeurs intermédiaires entre T. repens et M. sativa.

Chacune des espéces utilisées dans cet essai posséde des variétés inscrites au catalogue
francais®. Les variétés inscrites au catalogue couvrent une certaine gamme de variabilité
génétique pour chacune des espéces. Dans I’essai installé par le sélectionneur, les variétés
utilisées sont pour la plupart inscrites au catalogue francais et sont donc commercialisées.
Seulement trois variétés, une pour de D. glomerata, une pour F. arundinacea et une pour L.
perenne sont en cours de développement pour dépot a I’inscription. Le sélectionneur avait
pour objectif via cet essai d’identifier le meilleur mélange d’espéces, qu’il pourra ensuite
commercialiser dans la mesure ou toutes les variétés des especes dans le mélange seront
inscrites au catalogue. Hormis une variété de L. perenne (ray-grass) qui est adaptée au climat
méditerranéen, les variétés utilisées sont adaptées a un climat tempéré. Comme pour toutes
les espéces fourragéres prairiales possédant un catalogue ouvert, toutes les variétés utilisées
renferment, en raison de leur caractére synthétique, une gamme de variabilité non négligeable
sur les traits phénotypiques. Le choix des variétés par le sélectionneur pour composer chaque
espéce dans le mélange a été basé sur des caractéristiques soit contrastées, soit redondantes
(Tableau 2.3) entre variétés, ce qui a constitué pour nous une opportunité de tester nos

hypothéses dans des conditions réelles d’exploitation des prairies.

SLe catalogue officiel est une liste de I'ensemble des variétés d’espéces cultivées issues de la création variétale
et dont les semences sont autorisées a la vente.
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Diversité
faible

Diversité
moyenne

Diversité
forte

Mélange M-5

Figure 2.2. Variation du niveau de diversité génétique entre mélange approché par le
nombre de variétés suivant trois niveaux : diversité faible (une variété par espéce), intermédiaire
(jusqu’a trois variétés par espéce), et forte (jusqu’a six variétés par espece).
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3. Démarche générale

Nous avons conduit une approche expérimentale a partir du dispositif, mis en place par le
sélectionneur de plantes fourragéres Jouffray-Drillaud (station de recherche— Saint Sauvant)
et composé de communautés (mélanges multispécifiques) d’espéces prairiales installées en
microparcelles. Ces mélanges, tous composés de sept especes, different entre eux par un
niveau variable de diversité génétique des espéces qui les composent (Figure 2.3). Cette
diversité génétique est approchée par le nombre de variétés par espéce. Chaque mélange
contient le méme nombre et la méme identité des espéces et ils ne different entre eux que par
la diversité génétique intraspéecifique (nombre de varietés) des espéces composant le mélange.
Ce dispositif est donc adapté au test des hypotheses énoncées au chapitre introductif (Chapitre
1). De plus, toutes les variétés utilisées dans ce dispositif ont été caractérisées
phénotypiquement afin d’évaluer leur degré de différenciation. Ce phénotypage s’est fait au
sein d’un second dispositif en plantes isolées (pépinicre) installé & 'INRA de Lusignan. Afin
de suivre 1’évolution de la diversité génétique (diversité variétale) dans les microparcelles au
cours du temps, nous avons mis au point un outil d’assignation moléculaire (Chapitre 2). Le
suivi de la diversité variétale nous permet de vérifier d’une part I’installation a de chaque
variété¢ aprés le semis et d’autre part de mettre en évidence des variations de proportions
variétales au cours du temps dans les espéces au sein de chaque mélange sous 1’effet de la

dérive génétique et de la sélection.

Les travaux de cette these reposent donc sur deux dispositifs distincts, un dispositif composé
de microparcelles qui vise a évaluer I’effet de la diversité génétique sur la production de la
communauté totale et de chacune des espéces qui la composent, et un second dispositif de
plantes isolées en «commun garden » composé de toutes les variétés utilisées dans le
dispositif microparcelles afin de les caractériser génétiquement et phénotypiquement et de
comprendre par une approche trait les meécanismes sous-jacents a ’effet de la diversité

génétique dans les communautés végétales.

4. Les dispositifs

4.1 Dispositif en microparcelles

Le dispositif microparcelles est un essai comportant cinq mélanges d’especes prairiales
installés en septembre 2011 a la station de recherche Jouffray Drillaud, Saint Sauvant, France
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Tableau 2.3 Proportion des espéces et des variétés par mélange. La proportion est indiquée en
terme de masse de graines. Les proportions entre espéces sont différentes mais restent identiques
entre les mélanges contrairement aux proportions variétales qui different. Chaque variété est décrite
phénotypiquement en termes de biomasse, hauteur végétative, surface foliaire, et de précocité a
travers la date d’épiaison/floraison (mesures issues du dispositif pépiniére).

Proportions (masse de graines) Description des variétés
Espece Variété Designation M-1 M-2 M-3 M-4 M-5 Biomasse Hauteur ?z;}:i Précocité

Dactylis 0.115 0.115 0.115 0.115 0.115

glomerata
Vaillant V4 1.000 0.000 0.000 0.333 0.166  ++ +++ ++ +
Lucullus V3 0.000 0.000 0.000 0.333 0.166  ++ ++ ++ ++
Accord V2 0.000 0.000 0.000 0.333 0.166 ++ ++ + +
Otop V5 0.000 0.000 1.000 0.000 0.166  ++ ++ +++ ++
E1V5 Vi 0.000 0.000 0.000 0.000 0.166 + + + +++
President V6 0.000 1.000 0.000 0.000 0.166  +++ +++ +++ ++

Festuca 0231 0231 0231 0231 0.231

arundinacea
Soni V2 1.000 0.000 0.000 0.500 0.125 ++ ++ ++ +++
Elodie \Z: 0.000 0.000 0.000 0.250 0.125 ++4 ++ ++ +++
Noria V5 0.000 0.000 0.000 0.250 0.125 + ++ ++ ++
Gardian V6 0.000 1.000 0.000 0.000 0.250  +++ ++4+ +++ +
E3V5 Vi 0.000 0.000 1.000 0.000 0.250 + + + ++
Mariellendo V3 0.000 0.000 0.000 0.000 0.125  ++ ++ ++ +++

Lolium 0115 0115 0115  0.115 0.115

perenne
Gagny V2 0.000 0.000 0.000 0.333 0.166 ++ ++ + ++
Aberstar V4 1.000 0.000 0.000 0.333 0.166  +++ ++ + ++
Juras Vi 0.000 0.000 0.000 0.333 0.166  ++ + ++ +++
Tonnus V6 0.000 1.000 0.000 0.000 0.166  +++ +++ +++ +
E6VS V3 0.000 0.000 0.000 0.000 0.166 ++ ++ ++ ++
Rgmaroc V5 0.000 0.000 1.000 0.000 0.166  ++ ++4+ + +

Trifolium 0115 0115 0115  0.115 0.115

repens
Abervantage V1 1.000 0.000 0.000 0.333 0.333 ++ + + ++
Aran V2 0.000 0.000 0.000 0.333 0.333 ++ ++ ++ ++
Giga V3 0.000 1.000 1.000 0.333 0.333 ++ ++4+ +++ +++

Trifolium 0115 0115 0115  0.115 0.115

pratense
Diplo V2 1.000 1.000 0.000 0.666 0.666 ++ ++ ++ ++
Formica Vi 0.000 0.000 1.000 0.333 0.333 ++ + + ++

Lotus 0078 0078 0078 0078 0.078

corniculatus
Leo Vi 1.000 0.000 0.000 0.500 0.500 ++ + + ++
Altus V3 0.000 1.000 0.000 0.500 0.250 ++ +++ +++ +
PX-ete V2 0.000 0.000 1.000 0.000 0.250 ++ + +++ ++

Medicago 0231 0231 0231 0231 0.231

sativa
timbale V5 1.000 0.000 0.000 0.333 0.166  +++ +++ +++ ++
Galaxie V3 0.000 1.000 0.000 0.333 0.166  +++ +++ ++ ++
Kali va 0.000 0.000 0.000 0.333 0.166 ++ +++ ++ ++
Meldor V6 0.000 0.000 0.000 0.000 0.166 ++ +++ ++ ++
Rafia V2 0.000 0.000 1.000 0.000 0.166 ++ +++ ++ ++
Luzelle V1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.166 ++ + + ++
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(46° 21" 37" Nord, 0° 03" 25" Est). Les microparcelles ont ¢été¢ exposées au climat local type
océanique (température moyenne de 14°C pendant la période d’expérimentation avec des
hivers caractérisés par une forte humidité et 1’été par des périodes seches. Le sol se caractérise
par une texture limoneuse en surface (Figure 2.3) et davantage argileuse en profondeur
(Hubert 2008). Les microparcelles (1,3 x 5m) ont été conduites sans irrigation ni fertilisation.
Les melanges sont tous composés de sept especes couramment utilisées en prairies semées et
qui associent trois graminées (D. glomerata, F. festuca, et L. perenne) et quatre légumineuses
(T. repense, T. pratense, L. corniculatus et M. sativa). La proportion des espéces en termes de
masse de graines est différente entre les especes au sein d’un mélange en raison d’une part du
poids spécifique des graines qui différe (Figure 2.4) et d’autre part d’un choix du
sélectionneur basé sur des proportions fréquemment installées et commercialisées. En
revanche, ces proportions sont strictement identiques entre les cing mélanges (Tableau 2.3).
Les mélanges different par leur niveau de diversité génétique approché par le nombre de
variétés par espece selon trois niveaux de diversité génétique (figure 2.2 et Tableau 2.3), trois
mélanges (M-1, M-2, et M-3) avec un niveau de diversité faible (une variété par espéce), un
mélange (M-4) avec un niveau intermédiaire (jusqu’a trois variétés par espéce) et un mélange
(M-5) a forte diversité génétique (jusqu’a six variétés par espéce). Les variétés ont été
choisies par le sélectionneur pour étre contrastées sur la hauteur végétative, la phénologie, et
le port des plantes (port dressé ou étalé) (Tableau 2.3). Dans les mélanges a diversité
génétique intermédiaire et a diversité génétique forte (M-4 et M-5), les proportions des
variétés au sein des especes ne sont pas équivalentes entre elles (Tableau 2.3) et résulte du
choix du sélectionneur de conserver un bon équilibre entre variétés non pas en termes de
masse de graines mais en termes de caractéristiques et en particulier de précocité. Ceci afin
qu’il y est au sein de 1’espece considérée autant de variétés précoces que tardives. Toutes les
semences utilisées dans ce dispositif pour la constitution des cing mélanges et leurs réplicas
proviennent des mémes lots de semence initiaux. La constitution des mélanges répond a une
logique du sélectionneur de créer des mélanges avec certaines spécificités : Le mélange M-1
(diversité génétique faible) est un mélange commercialisé par 1’entreprise qui offre un niveau
de production satisfaisant et est utilise comme témoin dans son expérimentation. Le mélange
M-2 (diversité génétique faible) regroupe des variétés élites pour chaque espéce qui se
caractérisent chacune par une forte production de biomasse. Le mélange M-3 (diversité

génetique faible) regroupe des variétés adaptées a des climats assimilés type méditerraneen
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Figure 2.4 Poids spécifique pour chaque espéces exprimé en g/1000 graines (source :
Chambre d’agriculture de la Loire). La différence de poids spécifique entre espéces implique
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c’est-a-dire des variétés plus adaptées a des périodes estivales marquées. Le mélange M-4
(diversité génétique intermédiaire) regroupe jusqu’a trois variétés par espece mais ces variétés
sont peu contrastées phénotypiquement et phénologiquement. Enfin le mélange M-5 (diversité
génétique forte) regroupe toutes les variétés utilisées dans les autres mélanges avec des
variétés contrastées et des variétés redondantes au sein des especes. Le choix de mettre des
variétés redondantes phénotypiquement, notamment pour le mélange M-4, est un souhait du
sélectionneur pour tester 1’effet de la redondance phénotypique des variétés. Chaque mélange
a eté répliqué trois fois et réparti aléatoirement dans trois blocs. 1l y a donc 15 microparcelles

au total.
4.2 Dispositif pépiniere

En paralléle au dispositif microparcelles, une pépiniére de plantes isolées a été installée a
I’INRA de Lusignan en septembre 2013 (Figure 2.5) contenant toutes les variétés utilisées
dans le dispositif microparcelles, soit au total sept espéces avec 32 variétés. Chaque variété
est représentée par 30 individus aléatoirement échantillonnés et chaque individu a été cloné
trois fois afin d’installer trois individus génétiquement identiques qui ont été répartis en trois
blocs dans la pépiniére de plantes isolées. Les individus étaient espacés de 70 cm afin d’éviter

toutes interactions entre plantes. Un espace plus conséquent (140 cm) a été appliqué pour T.
repens du fait de sa particularité a développer des stolons sur de longues distances.

4.3 Effet de la diversité génétique : les meures

4.3.1 Mesure des conditions climatiques

Caractériser les conditions climatiques lors de la période d’expérimentation est important car
elles peuvent impacter la production de biomasse, aussi bien a 1’échelle de la communauté
végétale qu’au niveau des especes, et des effets de la diversité génétique peuvent tre attendus
sur la réponse de la communauté, particulierement en cas de fort déficit hydrique au regard
des résultats obtenus par Prieto et al. (2015). Pour quantifier 1’évolution de I’intensité des
déficits hydriques entre saisons et les annees, deux indices ont été calculés. Un simple bilan

quotidien de la teneur en eau du sol (considéeré comme un réservoir de sol unique de 150 mm
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Figure 2.5 Pépiniére de plantes isolées contenant 32 variétés appartenant a sept espéces
utilisées dans le dispositif microparcelles.
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de profondeur) a été calculé par rapport a la disponibilité maximale en eau du sol (SMWA)

simplifié d'aprés Kunrath et al. (2015) selon la formule suivante :

[ sMwa,_,
SMWA; = SMWA,_, — ET; X Min| 1;——=1
RFU

1-T%o

Ou SMWA; est la teneur en eau du sol du jour i (rapport entre la hauteur d’eau contenu dans la
réserve utile et la hauteur maximale de hauteur d’eau), SMWA;_; la teneur en eau du jour
précédent (la premiére valeur est fixé arbitrairement a 50), ET; correspond a
I’évapotranspiration estimée avec 1’équation de Penman, RU désigne la capacité maximale de
la réserve utile (fixé a 160 dans notre expérimentation, d’aprés Kunrath et al. (2015), RFU
correspond a la capacité de drainage du sol évaluee selon la formule :

RFU = ¢ x RU

Ou ¢ est défini comme une constante caractéristiqgue du sol correspondant a la réserve
journaliere d'eau dans le sol fixé dans notre expérimentation a ¢ = 0.6 d’aprés Kunrath et al.
(2015).

Tous les mélanges étaient considérés comme ayant le méme SMWA et le méme taux
d'évapotranspiration quotidien. Le premier indice était la fraction de la teneur en eau du sol
(FSWC) moyennée sur toute la période de repousse. Le deuxiéme indice a été calculé sur la
base de Il'estimation faite par 1’organisation des nations unies pour l’alimentation et
I’agriculture (FAO) des valeurs seuils pour les especes prairiales = 40% (seuil en dessous
duquel une plante fourragére est considérée en stress hydrique) et correspond a la proportion
de jours entre deux coupes avec FSWC inférieure a 40%. De plus, les précipitations,
I'irradiance solaire globale, la température et I'humidité de l'air et le vent & deux métres de
hauteur ont été enregistrés quotidiennement sur une station météorologique automatique
appartenant au réseau INRA situé a deux kilometres du dispositif microparcelles. La base de
données CLIMATIK a fourni les données certifiées et I'évapotranspiration potentielle a été

calculée a l'aide de I'équation de Penman calibrée pour un gazon de fétuque élevé irrigue.
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4.3.2 Estimation de la biomasse totale et de la biomasse spécifique dans

chaque mélange (microparcelles)

La biomasse totale de chaque mélange a été mesurée trois fois par an (correspondant & une
coupe de printemps, d’été et d’automne) pendant cinq années consécutives (de 2012 a 2016)
par une fauche compléte de la microparcelle a 5 cm au-dessus du sol. La masse fraiche totale
de chaque microparcelle a été pesée. Un échantillon par microparcelle a été prélevé puis mis a
I’étuve a 60 °C pendant 72h et la masse séche a été pesée. A partir du ratio entre masse
fraiche et masse séche de I’échantillon, la masse séche de la totalité de la microparcelle a pu

étre estimée.

Au préalable de chaque fauche, quatre quadrats (0,33 x 0,15m) ont été placés de facon
aléatoire dans chaque microparcelle et la biomasse de chaque espece au sein de ces quadrats
a été récoltée, triée, séchée a I’étuve a 60 °C pendant 72h et la masse seche a été pesée. A
partir du ratio entre masse fraiche et masse seche, nous avons estimé la biomasse de chaque
espéce pour chaque microparcelle et donc les proportions des espéces par microparcelle. En
raison de la lourdeur de la tache, la biomasse de chaque espéce a été estimée sur I’ensemble
des microparcelles de deux blocs sur les trois premiéres années, puis afin de gagner en
précision a un moment clé dans la dynamique des mélanges d’espéces (pérennité de T.
repense limitée a trois ans), I’estimation des biomasses de chaque espéce a été conduite sur
I’intégralité des blocs a partir de la quatrieme année. Pour chaque parcelle et chaque année, la
biomasse totale annuelle, c’est-a-dire la biomasse annuelle de toutes les especes confondues,
et la biomasse annuelle des espéces, ¢’est-a-dire la biomasse annuelle de chacune des especes,
ont été calculées en additionnant les trois mesures (printemps, été et automne). Les
coefficients de variation interannuels pour la biomasse totale annuelle ont été calculés comme

suit:
. O—,
CVinter — annual = —
U

Ou o' est I'écart type de la biomasse annuelle entre les années et p' la biomasse annuelle
moyenne sur cing ans. Les coefficients de variation ont été calculés pour chaque

microparcelle.
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4.3.3 Estimation de I’équilibre d’abondance des espéces

Pour définir I'équilibre d'abondance des especes dans chaque mélange, nous avons adapté
I'indice d'équilibre de Pielou (Pielou 1966), basé sur I'indice de Shannon (Shannon & Weaver
1963). Contrairement aux indices de Pielou et de Shannon-Weaver qui sont basés sur le
nombre d’individus de chaque espece, la proportion d’espeéces dans notre indice d’équilibre
(J’) est basée sur la biomasse séche de chaque espéce dans la microparcelle. Tout d'abord,

I'indice de diversité (H) a été calculé comme dans 1’équation de Pielou (1966).

S
H= —Zbi*log b;
i=1

ou b; représente la proportion de biomasse des espéces i. Dans cette équation, la valeur
maximale prise par H est atteinte lorsque la distribution entre les espéces est parfaitement
uniforme, ¢’est-a-dire parfait équilibre d’abondance. Dans ces conditions, Hmax = log(S), ou S
représente le nombre d'espéces. La valeur 0 a été attribuée aux espéces disparues. L’indice

d’équilibre (J *) est alors défini comme suit:

]l = H/Hmax

Avec des valeurs de J’ variant de 0 a 1. Dans notre cas, S est le nombre total d’espéces mis
initialement, S est donc fixe dans notre équation (sept especes). Indépendamment, deux séries
de mesures de la biomasse spécifiques ont été réalisées la sixieme année et un indice
d’équilibre d’abondance entre graminée et légumineuse a été calculé sur la base de la méme
formule que pour 1’équilibre d’abondance des especes mais cette fois-Ci a partir des

proportions entre graminées et légumineuses.

Le coefficient de variation interannuel de 1’indice d’équilibre d’abondance des espéces (J ’) a

été calculé pour chaque microparcelle comme suit:

(0]
CVp = _P
Up

ou oy, est 1'écart type de l'indice d’équilibre d’abondance des espéces entre les années et i, la

moyenne de l'indice sur cing ans.
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4.3.4 Estimation du niveau de synchronie des especes

L'indice de synchronie des especes (Loreau & de Mazancourt 2008) a été calculé pour chaque
parcelle chaque année. L'indice de synchronie des espéces mesure le niveau de synchronie des
pics annuels de biomasse des especes et est fréquemment utilisé en écologie. L'indice de

synchronie (¥j) du mélange j a été calculé comme suit:

2
9j

B iy Gij)z

¥j

ou o;° est la variance de la biomasse totale dans la microparcelle j des mesures saisonnieres
(mesure de printemps, été et automne) et o;; est I'écart type de la biomasse de I'espéce i dans
le mélange j entre les mesures. La valeur ¥ = 1 indique que les espéces du mélange sont
parfaitement synchrones dans leur pic de biomasse annuel dans la parcelle. La valeur ¥ = 0,
le pic annuel de biomasse des especes dans la parcelle est totalement asynchrone (décalage

maximal dans le temps).

4.3.5 Analyses Statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées a l'aide du logiciel R (v. 3.2.4, R Development Core
Team, 2016). L'indice Shannon Weaver a été calculé avec le package Vegan (Oksanen et al.
2016). L'effet mélange a été testé, via une ANOVA, sur la biomasse totale annuelle, la
biomasse annuelle des espéces, 1'indice d’équilibre, 1'indice de synchronie, les coefficients de

variation interannuels de la biomasse totale et des coefficients de variation interannuels.

L'analyse de la variance (ANOVA) a été réalisée avec la fonction « aov » dans R. Notre plan
d’expérience était équilibré, avec mélanges et blocs comme facteurs fixes selon le modéle

suivant:
Y=pu+ap+ B+ &um

ou Y est la variable expliquée, a; l'effet fixe du mélange, B; I'effet fixe du bloc et &, est
I'erreur du modéle. Les tests de Tukey (comparaisons multiples) ont été effectués lorsque
I'effet mélange était significatif au seuil de 5 %, pour une comparaison des mélanges deux par

deux (fonction « TuKeyHSD »). Ce modele a été utilisé systématiquement pour tester I'effet
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du meélange sur toutes les variables expliquées. La corrélation a été estimée et testée entre
l'indice d’équilibre des espéces et I'indice de synchronie d’une part et entre l'indice d’équilibre
et la biomasse annuelle totale d’autre part, a ’aide de test de régression (fonction « Im »). La
normalité et I'nomoscédasticité des résidus ont été vérifiées en utilisant Shapiro.test et
Bartlett.test. Les données climatiques mettent en évidence une sécheresse plus forte les deux
derniéres années (Fig. 1), aussi afin de ne pas confondre I’effet de 1’dge des mélanges avec
I’effet de la sécheresse, sur la biomasse annuelle totale, nous avons réalisé une analyse de la
variance a I’aide de la fonction « aov » dans R. Notre plan d’expérience était équilibre, le
mélange, le bloc, la sécheresse et 1’4ge étant des facteurs fixes et les individus (identité des

microparcelles) constituant un facteur aléatoire selon le modele suivant:
Yikim = utag+ By + Ty +¥m + (@D m + (@) gm + @TV)m + U + Ejkim

ou Y est la variable expliquée, a; l'effet fixe du mélange, g, I'effet fixe du bloc. .,
(secheresse : correspondant au nombre de jours en jour Julien par an que FSWC était <40%)
et ¥, (age : le nombre dannées depuis le semis) sont les covariables introduites dans le
modele. u; I'effet intrasujet (terme d'erreur) et &, est l'erreur du modele. (at)y,, est
I'interaction entre le facteur mélange et la covariable sécheresse, (ay ) est l'interaction entre
le facteur mélange et la covariable age, et (ty),, est l'interaction entre les covariables

sécheresse et age. Le pourcentage expliqué par chaque facteur a été calculé comme suit:

6, = 2%« 100
s,

Ou 6y, est le pourcentage expliqué par le facteur h, SC;, est la somme des carrés du facteur h et

SC; est la somme totale des carrés du modeéle.

5. Dynamique de la diversité phénotypique et génétique dans les
mélanges
5.1 Dynamique de la diversité génétique

Afin de vérifier la bonne installation des variétés a To et de suivre la dynamique de la diversité
génétique approchée par la diversité variétale au cours du temps, des prélevements

d’individus de chaque espéce dans chaque microparcelle dans lesquels les espeéces contenaient
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Tableau 2.4 Nombre d’individus échantillonnés pour la mesure des abondances variétales
via Dassignation moléculaire. Un nombre d’individus échantillonnés inférieur au nombre
requis s’explique par une abondance insuffisante de 1’espéce dans la microparcelle.

Espéce Bloc Mélange M-4 Mélange M-5
Ngrgz::n(ili“]:r::::s Année 1 Année 3 Année 5 NZZ?;:[::}:T:;\:::S Année 1 Année 3 Année 5
Dactylis
glomerata
| 48 43 43 45 96 84 80 81
1l 48 45 39 37 96 93 76 78
Festuca
arundinacea
| 48 34 46 46 96 33 31 82
1] 48 39 44 42 96 84 38 69
Lolium
perenne
| 48 47 14 33 96 96 17 8
I 48 46 14 21 96 93 13 17
Trifolium
repens
| 48 43 31 21 48 43 29 31
1l 48 44 31 13 48 46 42 20
Trifolium
pratense
| 32 30 14 32 32 20
1} 32 32 18 32 31 29
Lotus
corniculatus
| 32 31 5 3 48 42 7 4
1l 32 31 3 4 48 46 8 6
Medicago
sativa
| 48 39 11 8 96 83 32 30
1l 48 34 5 8 96 77 27 23

Tableau 2.5 Combinations d’amorces pour microsatellites (SSR) a partir d’une PCR pour

Lolium Perenne

SSR markers

5’ Primer sequence

3’ primer sequence

LpSSR0O66
LpSSRO58
rv0641
M15185
B4D70p
LmgSSRO1-08H

GCCAGTGCCCATTCCGATAA
CGATGAACTCAAGGGGGATT

TGCATAACTTCACTGCAGCATA

GGTCTGGTAGACATGCCTAC
CTGGCSCTGTGCTCCGYG
ATGGAACTCTGGCACACCAG

CCCCACTCCAACCAAAGCAA
GCACCGGTCTAGGGACAGAA
AGAAACTCGGTAGAAGGACCTC
TACCAGCACAGGCAGGTTC
TCGCCGTCCACCTACCAC
GCATGGCTACATCCTTCCAG
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plusieurs variétés semées (M-4 et M-5) ont été effectués sur deux blocs 1’année 1, 3 et 5 de
I’expérimentation. Le nombre d’individus prélevés pour une espece est calculé en fonction du
nombre de variétés composant cette espéce (Tableau 2.4), I’optimum calculé étant de 16
individus par variété. C’est ce que nous avons prélevé a chaque fois que cela était possible en
respectant une distance de 20 a 40 cm (selon 1’espéce) entre individus a échantillonner pour

éviter de preélever plusieurs fois le méme individu.

L’ADN des individus prélevés dans les microparcelles a été extrait en utilisant le kit de
purification CTAB et Chloroforme (CYMMIT, 2005) et 1’assignation de ces individus a une
variété a été faite par assignation moléculaire a ’aide d’un référentiel que nous avons
construit (Figure 2.6). La qualit¢ des ADN et leur concentration ont été vérifiées par
¢lectrophorese avec des gels d’agarose 1%. Le référentiel a été construit a partir d’un
échantillon de génotypes issus des lots de semences initiaux de chaque variété. Ces genotypes
(16 par variété pour chaque espéce) ont été installés, a partir de graines issues des mémes lots
de semence initiaux utilisés pour les microparcelles. L’ADN de ces génotypes a été extrait
avec la méme méthodologie de kit de purification CTAB et Chloroforme (CYMMIT 2005).
Des marqueurs microsatellites ont été utilisés pour L. perenne du fait de sa diploidie et des
marqueurs AFLP ont été utilisés pour les autres espéces (toutes polyploides). Pour les
marqueurs microsatellites, les ADN ont été amplifiés par réaction en chaine par polymérase
(PCR) pour six loci (Tableau 2.5).

Cette PCR a été effectuée dans un volume final de réaction de 10pul contenant 1X polymerase
buffer, 0.325 U de MP polymerase Biomedicals, 0.2 mM de dNTP (Invitro-gen), 0.1uM
d’amorce avec une queue M13, 0.2uM d’amorce invers¢, 0.1uM de queue M13 IRD700 ou
IRD800 amorce marquée et 20ng d’ADN. Les PCR ont été effectuées avec un thermocycleur
«Tetrad2 » (Biorad). Une dénaturation de 4 minutes a 94°C suivi de 35 cycles de 30 s a 94 °C,
1 min a température d’hybridation (65°C — 1°C/cycle), 1 min & 72°C et puis 10 min a 72°C
pour la phase finale.

Pour les marqueurs AFLP, le protocole décrit par Vos et al. (1995) a été utilisé. Les
amplifications sélectives ont été effectuées avec des paires d’amorces générant un maximum

de polymorphisme. Le nombre de couples d’amorces utilisées varie d’une espece a I’autre de
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Tableau 2.6 Combinaisons d’amorces par espéce utilisée pour les marqueurs AFLP.

Espéce Amorce AFLP selective Nombre de
marqueurs
polymorphes

Dactylis glomerata 162

E-ATT/M-CCG 60
E-ACA/M-CGG 102
Festuca arundinacea 96
E-ACA/M-CTCG 38
E-AAG/M-CCTA 21
E-ACC/M-CAG 37
Trifolium repens 116
E-ACA/M-CCT 65
E-AAC/M-CCA 51
Trifolium pratense 78
E-ACA/M-CTT 56
E-ATC/M-CCT 22
Lotus corniculatus 161
E-AAG/M-CTG 42
E-AAA/M-CAC 51
E-ACT/M-CTA 39
E-ATC/M-CAT 29
Medicago sativa 381
E-ACA/M-CTG 82
E-ACC /M-CAA 41
E-ACA /M-CGT 53
E-AAA /M-CGC 40
E-ATG/M-CCG 37
E-AGC /M-CCC 26
E-ACA/M-CTGG 20
E-AAA/M-CTCG 23
E-ATG/M-CGC 24

E-ATA/M-CGG 35




deux a dix paires d’amorces (Tableau 2.6) selon le polymorphisme et donc 1’information
apportée par le couple d’amorce. Un séquenceur Li-Cor IR2 a été utilisé pour séparer les
fragments d’ADN amplifiées sur un gel d’acrylamide a 6,5%. La séparation des marqueurs a
été codée avec SAGA Generation 2 par deux personnes et les résultats obtenus compareés. Le
nombre de bandes codées pour fournir une assignation variétale avec un taux d’erreur

inférieur a 5% était variable selon les espéces (entre 78 et 380 bandes codées).

Le méme protocole d’amplification d’ADN a été suivi pour les individus prélevés in situ dans
les microparcelles au cours du temps. Pour L. perenne, les individus prélevés in situ ont été
assignés a une varieté en utilisant le «logiciel GeneClass2 » a partir du référentiel. Le
logiciel structure basé sur la méthode marqueur dominant (Version 2.3.4) a été utilisé pour
analyser les données AFLP avec des paramétres spécifiques aux espéces (2.10* itérations et
5.10* méthode de Monte-Carlo par chaines de Markov-MCMC pour toutes les espéces
excepté pour F. festuca et M. sativa avec respectivement 10* et 2.10* itérations). Ces
parametres ont été obtenus de fagon empirique en augmentant progressivement les parametres
lors de la construction du référentiel. L’assignation des individus prélevés in situ a des

variétés a permis de calculer les proportions variétales in situ (Figure 2.6) au cours du temps.

5.2 Dynamique de la diversité phénotypique

Comme pour les prélévements d’individus in situ pour le suivi de la dynamique de la diversité
génétique, le phénotypage in situ dans les microparcelles a été fait sur les deux mémes blocs.
La hauteur végétative a été mesurée in situ sur 20 individus par espéce quand cela était
possible, soit prés de 1400 plantes. La hauteur végétative est un trait clé largement utilisé en
¢cologie pour caractériser la stratégie d’acquisition de la lumicere, la capacité compétitive des
especes avec les espéces voisines, et expliquer la capacité des espéces a produire dans une
communauté prairiale (Weiner & Thomas 1986; Westoby 1998; Falster & Westoby 2003;
Pontes et al. 2012). Cette opération a été effectuée les années 1, 2, 3 et 5 de I’expérimentation
afin d’obtenir la dynamique de la diversité phénotypique pour ce trait majeur au sein de

chaque microparcelle des blocs 1 et 2.
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Figure 2.6 Protocole d’assignation variétale pour des marqueurs AFLP. Des préléevements
ont été effectués sur des individus cultivés en pot dont I’appartenance variétale est connue
(Réferentiel) et sur des individus prélevés in situ en microparcelles mais dont 1’appartenance
variétale est inconnue. A partir des ADN extraits et amplifiés avec des amorces spécifiques,
I’assignation des individus prélevés in situ a une variété a été réalisée en comparant les profils
obtenus par migration (électrophorése) des ADN amplifiés des individus dont I’appartenance a
la variété est connue (Référentiel) aux profils des individus in situ. Le méme principe a été
effectué pour les marqueurs microsatellites.
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5.3 Analyses statistiques

Les distributions des hauteurs des especes ont été modélisées en utilisant un cadre de
modélisation distributionnelle (similaire a I'approche GAMLSS). Cette approche a permis de
modéliser tous les paramétres d'une distribution paramétrique a la suite d'une équation
contenant des parametres hiérarchiques et des fonctions de lissage. La complexité de tels
modeles pouvant difficilement étre capturée par les méthodes classiques a maximum de
vraisemblance, les parametres ont été estimés dans un cadre bayésien utilisant le hamiltonien
Monte-Carlo, tel que mis en ceuvre dans 1'échantillonneur No-U-Turn du logiciel Stan.
Plusieurs modeéles ont été testés (Table 2.6.) en introduisant successivement des parametres ou
des facteurs. La comparaison des modeles a été effectuée a l'aide de Watanabe-Akaike-
Information-Criterion (WAIC) (voir ci-dessous) afin d’identifier les caractéristiques des

niches et I’implication des facteurs dans leur évolution.

La distribution des hauteurs des espéces a été décrite en utilisant la distribution gamma
paramétrée en fonction de deux parameétres indépendants décrivant la moyenne (u) et la
dispersion (). La distribution gamma a l'avantage de pouvoir décrire une distribution
asymétrique, ce qui peut souvent se produire dans le cas de variables aléatoires strictement
positives proches de 0. La distribution gamma a partir de laquelle la valeur de hauteur de

I'individu i est échantillonnée suit la formulation générale :

yi~ Gamma(uf ¢y, pid;)
log(u;) = BeX; + BrX; + f1(t)
log(¢:) = veXi + v Xi + f2(t)

Xi étant une matrice de conception de covariables décrivant I'environnement d'observation i,
alors que fr et yr sont des parametres fixes, tels que des interceptions pour les identités des
blocs (tous les modéles — voir Tableau 2.6) pour la moyenne et la dispersion respectivement.
Pr et yr représentent les parameétres de populations hiérarchiques décrits par une distribution
normale avec un écart type estimé, respectivement pour la moyenne et la dispersion. Dans
notre cas, les paramétres hiérarchiques décrivaient une interception variable des mélanges
(tous modeles — voir Tableau 2.6), des especes (tous modeles sauf Mods - voir Tableau 2.6) ou

des especes a différents niveaux de diversité génétique (Mods), mais aussi des pentes
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Tableau 2.6 Modéles décrivant la dynamique des niches des espéces a travers le temps et la

sélection génétique

Modeéle

Description

Model selection - niches

Modo

Mod1

Mod>

Mods

Modele estimant les interceptions pour les blocs, les mélanges et
les especes, tant pour la moyenne que pour la dispersion

Modéle contenant des interceptions et des splines communes a
chaque espece, décrivant I'évolution de la moyenne et de la
dispersion de la niche dans le temps

Modéle contenant des interceptions pour la moyenne et la
précision, mais avec une spline décrivant indépendamment
I’évolution de la hauteur moyenne de chaque espéce dans le
temps

Modele complet avec interceptions et splines pour chaque espéce
décrivant indépendamment I'évolution de la hauteur moyenne et
de la dispersion des niches dans le temps

Modeéle selection - genetic selection

Modo

Mody

Mody

Modele estimant les interceptions pour les blocs, les mélanges et
les espéces, tant pour la moyenne que pour la dispersion

Modele estimant les intersections successives et la déformation
de niche de chaque espece dans le temps en utilisant des splines
cubiques

Modéle estimant les intersections successives, les splines liant le
temps a la moyenne et a la dispersion et |'effet des modifications
de I'abondance des cultivars sur ces parametres
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variables entre les proportions de variétés dans chaque mélange et la distribution des hauteurs
(Mod2' - Tableau 2.6). fis et f2s ont décrit des splines cubiques liant les années a la moyenne et
a la dispersion de chaque distribution des hauteurs des espéce. Mod: a estimé une spline
commune pour toutes les espéces a la fois pour la moyenne et la dispersion, tandis que Mod: a
estimé une spline par espéce pour la moyenne seulement. Modsz, Mod;- et Mod, ont estimé
une spline par espéce pour la moyenne et la dispersion. Mods a estimé une spline par espece
pour chaque niveau de diversité génétique au sein des especes (1 variété par espeéce, jusqu'a 3
variétés par espece ou jusqu'a 6 variétés par espece). Nous avons utilisé la régularisation a
priori pour optimiser I'estimation et limiter le sur-ajustement, sur la base de distributions t-

student avec 3 degres de liberté et moyenne et échelle ajustées.

Le posteriori de chaque modéle a été échantillonné a l'aide de Il'algorithme NUTS via le
paquetage brms R (version 2.2.3), ce qui permet de calculer facilement les prédictions et de
fournir des liens vers le package de comparaison de modeéles loo (version 2.0.0). Le logiciel
Bayésien Stan fournit des diagnostics de comportement anormal d'échantillonnage et de
mélange de chaines. Nous avons pris soin d'éviter les transitions divergentes et de garantir la
convergence en Vérifiant que le facteur de réduction d'échelle de chaque parameétre, indiquant

la convergence des chaines, ne dépassait pas 1,1.

La comparaison des modeles a été effectuée a l'aide de Watanabe-Akaike-Information-
Criterion (WAIC) implémenté dans le package loo. Ce critere peut étre interprété comme le
critere Akaike-Information-Criterion, les meilleurs modéles présentant le critére le plus bas.
Cependant, WAIC incorpore I’incertitude sur la densité log-prédictive du modeéle et est donc
décrit par une distribution approximativement normale avec une erreur-type estimée. Nous
avons interprété l'ampleur de la différence de la méthode WAIC des différents modeéles
(AWAIC), mais aussi l'incertitude quant a cette différence. Un AWAIC inférieur au double de
son erreur-type (approximativement équivalent a l'intervalle crédible a 95%) a été considéré
comme fournissant peu de support au meilleur modele. Tous les calculs ont éte effectués en

utilisant la version R 3.4.4.
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6. Caractérisation physique et diversité microbienne du sol des

microparcelles
6.1 Echantillonnage sol des microparcelles

La diversité microbienne a été mesurée sur chaque microparcelle. Pour ce faire, cinq carottes
de sols ont été prélevées sur chaque microparcelle. Les carottages ont été réalisés avec une
tariere de 10 cm de diameétre sur 15 cm de profondeur. Les carottes préleveées ont été
ensachées individuellement puis stockées au froid (4°C) jusqu’a la préparation des
échantillons. Chaque carotte de sol a été tamisée (tamis 2mm) et toutes les carottes de sol
provenant d’une méme microparcelle ont été poolées et homogénéisées dans des proportions
strictement identiques (20 g par carotte). Deux séries d’échantillonnage ont été effectuées, une
premicre au printemps (mai 2017) et une seconde fin d’été (septembre 2017) sur chaque
microparcelle dans les trois blocs. Au total, 30 échantillons ont été obtenus (5 mélanges x 3
blocs x 2 séries d’échantillonnage). Sur chaque pool de carotte par microparcelle, des

mesures de composants chimiques et de microbiologie ont été effectuées.

6.2 Mesures chimiques

Six variables chimiques ont été mesurées. Le pH a été mesuré avec un pHmetre aprés une
mise en suspension dans I'eau de I'échantillon de sol séché a l'air dans un rapport 1/5 (v/v).
L’azote total, le carbone total, le potassium total, le phosphore total, et la matiere organique
ont été estimés par combustion séche qui aprées séparation chromatographique des gaz formés
a permis de quantifier les différents éléments a 1’aide d’un catharométre (variables mesurées
par 'INRA d’Arras). A partir des variables chimiques mesurées, le rapport C/N a été calculé
car il est un facteur important dans la dynamique des communautés bactériennes et fongiques
(Grosso, Baath & De Nicola 2016).

6.3 Estimation de la diversité microbienne

La diversité et la structure des communautés microbiennes du sol ont été estimée par
séquencgage haut-débit de geénes cibles préalablement amplifiés a particr d’ADNs extraits

d’échantillons de sol.
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6.3.1 Extraction d'ADN, P’amplification par PCR et le séquencage

d'llumina Miseq

L’ADN a été extrait de 500 mg de sol a I’aide d’un homogénéisateur FastPrep-24 (MP
Biomedicals Europe, lllkirch, France) et du kit FastDNA SPIN pour sol (MP Biomedicals
Santa Ana, Californie, Etats-Unis) selon les recommandations du fabricant. Aprés les étapes
d’homogeénéisation et de lyse, la pureté des extraits d'/ADN a été améliorée par une étape de
lavage a la guanidine telle que décrite par Tournier et al. (2015). L'ADN a été dilué dans 100
pl de DES (Tampon de dilution du kit) et soumis & une étape de purification finale en utilisant
le kit de nettoyage DNeasy PowerClean Pro (QIAGEN, Courtaboeuf, France). Pour chaque
mélange expérimental, cing carottes de sol ont été extraits individuellement, lyophilisées et
stockées a -20°C avant analyse. Les ADN ont été amplifiés par PCR (Polymerase Chain
Reaction) pour caractériser les communautés bactériennes et fongiques du sol. Pour les
bactéries, une partie du géne codant I’ARNr 16S a été ciblée en utilisant les amorces V3F (5°-
TACGGRAGGCAGCAG-3’) (Wilson, Blitchington & Greene 1990) et V4R (5°-
GGACTACCAGGGTATCTAAT-3) (Lane 1991). Pour les champignons, 1’espaceur ITS2 des
ARNr des opérons ribosomiques a été ciblé en utilisant les amorces ITS86F (5°-
GTGAATCATCGAATCTTTGAA-3 ’) et ITS4 (5>-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (De
Beeck et al. 2014). Les amorces sens et non-sens ont ét¢ modifiés avant 1’amplification en

ajoutant respectivement les séquences adaptatrices
5’-CTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT-3’
5’-GGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT-3’

pour le multiplexage des produits de la PCR avant le séquencage. Les réactions
d'amplification ont été réalisées dans un volume final de 25 pl avec les amorces modifiées
(0,6 uM chacune), 2 pl d'extrait d'’ADN, 200 uM de chaque dNTP, 200 ng / ml de BSA, ADN
polymérase GoTag® (2 unités) et 1X Tampon réactionnel vert GoTag® (Promega,
Charbonnieres, France) a 94 °C pendant 3 min, 20 cycles a 94 °C pendant 45 s, 55 °C pendant
45 s, 72 °C pendant 45 s avec une étape finale d'allongement a 72 °C pendant 10 min. Pour
chaque microparcelle, les cing réplicats de PCR correspondant aux cing échantillons d'ADN
ont éte rassembles et évaporés en utilisant un concentrateur sous vide et remis en suspension

dans 50 ul d'eau stérile. Tous les produits d'amplicon ont été analysés en utilisant le
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séquencage Illumina MiSeq (2 x 250 pb) par Get-PlaGe (Genotoul, Castanet-Tolosan, France)
avec un multiplexage unique en utilisant un index maison de 6 pb, qui a été ajouté aux

amorces inverses pour une deuxiéme PCR a 12 cycles, en utilisant I'amorce sens suivante :
(AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACAGAC)
et I'amorce non-sens suivante :

(CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT-index-GTGACTGGAGTTCAGA-CGTGT)

Les produits de PCR résultants ont été purifiés et chargés sur la cartouche Illumina MiSeq
selon les instructions du fabricant. La qualité de l'analyse a été vérifiee a l'aide de PhiX
(20%), puis chaque séquence a été assignée aux échantillons a I'aide de I'indice « maison » de
6 pb.

6.3.2 Traitement de I'information

Le séquencage, la prédiction de base et le démultiplexage ont été effectués a l'aide de RTA
v1.18.54, MCS 2.6 et bcl2fastq2.17. Les lectures d'lllumina MiSeq ont été assemblées avec
vsearch v2.3.0 (Rognes et al. 2016) en utilisant la commande fastg_mergepairs et I'option
fastq_allowmergestagger. Le démultiplexage et le découpage de I'amorce ont été effectués
avec cutadapt v1.9 (Martin 2011), forcant une correspondance compléte pour les étiquettes
d'échantillons et permettant une correspondance partielle de 2/3 de longueur pour les amorces
sens et non-sens. Seules les lectures contenant les deux amorces ont été retenues. Pour chaque
lecture tronquée, I’erreur attendue a été estimée a I’aide de la commande vsq de fastg_filter et
de I’option eeout. Chaque échantillon a ensuite été dérépliqué, c’est-a-dire que des lectures
strictement identiques ont été fusionnées, en utilisant la commande derep_fulllength de

vsearch et converties au format FASTA.

Pour préparer le regroupement en unités taxonomiques opérationnelles (OTUs), les
échantillons ont été groupés et traités par un autre cycle de déréplication avec vsearch. Les
fichiers contenant des estimations d'erreur attendues ont également été dérépliqués pour ne
conserver que l'erreur la plus faible attendue pour chaque séquence unique. Le regroupement
a été effectué avec Swarm v2.1.9 (Mahe et al. 2014), en utilisant un seuil local d'une
différence et l'option fastidieuse. Des séquences représentatives des OTUs ont ensuite été

analysees pour la présence de chimeres avec la commande uchime_denovo de la commande
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vsearch (Edgar et al. 2011). En paralléle, 1’assignation taxonomique des séquences
représentatives ont été effectuée a 1’aide du pipeline stampa (https://github.com/frederic-

mahe/stampa/) et de la base de données 16S de référence SILVA v132 (https://www.arb-

silva.de/) (Glockner et al. 2017) pour les séquences bactériennes ou de la base de données ITS
de référence UNITE v7 (https://unite.ut.ee/) (Koljalg et al. 2013) pour les champignons. Les
résultats de regroupement, les valeurs d'erreur attendues, les assignations taxonomiques et les
résultats de la détection des chimeres ont été utilisés pour créer un tableau brut OTU (Unité
taxonomique opérationnelle). Jusque-1a, les lectures qui ne pouvaient pas étre fusionnées, les
lectures sans étiquettes ni les amorces, les lectures inférieures a 32 nucléotides et les lectures
avec des bases non appelées («N») avaient été éliminées. Pour créer le tableau OTU
«nettoyé», des filtres supplémentaires ont été appliqués pour ne garder que les OTU non
chimériques, les OTU avec une erreur attendue par nucléotide inférieure & 0,0002, les OTU
contenant plus de 3 lectures ou observés dans 2 échantillons et les OTUs attribués aux taxons

bactériens ou fongiques avec au plus de 80% de similarité.

6.3.3 Diversité microbienne

La diversité microbienne a été estimée avec de I’indice de Shannon-Weaver calculé
séparément pour la diversité bactérienne et la diversité fongique a partir des proportions de

chaque OTUs selon la formule suivante :

s
H= —Zbi*log b;
i=1

ou b; représente la proportion de I’OTUs i.

6.4 Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été effectuées en utilisant le logiciel R (v. 3.5.0, R Development
Core Team, 2018). L’effet mélange a été test¢ sur [’équilibre d’abondance entre
graminées/légumineuses (indice de Pielou) et la diversité microbienne (indice de Shannon),
les mesures chimiques du sol (pH, matiére organique et le rapport C/N) et la biomasse
végétale. La normalité et I’homoscédasticité des données ont été vérifiés avec les fonctions

Shapiro.test and Bartlett.test. L’analyse de variance (ANOVA) a mesures répétées a été
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conduite avec la fonction aov dans R avec le terme Error. Notre plan d’expérience était
équilibré avec les facteurs mélange, bloc, et saison comme facteurs fixes et le facteur sujet

déclaré en aléatoire selon le modele Mod5 suivant :
Yijem = n+a;+ B + 7 + (@0 + U + Eijjiem

OU Yijxm est la variable expliquée, a; est le facteur mélange (fixe), B; est le facteur bloc

(fixe), T est le facteur saison correspond aux séries de mesures, (at);, est I’interaction entre
le facteur mélange et saison, u,, est le facteur sujet (identité parcellaire correspondant a la
variabilité intra-sujet), et &;jjx, est 'erreur du modele. Un test de contraste a été conduit pour
chaque variable en contrastant les mélanges a faible et a moyenne diversité génétique (M-1,
M-2, M-3, et M-4) versus le mélange a forte diversité génétique (M-5) afin de tester I’effet de
la diversité genétique végétale (le mélange M-4 a été exclue en raison de sa forte redondance

variétale choisie par le sélectionneur — voir chapitre 2 section 4.1).

Afin de distinguer dans I’effet mélange, 1’effet li¢ & la composition génétique de celui lié a la
diversité végétale (équilibre entre graminées et Iégumineuses), la diversité végétale a été
introduite en covariable emboité dans le facteur mélange selon le modéle Mod6 :

Yijem = u+ Bj + e + (@i + um + &ijjiem

OU Yijxm est la variable expliquée, a; est le facteur mélange (fixe), B; est le facteur bloc
(fixe), T est I’équilibre d’abondance graminées/légumineuses, (at);; correspond a 1’effet
emboité du facteur mélange, u,, est le facteur sujet (identité parcellaire correspondant a la

variabilité intra-sujet), et &;; jx, est 'erreur du modele.

L’effet mélange sur la structure des communautés microbiennes a été testé avec une analyse
de variance basée sur une matrice de dissimilarité (Bray-Curtis) pour partitionner les distances
parmi les sources de variation. Cette analyse de variance, analogue a une analyse de variance
mutli-variée (MANOVA), a été conduite a partir des données d’abondance de trois champs
taxonomiques : OTUs, ordre et phylum afin de déterminer sur quel champ taxonomique il
existe un potentiel effet mélange. Cette analyse a été conduite avec la fonction adonis
(package vegan) sur R selon le méme modéle Mod5. En complément, une analyse
d'ordination a échelle multidimensionnelle non-paramétrique (NMDS) a été calculée a partir

des données d’abondance de trois niveaux taxonomiques (OTUs, ordre, et phylum) afin
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d’identifier les mélanges qui difféerent pour les communautés bactériennes et fongiques.
NMDS a été réalisé avec la fonction metaMDS sur R du package vegan. L’ordination permet
de représenter les mélanges sur un plan a faible dimension de fagon a ce que les mélanges

dissemblables soient plus éloignés les uns des autres.

Les Modéle d'équations structurelles (sem) ont été utilisés pour évaluer les relations directes
et indirectes entre les différents niveaux de diversités (diversité végétale et microbienne) et les
variables mesurées (biomasse végétale, pH, teneur en matiere organique, et rapport C/N). La
premicre étape des sem a été d’établir un schéma a priori basé sur les connaissances et
hypotheses de relations entre les variables du modéle. Une matrice de corrélation a été
calculée pour la construction a priori du modéle visant a identifier les corrélations existantes
entre variables. Le modele sem vise a tester I’effet de la diversité génétique végétale sur la
diversité microbienne via 1’équilibre d’abondance graminées/légumineuses et ses relations sur
la production de biomasse des plantes. Le modele a été testé séparément pour la diversité
bactérienne et la diversité fongique. Les relations entre les variables ont été estimées a partir
des coefficients de trajectoires chacun associé a une valeur (P). Ce coefficient est analogue au
coefficient de corrélation et indique 1’intensité et le signe de la relation liant les variables
entres elles (Grace 2006). La normalité des variables a été vérifiée avec la fonction
shapiro.test sur R. La qualité des modeéles a été estimée au regard du test y2 (validité globale
du sem est jugé bon lorsque la valeur p du test y? est supérieur 0,05) et I’indice d’ajustement
comparative (CFI) qui est un indice qui estime dans quelle mesure le modele testé est meilleur

que le modele d’indépendance (modele accepté lorsque CFI>0.95).

Enfin, afin de dissocier I’effet de la diversité bactérienne de la présence certains taxons clé
dans la fixation symbiotique de 1’azote sur la production de biomasse (Rhizobiaceae et
Frankiale). Une analyse de variance a mesures répétées avec effet niché a été conduite avec la

fonction aov sur R avec le terme Error selon le modéle Mod7 suivant
Yie = u+ 1+ o+ (aB)jr + up + €

Ou Y, est la biomasse vegétale, 7; est le facteur block (fixe), a; correspond a la diversité
bactérienne (indice de Shannon) (variable continue fixe), (af) j, correspondant la proportion

d’espéce fixatrice niché dans la variable diversité bactérienne (variable continue fixe), u; est
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Table 2.6. Variable mesurée en pépiniére

variable

description

Indicateur de fonction

Nombre de mesures

Hauteur

Surface foliaire

Biomasse

Précocité

C/N

dCi3

hauteur de la plante du niveau du sol jusqu’a
I'extrémité du feuillage

Variable estimée a partir des mesures de la largeur et
de longueur des limbes ou des folioles

Masse séche pesée apreés 72h de mise a I'étude a 60°C

précocité a été estimée en mesurant les dates
d’épiaison (graminées) ou de floraison (légumineuses)
de chaque individu Les dates ont été converties en
nombre de jours juliens.

Rapport C/N a été mesuré a partir d’échantillons de
feuilles éclairées prélevées sur chaque individu

le rapport entre le carbone isotopique 13 et le carbone
isotopique 12 naturellement plus abondant

Compétition pour la lumiére

Surface photosynthétique et
relation avec la compétition pour la
lumiere

biomasse aérienne  accumulée
pendant la période de pousse

Cycle de développement des
plantes et dynamique de croissance

Nutrition azotée des plantes

Tolérance des plantes face a une
contrainte hydrique

Cing séries de mesures (avril
2015 et 2016, septembre 2014,
2015 et 2016)

Trois  séries de  mesures
(septembre 2015 et 2016, et en
avril 2016)

Quatre séries de mesures
(septembre 2014 et 2016, et en
avril 2015 et 2016)

Une mesure faite en avril 2015

Une mesure faite en septembre
2015

Une mesure faite en septembre
2015
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le facteur sujet (identité parcellaire correspondant a la variabilité intra-sujet), et &;;;;; est

I’erreur du modele.

7. Mesures phénotypiques sur plantes en pépiniére

Afin de caractériser les variétés et ainsi la gamme de variabilité des espéces utilisées dans les
microparcelles, des mesures phéenotypiques sur chaque individu de la pépiniere en plantes
isolées ont été effectuees. Des hauteurs végétatives ont été mesurées deux fois par an, une
mesure effectuée au printemps (avril) et une faite apres la période estivale (septembre), sur
trois années consécutives (2014 a 2016). Des mesures de traits morphologiques (surface
foliaire et hauteur), de biomasse, de phénologie (data épiaison) et de caractéristiques
chimiques (rapport C/N et dC13) ont aussi été conduites (Table 2.6). La mesure du carbone,
de I’azote et dC13 a été mesurée par spectre d’émission atomique des éléments aprés
excitation des atomes au plasma d’argon (flamme a 6 000 a 10 000°C-opération effectué par
I’INRA de Nancy).
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2

composante 2 (18%)
dC13(0.88) C/N (0.44) biomasse (-0.25)

8

composante 2 (18%)
dC13(-0.67) C/N(-0.57) surface foliaire (-0.44)

(E

composante 2 (19%)

biomasse (-0.77) surface foliaire (0.45) précocité (0.43) ~

(G)

composante 2 (23%)
C/N (0.79) dC13(0.76) précocité (0.26)

Figure 3.1 Analyse en Composante principale par espéce et toutes especes. Chaque
composante est représentée par les trois premiéres variables en termes de contribution relative.
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Chapitre 3 - Caractérisation du materiel végetal et du milieu

1. Données phénotypiques de la pépiniére et caractérisation des variétes

et especes utilisées

A partir de données phénotypiques effectuées sur les plantes en pépiniere, la moyenne des
séries de mesures pour chaque individu a été calculée pour chaque trait et une analyse en
composante principale (ACP effectuée avec le logiciel R et la fonction « dudi.pca» du
package «ade4 ») a été conduite pour discriminer les variétés entre-elles et identifier les
variétés contrastées et les traits sur lesquels elles se distinguent. Un bon préalable est de
vérifier que I’ACP permet dans un premier temps de discriminer les especes entres-elles et les
répartissent de facon cohérente par rapport a leur physiologie. Les résultats obtenus (Figure
3.1) montrent que les espéces se répartissent principalement le long de la composante 1 (44%
de I’inertie du nuage de points) avec les légumineuses qui tendent a se positionner avec de
faibles valeurs sur cette composante contrairement aux graminées qui tendent vers des valeurs
plus élevées. Ces faibles valeurs issues de la composante 1 pour les légumineuses indiquent
de faibles dC13 (approximation de la tolérance a la sécheresse) et une précocité plus tardive,
ce qui est cohérent avec leur physiologie connue. A I’inverse, les graminées se caractérisent
par une plus grande précocité et sensibilité au stress hydrique. La composante 2 sépare les
especes principalement par leur biomasse et leur surface foliaire, L. perenne et L. corniculatus
tendent a se différencier des autres espéces sur ces traits. A noter que la hauteur intervient peu
dans la discrimination des espéces pouvant traduire une proximité des especes pour ce trait en

conditions de plantes isolées.

Enfin une ACP a été conduite par espece afin d’identifier la dispersion entre individus de la
méme espece. Un premier résultat a noter est le fort chevauchement pour de nombreuses
variétés dans la plupart des especes, ceci est 1i¢ au fait qu’il s’agit de variétés synthétiques
abritant une gamme de variabilité des traits non négligeable. Les variétés de M. sativa (Figure
3.1.G) sont extrémement redondantes sans possibilité d’identifier une variété contrastée.
Cependant pour les autres especes, et ce malgré une forte redondance, des variétés contrastées
peuvent étre identifiées. Ainsi pour D. glomerata, la variété V-1 semble se distinguer des
autres (voir la correspondance des noms des variéetés dans le tableau 2.3) et les variétés V-1 et
V-6 pour F. festuca se distinguent sur la composante 1. Pour L. perenne se sont les variétés V-
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Figure 3.2 Régression par espéce et par variété entre la hauteur mesure au printemps et
celle mesurée a ’automne sur le dispositif pépiniére. La ligne en pointillé représente la
régression y=x. La répartition des points par rapport a cette droite indique le degré de plasticité
entre les deux saisons.
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5 et V-6 qui se distinguent mais également entre elles sur la composante 2. Pour T. repens et
L. corniculatus les variétes se structurent entre elles également sur les deux composantes. A
travers ces ACP, il a été possible de vérifier le degré de redondance des variétés mais
également de Vérifier que pour toutes les espéces : au minimum une variété contrastée était
présente a 1’exception de M. sativa. Autre résultat intéressant, la hauteur est le trait qui

explique le plus la dispersion des variétés sur la composante 1 pour I’ensemble des especes.

La corrélation entre la hauteur mesurée au printemps et la hauteur mesurée a 1’automne
(moyenne par saison et par bloc de chaque individu pour chaque génotype ) a été effectuée
(figure 3.2). Au niveau des especes, il existe des différences de hauteur entre saison. M. sativa
prend des valeurs plus ¢élevées a 1’automne (pousse lors de la période estivale) par rapport au
printemps, cela suggere une forte variation du trait liée a la plasticité (en relation avec
dynamique de croissance). Pour I’ensemble des autres especes, elles semblent se répartir le
long de I’axe de régression y=x. D.glomerata et T. pratense ne montrent pas de variations
significatives entre leur valeur de hauteur au printemps et leur valeur a 1’automne
contrairement aux autres especes pour lesquelles il existe des variétés qui se distinguent. La
variété V-4 pour F. arundinacea prend des valeurs plus grandes au printemps que a
I’automne, comme la variété V-6 et V-4 pour L. perenne. A I’inverse les variétés V-3 pour
T.repens et prennent des valeurs plus importantes a I’automne. Ces résultats indiquent pour ce
trait, qui a été utilisé pour le suivi de la diversité phénotypique in situ en microparcelles, une
forte plasticité entre saisons correspondant a des dynamiques de croissance différentes des

especes.

2. Diversite phénotypique de la hauteur au cours du temps dans le

dispositif microparcelles

La hauteur végétative des espéces est le trait majeur dans la compétition, son augmentation
permet d’éviter I’ombre du voisinage et donc la compétition pour la lumiere (Gommers et al.
2013). La ressource lumineuse est une ressource dans 1’effet est d’ordre 1 dans la compétition
en condition dense (Westoby 1998). Aussi, suivre la hauteur des plantes au sein d’un couvert
permet d’identifier I’effet des interactions compétitives et une différenciation de niches des
especes pourrait étre visible au cours du temps. Nous avons suivi la hauteur des plantes in situ

dans le dispositif microparcelle. La hauteur végétative est I’un des traits mesurés en pépinicre
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Figure 3.3 Décomposition de la variance (A, C, et E) et héritabilité (B, D, F) pour les six
variables mesurées dans le dispositif pépiniére. Cette décomposition de variance et le calcul de
I’héritabilité a été conduite par famille d’espéces avec les graminées (A et B), par 1égumineuses
(C et D) ou toutes espece confondus (E et F).
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qui a une héritabilité au sens large la plus importante apreés la précocité (Figure 3.3.B, D, et
F). De plus, c’est I’'un des seuls traits, avec la précocité, qui a une proportion importante de la
variance génétique liée au facteur variété, en particulier pour les graminées, ce qui est un
critére important dans la mesure ou la diversité génétique est suivie et approchée dans notre

dispositif par la diversité variétale.

3. Vérification d’installation des variétés dans les mélanges

Pour le mélange a diversité intermédiaire (M-4), six especes montrent des différences entre
les proportions attendues (semées) et réellement installées (Figure 3.4). Toutefois, les écarts
de proportions ne sont pas trés importants, exceptés pour L. corniculatus pour la variété
« Leo ». Pour le mélange a forte diversité génétique (M-5), quatre espéces montrent des
différences entre les proportions attendues et observées (Figure 3.4). Mais sur les 32 variétés
semeées pour ce mélange (toutes especes confondues), seulement les variétés « DacO5G »
pour D. glomerata, « PIS08 » pour F. festuca, et « Leo » pour L. corniculatus ne se sont pas
correctement installées. La mauvaise installation de ces variétés pourrait étre due a une faible
capacité germinative ou bien d’une plus faible capacité compétitive a I’installation en

présence d’un voisinage diversifié.

La vérification de I’installation des variétés dans les mélanges abritant de la variabilité
génétique intraspécifique (M-4 et M-5) permet de mettre en évidence une certaine différence
entre les proportions variétales semées et les proportions variétales installée. Mais cette
différence ne biaise pas nos traitements puisque en termes de niveau de diversité génétique
avec 18 variétés correctement installées sur les 19 pour le mélange a diversité intermédiaire
(M-4) et 29 variétés installées sur 32 pour le mélange a forte diversité (M-5), le gradient de
diversité génétique intraspécifique dont nous désirons tester les effets est maintenu et
exploitable. Pour les mélanges dont les especes contenaient une seule variété (M-1, M-2 et
M-3) le contrdle de I’installation a été faite par simple vérification de la présence de 1’espece

lors des mesures de biomasse.
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Figure 3.4 Proportion variétale théorique et installée pour chaque espéce et pour le mélange
M-4 & diversité intermédiaire (A) et & forte diversité M-5 (B). Les étoiles en exposant des noms
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une significativité avec P<0,05, "**" P<0,01 et "*** "P<0,001.
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4. Caractérisation des conditions climatiques de la période

d’expérimentation

L’intensité des déficits hydriques au cours de 1’expérimentation a été estimée avec I’indice
FSWC (chapitre 2) et la proportion de jours par an avec un indice inférieur a quatre seuils (de
10, 20, 30 et 40% correspondant respectivement a Prswc-10, Prswc-20, Prswc-30, €t Prswc-20) @
été calculé (40% est le seuil en dessous duquel les plantes est estimé en stress hydrique selon
la FAO) (Figure 3.5). Sur la base des mesures faite sur la période d’expérimentation, il est
possible de classer les années les unes par rapport aux autres. Les années 2 et 3 ont les valeurs
Prswc-40 les moins élevées (Figure 3.5) et sont donc moins séches que les années 1, 4 et 5.
Afin de définir si un fort Prswc-40 indique nécessairement une année séche sur cette période, il
est nécessaire de calculer cet indice sur une échelle de temps plus large. Sur la figure 3.5,
I’évolution de I’indice Prswec-40 Se distribue de part et d’autre de la valeur moyenne calculée
sur une période de 22 années (base de données CLIMATIK — INRA), indiquant des annees
plus séches lorsque I’indice est supérieur a cette normale et des années plus humides lorsqu’il
est inférieur. Au regard de cette moyenne, les années d’expérimentations 2 et 3 sont donc des
années humides. La derniére année (année 5) Prswc-40 €St au-dessus de la moyenne mettant en
évidence une année seche. Cependant il est important de vérifier comment se distribuent les
niveaux d’intensité de déficit hydrique en regardant la valeur de I’indice par tranche de 10%.
On peut voir que les années 4 et 5 ont des valeurs Prswc-10 les plus élevées sur cette période ce
qui traduit clairement des épisodes de sécheresses plus intenses liés a une durée de stress
hydrique plus longue. A noter le caractére non exceptionnel de ces années 4 et 5 qui semble
étre commun sur ce site sur les 22 années, contrairement aux années 2 et 3 avec un faible

Prswc-10 et qui semblent étre davantage exceptionnelles.
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Figure 3.5 Proportion de jours avec un indice FSWC inférieur a quatre seuils différents
(de 10, 20, 30 et 40% correspondant respectivement a Prswc-10, Peswc-20, Prswe-30, €t Prswe-40),
indiquant des intensités de déficit hydrique différent. La ligne bleu indique la moyenne de
Peswca0 (nombre de jours avec FSWC<40%) entre 1995 et 2017. Les lignes en pointillées
délimites la période d’expérimentations, et les chiffre numérotée de 1 a 5 correspondent aux
années d’expérimentation (de 2012 pour I’année 1 4 2016 pour ’année 5).
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Chapitre 4 -  Effet de la diversité génétique sur la production

des communautés multispécifiques prairiales

Ce chapitre investit I’effet de la diversité génétique sur la production de 15 communautés
multispécifiques prairiales installées par et chez un sélectionneur de plantes fourragéres
(dispositif microparcelles). Il examine entre autre la dynamique de la production de la
biomasse totale et spécifique pendant cinq années d’expérimentation au regard des conditions
climatiques, mais examine aussi la dynamique de 1’équilibre d’abondance des espéces et sa
relation potentielle avec les mécanismes de complémentarité. Ce chapitre rédigé sous forme
d’article fait écho a notre hypothése de travail HI : L’augmentation de la diversité génétique
augmente la capacité adaptative des espéces améliorant ainsi leur adaptation aux pressions
sélectives hétérogenes au sein du mélange, ce qui se traduit par une meilleure stabilité de la
production du mélange au cours du temps et une meilleure survie des espéces au sein du
mélange d’espéces. Cet article est publié dans la revue Annals of Botany. L’article publié¢ au

format de la revue est présenté dans la section « Annexe ».
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Manuscrit N°1

Increases of the benefits of species diversity in multi-species

temporary grasslands using within-species diversity

Augmentation des bénéfices de la diversité des espéces dans les

prairies temporaires multispécifiques avec la diversité intraspécifique

Julien Meilhac, Jean-Louis Durand, Vincent Beguier and Isabelle Litrico
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RESUME

Les effets positifs de la diversité des espéces sur le fonctionnement et la production des
écosystémes ont été largement discutés dans la littérature. En agriculture, ces effets sont de
plus en plus appliqués dans les cultures mixtes et en particulier dans les prairies temporaires.
Bien que largement étudiés au niveau des especes, les effets de ’augmentation de la diversité
géneétique au sein d’une espéce (c'est-a-dire la diversité intraspécifique) sur la productivité de
cultures plurispécifiques ont été beaucoup moins investis. Néanmoins, la diversité génetique
pourrait avoir des effets positifs importants sur les écosystemes agricoles et influer
positivement la production et 1’abondance des espéces dans les couvertures multispécifiques.
Nous examinons ici les effets de la diversité génétique sur les prairies temporaires multi-
especes. A partir d’un contexte d’amélioration des plantes et d’une situation réelle, une étude
de cas basée sur un dispositif mis en place par et chez un sélectionneur de plantes fourrageres
nous a permis d’analyser cinq mélanges semés ayant trois niveaux de diversité génétique
(obtenus avec différents nombres de cultivars). Ceux-ci correspondaient a des niveaux faibles,
moyens et élevés de diversité au sein d'une espece. La production de biomasse annuelle totale
et spécifique a été mesurée sur une période de cing ans. Nous montrons un effet positif de la
diversité genétique sur la production, sur la stabilité de la production et sur I'équilibre de
I'abondance des especes dans les mélanges au cours de la période de cing ans. Les proportions
légumineuses/graminées etaient mieux équilibrées avec la plus grande diversité
intraspécifique. Ces résultats clés semblent trouver leur explication en termes dans le décalage
des pics de production de biomasse des espéces au cours de la saison, ces changements
conduisant a une complémentarité temporelle des especes. Notre étude de cas démontre pour
la premiére fois, dans des conditions réelles, un rdle majeur de la diversité génétique au sein
d’une espéce sur la production, la stabilit¢ et la composition en especes des prairies
temporaires. Ces résultats suggérent que des avantages majeurs pourraient découler d'une
augmentation de la diversité génétique dans les cultures multi-espéces. La diversité génétique
peut étre utile pour aider a relever les nouveaux défis de la diversification des cultures, en
particulier dans les prairies plurispécifiques. La diversité génétique et la diversité des espéces
pourraient constituer des leviers supplémentaires pour améliorer les cultures futures dans des

systemes diversifiés.

99



100



ABSTRACT

Background and Aims: The positive effects of species diversity on the functioning and
production of ecosystems has been discussed widely in the literature. In agriculture, these
effects are now being applied increasingly in mixed-species crops and particularly in
temporary grasslands. Although extensively studied at species level, the effects of increased
within-species genetic diversity (i.e. intra-specific diversity) on productivity in multispecies
crops have been studied much less. Nevertheless, genetic diversity could have strong positive
effects on agricultural ecosystems and positively influence production and species abundances
in multispecies covers. We examine here the effects of genetic diversity on temporary

multispecies grasslands.

Methods: From the perspective of plant breeders and in a real situation, study case with
experiment at the breeder’s site, we analyse five mixtures that were sown having three levels
of genetic diversity (achieved using different numbers of cultivars). These corresponded to
low, medium and high levels of within-species diversity. Total and species annual biomass

production were measured over a five-year period.

Key results: We show a positive effect of genetic diversity on production, on production
stability, and on the equilibrium of species abundances in the mixtures over the five-year
period. The legume/grasses proportions were best balanced with the highest intra-specific
diversity. These key results seem find their explanation in terms of shifts in the peaks of
species biomass production during the season, these shifts leading to temporal species

complementarity.

Conclusions: Our case study demonstrates for the first time in the real conditions, a major role
of within-species genetic diversity on the production, stability and species composition of
temporary grasslands. These results suggest that major benefits may arise from increases in
genetic diversity in multi-species crops. Genetic diversity may be useful to help meeting new
crop-diversification challenges and particularly within multispecies grasslands. Genetic and
species diversity could represent additional levers for improving future crops in diversified

systems.

Key words: cultivar and species mixtures, genetic diversity, production stability, species

equilibrium, grass species, legume species
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INTRODUCTION

Many ecological studies show positive effects of species diversity on ecosystem functioning
(Loreau 1998; Gamfeldt, Hillebrand & Jonsson 2008). It is now well recognised that species
diversity affects biomass production functions (Tilman, Wedin & Knops 1996; Hector et al.
1999; Tilman et al. 2001), ecosystem services (Hooper et al. 2005; Isbell et al. 2011; Finn et
al. 2013) and the stability of ecosystem processes (Tilman, Reich & Knops 2006; Isbell,
Polley & Wilsey 2009; Jiang & Pu 2009; Gross et al. 2014). In community ecology, the
principal mechanism used to explain the positive effects of species diversity is the
complementarity. It contributes to a diminution of competitive intensity between species
promoting species niche difference and thus favours the abundance of each and their
coexistence. Such complementarity may operate at a temporal level, for instance if the
growths of two species are not in synchrony. Although widely described at species level, the
effects of diversity at intra-specific level, i.e. genetic level, have scarcely been investigated in
the multispecies crops. Notwithstanding, some studies have shown the importance of diversity
at genetic level on plant multispecies cover (i.e. plant community) functioning (Whitlock et
al. 2007; Prieto et al. 2015). Despite the high potential importance of this diversity level in
multispecies crops (Prieto et al. 2015) and its significance in the breeding of plant species
used in mixtures (Litrico & Violle 2015) in diversified agro-ecosystems, study of the effects
of genetic diversity in multispecies crops is rather limited unlike those on the effects of
genetic diversity in monospecies crops as noticed in Barot et al. (2017).

In temporary grasslands the complementarity concepts have been used for choosing the
relevant species in multispecies grasslands, as using grasses and legumes. However, there is
very little report to date of the experiments bringing knowledge to help with the choice of
genetic diversity of each species within the species mixture. The goal of this paper is to
provide, from a case study, information on the effect of genetic diversity on community
functioning, particularly on biomass production and species abundance, and to link this effect

with values for species growth synchrony.

Plant ecology contribution to crop science has increased in recent years. One of the challenges
for agriculture in the future will be to couple the production aspects and the environmental

aspects of agro-ecosystems (Dooley 2005) and to minimise conflict between these objectives
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(Nemecek & Erzinger 2005). The use of multispecific crops, in particular with the use of
legumes, is increasingly seen as a way of making productive systems sustainable. An
increasing number of studies have emphasised the positive effects of species diversity in agro-
ecosystems (Tilman et al. 2001; Hooper et al. 2005; Cardinale et al. 2012) and these favour
diversification in agriculture. In the context of diversification of crops to increase the
environmental sustainability of agriculture, sown multispecies grasslands are a major
component (O'Mara 2012). These crops can play a number of positive roles in promoting
ecosystem services in cropping systems. Thus they can affect: nitrogen economy (Weigelt et
al. 2009; Gross et al. 2010), limit weed populations (Hector et al. 2001; Frankow-Lindberg
2012) and thus increase soil fertility (Garbeva et al. 2006) and so reduce the need for
pesticides. An increasing proportion of temporary grasslands in cash-crop rotations could help
secure forage production and hence livestock farming autonomy, especially with projected
changes in climate with expected increases in incidence and severity of water deficit. Lastly,
temporary grasslands could also have positive environmental outcomes (Soussana & Lemaire
2014; Kunrath et al. 2015) with their multispecies composition being important in assuring
this multifunctional role (Weigelt et al. 2009). Temporary grasslands are frequently sown as
species mixtures, and the inclusion of high intra-species diversity is possible. Their genetic
diversity could influence the functioning of these crops (Prieto et al. 2015) to extents and in
ways that have yet to be assessed. A better understanding of the effects of genetic diversity on
community functioning could be useful for dealing with new challenges faced by agronomy
associated with diversification. In particular, breeders need to provide farmers with forage

plants cultivars designed for mixtures and taking the plant interactions into account.

Rare plant-breeders have undertaken trials to test the genetic variability of species used within
mixtures in sown grasslands on mixture production over time. Here, we take advantage on
such real situation from breeder’s experiment to examine the effects of genetic diversity on
temporary multispecies grasslands in the particular case of a trial set up by a plant breeder to
determine the best mixture which could be proposed to farmers. First, we analyse the effects
of genetic diversity on biomass production of the communities and species abundances in
grassland communities monitored over five years, then we examine whether there has been a
genetic-diversity effect on species growth synchrony and any link with biomass production

and species abundances.
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MATERIALS AND METHODS
Experimental design

In September 2011, Jouffray Drillaud's plant breeder sown (in real conditions) a total of 15
mixtures (i.e. multispecies grasslands) in micro plots (5x1.3 m) at the Jouffray Drillaud
station, Saint Sauvant, France (46° 21’ 37" North, 0° 03" 25" East). This area is an oceanic
temperate zone (mean annual temperature was 14°C during experiment period) with wet
winters and medium-dry summers. Micro plots were exposed to the local climate — temperate
with an average annual rainfall of 730 mm. No irrigation was added during the experimental
period. The soil is a Cambisol with a silty-loamy texture in the surface horizon and clay in the
subsoil horizon (Hubert 2008) (Supplementary Data Fig. S1). The organic matter
concentration varied from 1.9 %, approximately in the to 30 cm soil layer down to 0.4 %,
approximately at 135 cm depth, approximately with only traces of free CaCO3. The field
capacity of the site was close to 150 mm (Kunrath et al. 2015). To quantify the variation
between seasons and between years of the water deficit intensity during regrowth, two indices
were computed. A simple daily soil-water balance was computed which considered a single
soil reservoir of 150 mm depth at maximum soil-water availability (SMWA) simplified from
Kunrath et al. (2015). All mixtures were considered to have the same SMWA and the same
daily evapotranspiration rate. The first index was the fraction of soil water content (FSWC)
averaged over the whole regrowth period. The second index was computed following the
FAO estimate of threshold values for grassland species and computing the proportion of days
between two cuts when the FSWC was lower than 40%. Rainfall, global solar irradiance, air
temperature and humidity and wind at two meters height were recorded daily at an automatic
weather station belonging to the INRA network that is located two kilometres from the
experimental site. The related database CLIMATIK provided the certified data and the
potential evapotranspiration was calculated using the Penman equation calibrated for an

irrigated tall fescue turf.

Each micro plot contained a single seed mixture sown in eight, 5-m-long rows. Each seed
mixture contained seven species; all species are in common use in temporary grasslands. The
mixtures contained three grass species (Dactylis glomerata, Festuca arundinacea and Lolium
perenne) and four legume species (Trifolium repens, Trifolium pratense, Lotus corniculatus

and Medicago sativa). The seed mixture sown in each micro plot had the same total weight of
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Table 1. Proportions of species and cultivars sown for mixtures. The proportion is given

as a percentage of seed mass. Each cultivars used is described according to five agronomic

traits. Each trait is described according to three levels: low (+), medium (++), high (+++). A

cultivar code was assigned for cultivars no registered (D. glomerata, F. arundinacea, and L.

perenne).
Proportions (seed mass) Description of cultivars
Species Cutlivar M-1 M-2 M-3 M-4 M-5 Yield height Leaf area phenology

Dactylis 0115 0115 0115  0.115 0.115

glomerata
Vaillant 1.000 0.000  0.000 0.333 0.166  ++ - ++ +
Lucullus 0.000 0.000  0.000 0.333 0.166  ++ ++ ++ +
Accord 0.000 0.000  0.000 0.333 0.166  ++ ++ + +
Otop 0.000 0.000  1.000 0.000 0.166  ++ ++ . +
E1V5 0.000 0.000  0.000 0.000 0.166 + + + it
President 0.000 1.000 0.000 0.000 0.166  +++ +++ +++ ++

Festuca

arundinacea 0.231 0.231 0231  0.231 0.231
Soni 1.000 0.000  0.000 0.500 0.125  ++ ++ ++ it
Elodie 0.000 0.000 0.000 0.250 0.125  +++ ++ ++ 44+
Noria 0.000 0.000  0.000 0.250 0125 + ++ ++ +
Gardian 0.000 1.000 0.000 0.000 0.250  +++ +++ 4+ +
E3V5 0.000 0.000  1.000 0.000 0250 + + + ++
3"03”6”9” 0000 0000  0.000 0000 o125 ** A + tE

Lolium

perenne 0.115 0.115 0.115  0.115 0.115
Gagny 0.000 0.000  0.000 0.333 0.166  ++ ++ + ++
Aberstar 1.000 0.000 0.000 0.333 0.166  +++ ++ + ++
Juras 0.000 0.000  0.000 0.333 0.166  ++ + ++ it
Tonnus 0.000 1.000 0.000 0.000 0.166  +++ +++ +++ +
E6V5 0.000 0.000  0.000 0.000 0.166  ++ ++ ++ ++
Rgmaroc 0.000 0.000 1.000 0.000 0.166  ++ +++ + +

Trifolium 0115 0115 0415  0.115 0.115

repens
apéb:”’am 1000 0000  0.000 0333 0333 + + +
Aran 0.000 0.000 0.000 0.333 0.333  ++ ++ ++ ++
Giga 0.000 1.000  1.000 0.333 0333  ++ - . it

Trifolium 0115 0115 0115 0115 0.115

pratense
Diplo 1.000 1.000  0.000 0.666 0.666  ++ ++ + +
Formica 0.000 0.000  1.000 0.333 0333  ++ + + +

Lotus 0.078 0.078 0078  0.078 0.078

corniculatus
Leo 1.000 0.000  0.000 0.500 0.500  ++ + + +
Altus 0.000 1.000  0.000 0.500 0.250  ++ e e +
PX-ete 0.000 0.000  1.000 0.000 0.250  ++ + . ++

Medicago 0.231 0.231 0231 0231 0.231

sativa
timbale 1.000 0.000 0.000 0.333 0.166  +++ +++ +++ ++
Galaxie 0.000 1.000 0.000 0.333 0.166  +++ +++ ++ ++
Kali 0.000 0.000  0.000 0.333 0.166  ++ e ++ +
Meldor 0.000 0.000  0.000 0.000 0.166  ++ - ++ ++
Rafia 0.000 0.000  1.000 0.000 0.166  ++ it ++ ++
Luzelle 0.000 0.000  0.000 0.000 0.166  ++ + + +
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seed and the same species proportions (Table 1). The genetic diversity of each species
(controlled by cultivar number) varied between the seed mixtures. The cultivars of each
species were chosen by breeder to be commonly used in agriculture, available in French
catalogue, and to be contrasted for phenologies, aerial architectures and biomass productions
(Table 1). This situation could provide a good opportunity for the expression of
complementarity mechanism between species and cultivars. For each species up to six
cultivars were used, except for Trifolium pratense, Trifolium repens and Lotus corniculatus
which have little available cultivars; Three of the seed mixtures contained only one cultivar
per species (M-1, M-2 and M-3), one mixture contained two to three cultivars per species (M-
4) and one mixture contained two to six cultivars per species (M-5) (Table 1). The five seed
mixtures were replicated three times (from the same seed lots) and were randomly distributed
in three blocks. There were a total of 15 plots (3x5). No nitrogen fertiliser was applied
throughout the experimental period. This limited the N resources to soil mineralisation of

organic N and to fixation of atmospheric N by legumes.
Total and species biomass

For the five years of the experiment (2012 to 2016) the whole canopy of each plot was
harvested three times each year (spring, summer and autumn). All plots were cut at the same
time at 5 cm above ground level. Harvest date was decided based on a visual assessment of
the aboveground standing biomass. Fresh mass was weighed for each harvest from each plot.
From a sample, fresh mass was weighed and dried to constant weight at 60°C for 72 h. The
dry mass of each harvest from each plot was estimated from the ratio between fresh and dry
mass of sample. At each harvest, four quadrats (0.33 x 0.15 m) were placed randomly in each
plot and the species biomasses were separated. These samples were dried and weighed to
measure the proportion of each species in the total dry biomass. This estimation of species
biomass, that was an arduous task, was conducted on two of the three blocks for the years one
to three and on all blocks for years four and five, which were the moment when the difference
between species abundances begin important. For each plot and each year, the annual total
biomass (for all species) and annual species biomass (for each species) were calculated by
summation of the three biomass measurements (spring, summer and autumn). The inter-

annual coefficients of variation for annual total biomass were calculated as:
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Where ¢’ is standard deviation of annual biomass between years and p’ is the mean annual

biomass over five years. The coefficients of variation were calculated for each plot.
Evenness index

To define the species abundance equilibrium in each mixture, we adapted the Pielou evenness
index (Pielou 1966), which is based on the Shannon index (Shannon & Weaver 1963). Unlike
the indices of both Pielou and Shannon-Weaver which are based on the numbers of
individuals in each species, the proportion of species in our evenness index (J°) is based on
the biomass of each species in the plot. First, the diversity index (H) was computed as in

Pielou (1966) but with species biomass proportions that corresponds to species abundance

s
H= —Zbi*log b;
i=1

where bi represents the biomass proportion of species i. In this equation, the maximum value
taken by H is when the distribution between species abundance is perfect. Under these
conditions, H,,,, =logS, where S represents the number of species. The value 0 was

assigned to extinct species. Evenness index (J°) is then defined as:

],:H/Hmax

With values of J’ varying from 0 to 1. For this study, S was always the total number of species
involved and this was fixed in our experiment - seven species. The inter-annual coefficient of

variation of evenness index (J’) was calculated for each plot as:

o,
U

where op iS the standard deviation of evenness index between years and pp the index mean

over five years.

Species synchrony
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Table 2. Analysis of variance from model 2 to explain annual total biomass.

Effect D.f F value P-value percentage
explained*

Mixture 4 6.14 0.01 4

Block 2 16.86 <0.01 55

Drought 1 210.54 <0.001 23.9

Age 1 355.104 <0.001 404

Mixture : drought 4 2.87 0.03 1.3

Mixture : age 4 2.87 0.03 1.3

Drought :age 1 147.05 <0.001 16.7

* Explained percentage from each factor effect
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The species synchrony index (Loreau & de Mazancourt 2008) was calculated for each year
and for each plot. The species synchrony index measures the level of synchrony in the
aboveground growth (biomass) peak of species, and is used frequently in ecology as a
mechanism to explain plant community stability. Synchrony index (v;) of plot j was

calculated as:

2
9j

T o)

¥j

where ¢;% is the variance of total biomass in plot j over subsequent seasonal measurements
(three measures per year, in spring, summer and autumn) and o;; is the standard deviation of
the biomass of species i in mixture j over subsequent seasonal measurements. The value v =1
indicates that the species in the community are perfectly synchronous in their growth in the

plot. For the value v = 0 the growths of the species in the plot are totally asynchronous.
Statistical analyses

Index calculation and statistical analyses were carried out each year using R software (v.
3.2.4, R Development Core Team, 2016). The Shannon Weaver index was calculated with the

Vegan package (Oksanen et al. 2016).

The mixture effect was tested on means of annual total biomass, annual species biomass,
evenness index, synchrony index, inter-annual coefficients of variation of total biomass and
inter-annual coefficients of variation of evenness index. The normality and the
homoscedasticity of residuals were checked using Shapiro and Bartlett tests. Analysis of
variance (ANOVA) was conducted with the AOV function in R. Our design was balanced,
with mixture and block as fixed factors according to the following model (model 1):

Yeim = ut ag + B+ Exim

where Yum is the variable explained, «;, the fixed mixture effect, 3, the fixed block effect and
klm is the model error. Tukey tests (multiple comparisons) were carried out when mixture
effect was significant, for two-by-two comparison of mixtures (TuKeyHSD function).

Correlation was assessed between the evenness index and the synchrony index, between the
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Fig. 1. Climatic data. (A) Rainfall during the March to October measurement periods and
mean temperature per year (values are means + standard deviation) from the ‘climatik’
database (Lusignan INRA station). (B) Fraction of soil water content averaged (FSWC)
during regrowth for each year, black points represent the value of useful reserve for the first
cut, grey points the second cut and the white points the third cut. The dotted line represents a
threshold of 40% below which grassland species are considered to be under water stress (FAO
estimate of threshold values for grasslands). Values are means + confidence interval. (C)
Proportion of days during regrowth where FSWC index was lower than 40% for each year.
Black points represent the value of FSWC for the first cut, grey points the second cut and the
white points the third cut.
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evenness index and total annual biomass and between the synchrony index and total annual
biomass with a regression test (Im function). From the climatic data, we observed (Fig. 1) a
stronger drought on the two last years, then in order to disentangle the effects of the age of the
grassland and the drought, that be expected on total annual biomass, we conducted the
repeated measures analysis of variance with the AOV function in R with error term. Our
design was balanced, with mixture, block, drought and age as fixed factors and individuals

was random factor according to the following model (Model 2):
Yikim = utaiy+ B + thm +vim + @Dm + @V )im + (@V)m + U + Ejram

where j, k, | and m have the same meaning as in the previous equations, Yjum is the variable
explained, a;, the fixed mixture effect, 3; the fixed block effect, [corresponding to number of
days (Julian day) per year that FSWC was <40 %] t,,, ¥, (the number of years since sowing)
is the covariable introduced in the model, u; is the within subject variability (error term in the
aov function) linked to plot j (plot identity) and &, is the model error. (at)., is the
interaction between mixture factor and the drought covariable, (ay)., is the interaction
between mixture effect and the age covariable, and (ty),, is the interaction between drought

and age. Percentage explained by each factor was computed as following:

By = 2 % 100
hTose,
Where 6,, is the percentage explained by the factor h, SC;, is the sum of squares of factor h

and SC; is the total sum of squares of the model.
RESULTS
Total and species annual biomass

Annual total biomass production (all species) changed over the five-year period of the
experiment (Fig. 2A). Values lay in the range 600 to 1600 g.m, with an increase between
year 1 and year 2, and then a decline to year 5. This trend was much the same for all mixtures.
The rainfall events during the growth period and the soil relative water content (FSWC)
followed much the same pattern during the five years (Fig. 1A and 1B). Total biomass was
affected by both drought intensity (day number per year where FSWC was lower than 40%)

and mixture age (Table 2). Drought affected significantly total biomass change over years
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Fig. 2. Production and variation of total biomass. (A) Annual total biomass of five
mixtures (M-1 to M-5). M-1 (black points), M-2 (red points), M-3 (yellow points), M-4 (blue
squares) and M-5 (green squares). Values are means + standard errors. (B) Mean inter-annual
coefficients of variation of annual total biomass per mixture. Values are means + standard
errors. Different letters indicate significant differences (P<0.05).
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(representing 24% of variation) with cumulative effect of mixture age (representing 40% of
variation). In the first, second and fifth years, the annual total biomass (all species) showed
significant differences between mixtures (Table 3; Fig. 2A). The mixture M-5, with highest
genetic diversity, was among the most productive (1200 to 1600 g.m?) in the two first years
and exhibited the highest productivity in the final year (around 800 g.m?Z Fig. 2A).
Furthermore, its inter-annual coefficient of variation of total biomass (Fs,2=4.26, P<0.05) (Fig.
2B) was lower than the more productive of low diversity mixtures (M-1) and tend to be the

lowest measured amongst all mixtures.

The species composition of the mixtures showed a significant change for several species and
over several years (Table 3). Within all mixtures, the abundance of F. arundinaceae and D.
glomerata initially exhibited a lower proportion in the biomass than L. perenne and Trifolium
sp. while that situation was fully reversed in year 5 (Fig. 3A and B). Until year 4, the
differences between mixtures were not explained by their genetic diversities. However the
mixture with greatest genetic diversity (M-5) had a significantly higher species abundance
representation (Fig. 3B, Table 3). Our results show that genetic diversity of species can
influence the contribution of species to the biomass in the mixture over time. This was also
obvious for the grass-legume biomass (Figs 3A and B) and was confirmed by the species

evenness result (see next section).
Species evenness and species synchrony indexes

Among the more productive mixture, only in M-5 the evenness index remained almost
unchanged, with highest values, throughout the five-year experiment (Fig. 4A). Hence, the
inter-annual CV of the evenness index for the mixture M-5 was among the lowest (Fig. 4B).
The species evenness in M-5 was significantly higher (near 0.8) than any other in the final
year of measurement (Fig. 4A and Table 3). These results emphasise the influence of species
genetic diversity on equilibrium of species abundances in a mixture in the field over time.
Finally, when drought effect was removed (residuals of models with the number of days
where FSWC index was lower than 40% as fixed factor), a correlation was maintained

(R?=0.20, P<0.001) between evenness index and total annual biomass (Fig. 4C).
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Fig. 3. Annual species biomass. (A) Mean of annual species biomass of each mixture for the
first year of the experiment with Dactylis glomerata (white with black dots), Festuca
arundinacea (light grey with black dots), Lolium perenne (dark grey hatched), Trifolium
repens (black), Trifolium pretense (light grey), Lotus corniculatus (white) and Medicago
sativa (dark grey). Values are means + standard errors. (B) Mean of annual species biomass of
each mixture for the fifth year of the experiment with Dactylis glomerata (white with black
dots), Festuca arundinacea (light grey with black dots), Lolium perenne (dark grey hatched),
Trifolium repens (black), Trifolium pretense (light grey), Lotus corniculatus (white) and
Medicago sativa (dark grey). Values are means * standard errors. (C) Mean of annual grass
and legume biomass of each mixture for the first year of the experiment with grass species in
light grey and legume species in dark grey. Values are means + standard errors. (D) Mean of
annual grass and legume biomass of each mixture for the fifth year of the experiment with
grass species in light grey and legume species in dark grey. Values are means + standard
errors.
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The synchrony index varied between approximately 0.2 and 0.75 in year 4 and between 0.35
and 0.75 in year 5. The mixture effect on synchrony index was significant in year 4 (Table 3),
while the synchrony value for M-5 was the weakest. A similar but non-significant trend was
found in year 5. Finally, there was a negative correlation (R?=0.38, P<0.001) between the

evenness index and the synchrony index in year 4 and year 5 (Fig. 4D).
DISCUSSION

As expected, the dynamics of biomass production over the years changed with increasing
grassland age (Hopkins et al. 1995). Drought intensity affected total biomass over years with
cumulative effect of mixture age. Although the water deficit intensity may have differed
slightly between mixtures, the mixture with the highest species genetic diversity shown the
highest productivities the last years after the cumulative effects of the grassland age and
drought, and with the lowest coefficients of variation. Our results show not only an effect of
genetic diversity on the biomass production of mixture but also demonstrate that the stability
of biomass production tends to increase with high genetic diversity. This finding is consistent
with that from a recent study using grassland micro-plots in boxes of artificial soil exposed to
drought (Prieto et al. 2015). It also supports ecological hypothesis that is diversity is a source
of community stability (Gross et al. 2014). One novel result of our study is the positive effect
of genetic diversity on the balance of species abundance over time in crops. The genetic
diversity of the various species constituting a community affects the species proportions. The
results, on both stability of biomass production and on species evenness, for the mixture M-4
which had intermediate genetic diversity were not intermediate as might have been expected.
This may be explained by it having a too-low species genetic diversity to obtain a significant
genetic-diversity effect. A minimum value of genetic diversity may be required to
significantly raise the potential for adapted/ better genotypes, i.e. to significantly raise the
likelihood that the adapted/better cultivar is present. Indeed, the effects of the identity of the
cultivars might be entangled with the effects of the increasing genetic diversity and the results
of medium diversity mixture may be explained by the absence of some cultivars. But, one of
our key results shows the negative relationship between the evenness index and the
synchronicity, that suggests temporal complementarity between species driven by high

genetic diversity. This result is in according with study of Prieto et al. (2015).
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Fig. 4. Equilibrium and synchrony level of species. (A) Equilibrium species abundances
estimated from yearly evenness index for the five mixtures (M-1 to M-5). M-1 (black points),
M-2 (red points), M-3 (yellow points), M-4 (blue squares) and M-5 (green squares). (B) Inter-
annual coefficient of variation of the evenness index. Values are means + standard errors.
Different letters indicate significant differences (P<0.05). (C) Annual total biomass as a
function evenness index of for the five years of the experiment with drought effect removed
(residuals of models with the number of days where FSWC index was lower than 40% as
fixed factor). The regression through both sets of points is significant (P<0.001) with
R?=0.20. (D) Synchrony index as a function of evenness index for the fourth year (white
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significant (P<0.001) with R?=0.38.
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For more sustainable, productive and persistent sown grasslands in crop rotations, it is
important to determine the most effective level of genetic diversity of species. It is also
important to identify the genetic traits that should be most diverse. In particular these traits
should be those most involved in species complementarity (Litrico & Violle 2015; Wagg et
al. 2017). In our experiment, the trait differences that breeder selected in the cultivars focused
on their phenologies and their leaf traits (Table 1). In further studies it would be interesting to
test the effects of diversity in a number of other traits and other species. In a plant community,
differentiation of species ecological niches (Macarthur & Levins 1967) through differentiation
of traits, should allow species to reduce the negative effects of plant interaction (i.e.
competition) by promoting species complementarity. The variations in evenness and species
abundance suggest traits linked to growth seasonality (the timing of biomass peaks during the
year) and therefore phenology could be important considerations. At least a certain level of
diversification within species is recommended. Asynchrony of peak biomass between species
leads to temporal niche differentiation of growth (Prieto et al. 2015). This contributes to the
species diversity effect on production stability and ecosystem functioning. The relation
between genetic diversity and asynchrony of peak biomass between species under artificial
conditions was recently highlighted by Prieto et al. (2015). Our results support the potential
effect of genetic diversity, and demonstrate it for the first time in the field. Selected genotypes
within species, could be complementary for growth relative to genotypes within other species,
and thus reduce competition and increase complementarity between species by shifting the
timing of biomass peaks. Species genetic diversity may increase the likelihood of genotypes
being present that are adapted to the conditions generated by other species and their
associated selection pressures. Genotype-level selection could lead to species-level
complementarity effects. Our study displays a negative correlation between peak biomass
synchrony among species, and equilibrium species abundance. This fosters the growth of
asynchronous species, decreases competition between species, and favours the growth of each
species. The equilibrium of species abundance seems to improve total biomass production

over the year, probably through species competition equilibrium.

Many studies to date have focused on species diversity effects within crops. However, the
genetic diversity effect on the production, stability and species composition of multispecies
crops, has been largely overlooked. Genetic diversity could have a nested effect along with

species diversity on the performance of species mixtures (Litrico and Huyghe, 2018). Our
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Table 3. Analysis of variance from model M1 to explain (a) annual total biomass, (b to h) annual species biomass for each species, indices of (i)

evenness and (j) synchrony.

(a) Annual total biomass

(b) Dactylis glomerata biomass

(c) Festuca arundinacea biomass

(d) Lolium perenne biomass

(e) Trifolium repens biomass

(f) Trifolium pratense biomass

(g) Lotus corniculatus biomass

(h) Medicago sativa biomass

(i) Evenness index

(i) synchronous index

Year 1 Year 2 Year 3 Year 4 Year 5
effect D.f F value P-value D.f F value P-value D.f F value P-value D.f F value P-value D.f F value P-value
mixture 4 7.01 0.01 4 14.11 <0.01 4 1.28 0.36 4 1.08 0.43 4 4.16 0.04
block 2 0.95 0.43 2 19.02 <0.001 2 6.15 0.02 2 6.52 0.02 2 3.64 0.08
mixture 4 5.53 0.06 4 0.08 0.98 4 2.05 0.25 4 1.71 0.24 4 3.14 0.08
block 0.35 0.59 1 1.34 0.31 1.04 0.37 8.05 0.01 2 13.25 <0.01
mixture 4 6.80 <0.05 4 47.46 <0.01 4 1.95 0.27 4 5.58 0.02 4 23.87 <0.01
block 1 2.79 0.17 1 0.30 0.61 1 0.50 0.52 2 0.60 0.57 2 0.17 0.85
mixture 4 10.81 0.02 4 4.44 0.09 4 6.93 0.04 4 1.59 0.27 4 2.74 0.10
block 1 4.48 0.10 1 6.09 0.07 1 0.69 0.45 1.33 0.32 2 0.62 0.56
mixture 4 81.77 <0.01 4 4.26 0.09 4 0.69 0.63 4 0.67 0.63 4 2.02 0.18
block 21.88 0.01 1 1.80 0.25 1 3.49 0.14 4.68 0.05 2 16.26 <0.01
mixture 4 8.12 0.03 4 2.25 0.23 4 1.08 0.47 4 0.90 0.51 4 0.35 0.84
block 0.78 0.43 1 0.94 0.39 1 1.74 0.26 2 1.37 0.31 2 0.49 0.63
mixture 4 4.69 0.08 4 3.23 0.14 4 1.07 0.48 4 4.99 0.03 4 0.98 0.47
block 1 1.92 0.24 1 3.62 0.13 1 0.72 0.44 2 2.54 0.14 2 0.16 0.86
mixture 4 14.90 0.01 4 1.06 0.48 4 1.33 0.40 4 5.31 0.02 4 2.27 0.15
block 7.98 0.05 1 3.70 0.13 1 1.97 0.23 2 1.36 0.31 2 1.49 0.28
mixture 4 4.61 0.08 4 0.74 0.61 4 3.81 0.11 4 2.43 0.13 4 22.97 <0.001
block 1 0.01 0.93 1 2.45 0.19 1 1.83 0.25 2 6.11 0.03 2 5.92 0.03
mixture 4 1.43 0.36 4 0.66 0.65 4 2.35 0.21 4 4.08 0.04 4 1.59 0.27
block 1 0.42 0.55 1 0.77 0.43 1 0.01 0.92 2 3.42 0.08 2 0.38 0.70
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results are based on a particular set of species, of cultivars and of environmental conditions. It
remains for our findings to be confirmed for other plant materials and environments through
similarly structured experiments. Nevertheless, our results are in broad agreement with the
few studies that have investigated the effects of species genetic diversity on plant
communities (Whitlock et al. 2007; Prieto et al. 2015). Here, we increase our knowledge of
the mechanisms underlying observed ecological effects and we suggest the hypothesis that
ecological mechanisms, such as complementarity, could depend on selection at the genetic
level. Over time, the genetic diversity of a species in a mixture should ensure the presence of
genotypes adapted to the selection pressures from the other species in the mixture. In this
way, genetic diversity should lead to essential complementarity between species, improving

biomass production and species equilibrium stabilities in multispecies crops.
CONCLUSION

This study has significance to areas of agriculture and agroecology where crop diversification
is required. The high genetic diversity of the individual species in a multispecies mixture
should raise the biomass production and the stability of species mixtures. Such stabilities are
important in agriculture to ensure enduring production and quality (Sturludottir et al. 2014).
The quality of forage is influenced by species composition especially when legumes are
included (Deak et al. 2007). This study shows for the first time, the importance of genetic
diversity obtained through mixing of cultivars, in improving the effects of species mixtures in
temporary grasslands. Our results suggest temporal complementarity may be a very good way
to optimise grassland functioning, as well as suggesting a target for the composition of seed
mixtures for breeders. This study also contributes to the discussion of the need to include
genetic diversity in breeding programs of cultivars intended for multispecies crops and
suggests ways in which this may help us meet the challenges faced by modern agriculture
(Litrico & Violle 2015).

SUPPLEMENTARY DATA
Figure S1. Soil texture as a function of soil depth

Figure S2. Cumulative annual total biomass
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Chapitre 5 -  Diversité génétique et mécanismes sous-jacents

a la différenciation de niches des especes

Ce chapitre investit le processus de différenciation de niches qui est a la base de la
complémentarité des especes en écologie. Il examine la dynamique du processus de
différenciation de niches des espéces de communautés multispécifiques pendant cing années
d’expérimentation (dispositif microparcelles). Ce chapitre est rédigé sous forme d’article et
part de I’hypothése de travail H2 : La diversité génétique permet d’¢largir la gamme de
phénotypes pour la réponse a la sélection permettant ainsi de générer des phénomeénes de
complémentarité entre espéces, ce qui définit une relation causale entre diversité génétique et
specifique. La diversité généetique conduit ainsi a une coexistence des espéces dans le mélange
et une meilleure production du mélange d’especes. Cet article est soumis a la revue Nature

(review).
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Species differentiation in a grassland canopy is mediated by

selection and plasticity

La différenciation des especes dans un couvert prairial dépend de la

sélection et de la plasticité
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RESUME

La différenciation de niche (ND) fait référence a la dynamique des espéces d’une
communauté a répondre a I’environnement et a ses ressources en €vitant la compétition et en
favorisant la coexistence (Chesson, 2000; Levine et HilleRisLambers, 2009). Pour maximiser
les différences entre les niches, les especes peuvent réduire le chevauchement et/ou trouver
des niches inexploitées. Cela se produit par I'exclusion des génotypes qui se chevauchent
(Mayfield et Levine, 2010) et/ou par Il'utilisation de la plasticité phénotypique (Roscher et al.,
2015). Cependant, la dynamique de la différenciation de niche (DN) a été rarement observée
dans la nature et ’importance relative de la sélection du génotype et de la plasticité du
phénotype dans la DN n’a pas été quantifiée. Nous montrons ici que la dynamique de la
hauteur végétative - un trait essentiel pour la capture de la lumiere (Westoby 1998) - a conduit
a la DN entre espéces au sein de communautés. La dynamique différencie les espéces qui
tendent a étre avec des hauteurs plus petites dans la communauté, en restreignant leur niche
par I’exclusion des plus grands individus, aux espéces qui tendent vers une niche avec des
hauteurs plus grande auparavant non atteinte, par 1’exclusion des plus petits individus mais en
élargissant leur niche vers les valeurs de hauteur les plus élevées. Alors que la plasticité était
le principal facteur de la DN, la sélection de génotypes adaptés a largement contribué a
faconner les niches des espéces. Les résultats démontrent la dynamique a court terme de la

ND qui est un processus clé dans les assemblages de communautés végétales.
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Table 1 | Models describing the dynamics of species niches trough time and genetic

selection

Model

Description

WAIC (£5.€) AWAIC (< s.e.)

Model selection - niches

ModO0

Mod1

Mod2

Mod3

Model estimating intercepts for blocks,
mixtures and species, for both mean and
dispersion

Model containing intercepts and splines
common to all species, describing the
evolution of niche mean and dispersion
through time

Model containing intercepts for mean and
precision, but with a spline describing
independently the evolution of each
species’ mean height through time

Complete model with intercepts and splines
for each species describing independently
the evolution of mean height and niche
dispersion through time

Model selection - genetic selection

Mod0’

Modl’

Mod2’

Model estimating intercepts for blocks,
mixture and species, for both mean and
dispersion

Model estimating successive intercepts and
the niche deformation of each species with
time using cubic splines

Model estimating successive intercepts,
splines linking time to mean and dispersion
and the effect of changes in cultivar
abundance on these parameters

27452 (+84)

26142 (+105)

24290 (+108)

24061 (+101)

42178 (+100)

36389 (+133)

36306 (+133)

3392 (+96)

2081 (+80)

230 (+33)

5871 (+119)

82 (+21)
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Niche differentiation (ND) refers to the dynamic ways in which the species in a
community respond to the environment and its resources by avoiding competition and
favouring coexistence (Chesson 2000; Levine & HilleRisLambers 2009). To maximise
niche differences, species can reduce the overlap between niches and/or find unexploited
niches. This occurs through exclusion of overlapping genotypes (Mayfield & Levine
2010) and/or through use of phenotypic plasticity (Roscher et al. 2015). However, the
dynamics of ND have rarely been observed in nature, and the relative importance of
genotype selection and phenotype plasticity in ND have not been quantified. Here, we
show that the dynamics of vegetative height - a key trait for light capture (Westoby
1998) - led to ND between species within communities. The dynamics differentiated
species that tend to be of shortest stature in the community, by narrowing their niche
through exclusion of the tallest individuals, to species that tend to a previously
unreached high-stature niche, through exclusion of the smallest individuals but
enlarging their niche towards the highest height values. While plasticity was the main
contributor to ND, the selection of adapted genotypes made a significant contribution to
shaping species niches. The results demonstrate the short time-scale dynamics of ND, a

key process in plant community assemblages.

Many studies in community ecology assume a key role for niche differentiation (ND) in
explaining species coexistence (Chesson 2000; Levine & HilleRisLambers 2009). Niche
differentiation occupies a central place in ecosystem ecology, explaining the maintenance of
biodiversity (Turnbull et al. 2013) and its positive effects on ecosystem functioning, through
complementary of resource use (Loreau & Hector 2001; Cardinale et al. 2007; Tilman, Isbell
& Cowles 2014). However, the basic mechanisms of ND dynamics remain unclear,
particularly those explaining how each species shapes its niche through community
structuring. A species’ niche, can be described by traits that indicate how resources are
acquired from the environment (Navas & Violle 2009; D'Andrea & Ostling 2016). Niche
differentiation is then expected when the dispersion of trait values selected for each species do
not overlap (Loreau & de Mazancourt 2013; Hart, Schreiber & Levine 2016) either, in the
case of a fixed community trait range, by containing the average dispersion of trait values
expressed by each species (Scheele et al. 2017), or by modifying the trait values outside the
dispersion of community trait values to discover a previously unexploited niche (Berg &

Ellers 2010). As different species within a given community can follow either route, the study
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Figure 1 | Niche differentiation. a, Density distribution of vegetative heights between
species at respectively one, three, and five years after sowing the mixtures with Dactylis
glomerata, Festuca arundinacea, Lolium perenne, Trifolium repens, Trifolium pratense, Lotus
corniculatus and Medicago sativa. Dotted line represents average height of mixtures giving
the approximate canopy height (average height of all species combined). One species
(Festuca arundinacea) is missing at the beginning as its establishment took more time and
Trifolium pratense had disappeared by the fifth year. b, Modelled mean height of each
species, with shaded area representing 95% confidence interval around the median after
accounting for variability between mixtures.
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of ND dynamics requires consideration of both the trajectory and the deformation of the
niche. To our knowledge, this has not previously been done experimentally. Niche
differentiation dynamics may result first from the competitive exclusion of phenotypes
located in the overlapping part of the niche. This is expected when plasticity is not sufficient
to avoid species overlap (Grenier, Barre & Litrico 2016). Niche differentiation may also result
from the selection of phenotypes that plant plasticity placed in unexploited niches. Although
genetic mechanisms play key roles in the process of ND, studies that focus on it are rare
(Zuppinger-Dingley et al. 2014; van Moorsel et al. 2018). The time scale at which the process
occurs remains particularly unclear, ranging from a single growing season and stretching out
to evolutionary time. Time scale likely reflects a gradient between the ecological and the

genetic shaping of the niche.

Our objective was to display ND dynamics by monitoring species trait variation over five
years in multispecies sown grasslands. Using seven species commonly used in sown
grasslands, five mixtures of the seven-species were assembled and sown in field trials. The
five mixtures (M-1 to M-5) varied only in within-species genetic diversity (i.e. the numbers of
cultivars represented per species). There were three genetic structure levels: simple structure
(M-1 to M-3), intermediate structure (M-4) and complex structure (M-5). Species were
chosen to be of contrasting strategies in relation to light capture: (i) a classical vertical-
elongation strategy to maximise access to the above-canopy light (Lotus corniculatus,
Dactylis glomerata, Festuca arundinacea, Trifolium pratense and Medicago sativa) and (ii) a
horizontal-spreading strategy to maximise access to the light penetrating vegetation gaps
(Gautier, Varlet-Grancher & Baudry 1998; Roscher, Kutsch & Schulze 2011) (Lolium
perenne and Trifolium repens). To create a measurable selection opportunity, the within-
species phenotypic variability of competitive traits was similar between mixtures but the
within-species genetic structure was dissimilar (see Table S1, Fig. S1 and S2 in
supplementary information). Using molecular tools, we followed the dynamics of cultivar
abundance of each species during community structuring by a molecular method of cultivar
fingerprinting (see Methods section). In this experiment, the effects of cultivar frequency
change (selection estimation) on ND were tested. In parallel, the heights of each cultivar (see

Methods section) was characterised without competition in a common garden.
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Figure 2 | Phenotypic and genotypic dynamics over the five years of experimentation. a,
Evolution of species trait distribution over time. Solid line represents the mean of each species
trait distribution and the shaded area the 95% predictive interval, after accounting for
variability between mixtures. b, Cultivar proportions for each species at years one, three and
five after sowing (black, grey and white bars, respectively) for the mixture with high
complexity of genetic structure (M-5 see supplementary method). Species are sorted by their
height at the fifth year and cultivars are ranked along the height values of isolated plants
(from shortest to tallest). Trifolium pratense disappeared by the fifth year but was still present
in the third year. Festuca arundinacea was missing in the first year because its establishment
took longer than the other species. Cultivar proportion was computed from individual samples
which taken several weeks after phenotypic measurements (F. arundinacea was present).
Values are mean = s.e.
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Species distribution of vegetative height was monitored over time within each mixture to
characterise the shaping of the species niche. Vegetative height is a key plant feature widely
used in the literature to characterise the light-acquisition strategy, to express the plant
competitive ability over neighbours and to explain a species ability to perform in a grassland
community (Weiner & Thomas 1986; Westoby 1998; Schippers & Kropff 2001; Falster &
Westoby 2003; Pontes et al. 2012). Hence, we assume plant height is the key candidate trait
characterising the niche of a species. We modelled the temporal dynamics of height niches of
all species using Bayesian Generalised Additive Distributional Models (GAM). We
determined by WAIC based model selection if the niche dynamics differed for each species -

in terms of both mean trajectory and of niche deformation (dilatation or contraction).

From an overlapped distribution of species height (Fig. 1a - year 1), for all mixtures studied,
three distinct trajectories appeared over time. These were linked with known strategies of
light capture (Fig. 1b). Our results show that the partitioning of vegetative height distribution
was strongly species-specific, the model describing a trajectory for each species providing a
far higher predictive power than the one estimating a common trajectory for all species (Fig.
1b, Table 1, AWAICmod2-mod1 = 1851+80). L. corniculatus and M. sativa rose above the
canopy between years one and five. Conversely, T. repens and L. perenne clearly adopted a
different strategy, spreading at a low canopy level seeking for skylights. Meanwhile, F.
arundinacea and D. glomerata remained at canopy level during the five-year experiment,
correctly exploiting the light by their position relative to the canopy. It is worth noting that T.
pratense stayed at canopy level but was excluded by year five in line with its weaker
perennating character.

Niche trajectories were tightly linked with niche deformation. The best model describing the
distribution of plant height was the one where both mean and dispersion of each species
depended upon a smooth time-function (Fig. 1, Table 1, AWAICwmod3-Mod2 = 230+33). Species
niche deformation through time, clearly reduced the general overlap of height distribution and
structured the exploitation of light through the canopy. The species that climbed above the
canopy (L. corniculatus and M. sativa), exhibited loss of small individuals and a clear
increase in dispersion of height values with time (Fig. 2a). This niche dilatation showed a
relaxation of competition intensity for the species able to dominate others and bypass light
reduction by other species. Conversely, the diversity of height values of the species spreading
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Figure 3 | Species abundance. Percentage of species dry mass per year with Trifolium repens
(white with black dots), Lolium perenne (light grey with black dots), Dactylis glomerata (dark
grey hatched), Trifolium pratense (black), Festuca arundinacea (light grey hatched), Lotus
corniculatus (white) and Medicago sativa (dark grey). Species are ranked by their position in
the canopy in the fifth year.
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at ground levels for skylights (T. repens and L. perenne), drastically decreased with time,
indicating a contraction of their niche for species known to be poor competitors for light in
the presence of other species (Roscher, Kutsch & Schulze 2011). Competitive pressures of
species could generate a displacement of niches either by plasticity and/or by selection in
order to reduce light competition by a displacement towards tallest values for species with
vertical elongation strategies and conversely towards small values for species with horizontal
spreading strategies, potentially linked to a resource allocation strategy. For instance, T.
repense favours stolon extension when under light competition with grass species (Marriott,
Bolton & Duff 1997).

From both the trajectory and the deformation of species height niches, we conclude that ND
has occurred between species during the assemblage of our temporary grassland communities
(Fig 1). Niche contraction occurred for some species while niche dilation occurred for others
along a unique resource dimension of species niches. Interestingly, the dynamics of species
niche, paralleled their dynamics in abundance in the community (Fig. 3), suggesting the
important role of ND during the community assemblage, as observed in other studies
(Zuppinger-Dingley et al. 2014). Unlike what is often expected when ND is increased
between species, we did not observe a general reduction of trait dispersion within species,
explained by increases in total community variance that strongly separate species niches
without requiring their contraction. Moreover, the overlap between species having similar

(previously-known) light strategies was almost total.

Plasticity and selection are major adaptive mechanisms that contribute to niche shaping
(Lipowsky et al. 2015; Turcotte & Levine 2016; McPeek 2017) but their identification and
relative importance in ND is unclear. Using a Bayesian GAM approach, we tested if the
addition of cultivar relative frequencies into our previous best model describing the
distribution of plant height (Table 1 - model Mod3) improved the dynamics of species niche
shaping. In the same way, we tested if the initial cultivar diversity (genetic structure) per
species of the mixture contributed significantly to niche modelling and if cultivar selection

had been modulated in relation to the light capture strategies of the species.

Over the five-year period, cultivar dynamics within a grassland community contributed
significantly to the shaping of species niches. When changes in cultivar abundances were

included in the GAM model to modulate the mean and dispersion of plant height distribution,
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the performance of the model was significantly improved (Table 1 AWAICwm2-m1> = 82+21).
Interestingly, we observed the changes in cultivar frequencies and the disappearance of height
values of the initial niche of species were related to the light strategies of the species. The
cultivar frequencies showed significant evolution (Fig. 2) for most species over the five-year
period. Species with a horizontal spreading strategies and showing niche contraction towards
lower height values were characterised by decreases in the abundance of the highest stature
cultivars (V3 for T. repens and V5 and V6 for L. perenne) and increases in the lowest stature
cultivars (V2 for T. repens and V1-V2 for L. perenne). Conversely, M. sativa, which has an
elongation strategy, showed niche dilatation towards greater height values and was
characterised by the opposite response. Similar results were obtained with the mixture
characterised by medium genetic-complexity (see Fig. S3 in Supplementary Information).
This result suggests selection exists at cultivar level for most species and this contributed to
ND, although no change was observed for D. glomerata or T. pratense. However, it could be
that our selection estimation was not fine enough, as selection within a cultivar may well

exist.

While ND was mainly the result of phenotypic plasticity, we show here that selection also
acted to shape the species niches along the light-capture dimension. Selection was observed
over the five years of experimentation. This is a very short period in relation to evolutionary
time and it would be interesting to study the impacts of this selection over longer time scales.
Other dimensions of the niche also need to be investigated to better understand the cultivar
selection of these species. For instance, plant precocity and root preference for nitrate vs
ammonium as the nitrogen resource has previously been shown to structure grassland

communities (Maire et al. 2012).

To our knowledge, such a demonstration of the short time-scale dynamics of ND resulting
from the concomitant action of genetic selection and phenotypic plasticity is unique in the
plant literature. Overall, such results offer a highly promising avenue for community ecology
where few studies have demonstrated species niche differentiation experimentally over such a
short time scale. These results could be important in agro-ecology, especially to assemblages
in communities in the context of species diversification of agro-systems. If the limiting
resources and plant traits linked to the capture of this resource are known, the species and
genetic composition of sown grassland can be thought of as favouring niche differences
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between species. As ND is linked with the productivity of ecosystems, having a good
understanding of these processes is key to improving the management of these. Lastly, our
results are likely of importance to ecology and population genetics as they illustrate the
interplay between genetic mechanisms (selection) and ecological mechanisms (ND).

Methods

Experimental design. Five (x2 replication) different multispecies-grassland seed mixtures
were established in the field in September 2011. Seeds were sown in plots (5x1.3 m) with two
replicates (five seed mixtures x two replicates = 10 plots). The soil was a clay-limestone,
located at the Jouffray Drillaud Station, Saint Sauvant, France (46° 21’ 37" North, 0° 03’ 25"
East). Plots were exposed to the local temperate climate with an average annual rainfall of
730 mm. No irrigation or nitrogen were added during the five-year experimental period. A
plot comprised eight 5-m-long rows, each containing the same seed mixture. Each mixture
contained seven species, all of them in common use in temporary grasslands - Lotus
corniculatus, Dactylis glomerata, Festuca arundinacea, Trifolium pratense, Medicago sativa,
Lolium perenne and Trifolium repens. The five mixtures differed in within-species genetic
diversity. This was achieved by varying the number of cultivars per species (see Table S1,
supplementary information). The range of variability of phenotypic traits was similar between
mixtures but the genetic structure was different. Three mixtures (M-1, M-2 and M-3) were of
simple genetic structure within each species (just one cultivar per species), one mixture (M-4)
had an intermediate genetic structure within each species (just two or three cultivars per
species) and one mixture (M-5) had a more complex genetic structure within each species (up
to six cultivars per species and containing all the cultivars used in this experiment). Each seed
mixture was sown with the same total seed weight and species proportions in each plot (Table
S1, supplementary information). Each mixture plot was replicated twice from the same seed
lots and plots were distributed randomly within two blocks of five plots each. Plots were
maintained over five years and harvested three times each year. Species were chosen to have
contrasting response strategies to light competition and space occupation. The first group
contained species having an elongation strategy - Lotus corniculatus, Dactylis glomerata,
Festuca arundinacea, Trifolium pratense and Medicago sativa — these all seek light by

extending their leaves or stems upwards to reach the top of the canopy. The second group
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contained species having a spreading strategy i.e. they seek skylights in the community by
spreading horizontally - Trifolium repens (stolons) and Lolium perenne (tillers). The
vegetative height mean and variance of each cultivar was measured without competition in a
common garden at the INRA station in Lusignan (near Saint Sauvant), France (see cultivar

characterisation section).

Phenotypic diversity in the mixture. Vegetative height was measured in situ on 20
individuals (maximum) per species in each plot and each block. These measurements were
carried out several times — during the first, second, third and fifth years after sowing to
quantify changes in phenotypic diversity over time.

Species biomass in a mixture. For the five years of the experiment (2012 to 2016) the whole
canopy of each plot was harvested three times each year (spring, summer and autumn). All
plots were cut at the same time at 5 cm above ground level. Harvest date was decided based
on a visual assessment of the aboveground standing biomass. Each harvest from each plot was
weighed fresh and a sample of each was dried to constant weight at 60°C for 72 h. At each
harvest, four quadrats (0.33 x 0.15 m) were placed randomly in each plot and the species
biomasses were separated. These samples were dried and weighed to measure the proportion
each species in the total dry biomass. For each plot and each year, the annual total biomass
(for all species) and annual species biomass (for each species) were calculated by summation

of the three biomass measurements (spring, summer and autumn).

Cultivar characterisation. Simultaneously, each cultivar used in the mixtures was planted in
an isolated-plants nursery at INRA (2014 September). The seed was taken from the same lot
as used in the mixtures. Each cultivar was represented by 30 individuals and each individual
was cloned twice to realise three genetically-identical replicates. A total of 32 cultivars of the
seven species were planted. Vegetative height was measured twice a year over three years for
each plant to characterise each cultivar (mean height and variance) under conditions of no

competition.

Selection estimation by cultivar fingerprinting. Individuals within each species were
sampled three times during the experiment in the mixtures (M-4 and M-5) containing within-
species genetic diversity - at six months, and at three and five years after sowing. The

maximum number of individuals sampled per species varied according to genetic structure
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(the number of cultivars per species in the mixture at sowing). A total of 16 individuals were
collected per cultivar used (i.e. 32 individuals for the species with two cultivars per species
and 96 individuals for species with six cultivars per species (Table S2, supplementary
information). Individuals were assigned to cultivars by genome fingerprinting using a
reference source (as far as we are aware, this procedure has not previously been used in this
context). This reference database was constructed from 96 individuals per cultivar taken from
the initial batches of cultivars taken from the same seed lots as used in the plots. Extraction of
DNA employed CTAB and chloroform purification (CYMMIT, 2005). The quality and
concentration of each DNA sample was checked by 1% agarose gel electrophoresis. SSR
markers were used only for Lolium perenne (diploid) and AFLP markers for the other six
species (tetraploid). For SSR markers, DNA samples were amplified by polymerase chain
reaction (PCR) for the six loci used to discriminate the six Lolium perenne cultivars used in
the mixture (Table S3, supplementary information). PCR was carried out in a final reaction
volume of 10 pl containing 1X polymerase buffer, 0.325 U of MP Biomedicals polymerase,
0.2 mM of dNTP (Invitro-gen), 0.1 pM of forward primer with a M13 tail, 0.2 uM of reverse
primer, 0.1 uM of M13 tail IRD700 or IRD800 labelled primer and 20 ng of DNA. The PCR
reactions were carried out in a DNA Engine Tetrad2 thermocycler (Biorad). A denaturation
period of 4 min at 94°C was followed by 35 cycles of 30 s at 94°C, 1 min at Tm and 1 min at
72°C and then 10 min at 72°C for final extension. For AFLP markers, the protocol described
by Vos et al. (1995) was used. The selective amplification was carried out on the basis of the
primer pair generating maximum polymorphism between cultivars. The number of specific
primer pairs used varied between species from 2 to 10 pairs (Table S4, supplementary
information). A Li-Cor IR2 (Li-Cor Inc) sequencer was used to separate the labelled,
amplified DNA fragments on a 6.5% acrylamide gel. Marker segregation was scored using
SAGA Generation 2 software (Li-Cor Inc) by two different persons and the results were
compared. The number of bands scored to provide a cultivar assignment with an error rate of
less than 5%, varied with species from 78 to 380 scored bands (Table S4, supplementary
information). The same protocol (SSR or AFLP according to species) was carried out on
individuals sampled in situ (multi-cultivar mixture). For Lolium perenne, individuals sampled
in situ were attributed to cultivars with GeneClass2 software (Piry et al. 2004) from reference
source. Structure software based on methods for ambiguous genotype data such as dominant
markers (Falush, Stephens & Pritchard 2007) (Version 2.3.4) was used to analyse AFLP data
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with specific parameters according to species, the length of burn-in period was 2.10% iterations
and the number of MCMC after burn-in was 5.10* iterations for all species except Festuca
arundinacea (10* iterations) and Medicago sativa (2.10* iterations). The cultivar proportion
was then calculated for each species in each block for the high-diversity mixture (M-5).

Statistical analyses

Species trait distributions were modelled explicitly using a distributional modelling
framework (similar to the GAMLSS approach). This allowed modelling of each parameter of
a parametric distribution as the result of an equation containing hierarchical parameters and
smoothing functions. Because the complexity of such models can hardly be captured by
classical maximume-likelihood methods, parameters were estimated in a Bayesian framework
using Hamiltonian Monte-Carlo, as implemented in the No-U-Turn sampler (NUTS) of the

Stan software.

Species trait distributions were described using gamma distributions parameterised in terms of
two independent parameters describing mean (u) and dispersion (¢). Gamma distributions
have the advantage of being able to describe a skewed distribution, which often arise in the
case of strictly positive random variables close to 0. The gamma distribution from which the

height value y of individual i is sampled followed the general formulation

yi~ Gamma(uf ¢y, pid;)
log(u) = BeXi + BrXi + f1(t)
log(¢i) = veXi + v Xi + f2(t)

With X; being a design matrix of covariates describing the environment of observation i, while
pr and yrare fixed parameters, such as intercepts for block identities (all models) for mean (5)
and dispersion (yf). Similarly, Br and yr represent hierarchical population parameters described
by a normal distribution with estimated standard deviation, for mean (fr) and dispersion (yr,).
In our case, the hierarchical parameters describe varying intercepts of mixture (all models),
species (all models except Mod4) or species at different levels of genetic diversity (M-4), but
also varying slopes between cultivar proportion in each mixture and height distribution
(Mod2”). fis and fos, describe cubic splines linking years to mean and dispersion of each

species trait distribution. Mod1 estimates a common spline for all species for both mean and
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dispersion, while Mod2 estimates a spline per species for mean only. Mod3, Modl’ and
Mod2’ estimate a spline per species for both mean and dispersion. Mod4 estimates a spline
per species for each level of within species genetic diversity (one cultivar per species, up to
three cultivars per species or up to six cultivars per species). We used regularising priors to
optimise estimation and limit overfitting, based on student-t distributions with three degrees

of freedom and adjusted mean and scale.

The posterior of each model was sampled using the NUTS algorithm through the brms R
package (version 2.2.3), which allows easily computed predictions and provides links to the
model comparison package loo (version 2.0.0). The Stan Bayesian software provides
diagnostics for sampling abnormal behaviour and chain mixing. We took care to avoid
divergent transitions. We ensured convergence, by verifying that the scale reduction factor of
each parameter (indicating chain convergence), did not exceed 1.1. Posterior predictive
checks were carried out to ensure the model captured the key features of the data
satisfactorily.

Model comparisons were carried out using Watanabe-Akaike-Information-Criterion (WAIC)
implemented in the loo package. This criterion can be interpreted as the Akaike-Information-
Criterion, with the best models exhibiting the lowest criterion. However, WAIC incorporates
uncertainty about model log-predictive density, and is thus described by an approximately
normal distribution with estimated standard-error. We interpreted the magnitude of the
difference of the WAIC of different models (AWAIC), but also the uncertainty about this
difference. A AWAIC lower than twice its standard-error (approximately equivalent to the
95% confidence interval) was considered to provide little support to the best model. All

computations were carried out using R version 3.4.4.
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Supplementary informations

Table S1. Proportions of species and cultivars sown for mixtures

Proportions (seed-mass basis)

Height cultivars (cm)

Species Cutlivar designation M-1 M-2 M-3 M-4 M-5 Mean £ s.e. Tukey test

Dactylis 0115 0115 0115  0.115 0.115

glomerata
E1V5 V1 0000 0000  0.000 0000  0.166 17405 [Ha
Accord V2 0.000 0000  0.000 0333  0.166 228:04 Db
Lucullus V3 0000 0000  0.000 0333  0.166 244+05 [ bc
Vaillant V4 1000 0.000  0.000 0333  0.166 26309 [N C
Otop V5 0000 0000  1.000 0000  0.166 26907 [HEMcC
President V6 0000 1000  0.000 0.000  0.166 20805 [N

Festuca 0231 0231 0231 0231 0.231

arundinacea
E3V5 V1 0000 0000  1.000 0.000  0.250 240:04 [
Soni V2 1000 0.000  0.000 0500 0125 24408 [l
Mariellendo V3 0000 0000  0.000 0000  0.125 245:04 [l
Elodie V4 0000 0000  0.000 0250 0125 25404 [EEab
Noria V5 0000 0000  0.000 0250  0.125 26204 b
Gardian V6 0000  1.000  0.000 0.000  0.250 30307 [N c

Lolium 0115 0115 0115  0.115 0.115

perenne
Juras V1 0000 0000  0.000 0333  0.166 19907 [Wa
Gagny V2 0.000 0000  0.000 0333  0.166 20407 [Ha
E6V5 V3 0000 0000  0.000 0.000  0.166 21.8:08 Db
Aberstar Va4 1000 0.000  0.000 0333  0.166 21.9:04 Db
Rgmaroc V5 0000 0000  1.000 0.000  0.166 237:04 [HEEcC
Tonnus V6 0000 1000  0.000 0.000  0.166 24901 [N

Trifolium 0.115 0.115 0115  0.115 0.115

repens
Abervantage Vi 1000 0.000  0.000 0333 0333 157£04 Ma
Aran V2 0000 0000  0.000 0333 0333 18005 b
Giga V3 0000  1.000  1.000 0333 0333 19702 [EcC

Trifolium 0115 0115 0115  0.115 0.115

pratense
Formica V1 0000 0000  1.000 0333 0333 231:11 H-
Diplo V2 1000 1.000  0.000 0.666  0.666 238:08 M-

Lotus 0078 0078 0078 0078 0.078

corniculatus
Leo Vi 1000 0.000  0.000 0500  0.500 153£05 [Ha
PX-ete V2 0000 0000  1.000 0000  0.250 202+09 Db
Altus V3 0000  1.000  0.000 0500  0.250 242+13 [EcC

Medicago 0.231 0.231 0231 0231 0.231

sativa
Luzelle V1 0000 0000  0.000 0.000  0.166 380:07 [Ha
Rafia V2 0.000 0000  1.000 0.000  0.166 524+17 Db
Galaxie V3 0000  1.000  0.000 0333  0.166 533+13 Db
Kali V4 0.000 0000  0.000 0333  0.166 536+12 Db
timbale V5 1000 0.000  0.000 0333  0.166 540+17 Db
Meldor V6 0.000  0.000  0.000 0.000  0.166 55007 Db

The proportion is given as a fraction of seed mass. Each cultivar used is described by a height
value (cm) from measurements of plants in a nursery of isolated plants (mean +
Different letters indicate significant differences between cultivars of a species (P<0.05). A
cultivar code is assigned for cultivars not registered in an official catalogue. "Designation
refers to the cultivar code used in article.

s.e.).
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Table S2. Number of individuals sampled for the cultivar abundance measure by fingerprinting

Species Block Mixture M-4 Mixture M-5
nu rmae):lsrggnrgl ed Years 1 Year 3 Year 5 nu n':/tljiflsn;umngl ed Years 1 Year 3 Year 5
Dactylis
glomerata
I 48 43 43 45 96 84 80 81
I 48 45 39 37 96 93 76 78
Festuca
arundinacea
I 48 34 46 46 96 33 31 82
I 48 39 44 42 96 84 38 69
Lolium
perenne
I 48 47 14 33 96 96 17 8
1 48 46 14 21 96 93 13 17
Trifolium
repens
| 48 43 31 21 48 43 29 31
1 48 44 31 13 48 46 42 20
Trifolium
pratense
| 32 30 14 32 32 20
1 32 32 18 32 31 29
Lotus
corniculatus
| 32 31 5 3 48 42 7 4
1 32 31 3 4 48 46 8 6
Medicago
sativa
| 48 39 11 8 96 83 32 30
1 48 34 5 8 96 77 27 23

The number varies according to the species in function to the number of cultivars established, 16
individuals (maximum) per cultivar within species. Trifolium pratense had disappeared by the

fifth year.

Table S3. Primer combinations (SSR) from Polymerization of Chain Reaction for

Lolium Perenne

SSR markers 5’ Primer sequence 3° primer sequence

LpSSR066 GCCAGTGCCCATTCCGATAA CCCCACTCCAACCAAAGCAA
LpSSR058 CGATGAACTCAAGGGGGATT GCACCGGTCTAGGGACAGAA
rv0641 TGCATAACTTCACTGCAGCATA AGAAACTCGGTAGAAGGACCTC
M15185 GGTCTGGTAGACATGCCTAC TACCAGCACAGGCAGGTTC
B4D70p CTGGCSCTGTGCTCCGYG TCGCCGTCCACCTACCAC
LmgSSR01-08H ATGGAACTCTGGCACACCAG GCATGGCTACATCCTTCCAG
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Table S4. Primer combinations per species for Amplified Fragment Length

Polymorphism
Species AFLP selective primer Number of markers
Dactylis glomerata 162
E-ATT/M-CCG 60
E-ACA/M-CGG 102
Festuca arundinacea 96
E-ACA/M-CTCG 38
E-AAG/M-CCTA 21
E-ACC/M-CAG 37
Trifolium repens 116
E-ACA/M-CCT 65
E-AAC/M-CCA 51
Trifolium pratense 78
E-ACA/M-CTT 56
E-ATC/M-CCT 22
Lotus corniculatus 161
E-AAG/M-CTG 42
E-AAA/M-CAC 51
E-ACT/M-CTA 39
E-ATC/M-CAT 29
Medicago sativa 381
E-ACA/M-CTG 82
E-ACC /M-CAA 41
E-ACA IM-CGT 53
E-AAA /M-CGC 40
E-ATG/M-CCG 37
E-AGC /M-CCC 26
E-ACA/M-CTGG 20
E-AAA/M-CTCG 23
E-ATG/M-CGC 24
E-ATA/M-CGG 35
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Figure S1 | Range of phenotypic variability of mixtures for species with an elongation
strategy in relation to light competition. Each cultivar of each species used in the mixtures
was established in a nursery as isolated plants with 30 individuals per cultivar. Vegetative
height was measured on all individuals to estimate the phenotypic variability of each cultivar
with the value distributions estimated from the nursery. For multi-cultivar mixtures, the
distributions were estimated using a bootstrap method with respect to the different cultivar
proportions within species and the distribution of values of each cultivar estimated from the
nursery.
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Figure S2 | Range of phenotypic variability of mixtures for species with horizontal
spreading strategy in relation to light competition. Each cultivar of each species used in the
mixtures was established in a nursery of isolated plant with 30 individuals per cultivar.
Vegetative height was measured in all individuals to estimate phenotypic variability of
cultivars with the distribution values estimated from the nursery. For multi-cultivar mixtures,
distribution was estimated using a bootstrap method with respect to the different cultivar
proportions within species and the distribution of values of each cultivar estimated from the
nursery.
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Figure S3 | Phenotypic (all mixtures) and genotypic dynamics (Mixture M-4) throughout
the five years of the experiment. a, Evolution of species trait distribution over time. Solid
lines represent the mean of each species trait distribution and the shaded areas represent the
95% predicted interval, after accounting for the variability between mixtures. b, Cultivar
proportions for each species at years one, three and five after establishment (respectively
black, grey and white bars) for the mixture with intermediate complex structure (M-4).
Species are sorted by their heights at the fifth year and cultivars are ranked along their height
values in the nursery for isolated plants (from shortest to tallest). Trifolium pratense had
disappeared the fifth year, but was still present in the third year. Festuca arundinacea was
missing in the first year because its establishment took longer than other species. Cultivar
proportions were computed from individual samples which were taken several weeks after
phenotypic measurements (when Festuca arundinacea was present). Values are means = s.e.
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Chapitre 6 - Effet de la diversité genétique sur la

biodiversité associée du sol

Ce chapitre investit I’effet de la diversité génétique des especes sur la structure et la diversité
des communautés bactériennes et fongiques du sol. Il examine ’effet direct que pourrait avoir
la diversité génétique mais aussi son effet indirect via son impact sur 1’équilibre d’abondance
et la structuration des especes végétales dans des communautés multispécifiques apreés six ans
d’installation (dispositif microparcelles). Ce chapitre s’appuie sur 1’hypothése de travail H3 :
La diversitée génétique, a travers son impact sur la diversité des especes, mais aussi via un
effet direct, impacte la biodiversité microbienne du sol associée, via la diversification des

ressources pour les microorganismes.
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Manuscrit N°3

Effet de la diversité géneétique sur la biodiversité associée du sol

dans des communautés prairiales

Julien Meilhac, Hervé Sanguin, et Isabelle Litrico
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1. Introduction

La diversité spécifique des plantes impacte positivement la productivité et la stabilité des
communautés végétale (Tilman, Wedin & Knops 1996; Hector et al. 1999; Prieto et al. 2015).
Une plus grande production de biomasse est obtenue avec un nombre croissant d’espéces et
favorise la concentration en carbone du sol par la senescence des parties aériennes ou
racinaires des plantes qui forment une litiére a I’origine de la matiére organique du sol. Cette
derniére est la principale source de carbone pour les communautés microbiennes du sol qui
sont genéralement C-limitant (Farrell et al. 2014). La variation de la concentration en carbone
a d’ailleurs été décrite comme un facteur important impactant les communautés microbiennes
(Entry et al. 2004). Ainsi la diversité specifique des plantes conditionne fortement les
communautés microbiennes impactant leur biomasse (Zak et al. 2003; Eisenhauer et al. 2010;
Lange et al. 2015; Zhalnina et al. 2015) et leur activité (Lange et al. 2015; Strecker et al.
2016). Cependant, la matiére organique issue des parties sénescentes des plantes n’est pas la
seule source de carbone, et une part non négligeable provient des exsudats racinaires qui
favorise la biomasse microbienne (Grayston et al. 1998; Baudoin, Benizri & Guckert 2003).
La diversité spécifique des plantes génére une variété des substrats carbonés liés a la diversité
des composés chimiques des parties sénescentes et des exsudas végétaux (Hooper et al. 2000;
Badri & Vivanco 2009) et les communautés microbiennes sont connues pour répondre a
I’identité et a la diversité des substrats carbonés (Johnson, Phoenix & Grime 2008). Ainsi, de
nombreuses études mettent en évidence une relation positive entre la diversité spécifique des
plantes et la diversité microbienne (Finn et al. 2013; Weidner et al. 2015; Li et al. 2018) par
le biais des cycles du carbone et de 1’azote (Zak et al. 2003). Cette diversité microbienne
influence positivement la multifonctionnalité des écosystéemes (Delgado-Baquerizo et al.
2017) en favorisant la disponibilité en azote et en phosphore dans le sol et conditionne la
croissance et la biomasse des plantes (van der Heijden, Bardgett & van Straalen 2008) qui
sont généralement limitante pour ces deux éléments (LeBauer & Treseder 2008). La
disponibilité en azote est liée d’une part a une minéralisation accrue de la matiére organique
(Reich et al. 2012) en transformant des éléments organiques en éléments minéraux tel que les
nitrates, et d’autre part a la fixation de 1’azote atmosphérique réalisée par certains groupes
bactériens contribuant a enrichir le sol en azote (van der Heijden, Bardgett & van Straalen
2008). Outre la diversité spécifique vegétale, des études montrent que 1’identité des espéces

impacte fortement les communautés microbiennes (Niklaus, Wardle & Tate 2006), et
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Figure 6.1. Effet mélange testé pour (A) la diversité microbienne bactérienne et (B) fongique a
travers I’indice de Shannon, (C) la diversité végétale (Indice de Pielou), (D) le pH, (E) la matiere
organique du sol (MO) (F) la biomasse végétale et (G) le rapport C / N. Les lettres indiquent les
groupes de mélanges significativement (P<0,05) différents (test de contraste).
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en particulier la présence de certains groupes fonctionnels (Milcu et al. 2008). Par exemple, la
présence de légumineuses est reconnue pour étre un élément majeur sélectionnant
specifiquement certains membres de la communauté microbienne en établissant des
interactions symbiotiques avec certaines bactéries rhizobia qui ont la capacité de fixer I’azote

atmosphérique (Spehn et al. 2000a).

L’effet positif de la diversité spécifique des plantes sur la diversité microbienne peut étre un
levier intéressant dans le cadre de 1’agroécologie pour améliorer la productivité des
agroécosystemes et la fertilit¢ des sols (Vukicevich et al. 2016). Dans un contexte de
diversification des cultures, les prairies temporaires semées, si elles sont multispécifiques,
pourraient jouer un réle majeur pour améliorer la durabilité des agrosystemes et leur
multifonctionnalité (Hector & Bagchi 2007). Les prairies temporaires sont fréquemment semé
en multispécifique et favorisent la diversite microbienne du sol (Garbeva et al. 2006).
L’introduction de prairies multispécifiques dans les rotations de cultures pourrait ainsi avoir
des effets positifs durables sur les communautés microbiennes des agrosystémes (Zhou et al.
2017b). La question de I’effet de la diversité des plantes sur les communautés microbiennes a
¢été largement étudiée a 1’échelle des espéces (Niklaus, Wardle & Tate 2006; Zhalnina et al.
2015; Strecker et al. 2016; Li et al. 2018) tandis que I’effet de la diversité génétique végétale
sur les communautés microbiennes est peu investi. Bien que des effets directs de ce niveau de
diversité pourraient étre attendus, tels que des effets de la variabilité de composés des parties
sénescentes et/ou des exsudats racinaires, des effets indirects par le biais de la diversité
spécifique végétale (Johnson et al. 2010) pourraient avoir une action majeure. En effet si la
diversité génétique favorise la coexistence et I’équilibre des espéces végétales (Whitlock et al.
2007) (chapitre 4) alors un effet indirect sur les communautés microbiennes est aussi attendu.
Dans notre dispositif composé de microparcelles, nous avons testé I’effet de la diversité
génétique sur la diversité microbienne en tenant compte de 1’abondance des espéces aprés 6
ans d’installation des communautés prairiales multispécifiques. L’effet de la diversité
génétique sur la composition et la diversité de la communauté microbienne a été analyseé, puis
les différents niveaux d’organisations (diversité génétique et spécifique végetale ainsi que la

diversité microbienne) ont éte relié a la productivité des communautés végétales.
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Tableau 6.1 Analyse de variance avec test de contraste selon le modele Mod5 sur la diversité végétale (indice de Pielou entre groupes fonctionnels)
et microbienne (indice de Shannon), le pH, la matiére organique du sol (MO), la biomasse végétale et le rapport C / N. Le contraste entre groupes de
mélanges g: (M-1, M-2, M-3, et M-4) versus g, (M-5) a été testé. « * » indique P < 0,05, « ** » P < 0,01 et « *** » P < 0,001. La décomposition de

variance intra-sujet n’est pas montré. DDL correspond aux degrés de liberté, F au test de Fisher, et P la valeur de significativité au seuil 0=0,05.

Diversité Variables
Diversité bactérienne Diversité fongique Diversité végétale pH MO Biomasse végétale Rapport C/ N

Facteurs DDL F P DDL F P DDL F P DDL F P DDL F P DDL F P DDL F P

Bloc 2 074 0,507 2 1,56 0,268 2 5,08 0,038 2 1,23 0,342 2 25,80 0,000 2 4,25 0,055 2 1,30 0,325
Mélange 4 2,36 0,140 4 0,31 0,862 4 9,18 <0.01 ** 4 391 <005 * 4 2,82 0,099 4 293 0,092 4 0,30 0,873
g1Vs g 1 881 <005 * 1 0,37 0,560 1 16,73 <0,01 ** 1 14,82 <0,01 ** 1 8,60 <0,05 1 6,15 <0,05 1 0,01 0,935

Saison 1 19,47 <0,01 ** 1 5,89 <0,05 1 0,11 0,742 1 47,63 <0,001 *** 1 1,36 0,270 1 9,66 <0,05 1 4,83 0,053
Mélange : saison 4 1,57 0,256 4 0,16 0,953 4 0,77 0,568 4 0,59 0,675 4 0,23 0,916 4 0,95 0,473 4 0,52 0,721
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2. Résultats

La diversité microbienne a été estimée a travers I’indice de Shannon de fagon distincte entre
les communautés bactériennes et fongiques. Aussi bien la diversité bactérienne que fongique
est impactée par I’effet de la saison. C’est un résultat attendu car les épisodes de sécheresse
liés & la période estivale affectent la teneur en eau du sol et la disponibilité de certains
nutriments pouvant modifier le développement microbien du sol (Habekost et al. 2008). Alors
que la fin de la période estivale est marquée par une diminution de la diversité bactérienne par
rapport aux printemps, elle favorise au contraire la diversité fongique (Figure S6.1 en
informations supplémentaires), et est un résultat connu (Matei et al. 2017). Aucun effet de la
composition des mélanges (effet mélange) n’impacte la diversité microbienne (diversité
bactérienne et fongique) (Tableau 6.1). Cependant, un test de contraste (effet diversité
génétique) a été conduit pour tester les différences entre deux groupes de mélanges, un
premier groupe g1 avec les mélanges a faible diversité (M-1, M-2 et M-3) et a diversité
moyenne (M-4) et un second groupe g» constitué exclusivement du mélange M-5 (forte
diversité génétique). Le test de contraste (Tableau 6.1) montre une différence significative
entre groupes de mélange pour la diversité bactérienne (P <0.05) mais aucune différence pour
la diversité fongique n’est significative, suggérant une plus grande sensibilité des
communautés bactériennes aux variations d’équilibre d’abondance graminées/légumineuses
(diversité végétale). Le mélange M-5 (forte diversité génétique) a une diversité bactérienne
plus importante que les autres mélanges (Figure 6.1.A) équivalent entre eux. Afin de
distinguer dans I’effet mélange la part attribuable a la composition génétique et celle a la
diversité végétale (équilibre graminées/légumineuses), une analyse de variance a effet
emboité a été calculé (Tableau 6.2) et indique que la composition génétique des mélanges n’a
pas d’effet significatif mais explique cependant une part non négligeable de la diversité
bactérienne (17% respectivement). Aucun ou peu d’effet a été observé pour les communautés
fongiques. Cependant, la composition génétique impacte directement la variation de la
diversité bactérienne entre saison (Figure S2 en informations supplémentaires — mélange M-5

et M-2 les plus stables).

L’effet mélange a été testé sur la structure des communautés microbiennes sur trois niveaux
taxonomiques de I’OTU au phylum en passant par ’ordre, afin d’identifier le niveau

taxonomique le plus pertinent impacté par la composition des mélanges. Pour les
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Tableau 6.2 Analyse de variance selon le modéle Mod6 sur la diversité microbienne (indice de
Shannon bactérien et fongique). « * » indique P < 0,05, «**» P < 0,01 et « ***» P < (0,001. R2
indique le pourcentage expliqué par les facteurs. DDL correspond aux degrés de liberté, F au test de
Fisher, et P la valeur de significativité au seuil 0=0,05.

DDL F P R?
Communautés bactériennes

inter-sujet

bloc 2 0,59 0,583 5,6

Diversité végétale 1 4,135 0,088 19,5

Diversité: mélange 4 0,899 0,519 17,0

Diversité végétale: saison 1 0,197 0,672 0,9
intra-sujet

Diversité végétale 1 0,384 0,553 0,2

Saison 1 28,574 <0,001 ** 15,5

Diversité végétale: mélange 1 3,928 <0,05 * 8,5

Diversité végétale: saison 1 0,48 0,507 0,3
Communautés fongiques
inter-sujet

bloc 2 1,283 0,344 8,4

Diversité végétale 1 0,266 0,625 0,9

Diversité: mélange 4 0,322 0,854 4,2

Diversité végétale: saison 1 0,061 0,813 0,2
intra-sujet

Diversité végétale 1 0,094 0,767 0,3

Saison 1 7,029 0,029 * 23,5

Diversité végétale: mélange 1 1,063 0,434 14,2

1 0,615 0,455 2,1

Diversité végétale: saison

Tableau 6.3 Analyse de variance multivariée par permutation (basé sur la dissimilarité de Bray-
Curtis) sur la structure des communautés microbiennes (bactérienne et fongique) selon le modéle
Mod5 a partir des abondances des taxons. « * » indique P < 0,05, « ** » P < 0,01 et « *** » P < 0,001.

OTUs Ordre Phylum
Régne Facteur
DDL F P DDL F P DDL F P
Bactérie
Bloc 2 1,837 0,007 * 2 2,101 0,05 * 2 1,898 0,14
Mélange 4 1,660 0,002 * 4 2,843 0,004 ** 4 3,261 0,013 *
Saison 1 2,969 0,001 * 1 10,281 0,001 ** 1 10,811 0,002 **
Mélange:saison 4 0,759 0,986 4 0,319 0,999 4 0,285 0,972
Champignon
Bloc 2 1,843 0,002 ** 2 1,174 0,28 2 1,090 0,364
Mélange 4 1,364 0,024 * 4 1,191 0,256 4 1,324 0,259
Saison 1 4,905 0,001 ** 1 10,634 0,001 ** 1 19,099 0,001 **
Mélange:saison 4 0,742 0,972 4 0,833 0,704 4 1,451 0,194
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communautés bactériennes (tableau 6.3), il y a un fort effet mélange sur 1’ensemble des trois
niveaux taxonomiques (OTU, ordre et phylum) traduisant un fort effet mélanges sur la
structure des communautés. A I’inverse, les communautés fongiques sont beaucoup moins
sensibles. L’effet mélange sur les communautés fongiques est significatif uniquement au
niveau des OTUs, traduisant un effet a une échelle fine des communautés mais qui ne se
répercute pas a des niveaux taxonomiques plus élevés contrairement aux bactéries. La figure
6.2 permet de visualiser la variabilité de la structure des communautés bactériennes suivant le
type de mélange selon une méthode d’ordination type NMDS. L’impact le plus important est
observé pour le mélange dont la diversité génétique est la plus élevée (M-5) notamment si on
considere le niveau taxonomique des OTUs (Figure 6.2.A), les différences entre mélanges
s’estompant si on considére les niveaux taxonomiques plus élevés (Figure 6.2.B et C). Ces
résultats confirment I’impact de la diversité génétique sur les communautés microbiennes

préalablement observé au niveau de leur diversité (tableau 6.3).

L’effet mélange a ensuite été testé sur 1’abondance de chaque taxon au niveau phylum et au
niveau de I’ordre pour les communautés bactériennes (Figure 6.3). Au niveau phylum, des
différences sont significatives (P < 0.05) seulement pour les protéobactéries. Dans la mesure
ou le mélange M-5 semble se différencier suivant les trois niveaux taxonomiques étudiés
(Figure 6.2), des tests de contrastes ont été calculés entre un premier groupe g: composé des
mélanges a diversité génétique faible et moyenne (M-1, M-2, M-3, M-4) et un second groupe
g2 composé des mélanges a forte diversité génétique (M-5). L’abondance de cing taxons
différe significativement entre les deux groupes de mélange au niveau phylum, notamment
pour les Acidobactéries, les Bactéroidetes, les Chloroflexi et les Lastecsibactéries (Figure
6.3). Les mémes tests de contrastes ont été calculés au niveau de I’ordre. L’abondance de 31
taxons différe entre les deux groupes de mélanges sur les 141 taxons identifiés dont les dix
plus abondants correspondent a Rhizobiales, Acidobacteriales, Frankiales, Chitinophagales,
Mycropepsales, corynebacteriales, Flavobacteriales, Pseudomonadales, et Steroidobacterales
(voir tableau S6.2 en informations supplémentaires pour les taxons bactériens non
représentés). Le groupe de mélanges g: (faible et moyenne diversité génétique) a une plus
forte abondance pour les acidobacteriales, frankiales, et micropepsales qui sont les groupes les
plus abondants en moyenne dans les communautés bactériennes tandis que le groupe g
favorise les taxons les moins représentés, a I’exception de rhizobiales. Malgré une structure

des communautés fongiques qui n’était pas significativement différente entre mélanges au
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Figure 6.2. Ordination (NMDS) des mélanges par niveau taxonomique pour les communautes
bactériennes (A) OTU, (B) ordre et (C) phylum. Chaque point représente un mélange, les carrés
indiquent I’identité du mélange et correspondent a la moyenne de chaque mélange sur les trois blocs.
Les données regroupent les deux saisons.
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niveau de ’ordre, 1’effet mélange avec contraste a été testé sur les taxons. Cet effet mélange
était significatif (P < 0.05) pour sept taxons fongiques sur les 117 au total (table S3 en

informations supplémentaires).

Pour d’identifier 1’origine de I’effet mélange sur la diversité microbienne et particuliérement
bactérienne, une analyse de variance a été conduite sur plusieurs variables (diversité végétale,
pH, MO, biomasse végétale et le rapport C/N) avec des tests de contraste entre groupes de
mélanges g: et g» (Tableau 6.1). Les melanges différent significativement (P < 0,05) au
niveau de la diversité vegetale et du pH. Le mélange M-5 (forte diversité génétique) a la plus
forte diversité végétale (équilibre d’abondance graminées/légumineuses) avec le mélange M-4
(Figure 6.1) ainsi que des valeurs de pH les plus élevées traduisant un sol moins acide que les
quatre autres mélanges. Pour MO et la biomasse végétale, les groupes de mélanges sont
significativement différent (P < 0.05) avec des valeurs de MO et de biomasse végétale les plus
élevées pour le mélange M-5 (Figure 6.1). Le rapport C / N n’était pas différent ni entre les
mélanges ni entre les groupes. L’effet de la composition génétique (effet mélange emboité
dans la covariable diversité végétale (équilibre graminées/légumineuses) a été testé sur
I’ensemble des variables (résultats non montrés). Aucun effet direct n’a été significatif (au

seuil de 0,05).

La corrélation entre 1’ensemble des variables (matrice de corrélation) a été testée afin
d’identifier les variables corrélées entre elles. La diversité bactérienne (Figure 6.4) est
positivement corrélée au pH et a la biomasse végétale, et dans une moindre mesure a la MO et
a la diversité végétale. Elle est par contre négativement corrélée au rapport C / N. A noter que
C et N sont fortement corrélé & MO et donc indirectement & la diversité bactérienne. La
diversité fongique quant a elle est positivement corrélée au rapport C/N, au pH et a la MO.
Afin de pouvoir quantifier 1’intensité des relations liant les différentes variables pour
expliquer la production de biomasse sans introduire de biais (li¢ 1’autocorrélation des
variables), un modéle d'équations structurelles (sem) a été calculé separément pour la
diversitée bactérienne et fongique. Une plus grande diversité végetale se traduit par une
meilleure représentativité des légumineuses (Figure S6.3 en informations supplémentaires).
Cette diversité est positivement corrélée a la MO qui influence le pH. Le rapport C / N ne
semble pas significativement impacté par la MO (Figure 6.5.A et B). La diversité bactérienne
est positivement et fortement impactée par le pH (0,58) du sol et négativement par le rapport
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Figure 6.3. Abondance des taxons au niveau du phylum et de I’ordre. (A et B) Moyenne des

abondances des taxons (tous

mélanges confondus), les noms des taxons au-dessus des barres

indiquent un effet significatif du facteur mélange issu du test de contraste entre deux groupes de
mélanges g: composé des mélanges a faible et moyenne diversité génétique (M-1, M-2, M-3, M-4) et
g2 avec les mélanges a forte diversité génétique (M-5). (B) Pour I’ordre, seul les 40 taxons les plus
abondants sont représentés sur la figure. (C et D) Seule ’abondance par groupe de mélanges (g1 et g2)
des taxons avec des différences significatives (P < 0.05) entre groupes ont été représenté. (B et D) Le

taxon Subgroup_2 est un taxon bactérien non cultivable appartenant au phylum des acidobactéries.
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C / N (-0,28). La MO n’a pas d’influence sur la diversité bactérienne (Figure 6.5.A). Cette
derniére impacte fortement la biomasse végétale (0,61). La diversité fongique (Figure 6.5.B)
est positivement impactée par le rapport C / N (0,46) contrairement a la diversité bactérienne
et par le pH. MO influence davantage la diversité fongique (0,16) que bactérienne (0,02).
Cependant la diversité fongique influence moins la biomasse végétale (0,16). Enfin, La
décomposition de la variance (tableau 6.4) révele que la diversité bactérienne impacte de
fagcon équivalente que la proportion de bactéries fixatrices d’azote (approximation) dans la
production de biomasse végétale (respectivement 15,4 % et 11,3%), montrant un effet

dissocié de ces deux facteurs (diversité au sens large et présence de certains taxons clés).

3. Discussion

La diversite génétique végétale influence la structure des communautés bactériennes et
favorise I’abondance des taxons les plus rares. A I’inverse la diversité génétique végétale
semble tres peu impacter les communautés fongiques, a 1’exception de quelques taxons qui
semblent mieux représentés avec une forte diversité génétique des plantes comme
Paraglomerales et Diversisporales. Ces ordres sont des champignons mycorhiziens donc
I’augmentation de leur abondance avec la diversité génétique pourrait impacter la capacité des
plantes a exploiter les ressource du sol. La meilleure représentativité des taxons bactériens les
plus rares aboutit a une meilleure diversité bactérienne pour le mélange M-5 (forte diversité
génétique) alors que la diversité fongique reste équivalente quel que soit les mélanges. L’effet
de la composition génétique des mélanges a été testé mais ne semble pas intervenir dans les
variations de la diversité microbienne ou celles des covariables (biomasse végétale, pH, MO,
ou C/N), ce qui suggere que I’effet de la diversité génétique pourrait agir davantage de fagon
indirecte via un meilleur équilibre d’abondance entre graminées et 1égumineuses. Cependant
elle a effet sur la variation saisonniére de la diversité microbienne et suggere un effet sur la

stabilité temporelle de la diversité bactérienne.

La diversité génétique améliore la représentativité des légumineuses dans les mélanges
(Figure 6.1.F). Cette meilleure représentativité pourrait étre a ’origine de I’effet de la
diversité génétique végétale sur la diversite microbienne (Johnson et al. 2010) et
particulierement bactérienne. La diversité végétale semble impacter principalement la
diversité microbienne en favorisant la concentration en matiere organique (MO), confirmant

de précédentes observations (van der Heijden et al. 1998; Wardle et al. 2004), et contribue a
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Table 6.4. Analyse de variance de la biomasse végétale selon le modele Mod6. La diversité
bactérienne (indice de Shannon) et la proportion de bactérie fixatrice (proportion des ordres
rhizobiales et frankiales) a été testé comme facteur explicatif de la biomasse. « * » indique P < 0,05,
« *¥* » P<0,01 et « *** » P<0,001. R? indique le pourcentage expliqué pour chaque facteur entre les
sources de variabilité lié aux variations entre sujets et au sein des sujets. Le sujet fait référence a
I'identité parcellaire.

DDL F P R?
Inter-sujet
bloc 2 3,485 0,071 30,1
Diversité bactérienne 1,0 3,556 0,089 15,4
Proportion bactéries fixatrice
d’azote 1 2,625 0,136 11,3
Intra-sujet
Diversité bactérienne 1 5,081 0,0421 * 24,8
Proportion bactéries fixatrices 1 2,404 0,145 11,7
Totale
bloc 2
Diversité bactérienne 1 19,3
Proportion bactéries fixatrices 1 11,5
R @Q&Q Q\Q’&Q
& Y Q’@ Mo o O\v\ & Qo_ 1
Div.B
0.8
Div.F
0.6
BM plante 04
Div.plante 0.2
C 0
N -0.2
CIN 04
-0.6
pH
0.8
MO

Figure 6.4. Matrice de corrélation entre les indices de diversités végétales (Div .plante
correspondant a I’indice de Pielou pour les plantes) et microbiennes (Div.B et Div.F correspondant
respectivement a I’indice de Shannon pour les bactéries et champignon), la biomasse végétale (BM
plante), teneur en carbone totale (C), teneur en azote totale (N), le rapport carbone sur azote (C / N),
pH, et la matiére organique (MO). La taille des points indique 1’intensité de la corrélation entre les
variables et la couleur indique le signe de la corrélation.
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augmenter le pH du sol. Ce dernier peut étre modifié selon la nature des espéces végétales
présentes. Par exemple les graminées affectent différemment le pH que les légumineuses
(Zhou et al. 2017a) qui tendent a le diminuer. Or le pH est un des facteurs majeurs expliquant
la diversité bactérienne dans notre expérimentation. C’est un résultat en adéquation avec de
tres nombreuses études qui placent le pH du sol comme le premier parametre affectant les
communautés bactériennes (Osborne et al. 2011; DeForest et al. 2012; Zhalnina et al. 2015;
Zhou et al. 2017a). En effet, le pH influence 1’abondance de certains taxons notamment les
bactéries acidophiles appartenant aux acidobactéries. Par conséquent, la plus faible abondance
de ce taxon dans le mélange M-5 peut étre expliquée par un pH plus élevé que dans les autres
mélanges dans lesquels il est plus abondant. Bien que dans ce mélange (M-5), la plus forte
abondance des légumineuses ne semblent pas diminuer le pH du sol. De plus, ces
Iégumineuses réalisent des interactions symbiotiques avec des groupes particuliers
appartenant aux Rhizobiales, a travers notamment le genre Rhizobium, pour la fixation de
I’azote atmosphérique (Musarrat, Zaidi & Khan 2010) Or une meilleure représentativité des
Iégumineuses a été observée pour le mélange M-5 pouvant expliquer 1’abondance plus élevée
de ce taxon pour ce mélange. Enfin, la MO ne semble pas avoir d’influence directe sur la
diversité bactérienne mais intervient indirectement via son impact sur le pH. Il a été montré
que la MO du sol peut modifier positivement ou négativement le pH (Wang et al. 2013) en
fonction de la nature des résidus et de leur alcalinité (Butterly et al. 2010). La présence de
Iégumineuses dans les résidus végétaux augmente le pH du sol (Tang et al. 1999), corroborée

par nos résultats.

Des valeurs C / N faibles semblent favoriser la diversité bactérienne (relation négative). Les
communautés bactériennes ont un besoin en azote plus importants que les champignons pour
la composition de leur tissu. Les tissus bactériens sont caractérisés par un rapport C / N plus
faible que les tissus des communautés fongiques (Bakken 1985; Wallander et al. 2003),
traduisant une exigence en azote plus importante pour les communautés bactériennes. Par
conséquent, de faible rapport C / N favorise le développement bactérien alors que de fortes
valeurs favorisent un développement fongique (Grosso, Baath & De Nicola 2016). Ces
communautés fongiques répondent differemment des communautes bactériennes (plus forte
relation avec le rapport C / N en valeur absolue). Le pH semble étre un facteur de moindre
importance pour les communautés fongiques. La MO impacte davantage la diversité fongique

que la diversité bactérienne ce qui pourrait étre lié au fait que les champignons tolérent des
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Figure 6.5. Modélisation d’équations structurelles (sem) décrivant les effets de plusieurs drivers
(diversité végétale, MO, pH, et le rapport C / N) sur la réponse de la diversité des communautés
bactériennes (A) et fongique (B). La biomasse végétale a été testée comme réponse a la diversité des
communautés microbiennes (A et B). Les lignes continues et en pointillées indiquent respectivement
des relations positives et négative. L’épaisseur des lignes et les nombres adjacents (standardized path
coefficients) indiquent I’intensité de la relation avec la valeur p associée. R? indique la proportion de
variance expliquée des variables. Chi-carré (X2), Degrés de liberté (df), niveau de probabilité (p),
compartive fit index (CFI) et Root Mean Square Error of Approximation (RMSEA).
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conditions en azote plus limitantes vis-a-vis du carbone organique d’ou un rapport C/N

positivement corrélé avec la diversité fongique dans notre expérimentation.

Ainsi, nos résultats semblent appuyer le fait que la diversité végétale impacte directement la
teneur en MO et influence indirectement le pH du sol. Cependant, aucune relation
significative entre diversité vegétale et rapport C/N n’a pu étre mis en évidence alors qu’une
relation positive aurait pu étre attendue li¢ a la présence d’espeéces fixatrices d’azote. Ce
résultat pourrait suggérer que la diversité génétique des plantes influence davantage la
quantité de MO que sa composition via une plus forte production de biomasse.
L’augmentation de la diversité bactérienne semble affecter plus fortement et positivement la
production de biomasse vegétale que la diversité fongique. Cette relation entre diversité
bactérienne et biomasse végétale peut étre expliquée par une plus grande représentativité des
légumineuses (figure S6.3) qui a travers la fixation symbiotique de ’azote atmosphérique
pourrait augmenter la disponibilité en azote du sol pour les especes végétales associées non
fixatrices. Cependant, ’effet de cette diversité bactérienne sur la biomasse végétale n’est pas
exclusivement lié a la présence de taxon fixateur d’azote mais bien a la diversité bactérienne
dans son ensemble. Or cette diversité bactérienne est reconnu pour avoir un effet sur la
multifonctionnalité des écosystémes (Delgado-Baquerizo et al. 2017), notamment en influant
sur les cycles de carbone et azote (Louis et al. 2016) par la décomposition de MO et donc
indirectement sur la disponibilité de certains nutriments indispensables pour la croissance des
plantes. Cependant, la définition du groupe bactérien fixateur d'azote tel qu’il a été défini dans
cette thése présente un biais car elle est qu’une grossiére approximation de ce groupe. En effet
la présence de taxon connu pour fixer I’azote atmosphérique ou ayant des génes impliqués
dans cette fixation ne signifie pas nécessairement une fixation effective. Ainsi, une prise en
compte plus large au sein des protéobactéries et actinobactéries en ciblant I'ensemble des
genres bactériens connus pour fixer I'azote permettrait une estimation plus fine de ce groupe.
Par ailleurs, la mesure de I’activité de fixation d'azote au niveau des sols par estimation du
taux de réduction de l'acétylene (méthode ARA) ou la caractérisation de l'abondance et
diversité de genes impliqués dans la fixation d'azote comme le gene nifH (Collavino et al.

2014; Bouffaud et al. 2016) permettrait une meilleure estimation.
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4. Conclusion

La diversité génétique semble donc impacter la diversité microbienne, notamment par une
meilleure représentativité de certains groupes fonctionnels (bactéries fixatrices d’azote et
mycorhizes), sa stabilité. Bien que ces résultats restent a confirmer sur d’autres matériels
végétaux, ils apportent des arguments sur I’importance de considérer la diversité génétique
des plantes pour la diversit¢é microbienne qu’clle favorise et ses potentielles rétroactions
positives. Ces résultats permettent de mieux appréhender le fonctionnement des niveaux
d’organisation dans un écosystéme. Cette étude a une portée importante pour le domaine de
I’agroécologie dans un contexte de diversification des cultures. La diversité génetique
favorise la productivité des communautés multispécifiques prairiales via principalement une
meilleure coexistence des espéces et des groupes fonctionnels. La diversité spécifique des
plantes est une composante majeure dans la stabilité de production et la qualité lorsque des
légumineuses sont incluses (Deak et al. 2007). Nos résultats suggerent donc un lien entre
communautés végétales et microbiennes pouvant étre a 1’origine d’externalité positive en
particulier en termes de biomasse. Cette étude ouvre le débat sur I’intérét de considérer la
diversité génétiqgue comme complémentaire a la diversité spécifique dans le domaine
agronomique car elle peut-étre un des leviers d’action efficace pour améliorer la durabilité de

nos agrosystémes et leurs externalités positives pour répondre aux enjeux de demain.
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Informations supplémentaires

Table S6.1. Proportion d'espéces et de variétés semées pour des mélanges. La proportion est
exprimée en pourcentage de masse de semences. Chaque variété utilisée est décrite selon cinq traits
agronomiques selon trois niveaux de diversité: faible (+), moyen (++), élevé (+++). Un code de variété
a été attribue aux variétés non inscrites au catalogue officiel (D. glomerata, F. arundinacea et L.
perenne).

Proportions (masse de graine) Description des variétés
Espéces variétés M-1 M-2 M-3 M-4 M-5 Biomasse Hauteur ?glrig?: phénologie

Dactylis

glomerata 0,115 0,115 0,115 0,115 0,115
Vaillant 1,000 0,000 0,000 0,333 0,166  ++ +++ ++ +
Lucullus 0,000 0,000 0,000 0,333 0,166  ++ ++ ++ ++
Accord 0,000 0,000 0,000 0,333 0,166  ++ ++ + +
Otop 0,000 0,000 1,000 0,000 0,166  ++ ++ +++ ++
E1V5 0,000 0,000 0,000 0,000 0,166  + + + +++
President 0,000 1,000 0,000 0,000 0,166  +++ +++ +++ ++

Festuca

arundinacea 0,231 0,231 0,231 0,231 0,231
Soni 1,000 0,000 0,000 0,500 0,125 ++ ++ ++ +++
Elodie 0,000 0,000 0,000 0,250 0,125  +++ ++ ++ +++
Noria 0,000 0,000 0,000 0,250 0125 + ++ ++ ++
Gardian 0,000 1,000 0,000 0,000 0,250  +++ +++ +++ +
E3V5 0,000 0,000 1,000 0,000 0,250 + + + ++
Mariellendo 0,000 0,000 0,000 0,000 0,125  ++ ++ ++ +++

Lolium

perenne 0,115 0,115 0,115 0,115 0,115
Gagny 0,000 0,000 0,000 0,333 0,166  ++ ++ + ++
Aberstar 1,000 0,000 0,000 0,333 0,166  +++ ++ + ++
Juras 0,000 0,000 0,000 0,333 0,166  ++ + ++ +++
Tonnus 0,000 1,000 0,000 0,000 0,166  +++ +++ +++ +
E6V5 0,000 0,000 0,000 0,000 0,166  ++ ++ ++ ++
Rgmaroc 0,000 0,000 1,000 0,000 0,166  ++ +++ + +

Trifolium

repens 0,115 0,115 0,115 0,115 0,115
Abervantage 1,000 0,000 0,000 0,333 0,333 ++ + + ++
Aran 0,000 0,000 0,000 0,333 0,333  ++ ++ ++ ++
Giga 0,000 1,000 1,000 0,333 0,333  ++ +++ +++ +++

Trifolium

pratense 0,115 0,115 0,115 0,115 0,115
Diplo 1,000 1,000 0,000 0,666 0,666  ++ ++ ++ ++
Formica 0,000 0,000 1,000 0,333 0,333 ++ + + ++

Lotus

corniculatus 0,078 0,078 0,078 0,078 0,078
Leo 1,000 0,000 0,000 0,500 0,500  ++ + + ++
Altus 0,000 1,000 0,000 0,500 0,250  ++ +++ +++ +
PX-été 0,000 0,000 1,000 0,000 0,250 ++ + +++ ++

Medicago

sativa 0,231 0,231 0,231 0,231 0,231
Timbale 1,000 0,000 0,000 0,333 0,166  +++ +++ +++ ++
Galaxie 0,000 1,000 0,000 0,333 0,166  +++ +++ ++ ++
Kali 0,000 0,000 0,000 0,333 0,166  ++ +++ ++ ++
Meldor 0,000 0,000 0,000 0,000 0,166  ++ +++ ++ ++
Rafia 0,000 0,000 1,000 0,000 0,166  ++ +++ ++ ++
Luzelle 0,000 0,000 0,000 0,000 0,166  ++ + + ++
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Table S6.2. Abondance moyenne des taxons bactériens pour chaque groupe de mélanges g; et g»
pour lesquels le test de contraste était significatif (P < 0.05). A(ge-g1) indique la différence

d’abondance moyenne du taxon entre le groupe g» et gi. « es » désigne ’erreur standard.

Ordre ol 92 A(g2-01)
Moyenne + es Moyenne + es
Rhizobiales 575,33 + 20,97 694,17 + 88,40 118,83
Acidobacteriales 523,92 +42,59 254,67 +112,27 -269,25
Frankiales 279,83 +8,45 221,17 +19,99 -58,67
Chitinophagales 24546 +5,96 306,33 + 20,57 60,88
Micropepsales 79,88 +6,33 52,50 +7,87 -27,38
Corynebacteriales 69,13 +3,70 91,67 + 8,49 22,54
Subgroup_2 61,17 +9,.21 23,50 +12,27 -37,67
Flavobacteriales 43,63 +5,20 61,83 +9,38 18,21
Pseudomonadales 21,75 +1,77 42,83 +8,10 21,08
Steroidobacterales 10,13 +1,64 23,67 +1,74 13,54
JG36.T2T.191 9,96 +1,54 16,50 +1,87 6,54
Catenulisporales 13,17 +0,84 3,17 +0,82 -10,00
Chloroflexales 7,79 +1,87 17,67 +6,25 9,88
Desulfarculales 4,17 +1,50 13,50 +4,08 9,33
Rhodobacterales 4,00 +0,41 5,67 +0,89 1,67
S085 3,54 +0,45 5,83 + 1,47 2,29
Pyrinomonadales 1,96 +0,49 517 +2,01 321
Thermomicrobiales 1,92 +0,42 4,00 +0,61 2,08
MBNT15 1,67 +0,44 433 +1,43 2,67
RCP2.54 1,63 +0,46 450 +1,06 2,88
CCD24 0,88 +0,15 450 +1,87 3,63
Desulfuromonadales 1,04 +0,27 283 +1,43 1,79
Subgroup_13 1,17 +0,59 0,17 +0,20 -1,00
PLTA13 0,00 +0,00 2,33 +1,14 2,33
Latescibacterales 0,21 +0,26 1,00 +0,35 0,79
Parvibaculales 0,21 +0,05 0,67 +0,20 0,46
Coxiellales 0,08 +0,05 0,83 +0,54 0,75
Bacteroidetes VC2.1_Bac22 0,04 +0,05 0,67 +0,54 0,63
SJA.28 0,04 +0,05 0,50 +0,00 0,46
Thalassobaculales 0,04 +0,05 0,33 +0,20 0,29
DS.100 0,00 +0,00 0,33 +0,20 0,33
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Table S6.3. Abondance moyenne des taxons fongiques pour chaque groupe de mélanges g et g»

pour lesquels le test de contraste était significatif (P < 0.05). A(g.-g1) indique la différence

d’abondance du taxon entre le groupe g» et g1. « es » désigne I’erreur standard.

g1 92
Ordre Moyenne + es Moyenne + es Algrg)
Pleosporales 728,96 *52,96 927,33 +£92,94 198,38
Microascales 45,92 +6,11 159,83 +100,44 113,92
Paraglomerales 72,75 +1,90 49,17 +13,26 -23,58
Xylariales 68,29 +5,96 22,83 +10,61 -45,46
Rhizophlyctidales 43,42 +4,96 70,17 +7,62 26,75
Diversisporales 8,33 £1,72 17,50 + 8,58 9,17
Thelephorales 3,83 +0,62 16,50 + 11,49 12,67
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Fig S6.1. Diversité des communautés microbiennes et fongiques (indice de Shannon) par saison.
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Fig S6.2. Coefficient de variation de la diversité microbienne (indice de Shannon) entre les deux
séries de mesures (variation liée aux saisons). Moyenne + erreur standard. Chaque barre représente un
mélange correspondant de gauche a droite a M-1, M-2, M-3, M-4, et M-5 (que ce soit pour les
communautés bactériennes ou fongiques).

192



1.0

graminées
@ ® |égumineuses
3 0.8 —
a
7]
R
o)
0
2 0.6 —

[}
= |
[ ~
(o) |
& (J
L 04 8
S >
= &
o .0
S 02 )
s ..o

@ -
0.0 == | | |

0.0 0:2 0.4 0.6 0.8 1.0

indice de pielou

Figure S6.3. Corrélation entre I’indice de Pielou (diversité végétale) avec la proportion des
légumineuses et des graminées. Une augmentation de la diversité végétale est associée a une plus
forte proportion des légumineuses traduisant une meilleure représentativité de ce groupe d’espéces
dans le couvert contrairement aux graminées.
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Chapitre 7 -

Discussion géneérale

Cette thése vise a répondre a deux principaux objectifs, d’une part, la mise en évidence de

I’effet de la diversité genétique sur la production de communautés prairiales multispécifiques

et sur la biodiversité¢ associée du sol, et d’autre part, I’identification des mécanismes sous-

jacents a ces effets. Pour répondre a ces objectifs, cette thése repose sur une situation réelle

via un dispositif d’évaluation de mélanges prairiaux installé chez et par un sélectionneur de

plantes fourragéres. Les résultats obtenus seront discutés autour des hypothéses formulées

dans le chapitre introductif puis la question de la valorisation de la diversité géenétique en

amélioration des plantes sera explorée.

Chapitre 4

Effet de la diversité génétique sur la

production et la dynamique des espéces

Dispositif

Microparcelles

Résultats

= La diversité génétique améliore la stabilité de
production et la production de biomasse des
prairies agées soumises & des contraintes
hydriques .

= Un meilleur équilibre d’abondance des
especes a été observé pour le mélange le plus
diversifié (M-5).

= Un meilleur équilibre d’abondance des
espéces était corrélé a une plus grande
asynchronie des pics de biomasses annuels

des especes.

Chapitre 5

Mécanismes sous-jacents aux effets

de la diversité génétique

Chapitre 6

Effet de la diversité génétique sur les

communautés microbiennes du sol

J

Dispositif

Microparcelles
Pépiniere

Résultats \

Une différenciation de niche des espéces a été
observée pour ’ensemble des mélanges sur la
base de la distribution de la hauteur.

Le processus de différenciation de niche
différe entre espéces: (i) une contraction de
niche pour les especes en dessous de la
canopée et (ii) une dilation de niches pour
celles au-dessus.

Ce processus est principalement expliqué par
la plasticité, cependant la sélection (estimé
par la dynamique des proportions variétales)
intervient significativement dans le processus
de différenciation.

Les variétés les plus petites en pépiniére
étaient sélectionnées in situ en microparcelles
pour les espéces en dessous de la canopée. A
I’inverse, les variétés les plus grandes
semblaient étre sélectionnées pour les especes

au niveau ou au-dessus de la canopée.

J

Dispositif

Microparcelles

Résultats

La composition des mélanges via, en autre,
I’équilibre d’abondance des espéces végétales.,
impacte la structure des communautés
microbiennes, en particulier les communautés
bactériennes

La représentativité des légumineuses dans les
communautés végétales est un facteur majeur
dans la structuration des communautés
bactériennes.

La diversité bactérienne impacte positivement la
biomasse végétale et n’est pas exclusivement di

a la présence de taxons fixateurs d’azote

associés aux légumineuses.

- J
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1. Diversité génétique et production de biomasse des communautés

multispécifiques

Nos résultats ont conforté I’hypotheése d’un effet positif de la diversité génétique des especes
sur la production de biomasse (H1). En effet, nous avons observe des différences
significatives de production de biomasse annuelle entre mélanges, et en particulier lors des
derniéres années. Alors que 1’année suivant ’installation n’est pas marquée par de grandes
différences de production de biomasse des différents mélanges, a 1’exception de M-3 (type
méditerranéen) probablement en raison de sa faible performance attendue en climat tempéré,
dés la deuxieme année le mélange génétiquement le plus diversifié se situe parmi les
mélanges les plus productifs. En effet, la faible performance du mélange typé Sud (M-3) est
un résultat attendu car les variétés ont été choisies par le sélectionneur pour étre adaptées au
climat type méditerranéen et donc peu adaptées sous nos latitudes (climat tempére). La plus
faible production de ce mélange typé Sud durant les trois premiéres années, caractérisées par
des conditions climatiques extrémement favorables (faible stress hydrique), n’a pas été plus
performant en termes de production de biomasse lors des dernieres années plus seches. En
revanche, le bon comportement du mélange le plus diversifié¢ génétiquement s’est amplifié au
cours du temps. A partir de la quatriéme année le mélange M-5 (diversifié) tendait a étre plus
productif et se distinguait significativement des autres mélanges la cinquieme année (P<0,05).
Les deux dernieres années du suivi ont été caractérisées par une sécheresse qui semble
renforcer la plus-value de la diversité génétique sur la production de biomasse de la
communauté. Cette meilleure réponse du mélange M-5 conduit a une plus grande stabilité de
la production de biomasse interannuelle. Ces résultats corroborent parfaitement ceux obtenus
par Prieto et al. (2015) mettant en évidence de facon similaire, sur des micro-communautés
prairiales, une meilleure production de biomasse associée a une plus grande stabilité en
condition de stress hydrique avec une diversité génétique croissante. L’étude de Fridley and
Grime (2010) montre également que la diversité génétique pourrait occuper une place centrale
dans la capacité de résilience de la production de biomasse de communautés multispécifiques
en condition de stress (profondeur du sol) via une plus grande capacité adaptative des especes
(Hooper et al. 2005; Vellend 2006; Grenier, Barre & Litrico 2016). Mais cet effet positif de
la diversité génetique ne semble pas opérer uniquement en condition de stress, puisque le

mélange le plus diversifié génétiqguement se situe a des niveaux équivalents aux mélanges les

197



biomasse cumulée (kg/m?)

M1 M2 M3 M4 M5

Figure 7.1 Biomasse totale cumulée sur les cinq années d’expérimentation (2012 a 2016).
Moyenne = erreur standard. Les lettres indiquent les différences significatives (P<0.05) entre les
mélanges.
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plus productifs en début d’expérimentation. De plus, la plus grande production du mélange
diversifié en fin de d’expérimentation permet de mettre en évidence une plus-value de la
diversité génétique des espéces du mélange sur la biomasse totale du mélange avec 1’age de la
prairie. Ce résultat est important, dans le sens ou la pérennité des prairies est un objectif
parfois recherché. Bien que nous obtenions pas de différences sur la biomasse cumulée sur les
cing ans entre mélange (Figure 7.1 ; P<0,05; F=6.141, DF=4) a I’exception du mélange typé
sud, dans notre étude la diversité génétique a permis d’atteindre rapidement de bons niveaux
de production de biomasse et d’améliorer cette production avec le temps et en conditions non
optimales. Bien que la généralisation d’un tel résultat nécessite de tester d’autres espéces sous
d’autres conditions de stress, la plus-value de la diversité génétique sur la production de
biomasse et sa stabilité est attendue si 1’on considére que cette diversité génétique au sein des

espéces permet la mise en place de mécanismes de complémentarité spatio-temporelle.

2. Diversite génétique et stabilité de la production

Certaines études (Isbell, Polley & Wilsey 2009; Prieto et al. 2015; Aussenac et al. 2017)
montrent une stabilité de production, en conditions hydriques limitantes et non limitantes et
correlent cette stabilité au niveau d’asynchronie des pics de biomasse des espéces. La
diversité genétique semble favoriser le décalage de la dynamique de croissance des espéces au
sein des communautés aboutissant a une différenciation temporelle des niches. Cette
asynchronie des especes permet de maximiser la stabilité de production de biomasse (Loreau
& de Mazancourt 2008) en répartissant les réponses des especes dans le temps et favorisant
ainsi leur complémentarité temporelle (Morin et al. 2014; Rodriguez & Bertiller 2014). En cas
de stress hydrique cet effet de I’asynchronie pourrait €tre renforcé car c’est en conditions
limitantes que la compétition entre individus est la plus forte. Dans notre expérience, le
niveau de synchronie des especes semble identique entre mélanges les trois premiéres années,
c’est a partir de ’année 4 que le mélange M-5 (diversifié) se distingue significativement par
une plus forte asynchronie des espéces et c’est & compter de la 4™ année que les pressions de
compétition pourraient étre les plus fortes, notamment en raison de la ressource hydrique
limitante. L’asynchronie des pics de biomasse annuels semble réduire la compétition entre
especes. D’ailleurs, nous avons mis en évidence une trés forte corrélation entre le niveau de

synchronie des espéces et leur équilibre d’abondance, par ailleurs cette relation est
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Figure 7.2 Biomasse génotypique au printemps et en fin d’été mesuré en pépiniére de
plantes isolées (mesures effectuées en 2016 — deuxiéme année d’exploitation de la pépiniére).
Moyenne + erreur standard.
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Figure 7.3 Pourcentage des espéces dans les mélanges par année. Le pourcentage correspond
a la moyenne des mélanges.
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documentée dans la littérature (Loreau & de Mazancourt 2008; Gross et al. 2014; Aussenac et
al. 2017). Le mélange M-5 (diversifi¢) semble maintenir un meilleur équilibre d’abondance
des espéces qui pourrait étre a ’origine de sa plus forte productivité en condition de stress
hydrique. Il a été montré que la diversité spécifique améliore la stabilité temporelle de la
production de biomasse au niveau de I’ensemble de la communauté (Chen & Liu 2011; Gross
et al. 2014; van Rooijen et al. 2015). Cet effet de la diversite spécifique peut étre explique par
une meilleure exploitation des ressources sous I’impact de la complémentarité spatio-
temporelles, comme suggéré dans notre étude mais aussi par le mécanisme du « sampling
effect » qui permet d’avoir une production d’une ou plusieurs espéces mieux adaptées a un
moment donné. Ces deux mécanismes non-exclusifs peuvent aussi étre avancés dans notre cas
puisque dans cet essai, la biomasse de M. sativa était plus abondante dans le mélange le plus
diversifié par rapport aux autres mélanges (voir figure 3 — chapitre 4). Or cette espéece est
particulierement adaptée aux conditions de stress hydrique de par sa physiologie et produit la
grande partie de sa biomasse 1’été (Figure 7.2). Ainsi une meilleure coexistence des especes,
via leur complémentarité, pourrait permettre par «sampling effect» une meilleure
productivité et stabilité de productivité du mélange en augmentant la probabilité¢ d’avoir une
espece qui soit adaptée et qui soit mieux représentée dans le mélange a un moment donnée. La
contribution de chaque espéece dans la production de biomasse totale des mélanges évolue
considérablement entre le début et la fin de ’expérimentation. La premiére année, L. perenne
et T. repens assurent plus des deux tiers de la biomasse totale pour 1’ensemble des mélanges
contre moins de 10% la cinquiéeme année (Figure 7.3). Parallelement, F. arundinacea voit sa
proportion dans la biomasse totale augmenter considérablement. De la méme fagon que pour
M. sativa, F. arundinacea est une espece qui résiste davantage au stress hydrique que D.
glomerata largement dominant 1’année 3, ce qui pourrait expliquer sa meilleur représentativité
au cours du temps en plus de sa faible rapidité d’installation. Par ailleurs, une production
nettement supérieure de L. perenne a été observée 1’année 5 dans le mélange M-3 par rapport
aux autres mélanges (Fig 3. —chapitre 4). Or cette espéce pour ce mélange (M-3) est composée
exclusivement d’une population d’écotypes originaire du Maroc, donc trés bien adaptée au
climat type méditerranéen, ce qui pourrait expliquer sa bonne performance pour ce mélange,

suggérant encore une fois I’importance du « sampling effect ».
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3. Les mécanismes sous-jacents aux effets de la diversité génétique

Un meilleur équilibre d’abondance des espéces avec une diversité génétique croissante est un
résultat rarement démontré dans la littérature (Whitlock et al. 2007). Cet effet de la diversité
génetique pourrait étre relié a une meilleure capacité adaptative des espéces lorsqu’elles sont
génetiquement diversifiees (Vellend 2006; Huyghe & Litrico 2008) mais les mécanismes a
’origine n’ont pas été clairement démontrés. Dans notre expérience, nous avons montré que
la complémentarité temporelle (via 1’asynchronie des pics de biomasse) des espéces pouvait
étre un mécanisme important pour expliquer leur équilibre d’abondance. Or 1’asynchronie des
especes est favorisée par la diversité génétique aprés trois années d’installations des mélanges.
Cette différenciation temporelle des espéces peut étre liée d’une part a la plasticité des
génotypes au sein de chaque espéce en condition de stress hydrique et d’autre part pourrait
étre due a de la sélection favorisant des génotypes davantage asynchrones entre especes. Les
pics de biomasses des especes sont généralement corrélés a la date d’épiaison ou de floraison
pour les especes prairiales (Duparc et al. 2013) et la gamme de variation de cette date est
relativement restreinte et fortement héritable au sein des variétés (Tahernezhad et al. 2018)
(héritabilité au sens large proche de 0,8 dans notre expérimentation — chapitre 3). La
distribution des dates d’épiaison/floraison (en nombre de jours juliens) des variétés au sein et
entre les espéces peut-étre une bonne estimation du niveau de synchronie des pics de
biomasse des variétés. Par ailleurs la date d’épiaison/floraison est classiquement utilisée en
amélioration des plantes pour estimer les niveaux de précocité variétale. Nos résultats sur
I’assignation moléculaire ont mis en évidence des évolutions des proportions variétales
installées en cinq années d’expérimentation et la date d’épiaison des variétés a été mesurée
dans notre pépiniére de plantes isolées. La figure 7.4 montre la distribution des précocités (en
nombre de jours juliens) pour chaque variété installée en pépiniére. Pour la plupart des
espéces, des différences variétales peuvent étre observées a I’exception de M. sativa pour
laquelle toutes les variétés ont des distributions de précocité rigoureusement proches. Or
I’outil moléculaire a pu mettre en évidence une sélection a 1’échelle variétale pour certaines
especes dans le mélange génétiquement diversifié M-5. La proportion de la variété V-5 pour
D. glomerata a augmenté 1’année 5 (Fig 2. — chapitre 5), or cette variété tend a étre plus
précoce parmi celles utilisées dans ce dispositif. De méme pour T. repens ou la variété V-2 la
plus précoce semble avoir été sectionnée. A I’inverse les variétés V-1 et V-2 ont été

sélectionnées pour L. perenne et la variété V-6 pour F. arundinacea correspondant a des
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Figure 7.4 Distribution des précocités par espéces mesurées en pépiniéres de plantes
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confondues. Les fléches indiquent la direction de sélection opérée in situ dans les mélanges par
rapport aux variétés sélectionnées et a leur valeur de précocité en pépiniére.
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variétés tardives. Par conséquent, la sélection de variétés plus précoces pour certaines especes
et plus tardives pour d’autres par rapport a leur valeur en pepiniere devrait maximiser la
différenciation temporelle des espéces (Figure 7.7.H). Une sélection impactant la précocité
des especes est rendue possible par une variabilité inter-variétale, appuyant ainsi I’hypothése
H2 selon laquelle la diversité génétique permet d’élargir la gamme de phénotypes pour la
réponse a la sélection a 1’origine des phénomeénes de complémentarité entre espéces. Les
résultats que nous avons obtenus sur la dynamique des distributions de la hauteur renforcent

cette hypothese.

La hauteur végétative est un trait majeur en €cologie, il est impliqué dans 1’acquisition de la
lumiere (Westoby 1998) et dans les interactions compétitives entre espéces (Falster &
Westoby 2003; Pontes et al. 2012), et les stratégies d’acquisition de la lumiére contrastées se
traduisent par des valeurs contrastées de hauteur, ce qui fait de la hauteur un candidat ideal
pour suivre une différenciation de niche entre especes. Le suivi de la hauteur végétative in situ
dans les mélanges a mis en évidence une différenciation de niche au cours du temps. Les deux
premiéres années sont caractérisées par une forte redondance des especes dans leur
distribution pour ce trait, c’est a partir de la troisieme année que les espéces se distinguent.
L’évolution des niches était dépendante des especes considérées et liée a leur stratégie pour
I’acquisition de la lumicre. Certaines de nos especes avaient clairement des stratégies
contrastées. L. perenne et T. repens avait une stratégie qualifiée d’horizontale car ces espéces
évitent la compétition dans 1’espace vertical en recherchant dans I’espace horizontal des puits
de lumiére (Gautier, Varlet-Grancher & Baudry 1998; Roscher, Kutsch & Schulze 2011). T.
repens a la capacité de développer des stolons alors que L. perenne se propage par diffusion
dans le couvert a la recherche de ces puits de lumiére. A I’inverse les cinq autres especes
avaient une stratégie qualifiée de verticale car 1’acquisition de la lumiére pour ces espéces
passent par la compétition dans ’espace verticale a travers 1’¢longation de leurs organes
(élongation des limbes/gaines pour les graminées et élongation des tiges pour les
Iégumineuses). Les espéces a stratégies horizontales tendaient clairement vers des valeurs de
hauteurs plus faible associées a une contraction de leur niche (variance plus faible autour de la
moyenne). Ainsi, la position relative de ces especes par rapport a la canopée les place dans
des conditions de fortes pressions compétitives liées a la faible luminosité en dessous de la
canopée. La contraction des niches pour les espéces subissant de fortes pressions

environnementales a déja été observé (Scheele et al. 2017). A ’opposé, les espéces avec une
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stratégie verticale tendaient vers des valeurs plus hautes associées a un relachement de la
niche pour les especes situées au-dessus de la canopée (L. corniculatus et M. sativa). Alors
qu’une large part de la différentiation de niche était attribuable a la plasticité des génotypes
des especes, appuyé par I’absence de sélection des variétés, une autre part non négligeable
était liée a la sélection opérée au niveau variétal. La mise en évidence de la différenciation de
niche sur une part de temps relativement court et I’implication des mécanismes adaptatifs,
plasticité et sélection, dans la mise en place de cette différenciation de niche est extrémement
rare dans la littérature (Zuppinger-Dingley et al. 2014). C’est un des résultats majeurs de
notre étude. La sélection opere de fagcon cohérente avec la stratégie des especes. Ainsi pour les
especes a stratégie horizontale, les variétés les plus petites auront tendance a étre
sélectionnées in situ et inversement pour les espéces a stratégie verticale ou les variétés les
plus grandes sont sélectionnées, maximisant la différence de niches entre ces deux groupes
d’especes. Autre fait marquant, une meilleure représentativité en termes d’abondance de
biomasse a été associée aux especes au-dessus de la canopée (M. sativa et L. corniculatus)
suggérant un relachement des pressions compétitives pour ces espéces pouvant leur permettre
une meilleure production de biomasse. Il convient également de souligner 1I’extréme rapidité
du mécanisme de sélection, alors que Lipowsky, Schmid and Roscher (2011), montre que
cing saisons de croissance peuvent étre nécessaires pour démonter une sélection de génotypes
spécifiquement adaptés aux mélanges d’especes prairiales. Dans notre étude, les changements
majeurs dans les proportions variétales opérent rapidement et trois ans semblent suffisants
pour observer cette sélection. Or Apres la troisieme année, les changement dans les
proportions variétales sont faibles et pourraient indiquer un équilibre entre les interactions
compétitives des espéces et leur complémentarité. Cadotte et al. (2017) montre que les
communautés avec une plus faible dissimilarité, notamment en termes de hauteur végétative,
avaient des effets sélectifs plus forts que dans les communautés a forte dissimilarité ou le
mécanisme de complémentarité prévalait. De la méme facon dans notre expérimentation, la
faible différence de hauteur entre espéces les premiéres années favoriserait les mécanismes de
sélection et qui, avec la plasticité, permet une différenciation des niches dans I’espace
verticale ou la complémentarité prévaudrait in fine. Cette absence de sélection observée les
derniéres années pourrait aussi étre liée a la sécheresse des deux derniéres années qui, en
diminuant la production de biomasse des especes, diminuerait les interactions compétitives

liees a une plus faible densité des mélanges.
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Figure 7.5 Corrélation entre le niveau de synchronie standardisée et la variance inter-
espece pour la hauteur végétative. La régression était significativement négative (F=10,1839,
Df=1, P<0,001) sur I’ensemble des années (A), la régression était significativement positive
(F=41,589, Df=4, P<0,001) lorsque la régression était testée par année sans intercepte (B). La
synchronie des espéces est calculée sur la base de la formule présentée au chapitre 2 et adaptée
en utilisant la biomasse des espéces standardisées par leur biomasse produite sur I’année selon

bij

la formule p;; = —s>— 0U b;; est la biomasse de I’espéce j au temps i. La biomasse totale de la

S
X7 bij

communauté a été calculée a partir de cette biomasse spécifique standardisée.
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La rapidité de mise en place de mécanisme de sélection et du processus de différenciation est
a mettre en lien avec les nombreuses études qui montrent une augmentation de la
complémentarité des espéces au cours du temps (Naeem et al. 1994; Cardinale et al. 2007;
Marquard et al. 2009; Allan et al. 2011). L’importance du mécanisme de sélection dans le
processus de différenciation de niche a déja été suggérée dans d’autres études (Zuppinger-
Dingley et al. 2016; Schob et al. 2017), mais, aucune étude n’avait jusqu’alors mis en
évidence de fagon concomitante une sélection et une différenciation des espéces associées a
des stratégies d’acquisition d’une ressource au cours du temps. De plus les études qui
montrent simultanément et de facon expérimentale une contraction de niche pour certaines

especes et une dilation pour les autres restent rares en écologie.

Ainsi il a été montre que la sélection variétale favorise la différenciation de niches des especes
dans I’espace vertical et pourrait favoriser la différenciation temporelle des espéces estimeée
via leur asynchronie, via la sélection de variétés de précocités différentes et de hauteurs
différentes particulierement. La figure 7.5 montre une relation négative entre la
différenciation temporelle et la différenciation dans 1’espace vertical suggérant une
covariation positive au cours du temps. Autre fait intéressant, bien que cette relation était
négative sur I’ensemble des années, cette relation devenait significativement positive lorsque
la relation était test¢ au sein de chaque année, suggérant qu’une forte différenciation
temporelle des especes ne rend pas nécessaire une forte différenciation dans I’espace vertical
pour une année considérée. Autrement dit, les communautés avec des espéces davantage
synchrones, avec de fortes interactions compétitives, se différencient davantage dans I’espace

vertical que des communautés avec des espéces plus asynchrones.

4. Effet de la diversité génétique sur la biodiversité associée du sol

Nous avons vu comment la diversité génétique pouvait impacter la structuration des especes
au sein d’une communauté végétale ainsi que sa biomasse. Il est clair que la communauté
végétale est incluse dans un écosystéme et que cette diversité génétique et spécifique végétale
peut répondre et impacter les organismes associés occupant le méme écosystéeme, en
particulier les organismes du sol. Nous avons montré (chapitre 6) que la diversité génétique
pouvait positivement impacter la diversité microbienne, et en particulier la diversité
bactérienne, par une meilleure représentation des taxons les plus rares en termes d’abondance.

L’effet de la diversité génétique était davantage lié a des effets indirects que directs via un
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meilleur équilibre d’abondance graminées/Iégumineuses. Or la diversité de ces especes et leur
abondance peuvent impacter la quantité et la nature des exsudats racinaires (Grayston et al.
1998). Lamb, Kennedy and Siciliano (2011) montre dans son étude que I’abondance des
espéces vegétales peut intervenir dans la structuration des communautés microbiennes via une
complémentarité des profils d'exsudats de racines ou dans la nutrition des plantes par les
racines. Mais les ¢études investissant le role de I’équilibre des especes végétales dans cette
structuration des communautés microbiennes restent relativement rares tandis que la relation
positive entre diversité spécifique végétale et microbienne est bien étudiée (Zak et al. 2003;
Loranger-Merciris et al. 2006; Niklaus, Wardle & Tate 2006; De Groote et al. 2018; Li et al.
2018). L’étude Johnson et al. (2010) est 1’'une des rares études investissant le role de la
diversité génétique des plantes sur la diversité fongique, mais aucun un effet positif direct de
la diversité génétique n’a pu étre mis en évidence et il suggére un effet davantage indirect via
I’équilibre des especes végétales. Dans notre étude, un effet positif direct de la diversité
génétique végétale sur sa stabilité de la diversité microbienne a pu étre observé. Une
explication possible pourrait étre la plus grande asynchronie des especes mise en évidence
dans le mélange diversifié (M-5) qui permettrait une disponibilité plus stable des sources
carbonées dans le temps. Les résultats de notre étude sont aussi en accord avec les faits établis
que la diversité bactérienne était tres sensible aux variations du pH et au rapport C/N du sol,
en revanche la quantité de matiere organique du sol avait peu d’influence sur la diversité
bactérienne contrairement a celle fongique. Cette différence de sensibilité aux facteurs du sol
entre communauté fongique et bactérienne est bien démontrée dans la littérature (Zhalnina et
al. 2015; Zhou et al. 2017b; Xiao et al. 2018).

Il est assez évident dans notre étude que la diversité végétale influence la diversité
microbienne, mais il est aussi possible que cette diversité microbienne, notamment la diversité
bactérienne ait un effet « rétroactif positif » sur la production de la biomasse végétale. Cet
effet « rétroactif » pourrait ne pas étre exclusivement di a la présence de taxons fixateurs
d’azote impliqués dans des interactions symbiotiques avec les légumineuses car, dans notre
étude, une part équivalente de la variance de la biomasse végétale était liée a la diversité
bactérienne dans son ensemble. Ce résultat suggere qu’une meilleure disponibilité de
nutriments pourrait étre a 1’origine des effets positifs sur la biomasse végétale via une activité
bactérienne accrue. Lange et al. (2015) montre que 1’augmentation du carbone dans le sol par

une meilleure production de biomasse des plantes augmente 1’activité microbienne du sol elle-
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méme susceptible d’améliorer la disponibilité de certains nutriments par la décomposition de
la matiére organique du sol. Nos résultats concernant I’influence de la diversité génétique sur
la diversité microbienne du sol pourront étre approfondis a I’issus de cette thése, mais d’ores
et déja il nous permettent de valider notre hypothése H3 concernant I’impact de la diversité
génetique des espéces végetales sur la biodiversité microbienne associée du sol et ouvrent des
perspectives quant a 1’intérét de la diversité génetique végetale pour favoriser cette diversité
microbienne du sol et ses potentielles rétroactions positives, perspectives particulierement
intéressantes dans un contexte agroécologique ou I’optimisation des interactions devrait

permettre d’améliorer la production.

5. Diversité génétique et améliorations des plantes

Au-dela d’apporter de nouveaux ¢éléments de compréhension pour 1’assemblage et la
structuration des communautés végétales dans le domaine de I’écologie et de la génétique des
communautés, les résultats présentés dans cette these confirment 1’intérét de la diversité
génétique pour I’amélioration des communautés multispécifiques. La diversité génétique,
matiere premicre de ’amélioration des plantes, pourrait ainsi étre un levier majeur a
I’amélioration de la production des cultures plurispécifiques et sa stabilité. De facon évidente
la production et la stabilité sont des objectifs majeurs de la sélection pour la création variétale,
en particulier sous les conditions de faibles intrants et face aux aléas climatiques (Sturludottir
et al. 2014). Mais la meilleure représentativité des especes, en particulier des légumineuses,
liée & une plus grande diversité génétique n’en est pas moins un objectif intéressant pour les
agriculteurs qui est actuellement difficile a atteindre avec les associations prairiales
actuellement utilisées. Le caractére multispécifique des prairies, et en particulier les mélanges
de graminées et de Iégumineuses, est a la base de leur qualité fourragére (Deak et al. 2007,
Elgersma & Soegaard 2016; Ergon et al. 2017). Mais 1’équilibre d’abondance et la
coexistence des especes permet également d’améliorer les services écosystémiques associés a
la prairie, notamment les services liés a la biodiversité associé du sol comme montré
précédemment avec tous les atouts que la production peut trouver sur un sol vivant de bonne

qualité.

Depuis toujours, et avec efficacite (Sampoux et al. 2011), la création variétale continue a étre
conduite a partir de criteres de sélection définis pour la production de peuplements

monospécifiques. Or les criteres de sélection et la valeur des variétés installées en pur ne sont
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Figure 7.6 Stratégie de sélection pour l’introduction de la variabilité phénotypique
intraspécifique. (A) Exemple de distribution chevauchante de deux especes agronomiques (vert
et bleu) composées chacune d’une variété actuelles. (B) Sélection de variétés avec des traits
d’intéréts diversifiés (une variété par espece) afin d’élargir la gamme de variabilité de I’espéce
et améliorer leur capacité adaptative. (C) Sélection de variétés avec des traits d’intéréts choisis
et peu diversifiés afin d’élargir la gamme de variabilité de ’espéce par la diversité variétale
(trois variétés par espece) et améliorer leur capacité adaptative.
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pas nécessairement corrélés a leur valeur en mélange. En effet les génotypes subissent des
pressions sélectives, liés a leur milieu dont les caractéristiques sont différentes selon les
interactions compétitives qui sont conditionnees par le voisinage et ce voisinage différe selon
que les espeéces voisines soient identiques ou non. Nos résultats permettent d’appuyer le fait
que la variabilité intraspécifique des espéces composant le mélange semble étre un élément
majeur pour une meilleure réponse des espéeces dans le mélange multispécifique et les
performances du mélange. Mais il est important de réfléchir d’une part sur 1’identité des traits
pour lesquelles une gamme de variabilité est requise pour favoriser le processus de
différenciation de niches des espéces, et d’autre part identifier les traits qui devraient étre
plutdt homogene au sein des espéces pour optimiser leur valeur agronomique (Litrico &
Violle 2015). Nous avons vu que les traits permettant une certaine complémentarité
temporelle, comme la précocité, mais aussi spatiale, comme la hauteur, étaient des traits
candidats a la variabilité intraspécifique. Ceci étant, il est aussi impératif de définir le niveau
de variabilité a introduire concernant ces trait pour optimiser la dynamique de la
différenciation de niches sans limiter la production des premiéres années, et cela d’autant plus

si le trait d’intérét est également impliqué dans la valeur agronomique.

Une gamme de variabilité minimale pourrait &tre requise pour garantir une capacité adaptative
des espéces, mais le niveau maximal de cette variabilité est a mettre en relation avec la
moyenne du trait de I’espéce vis-a-vis de celles des autres especes qui composent le mélange.
Plus les especes auront des différences niches importantes, plus la gamme de variabilité
pourra étre large sans générer des interactions compétitives excessives qui pourraient conduire
a I’exclusion d’espéces par un chevauchement trop important des niches. Au-dela de
I’acquisition de connaissances qu’il nécessaire de poursuivre afin de bénéficier de la
complémentarité des espeéces pour différentes ressources, il s’agira de réfléchir a la
composition des variétés. En effet, faut-il sélectionner des variétés homogenes et a base
génétique étroite sur les traits d’intérét pour les associer ensuite afin d’obtenir la gamme de
variabilité intraspécifique recherchée ? (Figure 7.6) ou bien faut—il sélectionner des variétés a
gamme de variabilité large ? Ce dernier cas pose deux questions, une d’ordre méthodologique,
comment maintenir une variabilité de certains trait lors du processus de sélection ? Et une
d’ordre réglementaire, comment inscrire une variété variable au catalogue frangais et
européen ? L’inscription des nouvelles variétés au catalogue officiel est soumis a des critéres

DHS (Distinction — Homogénéité — Stabilité). Une nouvelle variété doit se
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distinguer de celles déja inscrites par une meilleure performance agronomique (productivite,
résistance a un pathogeéne, etc...), étre stable et homogene. Or ce dernier critére
d’homogénéité ne permet pas d’introduire une variabilité des traits qui pourrait étre pourtant
requise pour [’utilisation des variétés en mélange d’espeéces. Il y a donc un verrou
réglementaire qui limite aujourd’hui I’introduction de la variabilit¢ dans le processus de
création variétale. Mais la recherche et la production des connaissances sont le moteur des

innovations et des changements sociétaux.
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Chapitre 8 -  Conclusion genérale

Ce travail de these a pu mettre en évidence un effet positif de la diversité génétique sur la
production de biomasse de communautés multispécifiques ainsi qu’une plus grande stabilité
de cette production y compris en condition de stress hydrique. Il semblerait que cette stabilité
soit liée a un meilleur équilibre d’abondance des especes, cet équilibre impactant quant a lui
positivement la biodiversité du sol associée avec potentiellement des effets de rétroaction

positifs sur la biomasse végétale.

La diversité génétique végétale semble permettre, via des mécanismes de sélection et de
plasticité, une différenciation de niches des espéeces, différenciation qui est, en écologie, a la
base de la complémentarité d’acquisition et d’utilisation des ressources des especes dans une
communauté. Cette complémentarité, dans notre étude, s’avere étre temporelle (asynchronie
des dynamiques de croissance des espéces) et spatiale (stratégie d’acquisition de la lumiére).
Les effets de la diversité génétique que nous avons mis en évidence et expliqués dans ce
travail ouvrent des perspective quant a la place de la diversité génétique des espéces en
amélioration des plantes. Le paradigme de D’introduction d’une plus large gamme de
variabilit¢ sur des traits d’intérét est confronté a des verrous méthodologiques et
réglementaires. Cependant, les études publiques en partenariat avec les acteurs pourraient
permettre d’ouvrir la voie au transfert de connaissances pour des actions non conventionnelles

au service de I’innovation.
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* Background and Aims The positive effects of species diversity on the functioning and production of ecosys-
tems have been discussed widely in the literature. In agriculture, these effects are increasingly being applied to
mixed-species crops and particularly to temporary grasslands. However, the effects of increases in genetic diver-
sity (i.e. within-species diversity) on productivity in multispecies crops have not been much studied. Nevertheless,
genetic diversity may have strong positive effects on agricultural ecosystems and positively influence production
and species abundances in multispecies covers. We examine here the effects of genetic diversity on temporary
multispecies grasslands.

* Methods From a real situation, a breeder’s field trial, we describe a study with five seed mixtures, each con-
taining seven species (three grasses and four legumes) but with three different levels of genetic diversity (low, me-
dium and high) created by using different numbers of cultivars per species. From the perspective of a plant breeder,
we analyse measurements of biomass production over a 5-year period.

+ Key Results We show a positive effect of genetic diversity on production, on production stability and on the
cquilibrium of species abundances in the mixtures over the S-year period of the experiment. The legume/grass
proportions were best balanced, having the highest within-species diversity.

* Conclusions For the first time in a field-plot study. we demonstrate the major role played by within-species
genetic diversity on the production, stability and species composition of temporary grasslands. Our key results
seem to find their explanation in terms of shifts in the peaks of species biomass production during the season,
these shifts likely leading to temporal species complementarity. Our study suggests major benefits will arise with
increases in the genetic diversity of multispecies crops. Genetic diversity may be useful in helping to meet new
crop-diversification challenges, particularly with multispecies grasslands. Genetic and species diversity will likely
provide additional levers for improving crops in diversified systems.

Key words: Cultivar and species mixtures, genetic diversity, production stability, species equilibrium,
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INTRODUCTION

Many ecological studies have demonstrated the positive effects
of species diversity on ecosystem functioning (Loreau, 1998;
Gamfeldt er al., 2008). It is now widely accepted that species
diversity affects biomass production functions (Hector et al.,
1999; Tilman et al., 1996, 2001), ecosystem services (Hooper
et al., 2005; Isbell er al., 2011; Finn et al., 2013) and the sta-
bility of ecosystem processes (Tilman et al., 2006; Isbell ez al.,
2009; Jiang and Pu, 2009; Gross et al., 2014). In community
ecology, the principal mechanism used to explain the positive
effects of species diversity is complementarity in resource use.
This results from a diminution of competitive intensity between
species, promoted by their niche difference, and thus favours the
abundance of each and so their coexistence. Complementarity
may operate at a temporal level, for instance if the growths of
two species are not in synchrony. Although widely described
at species level, the effects of diversity at genetic level (i.e. at
the within-species diversity level) have scarcely been investi-
gated in multispecies crops. Nevertheless, a number of studies

have shown the importance of genetic diversity on the func-
tioning of multispecies plant covers, i.c. plant communitics
(Whitlock er al., 2007; Prieto et al., 2015). Despite the high
potential importance of genetic diversity in multispecies crops
(Prieto et al., 2015) and its significance in the breeding of plant
species for use in mixtures (Litrico and Violle, 2015) in diversi-
fied agro-ecosystems studies of the effects of genetic diversity
in multispecies crops are few. As noted by Barot ez al. (2017),
this contrasts with studies of the effects of genetic diversity in
monospecies crops.

In multispecies temporary grasslands, farmers use grassland
grasses and legume species. However, there has as yet been little
work that serves to guide the choice of genetic diversity within
the individual species in a species mixture. Temporary multi-
species grasslands offer a good model through which to study
this question. Some plant breeders seek to improve their seeds
for use in temporary multispecies grasslands by utilizing the
available genetic diversity to increase production, to engender
production stability and to maintain species balance. The aims

© The Author(s) 2019. Published by Oxford University Press on behalf of the Annals of Botany Company.
All rights reserved. For permissions, please e-mail: journals.permissions @oup.com.
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of this study are, using a case study, (1) to generate information
about the effects of genetic diversity on community functioning,
particularly on biomass production and species abundance, and
(2) to link the effects of genetic diversity on community func-
tioning with values for species growth synchrony.

The contribution of plant ecology to crop science has ex-
panded in recent years. One of the challenges for agriculture
in future work on agro-ecosystems will be to lay more equal
weight on aspects of plant production and those of environ-
mental sustainability (Dooley, 2005). Hopefully, this per-
spective will also help minimize conflict between these two
objectives (Nemecek and Erzinger, 2005). The use of mul-
tispecies crops, in particular those including legumes, is in-
creasingly seen as a way of making plant productive systems
more sustainable. An increasing number of studies have em-
phasized the positive effects of species diversity in agro-eco-
systems (Tilman et al., 2001; Hooper et al., 2005; Cardinale
et al., 2012) and these favour diversification in agriculture.
Sown multispecies grasslands are a major component of crop
diversification, to increase the environmental sustainability of
agriculture (O’Mara, 2012). These crops can play a number
of positive roles in promoting ecosystem services in cropping
systems by affecting the nitrogen economy (Weigelt et al.,
2009; Gross et al., 2010), limiting weed populations (Hector
et al., 2001; Frankow-Lindberg, 2012) and increasing soil fer-
tility (Garbeva et al., 2006). By these means they can also
reduce the need for pesticide application. An increasing pro-
portion of temporary grasslands in cash-crop rotations can also
help secure forage production and hence livestock farming
autonomy, especially in the face of projected changes in cli-
mate, which include increases in the incidence and severity of
water deficit. Lastly, temporary grasslands can also have posi-
tive environmental outcomes (Soussana and Lemaire, 2014;
Kunrath et al., 2015), their multispecies composition being
important in ensuring this multifunctional role (Weigelt et al.,
2009). Temporary grasslands are frequently sown as species
mixtures, and the inclusion of high within-species diversity
is indeed possible. This genetic diversity could influence the
functioning of these crops (Prieto er al., 2015) to extents, and
in ways, that have yet to be assessed. A better understanding
of the effects of genetic diversity on community functioning
is also likely to be useful in dealing with new challenges faced
by agronomy associated with diversification. In particular,
breeders need to provide farmers with forage plant cultivars
designed for mixtures, and this involves taking plant—plant
interactions into account.

Some plant breeders have undertaken trials to test the effects
of the genetic variability of the individual species they use in
sown grassland mixtures on mixture production over significant
periods of time. Here, we take advantage of such a situation
occurring in a breeder’s experiment, to examine the effects of
genetic diversity on temporary multispecies grasslands in the
particular case of an experiment set up by a plant breeder to
identify optimal seed mixtures for farmers. Monitoring over a
S-year period, we first analyse the effects of genetic diversity
on mixture biomass production and on species abundances in
a grassland community, and second we examine whether there
has been any effect of genetic diversity on species growth syn-
chrony and/or any link between genetic diversity and biomass
production and species abundances.

MATERIALS AND METHODS

Experimental design

In September 2011, the plant breeder at Jouffray Drillaud sowed
atotal of 15 multispecies grassland mixtures in micro-plots (5 x
1.3 m) at the Jouffray Drillaud Station, Saint Sauvant, France
(46°2137” N, 0°03"25” E). The climate of this region is oceanic
temperate with wet winters and medium-dry summers. During
the 5-year experimental period, the average annual rainfall was
852 mm and the average annual temperature was 12.1°C. The
micro-plots were fully exposed to the weather, with no sup-
plementary irrigation applied during the period. The soil is a
Cambisol with a silty—loamy texture in the surface horizon and
clay in the subsoil horizon (Hubert, 2008) (Supplementary Data
Fig. S1). The organic matter concentration varied from ~1.9 %
in the 0-30 cm soil layer, down to ~0.4 % at 135 cm depth, with
only traces of free CaCO,. The field capacity at the site was
close to 150 mm (Kunrath et al., 2015). To quantify variations
in water deficit intensity during regrowth, between seasons and
also between years, two indices were computed. A simple daily
soil-water balance considered a single soil reservoir of 150 mm
depth at maximum soil-water availability (SMWA) (simplified
from Kunrath et al., 2015). All mixtures were considered to
be exposed to the same SMWA and to the same daily poten-
tial evapotranspiration rate. The first index was the fraction of
soil water content (FSWC) averaged over the whole regrowth
period. The second index was computed following the FAO es-
timate of threshold values for grassland species and enumer-
ating the proportion of days between two cuts, when the FSWC
was <40 %. Rainfall, global solar irradiance, air temperature
and humidity and wind-run at 2 m height were recorded daily
by an automatic weather station belonging to the INRA net-
work located 2 km from the experimental site. The related data-
base CLIMATIK provided the certified data and the potential
evapotranspiration was calculated using the Penman equation
calibrated for an irrigated tall fescue turf.

Each micro-plot contained a single seed mixture sown in
cight rows, each 5 m long. Each seed mixture contained seven
species (all species common in temporary grasslands). The
mixtures all contained three grass species (Dactylis glomerata,
Festuca arundinacea and Lolium perenne) and four legume spe-
cies (Trifolium repens, Trifolium pratense, Lotus corniculatus
and Medicago sativa). The seed mixture in each micro-plot had
the same total weight of seed and the same species proportions
(Table 1). The genetic diversity of each species (controlled by
number of cultivars) varied between the seed mixtures. The cul-
tivars of each species were chosen by the breeder from those
commonly in use in agriculture, that are available in the French
catalogue but are of contrasting phenology, aerial architecture
and biomass production (Table 1). This situation would seem
to provide an excellent opportunity to explore mechanisms of
complementarity existing between species, and also between
cultivars. For each species, up to six cultivars were used, except
for T. pratense, T. repens and L. corniculatus, for which fewer
cultivars were available; three of the seed mixtures contained
only one cultivar per species (M-1, M-2 and M-3), one mixture
contained two or three cultivars per species (M-4) and one mix-
ture contained two to six cultivars per species (M-5) (Table 1).
The five seed mixtures were replicated three times (from the

6102 A1eniga4 G0 uo Jasn (anbiwouoiBy ayoieyoay | ap [euoneN IMsu) VeNI A9 621 1225//22/0W/GOR/S601 0 |/I0PAOBISe-8]0LB-89UBAPE/GOR/W02 dNo dIWapeoR//:SA)Y WOy papeojumoq

237



Meilhac et al. — Benefit of within-species diversity in multispecies grasslands 3

TABLE 1. Proportions of species and cultivars sown for five mixtures (M-1, M-2, M-3, M-4, M-5). The proportions are those of seed mass.
Each cultivar used is described according to four agronomic traits. Each trait is described according to three levels: low (+), medium
(++), high (+++). A cultivar code was assigned to cultivars not yet registered and named (D. glomerata, F. arundinacea and L. perenne)

Proportions (seed mass)

Description of cultivars

Species Cultivar M-1 M-2 M-3 M-4 M-5 Yield Height Leaf area Phenology
D. glomerata 0.115 0.115 0.115 0.115
Vaillant 1.000 0.000 0.000 0.166 ++ +++ ++ .
Lucullus 0.000 0.000 0.000 0.166 =+ ++ ++ ++
Accord 0.000 0.000 0.000 0.166 ++ ++ + +
Otop 0.000 0.000 1.000 0.166 ++ EES +++ +4+
EIVS 0.000 0.000 0.000 0.166 + + * +++
President 0.000 1.000 0.000 0.000 0.166 +++ +++ +++ ++
F. arundinacea 0.231 0.231 0.231 0.231 0.231
Soni 1.000 0.000 0.000 0.500 0.125 ++ ++ ++ +++
Elodie 0.000 0.000 0.000 0.250 0.125 4 ++ ++ +++
Noria 0.000 0.000 0.000 0.250 0.125 + ++ ++ ++
Gardian 0.000 1.000 0.000 0.000 0.250 4+ +++ 4+ +
E3Vs 0.000 0.000 1.000 0.000 0.250 + + + ++
Maricllendo 0.000 0.000 0.000 0.000 0.125 ++ ++ ++ ++
L. perenne 0.115 0.115 0.115 0.115 0.115
Gagny 0.000 0.000 0.000 0.333 0.166 ++ ++ + ++
Aberstar 1.000 0.000 0.000 0.333 0.166 +++ ++ + ++
Juras 0.000 0.000 0.000 0.333 0.166 ++ + ++ ++
Tonnus 0.000 1.000 0.000 0.000 0.166 ++ +4+ +4+ +
E6VS 0.000 0.000 0.000 0.000 0.166 ++ ++ ++ ++
Rgmaroc 0.000 0.000 1.000 0.000 0.166 ++ +4++ + +
T. repens 0.115 0.115 0.115 0.115 0.115
Abervantage 1.000 0.000 0.000 0.333 0.333 ++ + + ++
Aran 0.000 0.000 0.000 0333 0.333 ++ ++ ++ ++
Giga 0.000 1.000 1.000 0.333 0.333 ++ +++ +++ +++
T. pratense 0.115 0.115 0.115 0.115 0.115
Diplo 1.000 1.000 0.000 0.666 0.666 ++ ++ ++ ++
Formica 0.000 0.000 1.000 0.333 0.333 ++ + + ++
L. corniculatus 0.078 0.078 0.078 0.078 0.078
Leo 1.000 0.000 0.000 0.500 0.500 ++ + + ++
Altus 0.000 1.000 0.000 0.500 0.250 ++ - +++ +
PX-cte 0.000 0.000 1.000 0.000 0.250 ++ + +++ ++
M. sativa 0.231 0.231 0.231 0.231 0.231
timbale 1.000 0.000 0.000 0.333 0.166 +++ +++ +++ ++
Galaxie 0.000 1.000 0.000 0.333 0.166 +++ +++ ++ ++
Kali 0.000 0.000 0.000 0.333 0.166 ++ +H+ ++ ++
Meldor 0.000 0.000 0.000 0.000 0.166 ++ +++ ++ ++
Rafia 0.000 0.000 1.000 0.000 0.166 ++ +4+ ++ ++
Luzelle 0.000 0.000 0.000 0.000 0.166 ++ + + ++

same seed lots) and were randomly distributed in three blocks.
There was a total of 15 plots (3 x 5). No nitrogen (N) fertilizer
was applied during the experimental period. This limited the
soil N resources to soil mineralization of organic N and to fix-
ation of atmospheric N by the legumes.

Total and species biomass

For the 5 years of the experiment the whole canopy of each
plot was harvested three times each year (spring, summer and
autumn, 2012-16). All plots were cut at 5 cm above ground
level and at the same time. Harvest date was decided based on a
visual assessment of the above-ground standing biomass. Fresh
biomass was weighed for each harvest and each plot. A sample
was taken from each harvest and each plot, and weighed
(fresh biomass), dried to constant weight at 60 °C for 72 h and
weighed again (dry biomass). The dry biomass of each harvest

and each plot was estimated from the ratio between the fresh
and dry masses for the samples. At each harvest, four quadrats
(0.33 x 0.15 m) were placed randomly in each plot and the spe-
cies dry biomasses were separated. These samples were dried
and weighed to measure the dry mass proportion of each spe-
cies in the total dry biomass. The estimation of species dry bio-
mass was arduous, so was carried out on only two of the three
blocks for years 1, 2 and 3 and on all blocks for years 4 and
5. It was in these latter years that the difference between spe-
cies abundances began to be large. For each plot and each year,
the annual total biomass (for all species) and annual species
biomass (for each species) were calculated by summation of
the three biomass measurements (spring, summer and autumn).
The inter-annual coefficients of variation (CVs) for annual total

biomass were calculated as:
a.l

CVinter—annual = by
%
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where ¢ is the standard deviation of annual dry biomass be-
tween years and p1” is the mean annual dry biomass over 5 years.
The CVs were calculated for each plot.

Evenness index

To define the species abundance equilibrium for each mix-
ture, we adapted the Pielou evenness index (Pielou, 1966),
which is based on the Shannon index (Shannon and Weaver,
1963). Unlike the Pielou and Shannon—Weaver indices, which
are based on the numbers of individuals of each species, the
proportion of species in our evenness index (E) is based on
the dry biomass of each species in the plot. First, the diversity
index (H) was computed as in Pielou (1966) but with species
dry biomass proportions replacing Pielou’s species numerical
abundance proportions;

s
H==Y" b xlog b,
i=1

where b, represents the dry biomass proportion of species i.
In this equation, the maximum value taken by H occurs when
the proportions between species dry biomass are equal. Under
these conditions, H =log S, where S represents the number of

species. The value 0 was assigned to extinct species. The even-
ness index is then defined as:

E = H/Hnax

with values of E varying from 0 to 1. For this study, S was al-
ways the total number of species involved and this was fixed in
our experiment at seven. The inter-annual CV of the evenness
index was calculated for each plot as:

cvj =~

J

where o, is the standard deviation of E between years in plot j
and p, is the index mean over 5 years in plot j.

Species synchrony

The species synchrony index (Loreau and de Mazancourt,
2008) was calculated for each year and for each plot. The
species synchrony index measures the level of synchrony in
the above-ground growth (dry biomass) peak of each spe-
cies. It is frequently used in ecology to explain plant com-
munity stability. The synchrony index (%;) of plot j was
calculated as:
sz

J/.i: 3

(Z?:l )

where szix the variance of total dry biomass in plot j over
subsequent seasonal measurements (three measures per year:
spring, summer, autumn) and o; is the standard deviation of the
dry biomass of species i in mixture j over subsequent seasonal
measurements. The value vy = | indicates that the species in
the community are perfectly synchronous in their growth in the

plot. For the value 1 = 0 the growths of the species in the plot
are totally asynchronous.

Statistical analyses

Index calculation and statistical analyses were carried out
each year using R software (v. 3.2.4; R Development Core
Team, 2016). The Shannon-Weaver index was calculated with
the Vegan package (Oksanen et al., 2016).

The mixture effect was tested on means of annual total bio-
mass, annual species biomass, evenness index, synchrony
index, inter-annual CVs of total biomass and inter-annual CVs
of the evenness index. The normality and the homoscedastic-
ity of residuals were checked using the Shapiro and Bartlett
tests. We conducted ANOVA with the aov function in R. Our
design was balanced, with mixture and block as fixed factors
according to the following model (model 1):

Yum= p+ar+ 31+ eum
where Y,

" 18 the variable explained, oy is the fixed mixture effect
for level k of the mixture factor, 3; is the fixed block effect for
level / of the block factor and gy, is the model error for the ex-
plained variable Y corresponding to observation m. Tukey tests
(multiple comparisons) were carried out when the mixture effect
was significant, for 2 x 2 comparison of mixtures (TuKeyHSD
function). Correlation was assessed between the evenness index
and the synchrony index, between the evenness index and total
annual biomass and between the synchrony index and total an-
nual biomass with a regression test (Im function).

From the climate data, we observed (Fig. 1) a stronger
drought in the two last years of the 5-year trial. To disentangle
the effects on total annual biomass of grassland age (time since
sowing) and that of drought, we analysed data with a repeated
measures analysis of variance (aov function in R with error
term). Our design was balanced, with mixture, block, drought
and age as fixed factors and individuals as random factor using
the following model (model 2):

Yigm = p+ox+ B + T +Ym
+ (T ) + (V) + (T7),, + 5 + Ejiim

where j, k, I and m have the same meaning as in the previous equa-
tions, YIM is the variable explained, ay is the fixed mixture effect, 3 is
the fixed block effect, [corresponding to number of days (Julian day)
per year that FSWC was <40 %]|7,,,, Ym (the number of years since
sowing) is the covariable introduced in the model, u; is the within-
subject variability (error term in the aov function) linked to plot / (plot
identity) and €jyy,, is the model error; (aT),,, is the interaction be-
tween mixture effect and the drought covariable, (), is the inter-
action between mixture effect and the age covariable, and (77),, is
the interaction between drought and age. The percentage of total vari-
ance explained by each factor and covariable was computed as:

SCy,

SC,
where 0, is the percentage explained by factor i, SCy is the
sum of squares of factor 4 and SC, is the total sum of squares
of the model.

0, = x 100
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Fic. 1. Climatic data. (A) Rainfall during the measurement periods (March to
October) and mean annual temperature (values are mean + standard deviation)
from the ‘climatik’ database (Lusignan INRA station). (B) Fraction of soil
water content (FSWC) averaged during regrowth each year. Black points repre-
sent the values of useful reserve for the first cut, grey points the second cut and
white points the third cut. The dashed line represents a threshold of 40 %, below
which grassland species are considered to be under water stress (FAO estimate
of threshold values for grasslands). Values are mean + confidence interval. (C)
Proportion of days during regrowth when the FSWC index was <40 % for each
year. Black points represent the value of FSWC for the first cut, grey points the
second cut and white points the third cut.

RESULTS

Total and species annual biomass

Total annual biomass production (all species) changed over the
S-year period of the experiment (Fig. 2A). Values lay in the
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FiG. 2. Production and variation of total biomass. (A) Annual total biomass of

five mixtures: M-1 (black points), M-2 (red points), M-3 (yellow points), M-4

(blue squares) and M-5 (green squares). Values are mean + standard error. (B)

Mean inter-annual CVs of annual total biomass per mixture. Values are mean

+ standard error. Different letters indicate significant differences (2 < 0.05).
DM. dry matter.

TABLE 2. Analysis of variance from model M-2 to explain total
annual biomass

Effect D.f F value P value Percentage of
variance explained*
Mixture 4 6.14 0.01 4
Block 2 16.86 <0.01 35
Drought 1 210.54 <0.001 239
Age 1 355.104 <0.001 404
Mixture x drought 4 2.87 0.03 1.3
Mixture x age 4 2.87 0.03 1.3
Drought x age 1 147.05 <0.001 16.7
P ge of variance exp d by each factor.

range 600-1600 g m™, with an increase between year 1 and
year 2, and then a decline to year 5. This trend was much the
same for all mixtures. The rainfall events during the growth
period and the FSWC followed much the same pattern during
the 5 years of the experiment (Fig. 1A, B). Total biomass was af-
fected by both drought intensity (number of days per year when
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FSWC was <40 %) and by mixture age (Table 2). Drought sig-
nificantly affected total biomass change from year to year (rep-
resenting 24 % of variation) with cumulative effects of mixture
age (representing 40 % of variation). In the first, second and
fifth years, annual total biomass (all species) showed signifi-
cant differences between mixtures (Table 3, Fig. 2A). Mixture
M-5, with the highest genetic diversity, was among the most
productive (1200-1600 g m™) in the first 2 years and also ex-
hibited the highest productivity in the final year (around 800 g
m~; Fig. 2A). Furthermore, for M-5, the inter-annual CV of
total biomass (I"m =4.26, P < 0.05) (Fig. 2B) was lower than
that of the most productive of low-diversity mixtures (M-1) and
tended to be the lowest measured amongst all mixtures.

The species composition of the mixtures showed significant
change for several species and over several years (Table 3).
Within all mixtures, the initial (year 1) abundances of F. arun-
dinacea and D. glomerata accounted for lower proportions of
total biomass than L. perenne and 7. repens, but in year 5 the
situation was fully reversed (Fig. 3A, B). Until year 4, the dif-
ferences between mixtures were not explained by their genetic
diversities. However, the mixture with greatest genetic diversity
(M-5) had significantly higher species abundance representa-
tion (Fig. 3B, Table 3). Our results show that genetic diversity
of species can influence the contribution of species to total mix-
ture biomass. This was also significant for the grass—legume
biomass proportions (Fig. 3A, B) and was confirmed by the
species evenness result (see next section).

Species evenness and species synchrony indices

Among the more productive mixtures, only in M-5 did the
evenness index remain almost unchanged, exhibiting the high-
est values throughout the 5-year experiment (Fig. 4A). Hence,
the inter-annual CV of evenness index for mixture M-5 was
among the lowest (Fig. 4B). The species evenness in M-5 was
significantly higher (near (0.8) than in any other mixture in year
S, the final year of measurement (Fig. 4A, Table 3). These re-
sults emphasize the positive influence of species genetic diver-
sity on the equilibrium of species abundances in a mixture in
the field over a period of time. Lastly, when the drought effect
was removed (analysis of residuals of regression model with
the number of days when the FSWC index was <40 % as vari-
able), a correlation was maintained (R? = 0.20, P < 0.001) be-
tween evenness index and total annual biomass (Fig. 4C).

The synchrony index varied between ~0.2 and 0.75 in year 4
and between 0.35 and 0.75 in year 5. The mixture effect on the
synchrony index was significant in year 4 (Table 3), while the
synchrony value for M-5 was the weakest. A similar but non-
significant trend was found in year 5. Finally, there was a nega-
tive correlation (R*> = 0.38, P < 0.001) between the evenness
index and the synchrony index in year 4 and year 5 (Fig. 4D).

DISCUSSION

As expected, the dynamics of biomass production over the
years changed with increasing age of the grassland (Hopkins
et al., 1995). Drought intensity also affected total biomass, with
a cumulative effect of mixture age. Although the water deficit
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FiG. 3. Annual species biomass. (A) Mean of annual species biomass of each
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intensity may have differed slightly between mixtures, the mix-
ture with the highest species genetic diversity showed the high-
est productivities during the last few years of the trial, after the
cumulative effects of grassland age and drought. It also showed
the lowest CVs. Our results show not only an effect of gen-
etic diversity on the biomass production of mixtures but also
demonstrate that the stability of biomass production tends to
increase with high genetic diversity. This finding is consistent
with that from a recent study using grassland micro-plots in
boxes of artificial soil exposed to drought (Prieto er al., 2015).
It also supports the ecological hypothesis that diversity is a
source of community stability (Gross et al., 2014). One novel
result of our study is the positive effect of genetic diversity on
the balance of species abundance over a period of time. That
is, the genetic diversity of the various species constituting a
community affects the species proportions. The results for
both biomass production stability and species evenness for the
mixture M-4, which had intermediate genetic diversity, were
not intermediate, as might have been expected. Two possible
explanations are that (1) the species genetic diversity of M-4
was too low to obtain a significant genetic diversity benefit —
in other words, a minimum level of genetic diversity may be
required for the complementarity mechanism to be activated;
and (2) M-4 did not contain particularly competitive cultivars.
The effects of the identity of the cultivars may have become
entangled with the effects of increasing genetic diversity. The
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results for the medium-diversity mixture may be explained by
the absence of some cultivars. This hypothesis, leading to selec-
tion of competitive cultivars, could be studied with molecular
tools to shed light on the dynamics of multi-cultivar swards
over time. However, our key result is the negative relationship
found between the evenness index and synchronicity. This sug-
gests a temporal complementarity between species driven by
high genetic diversity. This result fits with the study of Prieto
etal. (2015).

For more sustainable, productive and persistent sown grass-
lands in crop rotations, it is important that we are able to de-
termine the most effective level of genetic diversity of species.
It is also important to identify the genetic traits that should be
most diverse; some traits may not be useful at all and others
quite critical. In particular we need to identify those traits most
involved in species complementarity (Litrico and Violle, 2015;
Wagg et al., 2017). In our experiment, the trait differences were
focused on the cultivars’ phenologies and leaf traits (Table 1).
In further studies, it would be interesting to test the effects of
diversity in a number of other traits and with other species. In
a plant community, differentiation of species ecological niches

(Macarthur and Levins, 1967) through differentiation of traits
should allow species to reduce the negative effects of plant
interaction (i.e. competition) by promoting species complemen-
tarity. The variations in evenness and species abundance suggest
that traits linked to growth seasonality (e.g. the timing of bio-
mass peaks during the year), and therefore phenology, could be
important. Meanwhile, at least a certain level of diversification
within species would seem to be desirable. Asynchrony of peak
biomass between species leads to temporal niche differentiation
of growth (Prieto er al., 2015). This contributes to the species
diversity effect on production stability and on ecosystem func-
tioning. The relation between genetic diversity and asynchrony
of peak biomass between species under artificial conditions was
highlighted recently by Prieto ez al. (2015). Our results support
the potential effect of genetic diversity and, for the first time,
demonstrate this support in the field. Selected genotypes within
species could be complementary for growth relative to geno-
types within other species and thus reduce competition and in-
crease complementarity between species by shifting the timing
of biomass peaks. The benefits of high genetic diversity could
have occurred simultaneously with the increase in competitive
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pressures (after the early years). Species genetic diversity may
increase the likelihood of particular genotypes being present
that are better adapted to the conditions generated by the pres-
ence of other species and their associated selection pressures.
In this way, genotype-level selection could lead to species-level
complementarity effects. Our study displays a negative cor-
relation between peak biomass synchrony among species and
equilibrium of species abundance. This fosters the growth of
asynchronous species, decreases competition between spe-
cies and favours the growth of each species. The equilibrium
of species abundance seems to improve total biomass produc-
tion through the year, probably through species competition
equilibrium.

Many studies to date have focused on species diversity
effects within crops. However, the genetic diversity effect
on the production, stability and species composition of mul-
tispecies crops has been largely overlooked. Along with spe-
cies diversity, genetic diversity can have a nested effect on
the performance of a species mixture (Litrico and Huyghe,
2018). The results presented here are based on a particular
set of species, of cultivars and of environmental conditions.
It remains for our findings to be confirmed for other plant
materials and environments through similarly structured
experiments. Nevertheless, our results are in broad agree-
ment with the few studies that have been made into the ef-
fects of genetic diversity in plant mixtures (Whitlock et al.,
2007; Prieto et al., 2015). Here, we provide insights that
may present avenues along which to explore the mechan-
isms underlying the observed ecological effects. We suggest
the hypothesis that ecological mechanisms, such as comple-
mentarity, may depend on selection at the genetic level. The
genetic diversity of a species in a mixture should, over time,
ensure the presence of genotypes adapted to selection pres-
sures imposed by the other species in the mixture. In this
way, genetic diversity should lead to essential complemen-
tarity between species, improved biomass production and
species equilibrium stability in multispecies crops.

Conclusions

This study has significance for areas of agriculture and agro-
ecology where crop diversification is required. The high gen-
etic diversity of individual species in a multispecies mixture
should raise the biomass production and stability of the plant
community. Such stabilities are important in agriculture to en-
sure enduring production and quality (Sturludottir ez al., 2014).
The nutritional quality of forage crops is influenced by spe-
cies composition, especially when legumes are included (Deak
et al., 2007). This study shows, for the first time, the importance
of genetic diversity obtained through the mixing of cultivars in
improving the effects of species mixtures in temporary grass-
lands. Our results suggest temporal complementarity may be
a very good way to optimize grassland functioning, as well as
suggesting a target for the composition of seed mixtures for
breeders. This study also contributes to the discussion of the
need to include genetic diversity in breeding programmes of
cultivars intended for multispecies crops and suggests ways in
which this may help meet the challenges faced by modern agri-
culture (Litrico and Violle, 2015).

SUPPLEMENTARY DATA

Supplementary data are available online at https://academic.
oup.com/aob and consist of the following. Figure S1: soil tex-
ture as a function of soil depth.
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Résumé

De nombreuses études mettent en évidence un effet positif de la diversité spécifique sur la
productivité des communautés végétales et la biodiversité associée. Mais I’effet de la diversité
génétique sur la communauté d’espéces reste encore peu étudié en dépit des rares études
montrant un effet positif avec des perspectives d’application dans le domaine de
I’amélioration des plantes. C’est dans ce contexte que cette thése s’interroge sur 1’effet de la
diversité génétique sur les communautés prairiales et la biodiversité du sol associée. Cette
thése repose sur une situation réelle via un dispositif d’évaluation de mélanges prairiaux
installé par et chez un sélectionneur de plantes fourrageres. Les résultats majeurs de cette
these sont un effet positif de la diversité génétique des especes sur la production de biomasse
du mélange, particuliérement lors d’épisodes de sécheresse, et sur 1’équilibre d’abondance des
especes. Ces effets positifs semblent étre le résultat d’une différenciation de niches des
especes qui est a la base de la complémentarité des especes en écologie. Il a été mis en
évidence une complémentarité temporelle des espéces par une asynchronie des dynamiques de
croissance, mais aussi une complémentarité sur 1’acquisition de la lumiére par des
mécanismes de sélection et de plasticité. Enfin, des effets de la diversité génétique ont été
observés sur la diversité microbienne avec des rétroactions sur les plantes. Au vu de ces
résultats, il apparait que la diversité génétique occupe une place centrale dans I’assemblage et
la structuration des communautés végétales et microbiennes, nous amenant a réfléchir quant a
sa valorisation en amélioration des plantes.

Abstract

Many studies highlight a positive effect of species diversity on plant community productivity
and associated biodiversity. But genetic diversity effect on species community is still poorly
studied despite the rare studies showing a positive effect with prospects for application in the
field of plant breeding. It is in this context this thesis examines the genetic diversity effect on
grassland communities and associated soil biodiversity. This thesis is based on a real situation
via an evaluation design of grassland mixtures installed by and in a plants breeding company.
The major results of this thesis are a positive effect of the species genetic diversity on mixture
biomass production, especially during drought episodes, and on species abundance
equilibrium. These positive effects seem to be the result of a niche differentiation of species
which is at basis of species complementarity in ecology. Temporal complementarity of
species has been demonstrated by an asynchronous growth dynamics, but also by a
complementarity in the light acquisition by selection and plasticity mechanisms. Finally,
genetic diversity effects have been observed on microbial diversity with plants feedbacks. In
view of these results, it appears that genetic diversity occupies a central place in the assembly
and structuring of plant and microbial communities, leading us to think on its value in plants
breeding.
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