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I.1 Les interactions plantes-sol, un enjeu agroécologique

majeur

1.1.1 La transition agroécologique

Au cours des 40 derniéres années, la production mondiale de céréales est passée de 876 millions

de tonnes & 2 455 milliards de tonnes (FAOSTAT, http://www.fao.org/faostat/fr/#data) pour
accompagner la croissance démographique au sortir des deux guerres mondiales. De telles
augmentations de rendement ont pu étre possibles grace a I’apport d’engrais chimiques et de
pesticides, & I’utilisation de variétés a fort potentiel de rendement et aux avancées dans le machinisme
agricole. Bien que cette politique de transformation de 1’agriculture, appelée « révolution verte » ait
permis de nourrir les populations, les impacts délétéres sur les écosystémes n’ont pas été pris en
compte (Tilman et al.,, 2002). Ces impacts se sont traduits par la contamination des nappes
phréatiques, les rejets de gaz a effet de serre, I’eutrophisation de nombreux écosystémes aquatiques, la
déforestation, la dégradation des sols ou encore le développement de résistances chez les organismes
phytopathogénes. Depuis la prise de conscience collective de I’impact de cette agriculture intensive
sur les écosystemes, des perspectives de modes d’agricultures plus durables ont émergé. La population
mondiale augmentant encore de nos jours (18 % d’augmentation de la population mondiale de 2000 a

2017, FAOSTAT, http://www.fao.org/faostat/en/#data/OA ), ’objectif d’augmenter la production

reste ferme. Cependant, des recherches doivent &tre menées dans 1’innovation des systémes de culture
pour favoriser leur autonomie en intrants et maintenir voire augmenter leur productivité. Un
changement de modele agricole est ainsi nécessaire pour permettre la mise en ceuvre des principes de
’agroécologie (Wezel et al., 2009) et répondre aux enjeux majeurs de 1’agriculture. Un des principaux
enjeux de cette transition agroécologique concerne la valorisation des services écosystémiques rendus
par les plantes cultivées d’une part, et les organismes du sol d’autre part, afin de mobiliser les

interactions biotiques entre ces deux compartiments et favoriser la productivité des plantes.
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1.1.2 Les services ecosystémiques

1.1.2.1 Les services écosystémiques et leur définition

Au cours des années 2001 a 2005, une évaluation des écosystémes pour le millénaire (Millenium

Ecosystem Assessement — MEA) a été conduite dont I’objectif était d’évaluer les conséquences de

I’évolution des écosystémes sur le bien-étre humain et d’établir la base scientifique des actions

requises pour améliorer la conservation des écosystemes, la durabilité de leur exploitation et par

conséquent leurs contributions au bien-étre de ’'Homme. De ce MEA a émergé la définition de

services écosystémiques qui correspondent aux bénéfices et services que les Hommes peuvent tirer des

écosystemes directement ou indirectement pour assurer leur bien-étre (Millennium Assessment, 2005).

Les services écosystémiques identifiés ont été classés en quatre catégories :

Les services de support ou de soutien : ce sont les services nécessaires a la production
d’autres services. En effet, ces services créent les conditions de base au développement
de la vie sur Terre (formation des sols, production primaire, air respirable...).

Les services d'approvisionnement ou de production : il s’agit des services correspondant
aux produits potentiellement commercialisables, obtenus a partir des écosystémes
(nourriture, eau potable, fibres, combustibles, produits biochimiques et
pharmaceutiques...).

Les services de régulation : ce sont les services permettant de modérer ou réguler les
phénomeénes naturels (régulation du climat, de I'érosion, des parasites...).

Les services culturels : il s’agit des bénéfices non-matériels que I'numanité peut tirer des
écosystemes, a travers un enrichissement spirituel ou le développement cognitif des

peuples (patrimoine, esthétisme, éducation, religion...).

Bien que cette classification serve de référence, elle a aussi été critiquée récemment pour la

complexité d’adapter la définition de ces services aux agroécosystemes notamment les services de

régulation et de support. Afin de rendre cette classification plus opérationnelle, les services
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écosystémiques fournis par la biodiversité des agroécosystémes ont été séparés en trois grandes autres

catégories (Zhang et al., 2007; Le Roux et al., 2008) :

1)

1)

1)

Les services intrants qui contribuent a la fourniture de ressources et au maintien des
supports physico-chimiques de la production agricole tels que la stabilité de la structure
et la fertilité du sol, le contrle des invasions ou encore le microclimat. Au sein des
services intrants, on dissocie les services intrants de ressources comme la disponibilité en
nutriments ou le maintien de la fertilité des sols et les services intrants de régulation qui
rendent compte de la régulation des interactions biotiques entre espéces comme le
contr6le des organismes phytopathogénes.

Les services de production contribuant au revenu agricole comme le rendement de la
production primaire ou animale, la stabilité de ces productions ou encore la qualité des
récoltes.

Les services de production qui ne contribuent pas de maniére directe au revenu agricole
comme la qualit¢ de 1’eau, la conservation de la biodiversité ou encore les valeurs

culturelles et esthétiques.

Toutefois dans un secteur donné tel que I’agriculture, les écosystémes peuvent également

apporter un ensemble de risques et nuisances définis comme des dis-services (Zhang et al., 2007). Au

sein des agroécosystémes, les services écosystémiques sont déterminés par la gestion de 1’utilisation

du paysage et cette utilisation du paysage va déterminer la distribution spatio-temporelle de la

composante biotique (plantes cultivées, espéces, variétés...) et 1’état de la composante abiotique

(nutriments des sols, drainage, pH...). Les interactions entre ces deux compartiments peuvent stimuler

les processus biologiques et ainsi favoriser la fourniture de services écosystémiques. La biodiversité

joue un role prépondérant dans I’intensité des interactions et donc dans les processus biologiques qui

en découlent. Parmi les composantes de la biodiversité (Altieri, 1999), les composantes liées a la

biodiversité planifiée (type de culture, composition du couvert, espéces, variétés..) et celle liées aux

organismes du sol qui vivent dans les agroécosystemes (ingénieur du sol, microorganismes,
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antagonistes...) vont étre mobilisés dans le cadre de cette thése pour agir sur l’intensité des

interactions.
1.1.2.2  Les services écosystémiques attendus par les plantes

L’augmentation de la biodiversité dans les systémes cultivés a pour objectif de favoriser la
production de services écosystémiques (fig. 1-1). Dans les agroécosystemes, la diversification des
systémes de culture au travers des rotations, de 1’utilisation de mélanges d’espéces et/ou des variétés
est identifiée comme un moyen de fournir des services écosystémiques tout en maintenant voire en
augmentant la productivité (Costanzo and Barberi, 2014; Duru et al., 2015). En effet par ’utilisation
de plusieurs espéces, des services intrants de ressources peuvent étre fournis tels que I’augmentation
de la fertilité du sol par une amélioration de la disponibilité en azote du sol (Thorsted et al., 2006b;
Amossé et al., 2013), par une utilisation plus compléte des ressources du sol limitant ainsi la
lixiviation des nutriments (Tilman et al., 1996) ou encore par une amélioration de la qualité et de la

guantité de la matiére organique (Madritch and Hunter, 2003; Zhu and Cheng, 2012).

|

M A
‘ Q|2 / \",r'v" I
| “ Y ‘ i“ﬂxﬁ Services de production (revenu agricole)

Services intrants de ressources Rendement des cultures
Structure du sol Production de biomasse
Fertilité Teneur en azote

Disponibilité en eau
Diversification des
systemes de culture
> Rotation
¥» Diversité
Spesigs AGROECOSYSTEMES
¥ Meélange de
variétés

Services intrants de régulation
Contréle des adventices

. - Services de production (hors revenu agricole)
Contréle des bioagresseurs

Qualité de I’eau
Régulation du climat
Conservation de la biodiversité

Figure I-1. Schéma conceptuel de I'organisation des services écosystémiques attendus par les plantes dans les
agroécosystémes au travers de la diversification des systemes de culture (d'aprés Lavorel et Sarthou 2008 dans Le
Roux et al. 2008).
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Aussi, 'utilisation de plusieurs espéces peut réduire la pression liée aux adventices des cultures
(Corre-Hellou et al., 2011) ou des maladies (Garrett et al., 2009) rendant ainsi un service de régulation.
Enfin, les gains de rendement observés dans les associations incluant des Fabacées ou les mélanges de
variété (Jensen, 1996a; Jackson and Wennig, 1997) contribuent au revenu agricole rendant ainsi un

service de production.

1.1.2.3  Les services écosystémiques attendus par les sols

L’idée de percevoir le sol comme un systéme complexe et multifonctionnel et non uniquement
comme un support physique ou seule I’intervention de I’homme peut recréer une structure physique,
chimique et biologique favorable a la croissance des plantes, est trés récente. Dans le cadre du MEA,
la notion de capital naturel, née du champ de 1’économie, a été transférée aux sciences du sol. Le sol y
est alors défini comme un capital naturel ¢’est-a-dire un stock de matiéres et d’informations contenu
dans un écosystéme. Cette adaptation au sol du cadre établi par le MEA a fait I’objet de plusieurs
travaux (De Groot et al., 2003; Ekins, 2003; Ekins et al., 2003) et Dominati et al. (2010) en proposent
un schéma conceptuel dans lequel ils positionnent le sol comme un capital naturel, caractérisé non
seulement par ses stocks de matiére et de biodiversité, mais aussi par les flux qu’il génére et qui

permettent la fourniture d’un certain nombre de services répondant a des besoins humains.

Services de production (revenu agricole)
Support physique

Production d’aliments, de bois et de fibres
Production de matériaux

Services intrants de ressources
Recyclage des nutriments
Fertilité du sol

Disponibilité en eau

r—

Facteurs externes

AGROECOSYSTEMES

Naturels Anthropogéniques

+ Climat + Utilisation du sol

+ Géologie + Pratiques agricoles Services intrants de régulation

« Biodiversité =+ ... Contréle biologique des maladies et Services de production (hors revenu agricole)
L. bioagresseurs Stockage du carbone

Détoxification Conservation des habitats
Conservation de la biodiversité
Régulation du climat

Figure 1-2. Schéma conceptuel de I'organisation des services écosystémiques attendus par les sols dans les
agroécosystemes (adapté de Dominati et al. 2010).
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Adapté plus spécifiqguement aux agroécosystemes (fig. 1-2), les services intrants de régulation et
de ressources dérivent a la fois des propriétés intrinseques des sols et de leur position d’interface entre
les grands compartiments de la planéte (lithosphere, hydrosphére et biosphére). Du fait de sa grande
complexité, le sol abrite une diversité considérable d’organismes vivants comme les microorganismes,
les protozoaires, les nématodes ou encore les vers de terre. De plus, un grand nombre d’interactions
trophiques interviennent entre ces organismes, mais également entre les plantes et les organismes ainsi
que les constituants organo-minéraux des sols. Cette biodiversité des sols, encore largement
méconnue, joue un role essentiel dans I’ensemble des processus biogéochimiques, en particulier ceux
affectant les cycles du carbone (Schimel and Schaeffer, 2012), des nutriments (Ingham et al., 1985),
notamment 1’azote (Hayatsu et al., 2008; Kharin and Kurakov, 2009). Cette biodiversité joue un réle
important vis-a-vis de la protection des plantes par un contréle biologique des maladies et des
ravageurs. Les services de production relévent de 1’ensemble des productions issues des sols (aliments,
bois fibres, matériaux...) (fig. 1-2). La fonction de support physique assurée par les sols, qui
représentent la base physique sur laquelle les animaux, les humains mais aussi 1’ensemble des
infrastructures se tiennent, est également incluse dans cette catégorie de services. Pour terminer, les
services de production ne contribuant pas au revenu agricole ou services culturels regroupent les
aspects liés au stockage du carbone dans les sols a la conservation de la biodiversité et des habitats ou

encore la régulation du climat (fig. 1-2).

1.1.3 Les interactions plantes-sol

Les plantes fonctionnent au sein d’un environnement complexe et multitrophique et constituent
I’interface entre les compartiments aériens et souterrains des écosystemes. Depuis plus d’une dizaine
d’années, les écologues se sont intéressés au fonctionnement des interactions entre ces deux
compartiments et leurs conséquences sur les processus et les propriétés des écosystémes (Hooper et
al., 2000; Van der Putten et al., 2001; Bardgett et al., 2005; De Deyn and Van der Putten, 2005;
Eisenhauer, 2012). Les caractéristiques des plantes telles que la biomasse et le contenu en nutriments

dépendent en grande partie de 1’activité d’organismes du sol tels que les décomposeurs et les
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symbiontes (3), qui rendent les nutriments disponibles (1) (fig. 1-3). Les organismes hétérotrophiques
interagissant avec les plantes affectent leur métabolisme, entrainent des modifications de la litiére, de
la production de biomasse, de la distribution et la composition chimique des parties aériennes et sous-
terraines en se nourrissant des racines (2) ou en établissant des interactions positives ou négatives avec
les racines (3) (fig. 1-3). Dépendant de leur taille et de leur mobilité, les organismes du sol occupent
des mirohabitats de différentes tailles et peuvent ainsi avoir des effets différents sur la croissance des

plantes (4).

TRENDS in Ecology & Evolubon

Figure 1-3. Interdépendance entre la diversité des plantes et la diversité du compartiment souterrain (adapté de De
Deyn and Van de Putten (2005)).

Les racines actives présentant des taux de renouvellement élevés et étant réparties dans le sol, les
herbivores des racines et les agents pathogenes (2) peuvent trouver cette source de nourriture soit en
étant relativement mobiles (5, 6) soit par association endoparasite (7), soit par une dispersion active
ciblée (8) (fig. 1-3). Ces exemples d’interactions montrent une interdépendance entre la biodiversité
des compartiments aériens et souterrains ou chaque compartiment peut avoir un effet sur I’autre et

influencer de maniére positive ou négative la production primaire.
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Dans les agroécosystémes, une meilleure compréhension du fonctionnement des interactions
directes et indirectes entre les compartiments aériens et souterrains (e.g. complémentarité, facilitation)
doit permettre la mise en évidence de leviers qui contribuent & augmenter la fertilité du sol et le
rendement des cultures en condition de réduction des intrants. La valorisation de ces interactions peut
constituer un outil puissant pour concevoir des systemes de culture durables utilisant de facon plus

efficace une agrobiodiversité plus abondante et les interactions biotiques qu’elle engendre.

1.2 La diversité des traits fonctionnels des plantes comme

voie d’amélioration de la productivité

1.2.1 L’importance des traits fonctionnels

De nombreuses études ont montré I’importance des traits fonctionnels au sein des communautés
et sur le fonctionnement des écosystéemes (Hooper and Dukes, 2004; Diaz et al., 2007a; Cianciaruso et
al., 2009; Faucon et al., 2017). Par exemple, les traits fonctionnels des plantes peuvent caractériser
I’aptitude a la compétition pour les ressources, déterminante pour la coexistence entre especes au sein
d’une communauté (Callaway et al., 2003). Les traits fonctionnels peuvent également constituer un
outil pertinent pour déterminer la capacité d’invasion des milieux d’un taxon (Sexton et al., 2002;
Richards et al., 2006), pour mieux comprendre le fonctionnement d’une communauté au travers de la
dynamique des nutriments (Madritch and Hunter, 2003), de la résistance aux perturbations (Reusch et
al., 2005; Gamfeldt and Kallstrém, 2007) ou encore de la productivité des plantes (Norberg et al.,
2001). L’approche des traits fonctionnels peut donc participer a mieux comprendre comment la
productivité d’une espéce est impactée par son environnement, ce dernier étant directement ou

indirectement influencé par les interactions qui s’y produisent.

Un trait fonctionnel correspond & toute caractéristique morphologique, physiologique ou
phénologique mesurable au niveau de 1’individu, de la cellule a I’organisme entier, sans informations

externes a I’individu (facteurs environnementaux) ou tout autre niveau d’organisation (population,
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communauté ou ecosysteme) (Violle et al., 2007). 1l est défini indépendamment du milieu dans lequel
il est mesuré, et la valeur ou modalité prise par un individu pour un trait, i.e. I’attribut, peut varier en
fonction du milieu (Lavorel et al., 1997; Garnier and Navas, 2013). L’intérét majeur d’utiliser ces
traits fonctionnels est de pouvoir relier ces derniers directement & une ou plusieurs fonctions (Lavorel
et al., 2007; Violle et al., 2007), I’objectif étant de constituer des groupes fonctionnels homogénes
notamment au niveau de la stratégie d’acquisition des ressources. La constitution de groupes
fonctionnels suggére que ces derniers montrent des réponses communes & des conditions
environnementales données mais également des effets communs sur I’écosystéeme (Lavorel and
Garnier, 2002). Violle et al. (2007) définissent ainsi les traits de réponses comme étant tout trait dont
I’attribut varie en réponse aux changements des conditions environnementales ; les traits d’effets sont
alors définis comme tout trait reflétant les effets des plantes sur les conditions environnementales et
plus largement sur les propriétés de 1’écosystéme. La distinction entre ces deux types de traits reste
délicate car de nombreux traits ont a la fois des fonctions de réponses et d’effets (Wilke and Snapp,
2008). L’approche basée sur les traits fonctionnels repose donc sur I’identification de caractéristiques

mesurables au niveau de I’individu, qui sont explicatives des fonctions étudiées (fig. 1-4).

Traits Fonctions
Masse des graines Fécondité
Hauteur reproductive Dispersion
Phénologie reproductive Recrutement
Hauteur végétative Interception lumineuse
Aptitude & la compétition
Traits des feuilles vivantes Acquisition des ressources / croissance
Décomposabilité de la litiére

Densité racinaire, architecture
Diamétre, longueur des racines
Air spécifique des racines
Nombre et aspect des nodosités

Absorption {(nutriments, cau)

Flux de carbone (thizodéposition)
Aptitude & la compétition

Capacité a fixer "azote atmosphérique

Figure 1-4. Exemple de fonctions relatives a des traits (d’aprés Garnier and Navas, 2012)
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Cette approche basée sur les traits fonctionnels a été congue et utilisée pour les couverts prairiaux
essentiellement (Violle et al., 2007; Garnier and Navas, 2012). Bien que moins utilisée en cultures
annuelles, Tribouillois et al. (2015) ont mis en évidence la pertinence de cette approche basée sur les

traits pour caractériser le comportement d’espéces annuelles.

L’approche basée sur les traits présente néanmoins certaines limites dont un manque de précision
lie a la simplification des mécanismes relatifs aux fonctions. Toutefois, cette simplification est
compensée par le nombre d’espéces pour lesquelles ces traits sont mesurés. Cela permet ainsi
d’améliorer la compréhension des interactions entre les organismes et leur environnement mais
¢galement des processus étudiés a des niveaux d’organisation supérieurs comme le fonctionnement de
I’écosystéme (Duarte et al., 1995; Garnier and Navas, 2012). De plus, un autre intérét d’utiliser les
traits fonctionnels comme approche est qu’elle est applicable a n’importe quel niveau de diversité. En
effet, la prise en compte de la variabilité génotypique comme de la diversité fonctionnelle peut étre
tout aussi importante que la diversité inter-spécifique sur les processus de 1’écosystéme (Cianciaruso

et al., 2009).

1.2.2 Les interactions entre especes

La grande majorité des études qui se sont interrogées sur la réponse de la production primaire a
des gradients de diversité fonctionnelle des communautés végétales a été réalisée en prairies. En effet,
devant le constat de perte drastique de la biodiversité, des auteurs se sont interrogés sur les liens entre
la biodiversité et le fonctionnement de I’écosystéme. Ces études ont montré un lien entre biodiversité,
productivité et la stabilité du couvert végétal (Naeem et al., 1996; Tilman et al., 1996; Lehman and
Tilman, 2000; Tilman et al., 2001; Hector et al., 2002; Hooper et al., 2005; Tilman et al., 2006). Les
résultats de ces expérimentations a long terme indiquent que la production des biomasses aérienne et
totale de plantes est une fonction logarithmique croissante de la richesse spécifique et fonctionnelle de
la communauté végétale. Cependant, dans les premieres années, c’est la composition en groupes
fonctionnels de la communauté qui explique en grande partie les gains de productivité (Hooper and

Vitousek, 1997, 1998; Tilman et al., 2001). Bien qu’a I’heure actuelle le lien positif entre la diversité
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fonctionnelle et le fonctionnement de 1’écosystéme soit admis, cette question a largement été débattue
et controversée car les scientifiques ne s'entendaient pas sur l'importance relative de la diversité
fonctionnelle et de la perte de la diversité spécifique en tant que déterminants des changements dans le
fonctionnement des écosystemes (Loreau et al., 2001). En effet, McCollin et al. (2000) et Grime et al.
(2000) ont montré que les impacts humains sur ’environnement entrainent non seulement une
diminution drastique de la diversité, mais aussi des changements fonctionnels tels que des ensembles
d’espéces présentant des traits particuliers qui sont remplacés par d’autres ensembles présentant des
traits différents. A la suite de nombreuses discussions, des consensus ont été trouvé notamment celui
qui releve du fait quau moins un nombre minimum d'especes est essentiel au fonctionnement de

I'écosysteme.

Au sein d’'une communauté végétale, I’augmentation de la richesse spécifique augmente la
probabilité d’avoir une diversité de traits fonctionnels plus importante (fig. 1-5). Cette diversité
fonctionnelle se traduit sur les processus de 1’écosystéme par deux mécanismes principaux. La
sélection ol une espéce avec certains traits fonctionnels, lui conférant une productivité plus
importante, domine la communauté (fig. I-5). Lorsque des espéces sont trop semblables pour coexister
sur une méme dimension de leur niche écologique (Encart 1), elles utiliseront de fagons différentes
d’autres ressources : il s’agit de complémentarit¢é de niches (Ricklefs and Miller, 2005). La
complémentarité des niches entre especes doit étre pergue comme le résultat de I’expression de traits
adaptatifs des plantes en conditions de stress comme la faible disponibilité de ressources (limitantes)
ou encore la compétition entre espéces, plutdt que le résultat d’un comportement systématique et
permanent des plantes. Cette observation met donc en évidence I’importance de la compétition qui,
dans certains cas, peut mener a une complémentarité. Le second mécanisme correspond ainsi a la
complémentarité parmi certaines especes ou groupes fonctionnels d’une part ou parmi des espéces
avec différents traits fonctionnels (fig. I-5). Cette complémentarité résulte de I'agencement favorable
des traits fonctionnels présents au sein d’une communauté, ce qui autorise un meilleur partage des
ressources et une utilisation plus compléte de ces derniéres (Loreau and Hector, 2001; Loreau et al.,

2001).
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g . detrait

Figure 1-5. Mécanismes impliqués dans les gains de productivité des plantes liés a I’augmentation de la diversité d’une
communauté végétale (d’aprés Eisenhauer et al. 2012).

C’est le cas, par exemple, de ’assemblage des Fabacées (ou 1égumineuses - espéces fixatrices
d’azote atmosphérique) et des Poacées (espéces non fixatrices) ou la compétition pour 1’azote du sol
entre ces deux groupes fonctionnels va renforcer le processus de fixation par les légumineuses surtout
en conditions limitantes en azote du sol (Corre-Hellou et al., 2006). La complémentarité entre les traits
fonctionnels liés a une utilisation différente de la ressource azotée explique alors le gain de
productivité généralement observé chez la Poacée en association par rapport a une culture pure
(Jensen, 1996a; Hauggaard-Nielsen and Jensen, 2001; Hauggaard-Nielsen et al., 2003). La
complémentarité entre groupes fonctionnels participe donc a une meilleure exploitation des ressources

disponibles.
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Encart 1 : le concept de niche écologique

Hutchinson (1957) a défini formellement le concept de niche écologique comme la gamme
d’activité de toute espece le long de toutes les dimensions de 1’environnement comprenant les facteurs
physiques, chimiques et biologiques. Il distingue la niche fondamentale d’une espéce et la niche
accomplie. La niche fondamentale est la gamme de conditions environnementales au sein de laquelle
une espéce peut vivre indéfiniment en absence d’interactions négatives comme la compétition (fig. |-
6.A). La niche accomplie correspond quant a elle a I’espace restreint réellement occupé par une espéce
aprés exclusion par les compétiteurs et autres ennemis (fig. 1-6.A). Dans le cas de la facilitation,
1’étendue spatiale de la niche accomplie d’une espece peut étre plus grande que la gamme prédite par

la niche fondamentale (fig. 1-6.B) (Bruno et al., 2003).

La niche écologique d’une espece correspond donc a sa place et sa spécialisation fonctionnelle a
I’intérieur d’'une communauté. Ce concept est essentiellement basé sur les ressources disponibles dans
un environnement donné. Les relations écologiques entre espéces peuvent ainsi étre décrites par le

degré de recouvrement de leurs niches.

Disponibilite des

A Compétition NICHE B TE8SOUICes
* ACCOMPLIE * NICHE
— ACCOMPLIE
.fl ’ \\ ”l \\\
Prédation n: i Limitation du Ref’uge.a la f : Amélioration
X I recrutement prédation | ) durecrutement
\ ’ \ ’
g, - A - Moy - _ /\
T NICHE T NICHE
FONDAMENTALE FONDAMENTALE
Maladie et Amélioration
parasitisme de I"habitat

Figure 1-6. Modele d’écologie sans (A.) et avec (B.) facilitation (d’aprés Bruno et al. 2003)

Trois catégories de complémentarités peuvent intervenir au sein des interactions entre especes

(Justes et al., 2014) : i) la complémentarité chimique qui se référe a la capacité de différentes espéces a
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mobiliser différentes formes chimiques d’un méme nutriment. Les deux espéces d’une association
peuvent étre complémentaires pour I’utilisation des pools organiques et inorganiques du phosphore ou
de I’azote (Li et al., 2008; Eisenhauer, 2012). Par exemple, le pois chiche peut mobiliser le phosphore
organique ce qui laisse davantage de phosphore inorganique disponible pour le blé associé (Li et al.,
2003). Aussi, le blé peut montrer une efficacité d’absorption de I’ammonium supérieure au colza, ce
dernier mobilisant plus efficacement le nitrate (Lainé et al., 1993; Garnett et al., 2009) (fig. I-7). ii) La
complémentarité temporelle ou différentes especes présentent un délai au niveau de leurs besoins pour
un méme nutriment, par exemple des besoins intervenants a différents stades de développement tels
que le stade végétatif, la floraison ou le remplissage des grains (fig. 1-7). iii) La complémentarité
spatiale qui intervient principalement dans les différences entre espéces au niveau des traits liés a
I’architecture racinaire et a la profondeur d’enracinement. En effet, ces deux traits fonctionnels
peuvent déterminer la profondeur d’extraction des nutriments (fig. 1-7).

Complémentarité

» Azote

« Fixation du N, par
les Fabacées

« Absorption de I'N
du sol par les non-
fixatrices

» Spatiale

« Architecture
« Profondeur

» Chimique

Matiéres organiques mortes T . h -
B2l Nitrification hétérotrophique

Figure I-7. Schéma illustrant des complémentarités existantes au sein d’une communauté végétale diversifiée (d’apres
Eisenhauer 2012).

Au sein d’une communauté, lorsque les niches écologiques de différentes especes se
chevauchent, elles entrent en compétition pour un des facteurs de I’environnement (habitats,

ressources...). L’intensité de la compétition est alors fonction du degré de chevauchement des niches.
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En effet, plus le chevauchement est important et plus la compétition va étre forte. L’exclusion par
compétition peut conduire a I’¢limination de certaines espéces du systéme (Ricklefs and Miller, 2005).
On comprend donc que la compétition entre plantes va jouer un réle important dans les interactions
pour la ressource et pourra avoir un effet négatif sur la productivité globale du couvert végétal. Par
exemple, Picard et al. (2010) montrent une réduction de rendement de 10% du blé semé
simultanément avec un couvert de fétuque par rapport a un blé semé seul. La croissance rapide des
deux especes a conduit & une forte compétition pour les ressources limitantes telles que la lumiére,
I’eau ou les nutriments affectant ainsi négativement la croissance du blé. Toutefois, lorsque dans un
couvert plurispécifique une espéce hautement productive domine, sa forte capacité a la compétition sur
les autres especes pour les ressources du sol peut engendrer des gains de productivité. D’autre part
dans une association incluant une légumineuse, la forte compétition de la céréale pour 1’azote minéral
du sol accentue la mise en place des complémentarités entre especes pour 1’utilisation des ressources
en azote forcant la légumineuse a fixer I’azote atmosphérique plus rapidement qu’en culture pure, d’ou
une augmentation de la proportion d’azote dans la Iégumineuse issue de la fixation symbiotique et une
meilleure teneur en azote de la céréale associée par rapport a une culture pure peu fertilisée (Corre-

Hellou et al., 2006).

La complémentarité entre espéces qui favorise un meilleur partage des ressources ne peut pas
expliquer a elle seule les interactions positives observées au sein des communautés végétales
(Duchene et al., 2017). Des études s’intéressant aux interactions dans le compartiment souterrain ont
montré que les associations céréale-légumineuse peuvent favoriser des interactions bénéfiques dans
lesquelles les plantes bénéficient de services supplémentaires qui améliorent leur croissance (Li et al.,
2014; Tang et al., 2014). Ces services additionnels, par I’amélioration des conditions du milieu et la
disponibilité des nutriments s’interprétent comme de la facilitation qui se rajoute a la complémentarité
principalement responsable de la limitation des interactions négatives. Toutefois, il est nécessaire de
considérer que les effets positifs liés aux interactions entre plantes (e.g. complémentarités,
facilitation), interviennent dans des milieux plus ou moins limitants en ressources (Fridley, 2002;

Bruno et al., 2003; Zak et al., 2003). La facilitation correspond a I’effet bénéfique d’un individu sur un
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autre par ’amélioration des conditions du milieu (Callaway, 1995). Les interactions positives entre
espéces conduisent alors au paradoxe que 1’étendue spatiale de la niche accomplie d’une espéce peut
étre plus grande que la gamme prédite par la niche fondamentale (Hutchinson, 1957; Bruno et al.,
2003) (Encart 1). Par exemple en condition de faible disponibilit¢é en phosphore, certaines
légumineuses peuvent, par libération de phosphatases acides, de protons ou de carboxylates, remettre a
disposition du phosphore dans la rhizosphere (Li et al., 2014). Cette disponibilité favorise
I’approvisionnement en phosphore a des espéces ne pouvant pas le remobiliser et augmente ainsi
I’étendue spatiale de leur niche accomplie. Un autre exemple concerne le transfert de 1’azote fixé par
les 1égumineuses a d’autres espéces non-fixatrices qui peut s’observer en prairie. Au cours de la
troisiéme année consécutive d’une prairie composée de ray-grass et de tréfle blanc, jusqu’a un tiers de
I’azote accumulé dans les tissus du ray-grass peut provenir de transfert a partir du trefle blanc (Hagh-
Jensen and Schjarring, 1997). Ce transfert dépends de 1’espece de Fabacée et de ses traits fonctionnels
(Louarn et al., 2015). Ces interactions positives ou facilitation permettent donc la création de
nouveaux pools de ressources et favorisent leur utilisation. Bien que les interactions de facilitation
contribuent a augmenter la croissance des plantes au sein des communautés pluriannuelles, la
quantification de ses effets et la difficulté a les observer dans les cultures annuelles restent complexes

et controversées (Jensen, 1996b; Jamont et al., 2013).

On peut se demander si les mécanismes impliqués dans les interactions de complémentarité
décrits dans les écosystémes semi-naturels sont applicables aux agroécosystémes. En d’autres termes,
appliqués au champ, les interactions de complémentarité et de facilitation améliorent-elles le
fonctionnement des agroécosystémes ? Ceci nous amene & nous interroger sur la nature des traits
fonctionnels a sélectionner chez les plantes cultivées afin d’augmenter la productivité tout en
diminuant 1’apport d’intrants chimiques. Une autre question est de savoir comment prendre en compte
la variabilité¢ intraspécifique pour augmenter la diversité fonctionnelle et favoriser les

complémentarités au sein d’un couvert végétal.
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1.2.3 Mobilisation des interactions au sein de la diversification

des cultures annuelles

1.2.3.1 Les associations incluant une Fabacée

Comme défini par Willey (1979), I’association de cultures consiste & la croissance simultanée de
deux ou plusieurs espéces dans le méme champ au cours d’une période significative. Les associations
incluant une Fabacée (ou légumineuse) sont souvent considérées comme une voie efficace pour
combiner la productivité des cultures et les performances économiques avec un faible impact
environnemental (Pelzer et al., 2012). L’utilisation de plusieurs espéces, et notamment en associations
(céréale-légumineuse, colza-légumineuse), permet de rendre des services écosystémiques tels qu’une
meilleure utilisation des ressources disponibles, le contréle des maladies, ravageurs ou adventices pour
favoriser la productivité dans les agroécosystémes a faibles niveaux d’intrants. L’objectif est de
promouvoir les complémentarités entre traits fonctionnels pour favoriser I’acquisition des ressources

(Bedoussac et al., 2015).

1.2.3.1.1 Efficacité d utilisation de [’azote

Les avantages de 1’association & base de légumineuse sur I’efficacité de I’utilisation de 1’azote
s‘expliquent en grande partie par les phénoménes de différenciation de niches, ce qui va diminuer la
compétition interspécifique (Jensen, 1996a; Thorsted et al., 2006a; Thorsted et al., 2006b; Hiltbrunner
et al., 2007; Eisenhauer and Scheu, 2008). Dans une association incluant une légumineuse, les
complémentarités pour 1’acquisition de 1’azote permettent la coexistence des especes et favorisent
I’augmentation du contenu en azote de la plante non-fixatrice. La complémentarité peut s’exprimer
dans un premier temps par une séparation de niche au niveau des systémes racinaires d’architectures
différentes permettant une complémentarité plus ou moins forte pour ’acquisition de 1’azote du sol.
Cette complémentarité s’avére étre trés importante au sein de I’association colza-féverole et ce trés tot
au cours du cycle. Dans une expérimentation en rhizotrons, Jamont et al. (2013) ont montré qu’aprés
32 jours de croissance, 70% de la longueur totale des racines du colza se trouvait dans la partie basse

du rhizotron alors que 64% de la longueur totale des racines de la féverole se trouvait dans la partie
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haute du sol disponible dans le rhizotron. Les traits fonctionnels liés a 1’architecture des systémes
racinaires de ces deux espéces permettent donc de diminuer la compétition des le premier mois de
culture. Dans le cas des associations céréale-légumineuse, les céréales ont un systéme racinaire
fasciculé caractérisé par une importante production de racines fines. Leur croissance est aussi souvent
plus rapide que celle des légumineuses (Corre-Hellou and Crozat, 2005). Par conséquent, elles sont
plus compétitives que les Iégumineuses pour prélever 1’azote du sol (Corre-Hellou et al., 2006; Coulis
et al., 2014; Bedoussac et al., 2015; Dayoub et al., 2017). Puis, I’entremélement des racines des deux
espéces va provoquer la diminution de 1’azote aux environs des racines de la légumineuse, due & la
forte compétition des céréales, ce qui va ainsi forcer la légumineuse a compter sur la fixation
symbiotique pour assurer ses besoins en azote (Xiao et al., 2004; Corre-Hellou et al., 2006). Les deux

especes utilisent ainsi des sources différentes d’azote.

1.2.3.1.2  Efficacité de [ 'utilisation du rayonnement lumineux

La complémentarité des traits fonctionnels des espéces liée soit a I’architecture aérienne
(Thorsted et al., 2006a; Carof et al., 2007; Bedoussac and Justes, 2010), soit a la phénologie (Zhang et
al., 2008; Bergkvist et al., 2011; Amossé et al., 2013) améliore I’efficacité d’utilisation du
rayonnement lumineux. Par exemple, au sein d’une association blé-pois, la lumiere peut étre utilisée
jusqu’a 17% en plus qu’en culture pure pour la production de biomasse en condition de faible niveau
d’azote (Bedoussac and Justes, 2010). La croissance rapide du blé augmente sa capacité a la capture de
la lumiére au détriment de la Iégumineuse qui présente une croissance des parties aériennes plus lente
(Queen et al., 2009). Grace a I’utilisation d’un couvert plurispécifique, I’amélioration de 1’utilisation
du rayonnement lumineux contribue a expliquer les augmentations de production de biomasse totale

du couvert végétal observées (Diaz et al., 2007b; Bedoussac and Justes, 2010).

1.2.3.1.3 Maladie et réduction des ravageurs

Bannon et Cooke (1998) ont montré que la présence de tréfle en association avec du blé réduit la
propagation de maladies telles que Septoria triticii dans les cultures. Cependant, 1’association blé-

féverole, du fait d’une plus grande variabilité de conditions climatiques au sein de la canopée, peut
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induire un développement d’oidium surtout avec I’ajout d’une fertilisation azotée (Chen et al., 2007).
Bien que controversée, I'utilisation de plusieurs espéces fournit une stratégie prometteuse pour
controler maladies et nuisibles et ainsi améliorer la productivité des plantes. Il apparait cependant que
le contrble des maladies et des nuisibles par 1’augmentation de la diversité cultivée est davantage

efficace a I’échelle de la rotation (Kirkegaard et al., 1999; Ransom et al., 2007).

1.2.3.1.4 Réduction des adventices

L’association orge-pois a montré des aptitudes suppressives des adventices plus forte qu’en
cultures pures en termes de biomasse, richesse spécifique et abondance relative des espéces adventices
majeures (Poggio, 2005; Corre-Hellou et al., 2011). L’importante capacité de compétition pour I’azote
du sol par I'orge et I’augmentation de la surface foliaire par les deux espéces diminuent [’acceés aux
ressources du sol et a la lumiére pour les adventices. La diminution de la pression de compétition pour
les ressources du sol et la lumiére liée a la réduction des adventices grace a la diversité des especes
cultivées, permet d’améliorer la productivité globale du couvert végétal. Les associations incluant une
Fabacée (ou légumineuse) apparaissent donc comme une pratique intéressante pour le contréle des

adventices (Hartwig and Ammon, 2002; Hiltbrunner et al., 2007; Lithourgidis et al., 2011).

1.2.3.2 Les mélanges de variétés

La diversification des cultures annuelles vise a augmenter la fourniture de services
¢cosystémiques en exploitant les avantages de 1I’hétérogénéité des cultures. Dans la partie précédente,
nous avons vu que cette hétérogénéité peut étre apportée par l’utilisation de plusieurs especes. Cette
hétérogénéité des cultures peut également étre apportée par 1’utilisation de mélanges de variétés d’une
méme espece (Finckh et al., 2000). L’utilisation de mélanges de variétés permet, grace a des
mécanismes sous-jacents, de rendre des services écosystémiques clés tels que la régulation des

maladies et ravageurs on encore I’amélioration de 1’utilisation des ressources du sol.
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1.2.3.2.1 Controle des bioagresseurs

Les études sur I’augmentation de la productivité liée a 1’utilisation de la diversité génétique se
sont d’abord concentrées sur le contrdle des maladies et ravageurs. Les mélanges de variétés de blé ou
d’orge peuvent permettre d’augmenter la qualité des récoltes par une meilleure résistance a la pression
des organismes phytopathogenes (Akanda and Mundt, 1997; Jackson and Wennig, 1997; Kier et al.,
2009). La reproduction des organismes phytopathogénes étant dépendante de la fréquence et de la
densité des hotes, des niveaux plus importants de diversité des hotes tendent a diluer la population
d’organismes phytopathogénes par une limitation de leur reproduction (Mitchell et al., 2002; Garrett et
al., 2006; Garrett et al., 2009). La variabilité intraspécifique peut influencer différents processus au
niveau du compartiment aérien notamment I’amélioration de la résistance et la résilience a des
perturbations environnementales ou la résistance a des organismes phytopathogénes (Hughes and

Stachowicz, 2004; Reusch et al., 2005).

1.2.3.2.2  Efficacité d utilisation de [’azote — cas du blé

Une étude a exploré les traits morpho-physiologiques liés a une amélioration de 1’efficacité
d’utilisation de I’azote hotamment chez des variétés de blé. Foulkes et al. (2009) montrant que Les
traits fonctionnels liés a I’architecture aérienne et racinaire peuvent différer aussi largement qu’entre
différentes especes. Cette variabilité phénotypique pourrait contribuer a améliorer les performances

des cultures. Ces traits sont relatifs a quatre stratégies visant a optimiser 1’azote total du blé.

)} Optimiser la capture de 1’azote : I’activité des racines peut montrer des comportements
variables entre génotypes quant a I’absorption d’azote. Ces comportements différents
peuvent étre dus a des besoins différents ou a des variations de 1’efficacité de 1’absorption
d’azote. En effet, bien que le blé absorbe préférenticllement 1’azote sous forme nitrique,
des génotypes différents peuvent absorber 1’azote sous forme ammoniacale lorsque les
conditions sont défavorables a 1’activité des bactéries nitrifiantes. De plus, 1’absorption
d’azote n’est pas linéaire (fig. 1-8). Chez le blé, cette derniere augmente a partir de la

montaison pour atteindre un pic au stade d’épiaison (Baresel et al., 2008). Des génotypes
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de blé ayant des attributs contrastés liés a la précocité a épiaison pourraient étre
complémentaires pour I’utilisation de la ressource en azote grace a 1’échelonnage dans le

temps des pics d’absorption.

AA

Tallage Montaison - Epiaison Remplissage du grain

Stades

Figure 1-8. Représentation schématique de I’absorption de I’azote en fonction des différents stades de développement
du blé. AA : absorption de I’azote ; AG : azote dans les grains ; AR : azote dans les résidus ; AT : azote transféré ;

AArg : azote absorbé durant le remplissage des grains (d’aprés Baresel et al. 2008).

Optimiser I’assimilation de 1’azote au travers d’une distribution plus profonde des racines
et une optimisation de I’activité clé des enzymes. Chez le blé tendre, les différences entre
génotypes liées a I’architecture racinaire sont relatives a 1’émission des racines. En effet,
le nombre de racines émises peut étre plus ou moins important selon la variété, et
directement lié au potentiel de tallage. Ces différences de comportement entre variétés
peuvent provenir a la fois de variations du nombre de racines séminales et de la vitesse
d’apparition des racines adventives (Feil et al., 1990; Wiesler and Horst, 1994). La
rapidité avec laquelle les racines se développe peut étre importante a prendre en compte
pour améliorer les performances du couvert car la formation de nouvelles racines est
nécessaire pour rendre accessible des compartiments de sol inexploité et leur durée
d’activité est limitée (Edwards et al., 1990; Feil et al., 1990; Wiesler and Horst, 1994).
Eilrich and Hageman (1973) ont mis en évidence des différences dans ’activité de la
nitrate réductase (réduisant le nitrate en ammonium dans la plante) chez des génotypes de
blé. L’efficacité d’assimilation d’azote peut donc également différer entre génotypes de

ble.
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iii) Maximiser la capacité photosynthétique. Plusieurs études ont utilisé les mélanges de
variétés comme moyen d’exploiter les différences de développement morphologiques
parmi des variétés d’arachides (Rattunde et al., 1988) et d’orge (Stiitzel and Aufhammer,
1990) pour augmenter la productivité. La complémentarité spatiale des traits lies a
I’architecture aérienne a permis d’augmenter ’interception de la lumiére et ainsi de limiter
la pression de compétition des adventices (Siddique et al., 1989; Didon, 2002).

iv) Améliorer la remobilisation de 1’azote dans la canopée et optimiser le contenu protéique

des grains.

Les plantes et I’utilisation de I’agrobiodiversité cultivée ne constituent pas le seul levier pour
augmenter la productivité dans les agroécosystéemes. Le sol, chimiquement, physiquement et
spatialement trés hétérogéne fournit une grande diversité d’habitats et de ressources et renferme, de ce
fait, une immense diversité d’organismes. Ces organismes sont impliqués dans de nombreux processus
tels que I’aération, 1’agrégation du sol, la fragmentation, la dégradation de la matiére organique ou
encore le recyclage des nutriments. Ces processus vont positivement ou négativement impacter la
productivité des plantes au travers de différentes fonctions inhérentes a certains groupes d’organismes.
On peut donc se demander comment la notion de trait fonctionnel est applicable aux organismes du sol
et comment associer ces traits a une ou plusieurs fonctions. Des complémentarités et interactions

positives peuvent-elles également intervenir entre groupes fonctionnels d’organismes du sol ?
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1.3 Une approche fonctionnelle des organismes du sol pour

mieux mobiliser la fertilité des sols

1.3.1 Appliquer la notion de traits fonctionnels aux organismes

du sol

Pey et al. (2014) fournissent le premier apercu conceptuel et méthodologique de I’approche basée
sur les traits appliqués aux invertébrés du sol. De la méme maniére que pour les plantes, les traits
fonctionnels constituent la principale opportunité d’apporter un nouvel éclairage sur la compréhension
des réponses des invertébrés du sol aux variations environnementales. Considérant la faune du sol, de
nombreux traits fonctionnels sont liés a la morphologie, la physiologie ou la phénologie (Ribera et al.,
2001; Péres et al., 2011) ce qui correspond a la définition de Violle et al.(2007). Cependant, une
composante cruciale pour la fitness des espéces animales n’est pas prise en compte dans cette
définition (Violle et al., 2007) : il s’agit du comportement. Le comportement a été défini comme la
réponse biologique dirigée et organisée aux variations de I’environnement a la suite de besoins
individuels (Barnard, 2004). Pey et al. (2014) étendent donc la définition de trait fonctionnel de Violle
et al. (2003) aux invertébrés du sol comme caractéristiques morphologiques, physiologiques,

phénologiques et comportementales mesurables au niveau de 1’individu.

Le sol abrite une immense diversité d’organismes de taille, de forme et de fonction trés diverses.
En fonction de leur taille, on distingue les microorganismes (e.g. bactéries, champignons, virus), la
microfaune (e.g. protozoaires, nématodes) qui appartiennent aux organismes de taille inférieure a 10
pum, la mésofaune (e.g. collemboles, acariens) entre 100 um et 2 mm et la macrofaune (e.g. vers de
terre, myriapodes). Ces organismes appartiennent a différents groupes fonctionnels interagissant avec
les plantes par «voie indirecte » pour ceux impliqués dans la mobilisation du carbone et des
nutriments a partir de résidus de plantes, et par « voie directe » pour ceux impactant directement les
racines vivantes (fig. 1-9.A). Les groupes fonctionnels identifiés sont ainsi des groupes d’espéces avec

des traits identiques et des effets similaires sur les processus. 1ls peuvent agir de facon complémentaire
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et leurs interactions augmentent souvent I’intensité des processus. Ces groupes qui sont
essentiellement basés sur les régimes alimentaires des organismes peuvent étre restreints a une seule
classe de taille comme les microorganismes (décomposeurs de la matiére organique), tandis que
d’autres groupes fonctionnels comme les détritivores, ingénieurs de 1’écosystéme, herbivores
impliguent des organismes de la micro- méso- et macrofaune (fig. 1-9.B). Certains organismes, tels
que les vers de terre sont définis en tant qu’ingénieurs de 1’écosystéme car ils modifient directement
ou indirectement la disponibilité des ressources pour d’autres espéces en causant des changements
d’état de matériaux biotiques ou abiotiques. De ce fait, ils modifient, maintiennent et/ou créent des

habitats (Jones et al., 1994; Wright and Jones, 2006).

—/

[Ingénieurs de I’écosystéme de 1a litisr

Fragmentation de la litiére

Se nourrir des
racines vivantes

'

Herbivores

I .

l nffectlon.des Pathogénes
racines vivantes

[ Prédateurs / brouteurs ] Mobilisation des nutriments l

Minéralisation ——  Absorption des nutriments «——— Exsudats racinaires
.\ [ Mutualistes / symbiontes ] /

VOIE INDIRECTE VOIE DIRECTE
Herbivores
VOIE DIRECTE Pathogénes
Mutualistes / symbiontés
Ingénieurs de1*écosystéme
Détritivores
VOIE INDIRECTE Prédateurs / brouteurs
Décompogeurs
Microorganismes Microfaune Mésofaune Macrofaune
(<100 pm) (<100 um) {100 pm - 2 mm) (<2 mm)

Figure 1-9. Schéma présentant les groupes fonctionnels d’organismes du sol (A) et leur taille (B) , impliqués dans les
voies « directes » et « indirectes » de mobilisation du carbone et des nutriments (d’apreés (Wall et al., 2012)).
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1.3.2 Des organismes cibles pour des fonctions clés de

I’agroécosysteme

1.3.2.1 Les microorganismes

Les microorganismes ont une taille inférieure a 100 um et sont parmi les groupes d’organismes
du sol les plus abondants et les plus diversifiés. Un gramme de sol peut contenir jusqu’a des milliards
de microorganismes et jusqu’a des dizaines de milliers d’espéces différentes (Fierer et al., 2007;
Roesch et al., 2007). Les microorganismes comprennent les archées, les virus, les bactéries et les
champignons. Ces deux derniers groupes sont les plus étudiés et par conséquent sont les groupes sur
lesquels il existe le plus grand nombre d’informations vis-a-vis de leur réle dans les sols. Dans la suite
de ce manuscrit, le terme de microorganismes sera employé pour désigner principalement les bactéries
et les champignons du sol. Les archées, procaryotes unicellulaires, sont distincts des bactéries dans

leur histoire évolutive.

.3.2.1.1 Roles dans la minéeralisation de la matiére organique et

[’acquisition de nutriments pour les plantes

Les microorganismes ont un réle clé et influencent un grand nombre de processus importants
comme I’acquisition des nutriments (Smith and Read, 1996; Sprent, 2001), le cycle de I’azote
(Kowalchuk and Stephen, 2001) ou encore le cycle du carbone (Hogberg et al., 2001). Bien que de
nombreuses questions subsistent quant au réle de la richesse spécifique des microorganismes du sol
dans les fonctions écosystémiques, des études ont mis en évidence que la structure des communautés
microbiennes peut jouer un réle important. En effet, Griffiths et al. (2001), Kardol et al. (2007) et Hol
et al. (2010) ont montré que la productivité du couvert végétal, son contenu en nutriments et le taux de
nitrification sont affectés par une réduction importante de la diversité microbienne du sol. L’activité de
dégradation de la matiére organique des microorganismes en composés inorganiques assimilables
conditionne les ressources pour les plantes. Certains groupes fonctionnels de microorganismes
bénéfiques pour I’acquisition de ressources ont d’ores et déja été identifiés et étudiés, notamment ceux

impliqués dans des interactions symbiotiques formants des nodosités racinaires ou les mycorhizes.
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Les espéces de la famille des Fabacées (ou légumineuses) ont la capacité de fixer ’azote
atmosphérique au travers de leur interaction symbiotique avec des bactéries de la famille des
Rhizobiaceae. Des mécanismes communs a différentes espéces de Fabacées ont été identifiés au sein
de cette association symbiotique. La sécrétion de flavonoides par les racines induit une signalisation
entrainant la production de lipochitooligosaccharides appelés « facteurs Nod » par les genes Nod des
bactéries Rhizobiaceae. En conséquence, ces « facteurs Nod » induisent les premiéres étapes
d’infection des poils absorbants et d’organogénése de nodosités racinaires (Dénarié et al., 1996). A
I’intérieur de ces nodosités, résultantes de 1’infection des poils absorbants, les plantes interagissent
avec les organismes symbiotiques (Young et al., 2003). Plusieurs études ont montré que ces structures
trés riches en azote du fait de la fixation contribuaient a enrichir le sol en azote et pouvait bénéficier a
la culture suivante dans les agroécosystemes (Peoples and Craswell, 1992; Ledgard et al., 1995;
Crozat and Fustec, 2004). De plus, ’azote fixé grace a cette interaction symbiotique peut constituer

une source non négligeable d’azote pour les organismes du sol (Wichern et al., 2007; Eck et al., 2015).

Certains champignons peuvent former des mycorhizes de type endomycorhizes a vésicules et
arbuscules qui sont les plus répandues sous nos climats par rapport aux ectomycorhizes et
ectendomycorhizes. Cette interaction symbiotique entre les plantes et les endomycorhizes a vésicules
et arbuscules concerne une grande majorité des familles (autour de 80%) et presque la totalité des
plantes cultivées (Daniell et al., 2001; Jeffries et al., 2003) telles que le blé (Hetrick et al., 1993) ou
certaines Fabacées (Pivato et al., 2007). A l’inverse, le colza de la famille des Brassicacées est
considéré comme non-mycorrhizien du fait de 1’absence de colonisation ou méme d’attachement aux
racines, d’hyphes de champignons a vésicules et arbuscules (Vierheilig et al., 2000). Ces champignons
symbiotiques construisent donc des réseaux d’hyphes étendant ainsi le systéme racinaire, ce qui
entraine une ameélioration de la nutrition hydrique et minérale des plantes (Smith and Read, 1996). En
retour, des substances carbonées provenant de la plante assurent les besoins énergétiques du
champignon hétérotrophe. De plus, Smith et al. (2000) ont montré que des espéces de champignons
mycorhiziens a vésicules et arbuscules sont complémentaires dans la distance d’acquisition du

phosphore par rapport aux racines. Ce résultat suggére des complémentarités fonctionnelles parmi ces
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especes de champignons mycorhizens qui augmentent la disponibilité du phosphore pour la croissance
des plantes. Les modifications dans la nutrition hydrique et 1’acquisition de certains nutriments
essentiels montrent que la colonisation des racines par les hyphes de champignons mycorhiziens a
veésicules et arbuscules améliore la productivité des plantes et peut influencer les interactions biotiques

au sein de couverts diversifiés (Klironomos et al., 2000).

1.3.2.1.2 ROle clé dans le cycle de [’azote

L’azote étant 1’élément minéral le plus limitant pour la croissance des plantes et le rendement
(Davidson et al., 2007), il est donc important de mieux comprendre les mécanismes influencant la
mise a disposition de I’azote sous formes inorganiques (nitrate ou ammonium) que les plantes utilisent
en priorité (Harrison et al., 2007). La nitrification, processus clé dans le cycle de ’azote qui oxyde
I’ammonium en nitrate, est fondamentale pour la croissance des plantes et le fonctionnement des
écosystémes. La nitrification est un processus qui se décompose en deux étapes: la premiere
correspond a 1’oxydation de I’ammonium en nitrite dont les archées et les bactéries oxydant
I’ammonium (AOA et AOB) en sont les principaux acteurs ; la seconde correspond a 1’oxydation du
nitrite en nitrate dont les genres Nitrobacter et Nitrospira appartenant au groupe des bactéries oxydant
le nitrite (NOB) en sont les principaux représentants. Différents facteurs peuvent influencer la
croissance, I’activité et la diversité des communautés nitrifiantes tels que la composition du couvert
végétal (Song et al., 2007a; Malchair et al., 2010; Legay et al., 2016), le pH (Nicol et al., 2008), la
température (Tourna et al., 2008), les concentrations en oxygéne dues au métabolisme oxydatif des

microorganismes nitrifiants, ou encore les concentrations en substrats (Martens-Habbena et al., 2009).

Des interactions peuvent intervenir entre différents groupes fonctionnels de microorganismes. En
effet, les champignons mycorhiziens et les microorganismes nitrifiants participent a la régulation des
processus recyclant 1’azote et peuvent donc entrer en compétition pour les mémes ressources.
Bollmann (2002) montre par exemple que les AOA et AOB sont de faibles compétiteurs pour

I’ammonium, comparés aux champignons mycorhiziens. Par conséquent, des plantes qui peuvent
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établir des symbioses avec ces derniers renferment des valeurs de potentiel de nitrification plus faibles

que les plantes qui ne mycorhizent pas, indiqué par des abondances en AOA et AOB plus faibles.
1.3.2.2 Lamicrofaune

La microfaune comprend des organismes abondants et diversifiés tels que les protozoaires et les
nématodes. Bien que des études récentes mettent de plus en plus en avant la diversité taxonomique et
fonctionnelle des protozoaires dans les réseaux trophiques du sol (Geisen and Bonkowski, 2017;
Seppey et al., 2017) au méme titre que les nématodes, seul le groupe des nématodes sera développé

dans la suite de ce manuscrit.

.3.2.2.1 Les nématodes, des régulateurs biologiques révélateurs du

fonctionnement de la microchaine trophique du sol

Les nématodes sont des petits vers non segmentés qui vivent dans le film d’eau du sol, les racines
des plantes et les matiéres en décomposition. Les nématodes sont omniprésents dans les sols de tout
type de milieux, climats et latitudes. Ils sont extrémement abondants (de 3 a 5 millions d’individus

par m2) et diversifiés (de 33 a 384 especes par m?) au sein des écosystemes terrestres (Yeates, 2003).

/

PHYTOPHAGES

Phytophages
obligatoires Bactérivores Carnivores

Phytophages
Facultatifs

Figure 1-10. Les groupes trophiques des nématodes (d’apreés Coll et al. 2013).
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Les nématodes différent largement dans leurs stratégies d’alimentation et possédent des structures
buccales indicatives de leur régime trophique permettant de distinguer des nématodes : phytophages,

bactérivores, fongivores, carnivores ou omnivores (fig. 1-10) (Yeates et al., 1993).

IIs occupent des positions clés dans les réseaux trophiques du sol ce qui leur permet d’interagir
fortement avec les microorganismes, d’autres organismes du sol, les plantes et entre eux. Par
conséquent, les nématodes contribuent largement aux services écosystémiques importants pour la

fertilité des sols et la productivité des plantes tels que le recyclage des nutriments (Ferris, 2010).

Les nématodes phytophages peuvent augmenter la libération de composés organiques par les
plantes dans le sol stimulant ainsi la croissance et 1’activité des microorganismes, déterminants dans
les processus de minéralisation (Denton et al.,, 1998; Bardgett et al., 1999). Les nématodes
bactérivores et fongivores se nourrissant de ces microorganismes excrétent de 1’azote en exces
directement dans le sol principalement en tant qu’ammonium (Ferris et al., 1998; Chen and Ferris,
1999), ce qui peut favoriser la croissance de la culture (Djigal et al., 2004). Les nématodes prédateurs
contrélant I’abondance et I’activité des nématodes microbivores peuvent indirectement influencer les

processus de minéralisation (Neher, 2001).

1.3.2.3 La macrofaune

La macrofaune correspond a 1I’ensemble des invertébrés du sol ayant une taille supérieure a deux
millimétres en moyenne. En région tempérée, parmi cette macrofaune, les vers de terre représentent la
faune du sol la plus importante en termes de biomasse (Curry, 1993) et d’impact sur les propriétés
physico-chimiques du sol (Jones et al., 1994). Par conséquent, ils contribuent & un certain nombre de
services écosystémiques essentiels fournis par les sols tels que le recyclage des nutriments et la

croissance des plantes (Blouin et al., 2013).

1.3.2.3.1 Les vers de terre, des ingénieurs aux fonctions complémentaires

La magnitude des effets des vers de terre sur les propriétés physico-chimiques du sol et par

conséquent sur la productivité des plantes est largement dépendante de la catégorie écologique a
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laquelle appartient les vers de terre (Bouché, 1972). Bouché (1972) définit trois grandes catégories
écologiques différentes par leur morphologie, leur physiologie et leur comportement dans le sol : les
épiges, les endogés et les anéciques (fig. 1-11). Basé sur les travaux de Bouché (1972), Jégou et al.
(1998) déterminent au sein de la catégorie des anéciques, les anéciques stricts et les épi-anéciques. Ces
deux sous-catégories se distinguent principalement par la permanence de leurs galeries et le taux

d’incorporation de la litiére de surface.

Les populations d’épigés, qui vivent et se nourrissent de matieres organiques de surface subissent
une diminution drastique dans les agroécosystemes conventionnels du fait de leur exposition directe
aux perturbations (climatiques, pratiques) dont 1’exportation des résidus de culture provoquant une

diminution de disponibilité de la matiére organique de surface.
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Figure 1-11. Représentation schématique des catégories écologiques de vers de terre et présentation de certains de
leurs caractéristiques. Les endogés sont classés en trois sous-catégories en fonction du type et de la teneur en matiere
organique du sol qu’ils ingérent : les polyhumiques, mésohumiques et oligohumiques (d’aprés Brown 1995).
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De plus, les processus physiques, chimiques et biologiques du sol sont faiblement impactés par
I’activité des vers de terre épigés (Postma-Blaauw et al., 2006) car ces derniers restent dans les
premiers centimétres du sol et ne creusent pas ou peu de galeries. Ces organismes semblent donc
moins impliqués dans les interactions avec les plantes et leurs systémes racinaires, ¢’est pourquoi nous

ne mobiliserons pas ce groupe écologique dans la suite de ce manuscrit.

La catégorie des endogés regroupe les vers de terre de taille allant de 1 a 20 cm, de couleur rose a
gris clair avec la particularité d’étre faiblement pigmentés. Les endogés évoluent en permanence dans
le sol en creusant des galeries horizontales a sub-horizontales (fig. 1-11) et ne remontent que trés
rarement a la surface du sol. Au fur et a mesure de leur progression dans les galeries ces derniéres sont
rebouchées par les déjections des vers. Ils se nourrissent de la phase organo-minérale du sol
(géophagie), de fragments de racines mortes (rhizophagie) et de microorganismes ingérés avec le sol.
En se nourrissant de la matiere organique du sol, les vers de terre endogés contribuent a accélérer les
processus de minéralisation et de remise a disposition des nutriments (Postma-Blaauw et al., 2006). En
effet, le ratio carbone : azote des matiéres organiques ingérées diminue progressivement au cours du
passage dans le tube digestif et la plupart de 1’azote est converti dans des formes disponibles pour les
plantes. Ce phénoméne a notamment été observé chez Aporrectodea caliginosa S. ou des
concentrations en ammonium et nitrate largement supérieures ont été trouvées dans les déjections
fraiches comparé au sol environnant les galeries (Kharin and Kurakov, 2009). Cependant comme la
plupart des détritivores du sol, la croissance et I’activité des vers de terre sont contrOlées par la
disponibilité en carbone dont dépendra in fine leur impact sur la minéralisation de 1’azote (Tiunov and

Scheu, 2004).

Enfin, la catégorie des anéciques regroupe quant a elle des individus de grande taille allant de 10
a 110 cm en France. De couleur rouge, gris clair ou brun mais fortement pigmentés, les anéciques
colonisent I’intégralité du profil de sol disponible en creusant des galeries verticales a sub-verticales
(fig. 1-11). Leurs réseaux complexes sont permanents ce qui induit un fort impact de ces galeries sur
les échanges hydriques et gazeux du sol. Les anéciques remontent a la surface du sol pour se nourrir de

la litiére et par conseéquent augmentent la minéralisation des résidus de culture (Postma-Blaauw et al.,
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2006). Lumbricus terrestris L., espéce de vers de terre anécique bien documentée dans la bibliographie
peut également adopter un comportement d’herbivore en consommant une partie non négligeable de
racines de plantes vivantes (Cortez and Bouche, 1992; Cortez and Hameed, 2001). Par son activité de
fouissage, L. terrestris stimule également les processus de minéralisation dans le sol par une
augmentation de I’activité des communautés de microorganismes (Binet et al., 1998). Cependant dans
cette étude de Binet et al. (1998), le manque de corrélation entre le poids des anéciques et la
respiration microbienne conduit a penser que le gain d’activité des microorganismes n’est pas
uniquement due aux excrétions mais également a des phénoménes intermédiaires tels que la
stimulations d’autres organismes du sol (e.g. protozoaires) ou 1’existence de médiateurs chimiques
agissant sur le métabolisme microbien. Cela suggére ainsi que les anéciques peuvent avoir un impact

non négligeable sur les autres organismes du sol et les processus biologiques qui en découlent.
1.3.2.3.2 Des interactions bénéfiques entre groupes écologiques

De par leur comportement respectif, les especes des groupes écologiques anécique et endogé,
vont coexister sans affecter négativement ni la croissance ni la reproduction des unes ou des autres.
Par exemple, il a ét¢ montré que la croissance de I’espéce anécique L. terrestris n’était pas affectée par
la présence de I’espéce endogée A. caliginosa, car ces deux especes montrent un degré de séparation
de niches important en termes de comportement et d’alimentation (Lowe and Butt, 1999). En plus de
leur complémentarité de niche, des interactions positives ou facilitation peuvent se mettre en place
entre ces deux espéces. Dans I’étude de Keith et al. (2018), la suppression d’individus anéciques
adultes d’un champ influence 1’activité d’autres espéces de vers de terre. Le marquage de la litiére au
B3C et N a permis de mettre en évidence que I’absence d’individus de L. terrestris se traduit par un
désenrichissement des tissus des individus d’A. caliginosa en **C et *N. Ce résultat montre donc qu’A.
caliginosa bénéficie de 1’enfouissement de la matiére organique de surface par les anéciques et
notamment L. terrestris. Jégou et al. (2001) ont également montré qu’en mésocosme, A. caliginosa
peut utiliser les galeries de L. terrestris notamment pour aller plus profondément dans le sol.

L’utilisation des galeries creusées par L. terrestris ont ainsi facilité ses déplacements. De plus, A.
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caliginosa trouve dans les galeries de L. terrestris des sources de nourriture telles que du mucus ou des

déjections.

L’effet positif des vers de terre sur la production de biomasse, I’accumulation d’azote dans les
plantes et sur les interactions de compétition entre plantes a bien été documenté (Kreuzer et al., 2004;
Waurst et al., 2005; Partsch et al., 2006; Eisenhauer and Scheu, 2008; Laossi et al., 2009; Coulis et al.,
2014). Cependant, les effets sur la productivité des plantes dus a la diversité des groupes écologiques

notamment [’assemblage d’anéciques et d’endogés reste a préciser.

1.3.3 Une activité biologique concentrée au sein de sphéeres

fonctionnelles dans le sol

Au-dela des organismes qu’ils referment, les sols sont composés de sphéres fonctionnelles,
formées et entretenues par des activités biologiques, qui définissent une grande partie de leurs
hétérogénéités spatiale et temporelle (Beare et al., 1995)(fig. 1-12). Chaque sphére possede des
propriétés bien distinctes qui régulent les interactions entre les organismes et les processus

biochimiques qui en découlent.

Détritusphere (litiere de surface)
| Apports de C

K

Agrégatosphére

Surface du sol

Apports de € Drilosphére

Porosphére

Figure 1-12. Schéma représentatif des différentes sphéres fonctionnelles du sol et des interactions entre elles
représentées par des chevauchements (d’aprés Brown et al. 2000).
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La détritusphere correspond a la zone des détritus végétaux et animaux qui subissent une
dégradation. Plusieurs études (e.g. (Georgieva et al., 2005; Milcu et al., 2006; Cesarz et al., 2016)) ont
montré que la composition chimique de la litiere des plantes influencait, de facon étroite, la structure
ou I’activité des décomposeurs qui participent a la fragmentation et a la distribution de cette litiére a la
surface du sol. La macrofaune, comme les vers de terre peuvent redistribuer verticalement ou
horizontalement la litiere a travers le profil du sol, créant des patchs de matiéres organiques qui
constituent des ressources pour d’autres organismes (Parkin and Berry, 1999; Tiunov and Scheu,
1999). Le volume du sol sous I’influence des vers de terre correspond alors a la drilosphére (Brown et
al., 2000). Par leur activité de fouissage, ils vont influencer avec d’autres organismes la distribution et
la taille des pores au travers du développement de biopores et la formation ou la perturbation des
agrégats du sol (Shipitalo and Le Bayon, 2004). L’arrangement entre les vides et la matiere du sol est
appelée la porosphére (Vannier, 1987). Les pores remplis d’eau ou d’air sont occupés par des
organismes tels que les bactéries, les protozoaires ou nématodes habitant les films d’eau, les
microarthropodes ou les mycéliums fongiques qui occupent des pores plus larges remplis d’air. Aussi,
la quantit¢ d’oxygeéne dans les pores est importante car 1’aération du sol est nécessaire pour des
processus tels que la nitrification. L’ensemble des agrégats composés de matiére organique et de
particules primaires constituent 1’agrégatosphére. De la stabilité de ces agrégats dépend la protection
de la matiére organique contre sa dégradation, ainsi les cycles du carbone et de 1’azote dans le sol vont
étre étroitement liés au statut des agrégats. Enfin, le sol autour des racines des plantes et sous
I’influence de leurs activités correspond a la rhizosphere (Hiltner, 1904). La rhizosphere constitue un
environnement variable spatial et temporel ot les produits issus de la rhizodéposition, I’absorption des
nutriments et de ’eau ou encore 1’architecture des systémes racinaires peuvent impacter les

communautés d’organismes du sol (Bais et al., 2006; Milcu et al., 2006; Blagodatskaya et al., 2009).

1.3.3.1 Larhizosphére, un milieu complexe sous I’influence des interactions

entre la plante et son environnement

La rhizosphére est définie comme le volume de sol autour des racines des plantes et sous

I’influence de I’activité des racines (Hiltner, 1904). La rhizosphére se décompose en trois zones :
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I’endorhizosphére qui correspond aux tissus racinaires, le rhizoplan qui correspond a la surface des
racines et 1’ectorhizosphére qui correspond au sol adhérent aux racines ou sol rhizosphérique.
Contrairement au sol non rhizosphérique, la rhizosphére, en particulier aux zones d’apex racinaire, est
caractérisée comme un hot spot pour la colonisation et ’activité des microorganismes du fait de la
disponibilité plus forte de carbone organique issu de la photosynthese des plantes et autres éléments
nutritifs (Duineveld et al., 2001; Derrien et al., 2004; Dennis et al., 2008). La distribution spatiale de la
rhizosphére est une fonction dynamique de la matrice du sol, des communautés d’organismes
considérés et des propriétés de la plante incluant la morphologie racinaire, la colonisation par les
microorganismes, 1’absorption de nutriments, 1’exsudation racinaire et la rhizodéposition. La
rhizodéposition est le mécanisme par lequel la plante libére des composés organiques et inorganiques.
Cette rhizodéposition est complexe a mesurer. La bibliographie indique qu’elle représente
approximativement 11 % du carbone fixé dans les tissus des plantes, 27 % du carbone alloué aux
racines (Shipitalo and Protz, 1989) et environ 15 % de ’azote de la plante (parfois jusque 20 %)
(Mahieu et al., 2007; Fustec et al., 2010; Jamont et al., 2013). Cette rhizodéposition est constituée de

différents types de composés (fig. 1-13):

e Les cellules de la coiffe qui continuent, une fois détachées de la coiffe, a synthétiser des
métabolites qui interagissent avec la microflore du sol ;

e Les produits de la lyse cellulaire et de la sénescence des racines

e Les sécrétions (transport actif par les racines en réponse aux caractéristiques de
I’environnement et mucilage) ;

e Les exsudats (acides aminés, carbohydrates, acides carboxyliques, hormones avec un
transport actif ou passif selon les composés, seulement dans les racines métaboliquement

actives, soit principalement dans les apex racinaires).

Les exsudats racinaires exercent un fort contréle sur les communautés de microorganismes de la
rhizosphére. Dans la plupart des études sur la structure des communautés de microorganismes de la

rhizosphere, I’effet des autres rhizodépdts est peu abordé au profit des exsudats (Dennis et al., 2010).
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Cependant, les composeés des exsudats se retrouvent également dans les autres pools de rhizodép6ts et

exerceront donc également un fort contréle sur les organismes de la rhizosphére (Hirsch et al., 2013).

4— Lysaizs libérés par les cellules sénescentes

Lysats libérés par
I’émergence des
racines latérales

la coiffe

Cellules sénescentes de

A

" P Mucilage

“\ Exsudats racinaires

Lysats libérés par la
faune phytophage du
sol

hsorhants

@ Produits de 1a kyse cellulaire
et de la sénescence des
racines

Mucilage

Exsudats racinaires

Libération microbienne de
composés carbonés ou
minéralisation de la MOS

Figure 1-13. Origine des différents types de rhizodépdts (d’aprés Dennis et al. 2010) (MOS : Matiére Organique du

Sol).

La rhizodéposition n’est pas un phénomene linéaire. Différents facteurs peuvent modifier la

qualité et la quantité des rhizodépdts (Nguyen, 2003). L espéce végétale, (Vierheilig et al., 2000; Khan
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et al., 2002; Wichern et al., 2008; Salon et al., 2009; Fustec et al., 2010; Gan et al., 2010; Arcand et
al., 2013; Warren, 2015), le génotype (Zancarini et al., 2012; Caliz et al., 2015; Mwafulirwa et al.,
2016; Brolsma et al., 2017), le stade de développement de la plante (Bobille et al., 2016) et la présence
de microorganismes (Bobille et al., 2016) constituent les facteurs biotiques pouvant moduler la

rhizodéposition.

Des facteurs abiotiques peuvent également avoir un impact sur la dynamique de la
rhizodéposition comme la température de I’air, les conditions d’éclairement (Hodge et al., 1997;
Todorovic et al., 1999) ou la concentration en dioxyde de carbone au niveau des parties aériennes, la
température du sol, le statut hydrique et nutritionnel du sol (Wichern et al., 2008) et sa texture (Boeuf-
Tremblay et al., 1995; Groleau-Renaud et al., 1998) au niveau des parties racinaires. De cette quantité

et qualité des rhizodépots va alors dépendre I’influence des plantes sur les microorganismes.

Les communautés de microorganismes de la rhizosphere qui se nourrissent de composés carbonés
et azotés vont étre largement influencées par les plantes. L’augmentation de la diversité des espéces
constituant un couvert végétal, avec notamment la présence de Fabacées dans le couvert, va avoir un
impact positif sur la biomasse et ’activité des communautés microbiennes rhizosphériques (Bardgett
and Chan, 1999; Spehn et al., 2000; Zak et al., 2003; Milcu et al., 2008; Eisenhauer et al., 2010).
Plusieurs études ont ainsi mis en avant ’influence de la diversité spécifique des plantes sur la structure
des communautés de microorganismes (Kowalchuk et al., 2002; Steinauer et al., 2016; Taschen et al.,
2017). Kowalchuk et al. (2002) montrent que la structure et la diversité microbienne de la rhizosphere
est spécifique a I’espéce bien que cet effet s’atténue plus on s’éloigne de la surface des racines et du
sol adhérent. De plus, Taschen et al. (2017) ont mis en évidence que I’assemblage des communautés
rhizosphériques bactériennes d’une association céréale-légumineuse ne correspond pas a la simple
somme des communautés bactériennes des deux especes cultivées seules. L’effet sélectif des plantes
lié a la composition spécifique de leurs exsudats (Spehn et al., 2000; Farrar et al., 2003; Bais et al.,
2004; Eisenhauer et al., 2010; Haichar et al., 2014) et la diversité des exsudats conditionnent donc les
communautés de microorganismes de la rhizosphére. De plus, du fait d’une utilisation des mémes

nutriments, notamment 1’azote, une compétition existe entre les plantes et les microorganismes au sein
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de la rhizosphére (Bardgett et al., 2003; Kuzyakov and Xu, 2013). La présence d’une Fabacée,
généralement connue pour une rhizodéposition azotée importante (Fustec et al., 2010) va permettre de
diminuer la compétition entre les plantes et les microorganismes, favorisant ainsi leur croissance et

leur activité.

Les vers de terre sont également limités par la disponibilité du carbone du sol (Tiunov and Scheu,
2004). De ce fait, ils peuvent également évoluer dans la rhizosphere des plantes qui se trouve étre la
principale source de carbone. Ce phénomeéne est particulierement observable chez les vers de terre
endogés ou leurs sources de nourriture se trouvent exclusivement dans le sol. La variabilité dans la
composition des rhizodépots liée a ’augmentation de la diversité des plantes bénéficie également aux
vers de terre. Milcu et al. (2006) ont montré une augmentation de la biomasse d’A. caliginosa avec une
augmentation de la diversité fonctionnelle du couvert. En effet, en présence d’un couvert diversifié, A.
caliginosa est davantage actif et exploite plus efficacement les ressources organiques du sol. Ceci
semblant d0 a une augmentation de la qualité et non de la quantité des rhizodépbts. De plus, A.
calignosa se nourrit de jeune rhizodép6ts riches en azote pour lesquels la palatabilité est plus
importante (Eck et al., 2015). Ceci explique en partie pourquoi sous un couvert diversifié et
notamment en présence de Fabacées, la concentration en azote dans les tissus d’A. caliginosa est plus

importante (Milcu et al., 2006).

1.3.3.2 L’influence des vers de terre sur le fonctionnement du sol

La drilosphére concerne toutes les régions de sol ayant été en contact direct ou avec les composés
excrétés par les vers de terre. Il s’agit aussi bien du micro-environnement interne de 1’intestin, que de
la surface du tégument en contact avec le sol, la litiere en décomposition et toutes les structures dues
aux activités fouisseuses des vers de terre : galeries, chambre de diapause, turricules ou agrégats. Les
interactions entre la drilosphére et les autres sphéres fonctionnelles du sol (Brown et al., 2000; Lavelle,
2002) vont avoir un effet important sur : i) la croissance des plantes, ii) I’agrégation et la porosité du

sol et iii) le volume de litiere.
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Une des interactions qui sera questionnée dans le cadre de cette thése sera I’interaction entre la
drilosphere et la rhizosphere pour ses conséquences sur la croissance des plantes. En effet, la méta-
analyse de Van Groenigen et al. (2014) a montré que la présence des vers de terre dans les
agroécosystémes augmente le rendement des cultures et la biomasse aérienne respectivement de 25%
et de 23%, notamment chez les Poacées telles que le riz, le blé, ’orge ou le raygrass. Cette méta-
analyse a également montré que I’intensité des effets des vers de terre dépendait de la présence de
résidus de cultures, de la densité des vers de terre et du type et du taux de fertilisation. Van Groenigen
et al. (2014) ont donc suggéré que les vers de terre stimulent la croissance des plantes notamment au
travers de la libération d’azote séquestré dans les résidus et la matiére organique. L’influence positive
des vers de terre sur la minéralisation de I’azote est bien documentée (Villenave et al., 1999; Whalen
et al., 2000; Cortez and Hameed, 2001; Postma-Blaauw et al., 2006) et cet apport de ressource va
modifier les rapports de compétitions entre groupes fonctionnels de plantes. En effet, des
expérimentations en conditions controlées ont montré que la présence de vers de terre au sein de la
rhizospheére d’une association incluant une Fabacée, dans des systémes de type prairie (Eisenhauer and
Scheu, 2008) ou des systémes de type cultures annuelles (Coulis et al., 2014), diminue la compétition
entre plantes, bénéficiant a 1’espéce végétale dépendante des ressources du sol. D’autres effets directs
ou indirects peuvent également influencer la croissance des plantes (Edwards and Bohlen, 1996;

Scheu, 2003).

1.3.3.2.1 Interactions directes avec la rhizosphére

Des études ont mis en évidence que les vers de terre consomment une partie observable de
racines stimulant ainsi la croissance racinaire. En effet, 1’herbivorie des vers de terre notamment des
anéciques a contribué a expliquer des gains de biomasse racinaire chez le blé (Cortez and Bouche,
1992; Cortez and Hameed, 2001; Andriuzzi et al., 2016). A I’inverse, 1’étude de Coulis et al. (2014) a
mis en évidence une réduction de la biomasse racinaire d’une légumineuse en présence de vers de terre
endogés. Cette réduction de la biomasse racinaire, accompagnée d’un gain de biomasse aérienne peut
étre expliquée par une disponibilité plus importante des ressources dans le sol favorisant ainsi

I’allocation des ressources vers les parties aériennes. Cependant, des interactions non trophiques entre
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les plantes et les vers de terre peuvent intervenir et agir sur la croissance racinaire. En effet, le contact
proche entre les vers de terre et les racines peut étre responsable d’une augmentation de la
transcription de genes signalant un stress qui réduisent la croissance racinaire (Jana et al., 2010). De
plus, des composés auxin-like agissant sur le développement racinaire de certaines espéces ont été

détecté dans les déjections de vers de terre (Muscolo et al., 1999; Puga-Freitas et al., 2012).

1.3.3.2.2 Des interactions indirectes avec la rhizosphére

Par leur activité fouisseuse, les vers de terre affectent fortement la porosité des sols notamment
par la création de galeries. Les changements dans la porosité vont avoir une influence sur la croissance
des plantes via une amélioration du régime hydrique et gazeux des sols favorisant la capacité de
rétention d’eau par compaction-décompaction, une diminution de la résistance a la pénétration
racinaire et une modification de la composition biotique de la rhizosphére (Blanchart et al., 1997,
Blanchart et al., 1999; Shipitalo and Le Bayon, 2004; Fischer et al., 2014). Les galeries ou chambre de
diapause formées pourront se remplir d’eau ou d’air et ainsi servir d’habitats a de nombreux
organismes tels que les bactéries, les champignons, les nématodes, les microarthropodes ou encore les
racines (Brown et al., 2000). La fourniture d’habitats favorables a I’activité d’autres organismes du sol
par les vers de terre pourra stimuler les processus de minéralisation de la matiere organique et la

remise a disposition de nutriments nécessaires pour la croissance des plantes.

Les vers de terre influencent également de maniére indirecte la croissance des plantes par des
modifications de I’agrégation du sol. C’est au travers de deux mécanismes que les vers de terre
modifient cette agrégation : i) la création de galeries et ii) la formation de turricules (Brown et al.,
2000). Les vers de terre produisent du mucus maintenant la surface de leur épiderme humide et
protégé de I’abrasion des particules du sol et facilitant leur progression dans les galeries. Un gramme
de vers de terre peut produire en moyenne 5,6 g de mucus en 24 heures (Lavelle et al., 1995; Pan et al.,
2010). Tl s’agit d’un mélange de carbohydrates, d’acides aminés, de glycosides et de glycoprotéines
qui va étre déposé sur la paroi des galeries nouvellement formées, stabilisant ainsi leur structure

(Edwards and Bohlen, 1996). Lors du passage dans I’intestin, le sol ingéré est entiérement déstructuré
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en micro-agrégats formés de débris organiques (Shipitalo and Protz, 1988; Barois et al., 1993; Bossuyt
et al., 2005) et de nouveaux macro-agrégats vont étre formés grace au mucus produit par les vers de
terre (Edwards and Bohlen, 1996; Shipitalo and Le Bayon, 2004). Ce processus va participer a la
stabilisation de la matiere organique dans le sol en la protégeant physiquement de la dégradation

microbienne (Bossuyt et al., 2005).

I.4 Les microorganismes au ceeur des interactions

rhizosphere-drilosphere

1.4.1 Les plantes source de matieres organiques pour les

microorganismes

1.4.1.1 Accélération de la décomposition de la matiere organique du sol : le

priming effect

Comme nous venons de le voir, au sein de la rhizosphére, les plantes fournissent du carbone aux
microorganismes au travers de la rhizodéposition et en retour, les microorganismes augmentent la
capacité des plantes a acquérir leurs nutriments en dominant les processus de dégradation et de
recyclage des nutriments. Ces flux de carbone modifient I’activité microbienne et les dynamiques
d’immobilisation-minéralisation qui contrélent la disponibilité de I’azote pour les plantes (Paterson et
al., 2005; Harrison et al., 2007). Ainsi les dynamiques du carbone et de 1’azote sont en étroite
interactions et les plantes vont influencer activement ces processus via ce qu’on appelle le priming
effect (PE), ou effet d’amorgage. Le PE correspond a une modification dans le taux de décomposition
de la matieére organique du sol (MOS) provoquée par I’addition de matiéres organiques fraiches
(MOF) (Blagodatskaya and Kuzyakov, 2008). Cette décomposition de la matiére organique du sol par
des composés racinaires concerne les matiéres organiques situées en profondeur dans les sols, dont la
dégradation est limitée par la faible densité de microorganismes (Balesdent et al., 2011). Ce PE

conduit donc a un recyclage des nutriments piégés dans la MOS et bénéficie a la production primaire
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(Kuzyakov et al., 2000). Deux mécanismes ont été proposés pour expliquer le PE : i) il peut s’agir du
résultat indirect d’'une augmentation des enzymes extracellulaires produites par les microorganismes
dégradant la MOF, augmentant ainsi la dégradation de la MOS (Kuzyakov et al., 2000) ou ii) il peut
s’agir d’un processus de co-métabolisme ou les communautés dégradant la MOS, en utilisant I’énergie
de la MOF, augmentent le taux de décomposition de la MOS (Fontaine et al., 2003). Deux types de PE
détectables gouvernés par I’activité microbienne peuvent étre distingués (Blagodatskaya and
Kuzyakov, 2008): i) le PE réel ou la décomposition de la MOS a été mesuré, ii) le PE apparent ou des
changements dans le turnover de la biomasse microbienne ont été observés sans décomposition de la

MOS.

1.4.1.2 Facteurs influencant le priming effect

1.4.1.2.1 Lateneur en azote des plantes

L’étude de Zhu et al. (2012) met en évidence des différences d’intensité de PE entre stades de
développement et formation de nodosités pour des sojas. Au stade végétatif, la comparaison de deux
sojas, I’un ayant la capacité de former des nodosités alors que 1’autre non, ne montre pas de différence
dans Dl’intensité du PE sur la décomposition de la matiére organique du sol s’expliquant par une
biomasse totale et une concentration en azote des tissus similaires entre les sojas. En revanche, a
maturité 1’augmentation de 58 % de 1’azote dans les tissus du soja ayant formé des nodosités de facon
abondante se traduit aussi par une augmentation par deux du PE. La fourniture d’une plus grande
quantité d’azote aux microorganismes, via une rhizodéposition azoté plus importante, a pu stimuler

leur activité et conduire a un PE plus important.

1.4.1.2.2 La biomasse des plantes

Le développement aérien et racinaire est le facteur le plus important qui contrble la
rhizodéposition des plantes. Selon 1’étude de Dijkstra et al. (2006), les variations de 1’intensité du PE
entre deux espéces de plantes sont expliquées a 74% par la différence de biomasse foliaire. Les plantes
exsudent une fraction a peu prés constante de carbone labile provenant de la photosynthése (entre 3 et

5%). Les plantes qui ont une plus grande biomasse foliaire ou capacité photosynthétique pourraient
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donc exsuder de plus grandes quantités de carbone labile et donc favoriser un PE plus intense sur la

MOS.

1.4.1.2.3 Le poids moléculaire des composés rhizodéposes

L’influence du poids moléculaire des composés rhizodéposés sur le PE est controversée dans la
bibliographie. D’un coté Balesdent et al. (2011) suggérent que les exsudats de faibles poids
moléculaires comme les carbohydrates ou acides aminés n’induisent pas de PE contrairement aux
molécules complexes comme la cellulose. D’un autre c6té, des études s’intéressant a 1’activité des
communautés microbiennes en fonction de la composition des exsudats montrent une modification de
cette dernic¢re avec 1’ajout de substrats carbonés simples (carbohydrates, acides carboxyliques, acides

aminés) (Zhou et al., 2012; Mwafulirwa et al., 2016; Wahbi et al., 2016).

1.4.1.3 Influence du priming effect sur les cycles du carbone et de I’azote

Il existe une relation linéaire entre la respiration microbienne et la minéralisation brute de I’azote.
Cependant, la présence de plantes peut altérer cette linéarité via des processus rhizosphériques
induisant un découplage des cycles du N et du C. En effet, on observe que le PE sur la décomposition
du carbone et sur la minéralisation de 1’azote ne sont pas proportionnelles (Zhu and Cheng, 2012).
Cela peut étre di a l’interaction entre le PE et I’immobilisation d’azote par les microorganismes
(Kuzyakov and Xu, 2013). Cette stimulation de la décomposition de la MOS engendre une plus forte
minéralisation de 1’azote du sol, mais peut résulter en une diminution des réserves en azote
inorganique car I’apport de carbone labile via la rhizodéposition favorise aussi la croissance
microbienne et par conséquent I’immobilisation de 1’azote par ces derniéres. Il a cependant été mesuré
que 1’azote de la biomasse microbienne était fortement réduit en présence des systemes racinaires des
plantes : les microorganismes sont plus compétitifs pour 1’azote que les plantes, mais ils ont une plus
grande affinité pour les acides aminés que pour 1’azote minéral, contrairement aux plantes (Zhu and

Cheng, 2012).
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1.4.2 Les vers de terre activateurs des microorganismes

Les vers de terre, indépendamment des catégories écologiques, peuvent influencer les
communautés de microorganismes par différents mécanismes: i) la mise & disposition des ressources
par leur activité fouisseuse, ii) I’ingestion et la digestion, iii) la dispersion, et iv) les modifications du

régime hydrique et gazeux du sol.
1.4.2.1 Lamise a disposition des ressources

Les vers de terre, par leurs activités vont avoir la capacité de réveiller certaines communautés de
microorganismes. Le mucus sécrété par les vers de terre joue le role d’activateur de ces
microorganismes et va ainsi stimuler leur activité de décomposition et de recyclage des nutriments. En
effet, I’activité des microorganismes est plus élevée dans les tubes digestifs des vers de terre que dans
les sols digérés et les déjections, et plus élevée dans ces derniéres que dans les sols non digérés
(Brown, 1995). Plus globalement, les microorganismes seraient également plus nombreux dans la
drilosphére que dans le sol non atteint. La comparaison de plusieurs espéces a pu montrer que les vers
de terre endogés produisent plus de mucus que les épigés, ce qui peut expliquer que cette relation
mutualiste est davantage présente chez les endogés (Brown et al., 2000). L’apport de ressources
facilement dégradables qui modifient le taux de décomposition de la MOS en raison d’une stimulation
de I’activité des microorganismes est considéré comme un priming effect (Bernard et al., 2012; Eck et
al., 2015). Ce PE peut alors s’accompagner de modifications dans la composition des communautés
bactériennes dégradant la MOF d’une part et celles dégradant la MOS d’autre part (Bernard et al.,

2012).

Toutefois, la disponibilité en carbone du sol va controler la croissance des vers de terre et leurs
effets sur la minéralisation de I’azote (Tiunov and Scheu, 2004). En conditions limitantes, les vers de
terre entrent en compétition avec les microorganismes et augmentent la limitation de carbone pour ces

derniers.
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1.4.2.2 L’ingestion — digestion

Les vers de terres ingerent des microorganismes qui sont soit stimulés par leur passage dans le
tube digestif comme vu précédemment, soit digérés. Cependant, tous les microorganismes ne sont pas
influencés de la méme maniére par leur passage dans I’intestin du ver de terre. Le temps de transit
apparait comme 1’un des principaux facteurs déterminant les effets sur la population microbienne. Le
temps de transit dépend a son tour de facteurs tels que la qualité de la nutrition ou la température du
sol (Barois, 1987). Certains microorganismes proliferent lors du passage dans le tube digestif tandis
que d’autres microorganismes ne survivent pas du fait de préférences alimentaires, d’abondance en
carbone organique soluble, de la présence de substances microbiocides ou des conditions anaérobiques
(Lv et al., 2016). Cela conduit dans la plupart des cas a une diminution du ratio champignons :
bactéries (Brown, 1995; Lavelle et al., 1995; Tourna et al., 2008; Dempsey et al., 2011). En effet, les
communautés fongiques et notamment les hyphes apparaissent comme la source de nourriture

préférentiellement digérée de plusieurs espéces de vers de terre au dépend des spores (Brown, 1995).

1.4.2.3 Dispersion

La dispersion des microorganismes peu mobiles dans le sol par les vers de terre permettrait
I’apparition d’interactions bénéfiques grace a différentes symbioses. La dispersion de bactéries
fixatrices, par exemple, entrainerait la présence de cing fois plus de nodosités sur le tréfle (Brown,
1995). Méme si cette nodulation supplémentaire ne modifie pas la croissance de la plante, elle peut
étre a D'origine d’une augmentation de 1’azote foliaire de 20 a 30% et d’une augmentation de la

biomasse des tiges et des racines de 20 a 30% et de 125%, respectivement.

1.4.2.4 Les modifications du régime hydrique et gazeux

Le nombre important de galeries dans la drilosphére contrairement au sol sans I’influence des
vers de terre peut avoir un impact sur les processus aérobies. Un plus grand nombre de bactéries
aérobie asymbiotique fixant le dihydrogéne ainsi qu’un plus grand nombre de bactéries dénitrifiantes a

été observé dans la zone de deux millimetres autour des galeries (Bhatnagar, 1975). De plus,
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I’infiltration d’eau dans les galeries peut permettre aux microorganismes (Madsen and Alexander,

1982), ainsi que les autres organismes du sol, de se déplacer.
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Figure 1-14. Résumé des interactions entre les trois compartiments biologique d’un équilibre dynamique qui fait intervenir de nombreuses boucles de rétroactions.
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1.5 Problématique, objectifs et hypothéses

Pour répondre aux besoins de développer des systémes innovants a faible niveau d’intrants, la
diversification des systémes constitue une solution dans un contexte de transition agroécologique. La
diversité fonctionnelle des traits de la communauté végétale contribue a I’apport de services
€cosystémiques en participant notamment a 1’amélioration de la productivité des plantes grace aux
interactions positives et de complémentarité. Cette diversité de traits influence également les processus
biologiques du sol au travers de I’impact sur les communautés d’organismes du sol par la qualité et la
quantité des exsudats, la disponibilit¢é en nutriments, 1’apport d’azote atmosphérique ou encore la
composition des rhizodép6ts. Les microorganismes de la rhizosphére, fortement influencés par la
composition spécifique et fonctionnelle des plantes, peuvent en retour affecter leur productivité via
une mise a disposition des nutriments. Le sol, compartiment complexe et indispensable de
I’agroécosystéme participe également a I’apport de services écosystémiques notamment au travers de
sa biodiversité. En effet, les vers de terre et leur diversité fonctionnelle liée principalement a leurs
comportements sont responsables de profonds changements dans les propriétés physiques, chimiques
et biologiques de la drilosphére. Par la mise a disposition de ressources, les modifications du régime
hydrique et gazeux, 1’ingestion, la digestion et la dispersion des communautés microbiennes ou encore
la rhizophagie, les interactions entre drilosphére et rhizosphére affectent directement ou indirectement
la croissance des plantes et les communautés de microorganismes. Ces mécanismes d’influence d’un
compartiment sur les deux autres sont résumés dans la figure 1-14. Bien que le role de ces trois
compartiments - plantes, microorganismes et vers de terre - soit bien identifié au sein des
agroécosystémes, les interactions entre ces derniers et leur compréhension restent malgré tout peu

documentées.

En effet, les interactions plantes — microorganismes — vers de terre au sein de la rhizosphére sont
complexes et réciproques. Chaque compartiment biologique a un effet sur les deux autres et est
également influencé par ces derniers. Toutefois, certains compartiments peuvent avoir une influence

plus forte sur les autres. Dans le cadre de ma these, le couvert végétal, les microorganismes de la
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rhizosphére et les vers de terre constituent trois compartiments biologiques en équilibre dynamique.
Cet équilibre aura des conséquences sur la disponibilité des nutriments et donc ’acquisition d’azote
par les plantes. Le couvert végétal et les vers de terre ont une forte influence sur les microorganismes
de la rhizosphere puisqu’ils conditionnent leurs ressources et leur habitat au travers de différents traits
fonctionnels. Nous considérerons donc ces deux compartiments comme deux drivers du systéme, et
nous chercherons a comprendre comment des modifications issues des interactions au sein et entre ces
deux compartiments influencent la disponibilité en azote et la productivité des plantes contribuant

ainsi a ’apport de services écosystémiques.

Pour cela dans des conditions de faible disponibilité en azote minéral du sol favorisant les
interactions biotiques, nous avons cherché a hiérarchiser les effets de ces deux compartiments drivers,
puis a identifier les leviers associés a des complémentarités de fonction au sein de chacun d’entre eux,

pouvant permettre une augmentation des performances des plantes.

Dans un premier temps, nous supposons qu’augmenter le nombre d’espéces (plantes et vers de
terre) et/ou de variétés aux traits fonctionnels différents dans un systéme, permet d’accroitre les
complémentarités et interactions positives, au sein et entre les deux compartiments drivers pour une
meilleure disponibilité des nutriments, en particulier de 1’azote, via différents mécanismes. D’ou notre

premiére question de recherche qui est la suivante :

e Question de recherche 1: Comment s’exercent les complémentarités et interactions

positives entre la diversité des plantes aux traits fonctionnels contrastés et la diversité

fonctionnelle des vers de terre pour les performances de la culture ?

Hypothése 1: C’est I’association de plusieurs espéces et/ou de variétés de plantes aux traits
fonctionnels différents et de plusieurs groupes fonctionnels de vers de terre qui maximise les

performances du couvert (teneur en azote et production de biomasse).

Hypothése 2 : Les bénéfices de la complémentarité de fonctions des deux drivers conditionnent

les communautés microbiennes au sein de la rhizosphere. Une augmentation de la biomasse, diversité
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et activité des microorganismes, sous 1’influence conjointe des deux compartiments drivers, explique

une meilleure acquisition d’azote des plantes.

Hypothese 3 : Le contraste des especes aux attributs de traits fonctionnels en présence détermine
I’efficience des processus réalisés au sein de la rhizosphere. Des espéces ayant des attributs trop
similaires avec des effets redondants minimisent ou suppriment les réponses attendues de 1’un et/ou de

I’autre des deux drivers sur les caractéristiques physico-chimiques et biologiques de la rhizosphere.

A l'interface des interactions entre drilosphére et rhizosphére, le compartiment microbien joue un
role clé dans la minéralisation des résidus et autres composeés organiques produits par les plantes.
L’influence espece-dépendante de la qualité et la quantité des exsudats racinaires sur ’activité, la
diversité et la densité des communautés microbiennes est aujourd’hui reconnue. Cependant, des
interrogations demeurent quant a 1’impact de modifications de 1’activité rhizosphérique sur des
groupes fonctionnels tels que ceux liés au cycle de ’azote. Les communautés microbiennes sont
également sous I’influence des modifications physico-chimiques du sol issues de I’activité des vers de
terre. Le poids de nos deux drivers sur le compartiment microbien et les conséquences sur le recyclage

de I’azote minéral nous conduit a notre seconde question de recherche :

o Question de recherche 2 : Quelle est la part des plantes et des vers de terre dans ce

réseau d’interactions sur les performances du couvert ?

o Sous questions :

= Y a-t-il un driver au sein de notre équilibre dont les modifications sont
prépondérantes sur les communautés microbiennes et ’acquisition de
I’azote par les plantes?

= Le cas échéant, les modifications entrainées par ce driver déterminent-
elles I’influence de I’autre driver sur les communautés microbiennes et

I’acquisition de 1’azote par les plantes ?

65



Chapitre I : Introduction générale

Hypothése 1 : L’importance de I’empreinte racinaire issue de ’activité des racines des plantes et
celle des modifications positives entrainées par I’activité des vers de terre sont équivalentes quant a la

réponse des communautés de microorganismes au sein de la rhizosphére.

Hypothése 2 : Les effets dus a une légumineuse, seule ou en association, dominent sur la réponse
des microorganismes quels que soient les autres traits fonctionnels en présence. Les traits fonctionnels
liés a la fixation symbiotique de la Iégumineuse et les modifications qu’ils entrainent au sein de la
rhizosphére stimulent les communautés microbiennes globales et celles impliquées dans le cycle de
I’azote. Cette stimulation des communautés microbiennes augmente la minéralisation et la

disponibilité de I’azote améliorant ainsi I’acquisition des ressources par les plantes.

Hypothése 3 : L’empreinte racinaire des plantes, dépendante du contraste entre les attributs des

traits va déterminer la nature des interactions entre vers de terre et microorganismes.
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1. Matériel et méthodes
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Figure 11-1. Systéeme expérimental du mésocosme. Des trous de 1 cm de diamétre a la base et des billes d’argile
favorisent ’aération du sol et le drainage de I’eau. Le sol est contenu dans un sac de toile a bluter d’une maille de 25
pm pour récolter ’intégralité des racines et des vers de terre a la fin de I’expérimentation. Un cylindre de carton
ondulé entoure le mésocosme pour limiter les variations de température du sol.
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Durant ce travail de these, deux essais en mésocosmes ont été conduits en conditions controlées
sous serre. Une premicre expérimentation a ét€ menée au cours de I’année 1 de la thése (2015) et une
seconde au cours de 1’année 2 (2016). Des prélévements ont également été réalisés dans un essai

pluriannuel en champ au cours de I’année 1 et 2 de la thése (2015-2016).

11.1 Dispositif expérimental en mésocosme

11.1.1 L’ Approche en mésocosme

Le mésocosme constituant une approche adaptée aux simulations globales de processus avec de
multiples composantes avec un haut niveau d’interdépendance entre les composantes (Bruckner et al.,
1995), il est apparu approprié d’utiliser cette approche dans le cadre de ma thése. Tout d’abord, la
technique du mésocosme est une approche expérimentale qui peut étre appliquée pour comprendre des
processus écologiques a une échelle « réaliste ». Le mésocosme correspond a un écosysteme artificiel,
de volume limité et de taille moyenne. Il permet d’évaluer les effets d’une variable particuliére sur le
systéme, en négligeant ce qui varie par contrdle de certains paramétres. L’intérét des mésocosme
réside dans le réalisme écologique grace a la présence des principaux éléments constitutifs des
agroécosystémes et également dans la possibilité de controler différents paramétres. Dans le cadre de
ma thése, il va s’agir de contrdler les parametres liés a la composition du peuplement végétal et les

parameétres physico-chimiques et biologiques du sol.

Les mésocosmes utilisés sont constitués d’un socle en Inox percé et surmonté d’un tube de PVC
de 40 cm de haut et de 20 cm de diamétre. Une couche de billes d’argile au fond du mésocosme
favorise 1’aération du sol et le drainage de 1’eau. Le sol du mésocosme est contenu dans un sac de toile
a bluter de 25 um de maille (fig. 11-1). Cette toile & bluter permet de retenir les racines des plantes et
les vers de terre, afin de les récolter intégralement en fin d’expérimentation. Il s’agit donc de
reproduire un sol sur lequel des espéces cultivées vont étre semées et dans lequel des vers de terre vont

étre insérés.
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11.1.2 Expérimentation 1

Cette premiére expérimentation a été menée pour répondre aux objectifs du chapitre I1I:
amélioration de I’effet de complémentarité de la légumineuse associée par 1’effet de facilitation des
vers de terre sur les performances du blé. Tl s’agit d’évaluer et de comparer les effets de la composition
des plantes (spécifique et/ou variétale), des vers de terre et de I’effet simultané des deux drivers sur la

production de biomasse et I’acquisition d’azote du blé ainsi que sur les communautés bactériennes.

Cette expérimentation a été conduite dans la serre de I’unité de recherche LEVA de I’Ecole
Supérieure d’Agricultures d’Angers de mars a juin 2015, avec des températures moyennes de nuit de
14.0 £ 2.8°C et de jour de 25.2 + 4.7°C. Les mésocosmes ont été remplis de 12.5 kg de sol collecté
dans un champ et tamisé a sept millimétres. L’humidité du sol a été maintenue a 20 % sur toute la
durée de I’expérimentation. Il s’agit d’un sol sablo-limoneux avec la granulométrie suivante : 36.2 %
de sables grossiers, 12.0 % de sables fins, 19.6 % de limons grossiers, 19.6 % de limons fins, 10.0 %
d’argiles et 2.6 % de matiéres organiques et les propriétés suivantes : pH de 6.4, 1.41% de C, 0.14%
de N, un ratio C:N de 9.1, 87 mg.kg™ de P Olsen, 174 mg.kg™ de K, 78 mg.kg™ de Mg, 20.52 mg.kg™
de NO; et 2.65 mg.kg™ de NH,". Les mésocosmes ont été disposés sur des tables de culture selon un
dispositif en blocs complétement randomisé avec cing répliquats de chaque traitement. Nous avons
testé trois modalités de peuplement végétal incluant trois variétés de blé (Triticum aestivum L.,
variétés Renan, Chevalier et Pirénéo) avec ou sans la présence de trefle hybride (Trifolium hybridum
L., variété Aurora), avec une densité de six plantes par mésocosme : i) un peuplement monospécifique
du blé Renan, ii) un peuplement monospécifique d’un mélange des trois variétés de blé Renan,
Chevalier et Pirénéo (2 plantes par variété), et iii) un peuplement d’association du mélange des trois
variétés (une plante par variété) avec trois plantes de trefle (fig. 11-2). Chaque peuplement a été cultivé
sans ver de terre, avec cing individus endogés (Aporrectodea caliginosa S.), ou avec cing individus
endogés et deux individus anéciques (Lumbricus terrestris L.). Des mésocosmes témoins ont été
inclus dans le dispositif sans plante, sans ver de terre, avec uniquement des individus endogés ou avec
des individus endogés et anéciques. Avant le début de 1’expérimentation, les vers de terre ont été
collectés au champ et stocké en container dans le sol de I’expérimentation durant quatre mois. La
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biomasse moyenne des vers de terre endogés ajoutés dans les mésocosmes a été de 3.2 + 0.5 g pour la
modalité des cinq endogés seuls et de 3.3 = 0.5 g (endogeés) et de 6 + 0.7 g (anéciques) pour la
modalité dans laquelle les deux groupes écologiques ont été mélangés. Le nombre d’individus par
mésocosme a €té choisi en cohérence avec 1’abondance dans les sols arables de 1’Ouest de la France

(Ponge et al., 2013). Chaque individu a été pesé avant d’étre déposé dans le mésocosme.

Des graines pré-germées a 20°C ont été installées a chaque coin d’un hexagone virtuel contenu
dans la section circulaire de chaque mésocosme. Pour chaque variété de blé, deux graines ont été
installées et trois pour le trefle. Les plantules les plus développées ont été conservées respectivement
huit et dix-neuf jours aprés cette opération pour le blé et le tréfle. Afin de fournir de la nourriture aux
vers de terre anéciques, un gramme d’herbe séche autoclavée a été ajoutée a la surface de chaque
mésocosme. Cette opération a été renouvelée six fois car quinze jours ont été nécessaires pour que les
anéciques enfouissent ce gramme (0.011 g de litiere par jour et par gramme de vers de terre anécique
ajouté (Lee, 1985)). L’arrosage des mésocosmes a été effectué deux a trois fois par semaines pour

maintenir I’humidité du sol entre 15 et 20 %.

Figure 11-2. Dispositif expérimental (Expérimentation 1) de I’unité de recherche LEVA d’Angers conduite de mars a
juin 2015. (Photo prise le 20.05.2015 par B. Drut)
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11.1.3 Expérimentation 2

Cette seconde expérimentation a été mise en place pour répondre aux objectifs des chapitres 1V et
V qui visent & déterminer si des plantes ou des vers de terre, il y a un driver qui exerce un contréle
plus important sur les communautés microbiennes de la rhizosphére et sur I’acquisition d’azote par les

plantes.

Cette expérimentation a été conduite dans la serre de 1’unité de recherche LEVA de février a avril
2016 avec des températures moyennes de nuit de 11.1 + 1.5°C et de jour de 21.5 + 2.4°C. De
nouveaux mésocosmes ont été remplis de 10.0 kg de sol collecté dans un champ et tamisé a sept
millimétres. 11 s’agit d’un sol sablo-limoneux avec la granulométrie suivante: 22.9 % de sables
grossiers, 13.9 % de sables fins, 28.1 % de limons grossiers, 21.5 % de limons fins, 11.3 % d’argiles et
2.3 % de matiéres organiques et les propriétés suivantes : pH de 6.7, 1.32 % de C, 0.14% de N, un
ratio C:N de 9.7, 98 mg.kg™ de P Olsen, 395 mg.kg™ de K, 133 mg.kg™ de Mg, 28.79 mg.kg™ de NO5°
et 1.65 mg.kg™ de NH,". Les mésocosmes ont été disposés sur les tables de culture & nouveau selon un
dispositif en blocs completement randomisé avec cing répliquats de chaque traitement. Cing modalités
de composition spécifique du couvert végétal incluant le colza (Brassica napus L., variété Bohéme), le
blé (Triticum aestivum L., variété Renan) et la féverole (Vicia faba L., variété Divine) ont été
testées avec une densité de deux plantes par mésocosme : i) colza pur, ii) blé pur, iii) féverole pure, iv)

association colza - féverole et v) association blé — féverole (fig. 11-3).

Chacune de ces modalités a été conduite sans ver de terre ou avec cingq individus endogés
(Aporrectodea caliginosa L.). Des mésocosmes témoins ont été inclus dans le dispositif sans plante,
sans ou avec ver de terre. Pour 1’acclimatation des vers de terre collectés au champ, ces derniers ont
été stockés dans un container durant quatre mois dans le sol de I’expérimentation. La biomasse
moyenne des vers de terre endogés ajoutés dans les mésocosmes a été de 4.9 + 0.5 g. De la méme
maniére que pour 1’expérimentation 1, le nombre d’individus par mésocosme a été choisi en cohérence
avec I’abondance de vers de terre endogés dans les sols arables de 1’Ouest de la France (Ponge et al.,

2013). Chaque individu a été pesé avant d’étre dépose dans le mésocosme.
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0'/

Figure 11-3. Dispositif expérimental (expérimentation 2) dans la serre de I’unité de recherche LEVA d’Angers
conduite de février a avril 2016. (Photo prise le 31.03.2016 par B. Drut)

Des graines pré-germées a 20°C ont été installées dans les mésocosmes, distantes entre elles de
12 cm. La position de la féverole dans les associations de culture a été déterminée au hasard. Dans un
premier temps, trois graines ont été installées pour le colza, deux pour le blé et une seule pour la
féverole. Aprés 8 jours d’implantation, les plantules de colza et de blé les moins développées ont été
retirées pour ne conserver que deux plantes par mésocosmes. Les mésocosmes ont été arrosés deux a

trois fois par semaine pour maintenir I’humidité du sol entre 15 et 20 %.

11.2 Récolte, échantillonnage et analyses

Les mésocosmes ont été récoltés pour les expérimentations 1 et 2, 117 et 91 jours respectivement

apres installation des graines pré-germées dans les mésocosmes.
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11.2.1 Echantillonnage et mesures sur les plantes

Pour chaque mésocosme, les parties aériennes ont été coupées a la base et rassemblées soit par
variété soit par espéce. Ces parties aériennes ont ensuite été séchées a 70°C durant 24 h a I’étuve. Les
systémes racinaires ont été délicatement extraits du sol. Dans le cas des cultures pures de blé (une ou
plusieurs variétés), de colza et de féverole, les systemes racinaires ont été rassemblés en un seul
échantillon. Dans le cas des associations blé-tréfle, blé-féverole et colza-féverole, trois échantillons
différents ont été constitués : i) racines de blé ou colza, ii) racines de tréfle ou de féverole et iii) racines
non identifiées. Les racines ont ensuite été rincées et séchées a 70°C durant 48 h. Les parties aériennes
et racinaires ont été pesées, broyées en une fine poudre et préparées pour des analyses de teneur en N
et de ratio N:*N en utilisant un spectrométre de masse (IsoPrime, Elementer, Hanau, Allemagne)
couplé a un analyseur élémentaire (EA3000, Euro Vector, Milan, Italie). Ces analyses ont été réalisées

par 1’équipe du Plateau d'Isotopie de Normandie PLATIN'.

11.2.2 Echantillonnage et mesures sur le sol

Le sol rhizosphérique a été échantillonné pour I’intégralité des analyses.

Dans I’expérimentation 1, I’intégralité du sol a été considéré comme rhizosphérique du fait de la
colonisation totale de la colonne de sol par les racines. A la suite d’une homogénéisation de la totalité

du sol, ce dernier a été tamisé a deux millimetres.

Dans I’expérimentation 2, seul le sol adhérent aux racines a été considéré comme rhizosphérique.
Pour ce faire, le sol non adhérent a d’abord été retiré en secouant doucement les systémes racinaires.
Ensuite, le sol adhérent a été détaché des racines a I’aide d’un pinceau et tamisé a deux millimétres.
Les racines traversant cette maille de deux millimetres ont été retirées du sol. Dans le cas des
associations blé-féverole et colza-féverole, les sols adhérents des deux espéces ont été rassemblés et

tamisés a deux mm pour obtenir un échantillon homogene.
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11.2.2.1 Analyses physico-chimiques

Les sous-échantillons de sol ont été stockés a -20°C jusqu’aux analyses pour déterminer les
reliquats en azote nitreux et ammoniacal. Les concentrations en NOz-N et en NH,"-N ont été mesurées
sur 40 g de sol en utilisant un analyseur a flux continu (SAN++, Skalar, Les Pays Bas) aprés une

extraction avec du KCI 1M,

Apreés un séchage a 70°C durant 48 h, des sous-échantillons de sol ont été broyés en fine poudre
et préparés pour des analyses de C et N total. Les teneurs en C et N ont été mesurées sur 15 mg de
poudre de sol en utilisant un analyseur élémentaire (IsoPrime, Elementer, Hanau, Allemagne ; Plateau

d’Isotopie de Normandie PLATIN”).

L’humidité du sol a été déterminée par gravimétrie sur des sous-échantillons de 100 g sol frais

ainsi que le pHay sur 5 g de sol frais.
11.2.2.2 Analyses des communautés de microorganismes
11.2.2.2.1 Biomasse bactérienne et séquencage

L’extraction de ’ADN microbien ainsi que le dosage bactérien par PCR quantitative ont été
réalisés au LUBEM (Laboratoire Universitaire de Biodiversité et d’Ecologie Microbienne) de Brest

dans le cadre des expérimentations 1 et au champ.

L’ADN microbien a été extrait a partir d’1 g de sol en utilisant un kit NucleoSpin® (Macherey-
Nagel GmbH & Co. KG) suivant les instructions du fabricant. Les ADN extraits ont été re-suspendus
dans 60 pl d’un tampon ES (5 mM Tris/HCI, pH 8.5). La qualité et la concentration de I’ADN purifié
ont été déterminées en utilisant un spectrometre a UV (NanoDrop 1000, Thermo Scientific, USA). Des

dilutions d’au moins 10 ng.ul™ ont été préparées pour chaque échantillon d’ADN.

La biomasse bactérienne a été déterminée en utilisant le dosage par PCR quantitative ciblant les
régions variables V3 et V4 du géne ARN ribosomique 16S. Les amorces suivantes ont été utilisées:
341F (5’-CCTACGGGNGGCWGCAG-3’) and 805R (5’-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3’)

(Herlemann et al., 2011). Les quantités d’ADN bactériens dans les échantillons ont été mesurées
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separément via la fluorescence en utilisant une courbe standard externe générée a partir de dilutions en
série d’ADN bactérien de culture pure d’Escherichia coli. Chaque mélange PCR a contenu 10 pl de
Supermix Sso FastTM Eva Green® (©Biotium, Inc.), 1 ul de chaque amorce forward et reverse et 1
ul d’ADN et a été ramené a 25 pl avec de 1’eau dé-ionise stérile. Apres une dénaturation a 98°C durant
2 minutes, les produits PCR ont été amplifiés pendant 40 cycles avec 30 secondes a 98°C et 30
secondes a 60°C. L’efficacité de I’amplification de la PCR a été établie grice a une courbe de

calibration avec un minimum de 85%.

Un total de 48 échantillons a été sélectionné comme amplicon de PCR et pour le séquencage
lllumina Miseq PE300. Le séquengage a été réalisé au centre d’innovation Génome Québec et
Université McGill, Montréal, Canada. Les lectures appariées ont été traitées avec QIIME (Quantitative
Insights Into Microbial Ecology) (Caporaso et al., 2010) en utilisant les scripts
multiple_join_paired_ends.py et multiple_split_libraries_fastg.py avec les paramétres par défaut. Les
séquences chimériques ont été identifiées et retirées en utilisant 1’algorithme UCHIMIE (Edgar et al.,

2011) avec vsearch v1.1.3 (https://github.com/torognes/vsearch) et la base de données référence

ChimeraSlayer (Haas et al., 2011). L’algorithme UCLUST (Edgar, 2010) a été utilisé pour le choix
des Unités Taxonomiques Opérationnelles (UTO). Pour minimiser le gonflement des UTO rares dans
I’analyse des communautés, seules les UTO avec une séquence de comptage supérieure a 10 ont été
inclues (Brown et al., 2015; Oliver et al., 2015). De plus, les UTO des chloroplastes, des
mitochondries et celles « non assignées » ont été écartées. Une unique raréfaction avec 30 485
séquences par échantillon a été créée pour I’analyse de la diversité a et B. Cela a donc exclu un
répliquat de chaque modalité de peuplement végétal de 1’expérimentation 1 avec respectivement : blé
seul, 18 155 séquences ; mélange de variétés, 12 706 séquences et association blé-trefle, 14 288

séquences.
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Tableau I1-1. Présentation des paires d’amorces utilisées pour les différents groupes cibles de microorganismes nitrifiants et des conditions de PCR quantitative.

Longueur du

Groupe cible l\,lom de Séquence (5'-3") fragment Profil thermique Références

P’amorce e .
amplifié (pb)

amoA1F GGG GTT TCT ACT GGT GGT 95°C durant 15 min (oxl cycle)

amoA Bactérie 491 32 %dg[ﬁg;tsojéf%g fgragjrﬁ' 155 (Francis et al., 2005)
amoa2R CCC CTC KGS AAA GCC TTCTTC (%45 cycles) 7
Arch-amoAF  STAATG GTC TGG CTT AGA CG 95 °C durant 15 min (x1 cycle)

amoA Archées 628 94 °C durant 45s, 55 °C durant 45s, (Rotthauwe et al., 1997)
Arch-amoAR  GCG GCC ATC CAT CTG TAT GT 72 °C durant 60s (x50 cycles)
F1norA CAG ACC GAC GTG TGC GAA AG 95 °C durant 15 min (1 cycle)

nxrA 320 95 °C durant 30s, 55 °C Durant 45s, (Poly et al., 2008)
R2norA TCC ACA AGG AAC GGA AGG TC 72 °C durant 45s (<45 cycles)
Ns675f GCG GTG AAA TGC GTA GAK ATC G 95 °C durant 15 min (x1 cycle)

Nitrospira 16S 71 95 °C durant 30s, 66 °C durant 30s, (Graham et al., 2007)
Ns675r TCA GCG TCA GRW AYG TTC CAG AG 72 °C durant 60s (<45 cycles)
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11.2.2.2.2 Abondance des microorganismes nitrifiants

L’extraction de ’ADN microbien ainsi que le dosage des microorganismes nitrifiants par PCR
quantitative ont été réalisés au sein de la plateforme PGE de I’'UMR Ecologie Microbienne de Lyon

dans le cadre de I’expérimentation 2.

L’ADN a été isolé a partir de 0.5 g de sol en utilisant le FastDNA™ Spin Kit for Soil et
I’instrument FastPrep® Instrument (MP Biomedicals, Santa Ana, Californie) selon les instructions du
fabricant. L’ADN isolé a été stocké a -80°C avant les dosages par PCR quantitative. La quantité
d’ADN de chaque échantillon a été mesurée en utilisant le fluorimétre Qubit® 2.0 (ThermoFisher
Scientific, Waltham, Massachusetts). L’abondance des bactéries et archées oxydant 1’ammonium
(AOB, Ammonia-oxidizing Bacteria ; AOA, Ammonia-oxidizing Archae) responsable de I’oxydation
de I’ammonium en nitrite, des bactéries oxydant le nitrite (NOB, Nitrite-oxidizing Bacteria) dont les
principaux genres sont Nitrospira et Nitrobacter, responsable de 1’oxydation du nitrite en nitrate ont
été quantifiées par PCR quantitative ciblant les séquences des genes des archées et des bactéries amoA
(codant pour I’ammonium mono-0Xygenase), nxra (codant pour la nitrite oxydoréductase) et

Nitrospira 16, respectivement.

L’abondance des AOA, AOB, Nitrobacter et Nitrospira ont été quantifiées par un lightcycler 480
(Roche Dignostic, Meylan, France) en utilisant des volumes de réaction de 20 ul avec 10 ng de
matrice d’ADN et 0.5uM, 1 et 0.75 uM, 0.5 pM et 0.5 uM de chague amorce, respectivement
(Tableau 11-1). Les détails des méthodologies gPCR ont été présentés dans le tableau II-1. Des
dilutions en série a 10 fois d’'un ADN plasmidique linéarisé¢ ont ét¢ utilisées pour établir une courbe
standard de chaque géne. Le nombre de copies par ng d’ADN a été transformé en nombre de copies du

géne par gramme de sol en utilisant la quantité d’ADN par gramme de sol.
11.2.2.2.3 Potentiel de nitrification

Le potentiel de nitrification a été déterminé en utilisant la « méthode d’agitation de suspension de
sol » (Hart et al., 1994). La méthode implique d’agiter 15 g de sol frais dans 100 ml d’une solution a

pH 7.2 contenant 1 mM de PO,* et 15 mM de NH," & 20°C & I’obscurité. Ces conditions
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expérimentales (humidité, pH, oxygene, disponibilité en phosphate et ammonium) garantissent un taux
de production de nitrate maximum en absence d’immobilisation de 1’azote et de dénitrification. Des
sous-échantillons homogénes de suspension de sol (15 ml) ont été collectés a 2, 4, 20 et 23 heures
apres le début de I’incubation. Aprés une centrifugation a 8 000 rpm durant 8 minutes, le surnageant a
été prélevé et stocké a -20°C jusqu’a la détermination des concentrations en nitrate. Les concentrations
en nitrate ont été analysées avec un analyseur a flux continu. Le potentiel de nitrification a été calculé

par régression linéaire des concentrations en nitrate en fonction du temps (mg NO3-N.kg™.h™).

11.2.2.2.4 Mesure des activités microbiennes par microrespiration

(MicroResp™)

Les mesures d’activité microbiennes ont été réalisées au sein de ’'UMR Eco&Sols de Montpellier

dans le cadre de I’expérimentation 2.

Les activités microbiennes de la rhizosphére ont été mesurées sur du sol sec (0.468 + 0.01 g) par
la méthode Microresp™ (Campbell et al., 2003; Chapman et al., 2007). Cette méthode a consisté a
remplir une microplaque de 96 puits profonds avec du sol sec dans lesquels ont été ajouté uniquement
de I’eau (respiration basale), ou un substrat carboné (SIR, substrate-induced respiration). Dix substrats
carbonés ont été testés. Les substrats carbonés ont été sélectionnés d’aprés la bibliographie selon leur

pertinence en tant qu’exsudat racinaire des espéces utilisées dans I’expérimentation 2 (tableau 11-2).

Le sol a été pré-incubé a 34 % de la capacité de rétention d’eau (WHC, water holding capacity)
avec de ’eau déminéralisée durant sept jours a 1’obscurité. Les substrats ont été appliqués avec une
concentration finale de 10 ug.mg™ de sol sec et dans un volume d’eau déminéralisée permettant
d’atteindre 67 % de la WHC. Toutes les mesures ont été faites en quatre répliquats. La respiration des
microorganismes a €té mesurée grace a I’absorbance d’un indicateur coloré a 570 nm en utilisant un
lecteur de plaque Victor 3 (Perkin Elmer). Les valeurs d’absorbance par puits ont été converties en

concentrations en CO, suivant une courbe standard avec six heures d’incubation a 28°C.
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Tableau I1-2. Liste des substrats carbonés utilisés pour I’analyse des activités microbiennes grice au systéme
Microresp™, correspondant aux composes exsudés par les espéces citées.

Types Substrats C Espéces Références
L-Glutamate BIé, pois, soja (Lodwig et al., 2003;
. . Brechenmacher et al., 2010; Mus
L-Aspartate Pois, soja etal., 2016)
Acide aminé  L-Poline Soja et autres especes (Brechenmacher et al., 2010)
Acide y-
aminobutyric Colza (Hunter et al., 2014)
(GABA)
Acide Citrate BI¢, colza, féverole (Pearse et al., 2006; Li et al., 2007;
- ) L Liang et al., 2013; Palmer et al.,
carboxylique  Malate BI¢, colza, soja, féverole  5g74)
Arabinose BIé et autres espéces %ggcggrrllegr?it ;hagggf)y etal,
Blé Gi‘t autre_s eSpeces (Vancura, 1964; Anderson and
Glucose (refléte la biomasse
X . . Domsch, 1978)
Carbohydrate microbienne active)
Trehalose Bl¢, soja (Brechenmacher et al., 2010)
(Derrien et al., 2004;
Xylose Blé Brechenmacher et al., 2010;

Kravchenko et al., 2011)

La biomasse microbienne active a été déterminée grace a la respiration induite par le glucose

apres application d’un facteur de conversion de 40 (Anderson and Domsch, 1978; Chapman et al.,

2007; Sassi et al., 2012). Le quotient métabolique pour le CO, (qCO,), également appelé taux de

respiration spécifique, représente la respiration basale par unité de biomasse microbienne et a été

estimé pour chaque échantillon de sol en divisant la respiration basale par la respiration induite par le

glucose (Anderson and Domsch, 1985). De plus, la biomasse active fongique a été déterminée grace a

1’addition de bronopol et de streptomycine a une concentration de 0.4 pg.mg™ de sol sec (Sassi et al.,

2012). La biomasse active bactérienne a été calculée par la soustraction de la biomasse active fongique

a la biomasse microbienne totale.
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11.3 Calculs et Statistiques

11.3.1 Issus des mesures sur les plantes

11.3.1.1 Biomasse racinaire dans les mélanges de racines non identifiées

Les différences d’abondances naturelles du °N ont été utilisées pour distinguer les biomasses du
tréfle ou de la féverole et du blé ou du colza dans I’échantillon de racines non-identifiées (Corre-
Hellou and Crozat, 2005). La masse du *°N dans le mélange de racines de différentes espéces (Q°N)
correspond & la somme des produits de I’abondance naturelle en N (5'°N) et de I’azote total des

racines (BRSx %N) des espéces composantes [Eqg. 1].
Q"N = BRSy % %Ny x 8 Ny = (BRS_ x %N, x §°N,) + (BRSga X %Nea x 8°Nga)  [Eq. 1]

BRSy, BRS,, BRSga correspondent respectivement a la biomasse racinaire séche du mélange, de la
l[égumineuse et de I’espéce associée. %Ny, %N et %Nega correspondent respectivement au taux
d’azote dans les racines du mélange, de la l1égumineuse et de ’espéce associée. Par conséquent, la
contribution de chaque espéce a la biomasse racinaire du mélange a été calculée a partir des Eq. 2 et 3

suivantes :
BRS, (%) = [(%Nw x & %"°Ny) — (%Nea X 8 %Nea)] / [(%NL X 8 %*°N.) — (%Nga X 8 %Nea)]
[Eq. 2]
BRSea (%) = 100 — BRS, (%) [Eq. 3]
11.3.1.2 Fixation biologique de I’azote atmosphérique

Le taux d’azote issu de la fixation biologique de 1’azote (%Ndfa) a été calculé sur la base de
I’abondance naturelle en *°N de la légumineuse cultivée en mésocosme (Shearer and Kohl, 1986). Le

%Ndfa a éteé calculé suivant I’Eq. 4 :

%Ndfa = [(6"°Nga - 8°NL) / (6™°Nea — £)] x 100 [Eq. 4]
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ol 8Ngu et §°N, correspondent aux parties pour 1000 d’enrichissement en N de I’azote de la non-
Iégumineuse en culture pure et de la légumineuse respectivement, avec et sans vers de terre. B
correspond a une mesure de fractionnement isotopique durant la fixation biologique de 1’azote
atmosphérique, déterminée & partir du 8"°N (%o) des parties aériennes de la 1égumineuse cultivée dans
les mémes conditions que les mésocosmes au cours des deux expérimentations, mais dans du sable
inoculé avec du rhizobium et arrosé avec une solution nutritive sans N (n = 5). Ces Iégumineuses ont

été semeées et récoltées en méme temps que les plantes en mésocosme.
11.3.1.3 Indice d’interaction relatif

Dans le cadre de I’expérimentation 1, un indice d’interaction relatif (RII) a été utilisé pour
comparer I’importance relative de la compétition inter- et intra-variétale dans le cas du mélange de

variétés de blé. Le RII a été calculé en utilisant I’Eq. 5 adaptée de Armas et al. (2004) :

R“ = (BSRenan_MV - BSRenan_CP) / (BSRenan_MV + BSRenan_CP) [Eq 5]

OU BSgenan_cp cOrrespond a la biomasse séche moyenne d’un individu de blé de la variété Renan
cultivée en mésocosme monovariétal, et BSgenan mv COrrespond a la biomasse seche d’un individu
Renan cultivée en mélange de variétés. Dans le cas de 1’association blé-tréfle, le RII a permis de
comparer I’importance relative de la compétition inter- et intraspécifique. Dans ce cas, le RIl a été

calculé en utilisant I’Eq. 6 de Armas et al. (2004) :
RIl = (BSgk_mvt — BSgi_mv) / (BSgis_mvt + BSgi_mv) [Eq. 6]

ou BSgs_mv correspond a la biomasse séche moyenne d’un plant de blé cultivé en mélange variétal, et
BSgis_ mvr correspond a la biomasse séche d’un plant de blé cultivé en mélange de variétes associé au
trefle. Les valeurs du RII varient entre -1 et +1. Les valeurs négatives refleétent une interaction de
compétition ou la compétition inter-variétale ou interspécifique est plus importante que la compétition
intra-variétale ou intraspécifique. Des valeurs positives refletent quant a elles, une interaction positive

et/ou des complémentarités réduisant la compétition inter-variétale ou interspécifique. Le RIl a été
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calculé pour la production de biomasse et ’accumulation d’azote dans les parties aériennes et

racinaires sans et avec les différentes modalités de vers de terre.

11.3.2 Issus des mesures sur les sols

11.3.2.1 Indice de diversité

La diversité des Unités Taxonomiques Opérationnelles (UTOs) obtenues par séquencage ainsi
que la diversité métabolique obtenue par la méthode MicroResp™ ont été calculées grace a I’indice de

diversité de Shannon H’ en utilisant I’Eq. 7 :

S
H =— z ;i log, p; [Eq. 7]
i=1

ou p; correspond au ratio du nombre d’UTOs ou de la respiration induite par le substrat (SIR —
Substrate Induced Respiration) de chaque substrat sur la somme des UTOs ou de la SIR ( de toutes les
sources de C de chaque échantillon, respectivement. A’ varie de 0 & log, (nombre total d’UTOS ou du

nombre de sources de C).

L’équitabilité E a été calculée sur la base de I’Eq. 8 :

H' _—Xi-ipilogy pi

E=—
H max log, S

[Eq. 8]

Ou H’nax correspond au plus grand H’ avec S le nombre total d’UTO ou le nombre total de sources de

C.

11.3.3 Statistiques

Des analyses de variances (ANOVA) a deux voies ont été effectuées sur les différentes variables
mesurées. Les modéles utilisés ont considéré les facteurs de composition du peuplement végétal et
vers de terre, ainsi que les interactions entre les différents traitements. Dans le cas ou I’un des deux

facteurs n’a pas été significatif pour la variable étudiée, une ANOVA a une voie a été effectuée avec le
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facteur significatif. Les données ont été log-transformées pour remplir les conditions d’utilisation du
test. Les différences significatives entre les moyennes ont été déterminées en utilisant le test de
comparaison multiple de Tukey a une probabilité de 0,005. Le logiciel R (version 3.1.1) a été utilisé
pour les analyses statistiques (Team, 2014). Le test de Student a été utilisé pour évaluer si une valeur

du RII a été significativement différente de 0, ¢’est-a-dire I’interaction nulle.

11.4 Dispositif expérimental au champ

Cette expérimentation a été conduite en micro-parcelles sur trois cycles de culture de 2014 a
2017) sur des parcelles de la ferme expérimentale de Thorigné d’Anjou (47°37’ N, 0°39° W, Maine et
Loire, France). Les données utilisées pour le chapitre VI dont 1’objectif est d’évaluer I’impact de
I’augmentation de la diversité génétique du blé et spécifique par I’insertion d’une légumineuse sur le

rendement du blé et les organismes du sol, ont été collectées d’octobre 2014 a juillet 2015 (fig. 11-4).

1. 19 février 2015

Figure 11-4. Expérimentation dans un champ de la ferme expérimentale de Thorigné d’Anjou conduite d’octobre
2014 a juillet 2015 a quatre dates différentes. (Photos : B. Drut)

Le sol de la parcelle correspond a un sol sablo-limoneux avec la granulométrie suivante : 36.2 % de

sables grossiers, 12.0 % de sables fins, 19.6 % de limons grossiers, 19.6 % de limons fins, 10.0 %
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d’argiles et 2.6 % de matiéres organiques et les propriétés suivantes : pH de 6.4, 1.41% de C, 0.14%
de N, un ratio C:N de 9.1, 87 mg/kg de P Olsen, 174 mg/kg de K, 78 mg/kg de Mg, 20.52 mg/kg de
NO; et 2.65 mg/kg de NH,". Les sommes des précipitations mensuelles sur toute la durée de
I’expérimentation sont présentées dans le tableau 11-3. L’expérimentation correspond a un dispositif en
blocs complétement randomisé avec quatre répliquats. La taille des micro-parcelles était de trois
meétres par 10 métres. Le dispositif a compté 15 traitements de peuplements végétaux testés dans le
cadre du projet inter-régional PAO SAFARI (Bretagne / Pays-de-la-Loire) ; six d’entre eux ont été
retenus pour étude dans le cadre de ce travail de these, incluant trois variétés modernes de blé
(Triticum aestivum L., variétés Renan, Chevalier et Pirénéo) et un mélange de trois variétés
populations (Bladette, Saint Priest et Redon) avec ou sans présence de tréfle hybride (Trifolium
hybridum L., variété Aurora) (en jaune dans la fig. 11-5) : i) un peuplement monospécifique et
monovariétal de blé Renan (M1), ii) un mélange des trois variétés modernes Renan, Chevalier et
Pirénéo (M4), iii) un mélange des trois variétés populations (M5), iv) un mélange blé Renan-tréfle
(M11), v) le mélange des trois variétés modernes de blé associé au tréfle (M14) et vi) le mélange des
trois variétés populations (M15). L’essai a été semé selon un modéle additif avec une densité de 151.3
+ 12.6 kg.ha™ et 4.8 + 0.4 kg.ha™ pour le blé et le tréfle respectivement. Chaque variété moderne du

mélange a été semée a la méme densité de 50.9 + 6.2 kg.ha™.

Tableau 11-3. Somme des précipitations mensuelles (mm) durant la durée de ’expérimentation en micro-parcelles
dans un champ de la ferme expérimentale de Thorigné d’Anjou.

Année Mois Précipitation (mm)
Octobre 52
2014 Novembre 79
Décembre 38
Janvier 72
Février 59
Mars 30
2015 Avril 19
Mai 85
Juin 30
Juillet 13
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NORD
Bloc 4
M9 M15 M7 M6 M4 M1 M13 M10 M5 M12 M11 M3 M2 M8 M14
. MEél. MEél. . Mél. . . MEél.
Mél. Pop. Chev. | Renan Var. Renan | Pir. Popul Pop. Chev. | Renan | Pir. Chev. Pir. var.
+TB +TH +TB +TB -Leg | -Leg +TH +TB - Leg +TH +TH -Leg | -Leg +TB +TH
Bloc 3
M13 M8 M3 M15 M10 M1 M6 M7 M14 M12 M2 M11 M5 M4 M9
. . . MEél. Mél. Mél. Mél. Mél. Mél.
Pir. Pir. Pir. Pop. Pop. Renan | Renan | Chev. var. Chev. | Chev. | Renan Pop. var. var.
+TH +TB | -lLeg | +TH | +TB | -Leg | +TB +TB | +TH | +TH | -Leg | +TH | -Leg | -Leg | +TB
Bloc 2
M5 M7 M11 M4 M6 M9 M2 M3 M15 M1 M8 M13 M12 M14 M10
Mél. Mél. MEél. . Mél. . . Mél. Mél.
Pop. Chev. | Renan var. Renan var. Chev. Pir. Pop. Renan Pir. Pir. Chev. var. Pop.
-lLeg | +TB | +TH | -Leg | +TB +TB | -Leg | -Leg | +TH | -Leg | +TB +TH | +TH | +TH | +TB
Bloc 1
M12 M15 M5 M6 M11 M13 M2 M7 M4 M1 M14 M9 M10 M8 M3
MEél. MEél. . Mél. MEél. Mél. MEél. . .
Chev. Pop. Pop. Renan | Renan Pir. Chev. | Chev. var. Renan var. Var. Pop. Pir. Pir.
+TH | +TH | -Leg | +TB | +TH | +TH | -Leg | +TB | -Leg | -Leg | +TH | +TB +TB | +TB | -Leg

Sub

Figure 11-5. Schéma du dispositif expérimental en bloc completement randomisé dans un champ de la ferme
expérimentale de Thorigné d’Anjou dans le cadre du projet régional PAO SAFARI. Renan : variété de blé Renan
seule ; Chev. : variété de blé Chevalier seule ; Pir. : variété de blé Pirénéo seule ; Mél. Var. : ménage des trois variétés
modernes de blé Renan, Chevalier et Pirénéo ; Mél. Pop. : mélange des trois variétés population Bladette, Saint Priest
et Redon ; +TB : présence du trefle blanc ;+TH : présence du tréfle hybride ; - Leg : sans légumineuse. Seuls les
modalités en jaune ont été traitées dans le cadre de ma these.
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11.4.1 Récolte, échantillonnage et analyses

11.4.1.1 Echantillonnage et mesures sur les plantes

Le rendement en grain de chague micro-parcelle a été déterminé en récoltant une bande de 1.5 x
10 metres (fig. 11-6). La teneur en N des grains a été déterminée sur un échantillon de 400 g par un
dosage chimique suivant la méthode de Kjeldhal aprés avoir été pesés (masse de matiére fraiche),
séchés a 60°C durant 72 heures (masse de matiére seche), puis broyés et préparés pour 1’analyse. Les
parties aériennes du blé ont été échantillonnées dans un quadrat de 1,5 métre par une largeur
équivalente a trois inter-rangs soit 0.56 m2 (fig. 11-6). La biomasse aérienne a été déterminée aprés

séchage a 105°C durant 24 heures.

sunD

Figure 11-6. Représentation schématique du dispositif expérimental en micro-parcelle (3 mx10 m) mis en place dans
un champ de la ferme expérimentale de Thorigné d’Anjou dans le cadre du projet régional PAO SAFARI. Le
rendement en grains a été déterminé par la récolte de la bande droite de chaque micro-parcelle (rectangle gris). Le
rectangle hachuré correspond a la surface récoltée pour déterminer la production de biomasse aérienne du blé. Les
deux cubes de 20 cm d’arréte correspondent aux volumes de sols extraits pour ’analyse de la communauté de vers de
terre. Les cing points noirs disposés en « W » correspondent aux cing échantillons de sol (0-20 cm) prélevés pour les
analyses de biomasse bactérienne et de la nématofaune.

11.4.1.2 Echantillonnage et mesures sur le sol

11.4.1.2.1 Vers de terre

Le sol issu d’un cube de 20 cm d’arréte a été extrait de la parcelle pour y prélever I’intégralité des
vers de terre s’y trouvant, dans la période du 07 au 10.04.2015. Deux cubes ont été extraits par micro-

parcelle (fig. 11-6). Les vers de terre ont ensuite été identifiés puis pesés.
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11.4.1.2.2 Nématofaune et microorganismes

Des carottes de sol ont été prélevées a la tariere dans 1’horizon 0-20 cm le 20.05.2015. Les cing
prélévements ont été effectués selon un « W » dans chaque micro-parcelle puis rassemblés pour
constituer un échantillon composite de chaque répétition de traitement (fig. 11-6). Le sol a ensuite été
tamisé a deux millimétres. Une partie de I’échantillon a été envoyé a ELISOL Environnement
(Congénies, France) pour une analyse de la nématofaune et une autre partie a été stockée a -80°C

jusqu’aux analyses sur les communautés de microorganismes.

Pour chaque échantillon, les nématodes ont été extraits a partir de 300 g de sol frais par
élutriation de Oostenbrink, suivi par un passage actif au travers d’un filtre de ouate durant 48 heures,
en utilisant la méthode de Seinhorst (Seinhorst, 1962). Les nématodes ont ensuite été comptés en
utilisant une loupe binoculaire. La composition de la nématofaune a été déterminée apres fixation sur
un mélange de formaldéhyde et de glycérol et aprés montage entre lame et lamelle. En moyenne, 235
+ 24 nématodes ont été identifiés au niveau taxonomique du genre ou de la famille. Chaque taxon de
nématode a été affecté a I'un des cinq groupes trophiques: bactérivores, fongivores,
omnivores/carnivores, phytoparasites, phytophages facultatifs. De plus, trois indices nématofauniques
permettant de caractériser le fonctionnement du sol, calculés a partir de 1’abondance de différentes

guildes fonctionnelles de nématodes seront présentés (Ferris et al., 2001) :

e L’indice d’enrichissement (EI) donne une indication sur la dynamique des éléments
nutritifs. L’El augmente avec la disponibilité en nutriments et notamment 1’azote.

e L’indice de structure (SI) refléte la stabilité du milieu en fonction de 1’abondance relative
de plusieurs groupes trophiques (les bactérivores, les fongivores et les
omnivores/carnivores). Une complexification de la microchaine trophique par la présence
de plusieurs groupes trophiques (indice Sl élevé) traduit un milieu moins perturbé et

donc plus stable.
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11.4.1.2.3 Biomasse microbienne et séquencage (cf. § 11.2.2.2.1)

L’extraction d’ADN microbien et le dosage par PCR quantitative ont été réalisés selon les mémes

méthodes du paragraphe 11.2.2.2.1.

11.4.2 Calculs et statistiques

11.4.2.1 Les indices nématofauniques

Tableau 11-4. Les indices nématofauniques calculés a partir de la composition des communautés de nématodes
(identification au niveau de la famille) (Ferris et al., 2001).

Formule Signification et interprétation
Indice d’enrichissement e = X pe; x kejavec
pe; ’abondance de la guilde i de la composante
El =100 x [e/(e+b)] d’enrichissement (incluant certaines familles de

bactérivores et de fongivores)

ke; le coefficient assigné a la guilde i de la
composante d’enrichissement

b =X py x kyjavec

Py I’abondance de la guilde j de la composante
basale (incluant certaines familles de bactérivores
et de fongivores)

ky; le poids assigné a la guilde j de la composante
basale

El augmente avec la disponibilité en ressources.
Les valeurs de EI sont comprises entre 0 et 100.

Indice de structure S = X psi X Ksjavec
psi I’abondance de la guilde i de la composante de
SI =100 x [s/(s+b)] structure  (incluant certaines familles de
bactérivores, fongivores, omnivores et
prédateurs)

ks le coefficient assigné a la guilde i de la
composante de structure

b =X pyj X kyjavec

Py I’abondance de la guilde j de la composante
basale

ky; le poids assigné a la guilde j de la composante
basale

Si augmente avec la stabilité environnementale et
la complexité trophique du milieu.

Les valeurs de SI sont comprises entre 0 et 100.
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11.4.2.2 Statistiques

Des analyses de variances (ANOVA) a une voie ont été effectuées sur les différentes variables
mesurées. Les modéles utilisés ont considéré le facteur de composition du peuplement végétal. Les
données ont été log-transformées pour remplir les conditions d’utilisation du test. Les différences
significatives entre les moyennes ont été déterminées en utilisant le test de comparaison multiple de
Tukey a une probabilité de 0.005. Le logiciel R (version 3.1.1) a été utilisé pour les analyses
statistiques (Team, 2014). Le test de Student a été utilisé pour évaluer si une valeur de Sl ou El a été

significativement différente de 50.
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[11.  Ameélioration de P’effet de
complémentarité de la légumineuse
associée par I’effet de facilitation des

vers de terre sur les performances du
blé
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Avant-propos

Dans les agroécosystémes, la diversification des cultures annuelles permet d’augmenter la
diversité fonctionnelle dont on sait qu’elle participe a la fourniture de services écosystémiques tels que
la fertilité du sol et la productivité des plantes en prairie au travers d’interactions entre et au sein des
compartiments aériens et souterrains (Hooper et al., 2000; De Deyn and Van der Putten, 2005;

Eisenhauer, 2012).

En culture annuelle, des gains de rendement ont pu étre observés grace a ’utilisation de plusieurs
variétés ou d’associations incluant une Fabacée (ou légumineuse) par rapport a une culture pure
s’expliquant notamment par la complémentarité de traits entre les individus pour ’acquisition de
ressources. La fertilité du sol et par conséquent la croissance des plantes peuvent également étre
influencées par la réponse des organismes du sol et leur diversité fonctionnelle, aux modifications
apportées par les plantes au sein de la rhizosphére. Les vers de terre, par leur activité de bioturbation,
vont fortement modifier les propriétés physico-chimiques et biologiques au sein de leur drilosphere, ce
qui peut favoriser par voie directe ou indirecte la croissance des plantes. Les communautés de
microorganismes, principaux responsables des processus de minéralisation et de remise a disposition
des nutriments, sont au cceur de ces interactions rhizosphére-drilosphere et de leur activité peut

dépendre la fertilité du sol et la croissance des plantes.

Dans ce chapitre III, I’objectif est d’abord d’évaluer les effets des interactions (positives ou de
complémentarité) entre et au sein de ’association de plusieurs espéces et variétés de plantes, aux traits
fonctionnels différents, et la complexification des activités des vers de terre, par I’addition de groupes
écologiques différents, sur la biomasse et I’acquisition d’azote d’un blé. Dans un deuxiéme temps, la
réponse des communautés bactériennes de la rhizosphére sera discutée vis-a-vis de ’influence des
deux drivers et des mécanismes impliqués ainsi que des conséquences sur 1’acquisition des ressources

par le blé.

Ainsi, afin de favoriser la complémentarité et les interactions positives au sein du couvert végétal,
différentes variétés de blé et une légumineuse (trefle hybride, Trifolium hybridum L.) ont été
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sélectionnées pour des traits complémentaires dans 1’acquisition de 1’azote. En effet les variétés de
blés présentant des précocités a épiaison et montaison différentes sont considérées complémentaires
dans 1’absorption des nutriments a des stades de développement différents. La 1égumineuse par son
activité fixatrice d’azote atmosphérique engendre une complémentarité supplémentaire permettant une
utilisation différenciée de formes d’azote entre les deux espéces. En utilisant différentes variétés et
espéces, nous émettons 1’hypothése d’une différence de composition des rhizodépots, de diversité des
exsudats, d’apport d’azote atmosphérique et de disponibilité des nutriments qui pourront avoir un effet
sur les communautés bactériennes de la rhizosphéere mais également les communautés de vers de terre

(fig. 111-1).
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Diversité de traits fonctionnels des plantes
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Disponibilité des gazeux du sol

nutriments \
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Compaosition des . o - . nutriments
'.’ L Communautés bactériennes de la rhizosphére
rhizodépéts
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Interactions positives / Complémentarité

Diversite fonctionnelle des vers de terre
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Figure 111-1. Schéma théorique des interactions mobilisées au cours du chapitre I11. Les interactions dans les boites en
transparence ne seront cependant pas mobilisées.

En tant qu’ingénieurs des écosystémes reconnus, le réle des vers de terre sur les modifications

des conditions du milieu pour les autres organismes n’est plus a démontrer. La prise en compte des
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différentes catégories écologiques, plus particuliérement endogés et anéciques, présente 1’intérét de
considérer des effets complémentaires entre ces catégories, par des degrés de séparation de niches et
des interactions positives entre especes favorisant leurs activités respectives. En fonction de la
présence d’une seule catégorie (endogés) ou des deux catégories (endoges et anéciques), nous faisons
I’hypothése de différents niveaux de mise a disposition des nutriments, de modifications de régimes
hydriques et gazeux du sol, de rhizophagie, d’ingestion-digestion et de dispersion des communautés

bactériennes de la rhizosphére engendrant des conséquences sur la productivité des plantes (fig. 111-1).

Le travail de ce chapitre fait 1’objet d’un article accepté dans la revue Journal of Agricultural
Science et est présenté ici au format d’un article scientifique. Des rappels méthodologiques concernant

le dispositif, les différentes méthodes et analyses utilisées sont proposés ci-dessous.

Rappels méthodologiques

L’expérimentation présentée est une expérimentation menée en mésocosmes SOUS serre sur la
période de mars a juin 2015. Les mésocosmes remplis de 12 kg de sol ont été semés avec soit i) six
plants de blé de la variété Renan, ou ii) six plants de blé de trois variétés différentes : Renan, Chevalier
et Pirénéo, ou iii) trois plants de blé de chaque variété associées a trois plants de trefle. Pour chaque
modalité de peuplement végétal, les mésocosmes ont été inoculés ou non avec des vers de terre: i) cing
individus endogés ou ii) un mélange de cing individus endogés et deux individus anéciques. Chaque
traitement ainsi que des contréles sans plante avec ou sans vers de terre ont été réalisés en cing
répliquats. La production de biomasse et I’accumulation d’azote des parties aériennes et racinaires ont
été mesurées. Un indice d’interaction relatif (RII)(Armas et al., 2004) a été calculé pour mettre en
évidence I’importance de la compétition entre plantes avec ou sans vers de terre. La biomasse
bactérienne a été mesurée par PCR en temps réel ciblant le géne ARN ribosomique 16S et la structure

des communautés bactériennes a été déterminée par séquencage Illumina Miseq.
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Abstract

Intercrops and crop mixtures are considered to be a way to increase nitrogen use efficiency by
promoting niche complementarity and facilitation, reducing the input of fertilizers and herbicides,
which are important factors when considering the effects of climate change. However, interactions
between crop communities and soil functional diversity also have major effects on crop cover
function. Our study aimed to investigate the simultaneous effects of plant composition and presence of
earthworms on the growth (roots and shoots) of wheat (Triticum aestivum L.). Mesocosms filled with
soil were sown with either 6 wheat plants of the same cultivar, or 6 plants of 3 different wheat
cultivars, or 3 wheat plants of 3 different cultivars with 3 clover plants (Trifolium hybridum L.). A part
of the mesocosms was inoculated with either endogeic earthworms (Aporrectodea caliginosa S.) or a
mixture of endogeic and anecic earthworms (Lumbricus terrestris S.). A relative interaction index was
calculated to highlight competition strength between plants with or without earthworms. The presence

of different cultivars had no influence on wheat performance, but with clover, plant competition
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decreased to the benefit of wheat biomass and N accumulation. Earthworms also reduced the
competitive strength between wheat plants in mixed-cultivar mesocosms and in intercropping. In
intercrops with clover, wheat performance was improved as a result of niche complementarity and
earthworm facilitation for N resource. Our results suggest that the plant functional group, such as

legumes, and earthworm communities work synergistically to improve wheat yields.

Key words: earthworms, functional diversity, intercropping, legumes, niche separation

111.1 Introduction

11.1.1 Intercrops for sustainable cropping systems

The wide-spread use of chemical fertilizers has led to a dramatic increase in reactive nitrogen (N)
levels in the biosphere (Galloway et al., 2003), with negative consequences on water quality, human
health, biodiversity and climate change. Growing legumes is an effective way to integrate atmospheric
N into cropping systems and thus increase soil fertility and reduce mineral N fertilizer input and the
use of associated fossil fuels. As defined by Willey (1979), intercropping consists of simultaneously
growing two or more crop species in the same field for a significant period of time. Intercropping with
a legume is often considered an effective way to combine improvements in crop productivity and
economic performance with a low environmental impact (Pelzer et al., 2012). Recent studies have
shown that intercrop performance is mainly based on complementarity related to light, water and
nutrients and on positive biotic interactions (Hauggaard-Nielsen et al., 2009; Bedoussac et al., 2015;
Gaba et al., 2015; Neugschwandtner and Kaul, 2015; Brooker et al., 2016; Duchene et al., 2017).
Thus, in cases of low mineral N availability, intercropped legumes influence the N supply for non-N-
fixing companion species by reducing competition between functional groups (Corre-Hellou et al.,
2006). Mixtures of different cultivars are also often considered to be effective plant cover options to
face the new challenges of climate change and crop sustainability (Sarandon and Sarandon, 1995;
Fang et al., 2014). However, niche separation among plants of the same community is not the only

process thought to have a positive effect on crop nutrition and yields. Complex plant(s)-soil
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interactions also play a major role in crop cover performance, with consequences on the management

of trade-offs within crop cover leading to improved productivity.

11.1.2 Effect of crop composition on plant-soil interactions

Legumes are known to produce residues and N-rich rhizodeposits (Fustec et al., 2010) that
benefit earthworms (Kreuzer et al., 2004), which increase the decomposition of plant residues and soil
N availability to other plants. This mediation of the role of legumes by decomposers may also reduce
competition between plants (Eisenhauer, 2012). In addition, plant diversity and composition induce
changes in the structure of microbial communities within rhizospheric soil (Kowalchuk et al., 2002;
Laughlin et al., 2010). The selective effect of plants linked to the specific composition of their
exudates, and more broadly rhizodeposition, shapes microbial diversity within the rhizosphere (Dennis
et al., 2010; Zancarini et al., 2012; Bobille et al., 2016; Taschen et al., 2017). It can be assumed that
greater plant diversity may lead to greater heterogeneity in the type of exudates, with the ability to
harbour a higher diversity of microorganisms. Kowalchuk et al. (2002) showed that when plant
diversity is low, microbial diversity is generally lower in the rhizosphere than in non-rhizospheric soil.
Plants feed on minerals supplied by microorganisms, and the latter use those provided by the plants,
notably carbon (C)-containing minerals. As a consequence, C fluxes modify microbial activity and
probably the balance between mineralization and the immobilization of nutrients (especially N) in the
rhizosphere (Paterson et al., 2005). This highlights the interdependence of C and N dynamics at the
plant-soil interface. Plants are able to actively influence these processes depending on their traits; for
instance, the presence of N-fixing nodules (Zhu and Cheng, 2012), foliar biomass (Dijkstra et al.,
2006) or the molecular weight of exudates (Balesdent et al., 2011) can significantly affect these
dynamics. N rhizodeposition enhances niche separation for N use within the rhizosphere between
plants having a higher affinity for mineral N and microorganisms that preferentially consume organic

N from exudates (Kuzyakov and Xu, 2013).
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111.1.3 Effect of earthworms on the plants

Earthworms, because of their burrowing activity and soil ingestion, are identified as ecosystem
engineers and strongly influence soil structure and properties (Lavelle and Spain, 2001; Curry and
Schmidt, 2007). At the same time, by changing the distribution and availability of nutrients and the
activity and composition of the bacterial community, earthworms indirectly influence the composition
and growth of plant communities (Eisenhauer and Scheu, 2008; Laossi et al., 2009; van Groenigen et
al., 2014; Brolsma et al., 2017; Mudrdk and Frouz, 2018). The activity of earthworms creates
conditions favourable for the activation of specific bacteria by bringing them into contact with soil
organic matter (SOM), enhancing its decomposition (Bernard et al., 2012). Several published studies
also report a significant change in the biomass and root architecture of plants in the presence of
earthworms (Puga-Freitas et al., 2012; Coulis et al., 2014) caused, for example, by NH4+ excretion by
some earthworms (Gomez-Brandén et al., 2010), the stimulation of N mineralization (Bityutskii et al.,
2012a), and greater solubility of micro-elements such as zinc, iron and manganese in worm castings

(observed in Aporrectodea caliginosa; (Bityutskii et al., 2012b)).

However, contradictory results have also been reported (Scheu, 2003; Kreuzer et al., 2004) with
positive, negative or no-significant effects of earthworms depending on the functional groups of the
plants involved. Therefore, this can influence plant interactions in intercropped species. Earthworms
can alter root growth and architecture, with differences among plant species and varieties that
influence competitive strengths for water and N within the plant cover (Wurst et al., 2005; Eisenhauer

and Scheu, 2008).

The objectives of this study were to assess and compare the effect of plant composition (pure
wheat, mixture of wheat cultivars, wheat intercropped with a legume), the effect of earthworms, and
the coupled effect between the plant cover and the worms (1) on the biomass and N accumulation of

wheat, and (2) on soil bacterial communities.
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111.2 Materials and methods

11.2.1 Experimental design

An experiment was carried out in a greenhouse (Angers, France, 47°28'0” N, 0°47'31” W) from
March to June 2015 (temperatures night/day: 14.0£2.8 °C/25.2t4.7 °C). Plants were grown in
mesocosms (6 plants per mesocosm) that consisted of PVC tubes (diameter 20 cm, height 45 cm) fixed
on a perforated stainless-steel base (fig. 111-2). The mesocosms were filled with 12.5 kg of dry soil
sieved at 7 mm. The soil was collected from a field previously cropped as grassland at an organic farm
(47°36'57.5" N, 0°39'47.4" W). The soil was a sandy loam consisting of 36.2% coarse sand, 12.0%
fine sand, 19.6% coarse silt, 19.6% fine silt, 10.0% clay, 2.6% organic matter, with the following
properties: pH 6.4, 1.41% C, 0.14% N, C:N 9.1, P Olsen 87 mg.kg™?, K 174 mg.kg™, Mg 78 mg.kg™,

NO; 20.52 mg.kg™, NH," 2.65 mg.kg™.

Soil

~ Bolting
cloth

40 cm

45 cm

Pipe

Clay
pebbles

Stainless
steel base
with holes

Figure 111-2. Experimental mesocosm system. 1-cm diameter holes in the base and clay pebbles promote soil drainage
and aeration. The soil was contained in a bag of bolting cloth (25 um mesh) to allow the harvest of the entire root
system and all earthworms at the end of the experiment.
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The mesocosms were arranged on culture tables according to a randomized complete block
design with five replicates of each treatment group. Each mesocosm was sown with 6 plants of either 6
wheats of the same cultivar (Triticum aestivum L. cv Renan; W), or 6 wheats of 3 different wheat
cultivars (T. aestivum L. cv Renan, Chevalier & Pireneo; MW), or wheats of 3 different cultivars with
3 clover plants (Trifolium hybridum L. cv Aurora; MWC). Within each type of plant cover,
mesocosms were or were not inoculated with either five endogeic earthworms (Aporrectodea
caliginosa S.) or five endogeic and two anecic earthworms (Lumbricus terrestris S.). The number of
earthworms per mesocosm was chosen for consistency with the abundance found in French arable
soils (Ponge et al., 2013), corresponding to the equivalent of 63.7 ind.m™ for anecic and 158.5 ind.m
for endogeic earthworms. The mean biomass of earthworms added to the mesocosms was 3.2+0.5 g
for treatments with five endogeic individuals and 3.3+0.5 g (endogeic) and 6+0.7 g (anecic) for
treatments in which the two functional groups were mixed. Controls without plants (NP) and either
without earthworms, or with endogeic, or with endogeic and anecic earthworms were also included in
the experiment. Pre-germinated seeds (at 20°C) were sown in the mesocosms. For each wheat plant,
two seeds were planted, and three for clover. Seedlings were selected at 8 and 19 days after sowing for
wheat and clover, respectively. To feed anecic earthworms, 1 g autoclaved dried grass was added on
the top of the soil each fortnight (Lee, 1985). Mesocosms were watered twice a week to maintain 20%

water content.

111.2.2 Sampling and measurements

At 117 days after sowing (DAS), plants covered 100% of the mesocosm surface. Plant shoots
were sampled and pooled per species and cultivar. At this stage, 60% of the wheats were at tillering,
30.7% at stem extension, 0.4% at heading and 8.9% at flowering. For each mesocosm, the
aboveground parts of plants were clipped at the base of the stem and pooled per species and cultivar
before drying at 70 °C for 48 h. The entire area of the mesocosms colonized by roots was collected,
and the roots were gently extracted from the soil. In W and MW, roots were pooled into single

samples. In MWC, three distinct samples were collected: i) clover roots, ii) wheat roots, and iii)
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unidentified roots. Roots were then rinsed with water to remove adhering soil particles and oven-dried
at 70 °C for 48 hours. All plant samples were weighed, ground into a fine powder and prepared for
%N and °N:*N analyses using a mass spectrometer (IsoPrime, Elementar; Hanau, Germany) coupled

to an elemental analyser (EA3000, Euro Vector; Milan, Italy).

The soil from each mesocosm was sieved at 2 mm. One part was weighed before and after drying
at 70 °C during 48h for determining the water content. A sample (> 1 g) was stored at -80 °C for

microbial analyses. Recovered earthworms were washed and weighed.

111.2.3 Bacterial biomass and communities

Microbial DNA was extracted from 1 g of fresh soil using a NucleoSpin® Kit (Macherey-Nagel
GmbH & Co. KG; manufacturer’s instructions). The DNA extracts were re-suspended in 60 pL ES
buffer (5 mM Tris/HCI, pH 8.5). The quality and concentration of purified DNA were determined
using a UV spectrophotometer (NanoDrop 1000, Thermo Scientific, USA), and dilutions of at least 10

ng pl™ were prepared for each DNA sample.

Bacterial biomass was assessed using a real time polymerase chain reaction (PCR) assay
targeting 16S rRNA using the following bacteria-specific primers: NADF (5’-
TCCTACGGGAGGCAGCAGT-3’) and NADR (5’-GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT-3")
(Nadkarni et al., 2002). The amounts of bacterial DNA in samples were measured separately via
fluorescence using an external standard curve generated from serial dilutions of bacterial DNA from a
pure culture (Escherichia coli). Each PCR mixture contained 10 pL of Supermix Sso FastTM Eva
Green® (©Biotium, Inc.), 1 pL of each forward and reverse primers, and 1 uL of DNA and was
brought to 25 pL with sterile deionized water. After denaturation at 98 °C for 2 minutes, the PCR
products were amplified for 40 cycles at 98 °C for 30 seconds and 60 °C for 30 seconds. PCR

amplification efficiency was established based on calibration curves, with a minimum of 85%.

A total of 48 samples were selected for amplicon PCRs and Illumina Miseq PE300 sequencing,

which was performed at the McGill University and Génome Québec Innovation Centre; Montréal,
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Canada. Paired reads were processed with QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology)
(Caporaso et al., 2010) using the multiple_join_paired_ends.py and multiple_split_libraries_fastq.py

scripts with default parameters. The chimeric sequences were identified and removed using the

UCHIME algorithm (Edgar et al., 2011) with vsearch v1.1.3 (https://github.com/torognes/vsearch) and
the ChimeraSlayer reference database (Haas et al., 2011). The UCLUST algorithm (Edgar, 2010) was
used for choosing OTUs. To minimize the inflation of rare OTUs in the community analysis, we
included only OTUs with a sequence count greater than 10 (Brown et al., 2015; Oliver et al., 2015).
Additionally, OTUs from chloroplasts and mitochondria and those “Not assigned” were discarded. A
single rarefaction with 30485 sequences per sample was created for the alpha-diversity analysis (which

excluded replicates MW5, MWC2 and W4, with 12,706, 14,288 and 18,155 sequences, respectively).

11.2.4 Calculations and statistics

111.2.4.1 Root biomass in the mixtures

Assuming that the stable N isotope signature of a species mixture reflects the isotope signatures
of the component species and their proportions in the mixture, differences in natural >N abundance
were used to distinguish root biomasses of clover and wheat in the sample of unidentified roots in the
MWC (Corre-Hellou and Crozat, 2005). The mass of **N in the mixture of roots from different species
(Q™Nmwe) is the sum of the products of natural N abundance (5'°N) and root N (Root DW x %N) of

the component species [Eq. 1].
Q" Nmwe = Root DWywe * %Nmwe * & °Niwc
= (Root DW¢ x %N¢ x 3°N¢) + (Root DWyy X %Ny X 8 °Ny) [Eq. 1]

Root DWywe, Root DW., Root DW,y are the root dry weights of the mixture, clover and wheat,
respectively. %N¢ and %Ny, correspond to the percentage of N in the roots of clover and wheat,

respectively.
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Therefore, the contribution of each species to the root biomass of the mixture was calculated from Eq.

2 and 3 as follows:

%Root DW¢ = [(%Nywe X 8 %°Nuwe) — (%Nw % 8 %Nw)] / [(%Nc x & %°Nc) — (%Nw x 8

%Nw)] [Eq. 2]
%Root DWyy = 100 - %Root DW¢ [Eq. 3]
111.2.4.2 Biological N fixation (BNF)

The rate of N derived from BNF (%Ndfa) in the clover was calculated based on the natural
abundance of **N in clover grown in mesocosms (Shearer and Kohl, 1986). The %Ndfa was calculated

by using Eq. 4:
%Ndfa = [(5"°Ngenan - 8°Nc) / (5" Ngenan — 8)] X 100 [Eq. 4]

where 8 Ngenan and 8N are the parts per 1000 of *°N enrichment of N in the Renan cultivar grown in
the single-wheat cultivar treatment group and in the treatment group with clover grown in a mixture of
three cultivars of wheat intercropped with clover plants with or without earthworms, respectively. £ is
a measure of isotopic fractionation during BNF, which was determined from the §°N (%o) of the
aboveground parts of clovers grown in the same greenhouse in pure sand and watered with an N-free
diluted nutrient solution (n = 5). Those clover plants were sown and harvested at the same time as the

plants in the mesocosms.
111.2.4.3 Interaction index

A relative interaction index was calculated to highlight competition strength between plants with
or without earthworms. We used the relative interaction index (RII) to compare the relative importance
of inter- versus intragenotypic competition in the case of the wheat cultivar mixture. The RIl was

calculated using Eq. 5 below as adapted from Armas et al. (2004):

RIl = (DWRenan_MW - DWRenan_W) / (DWRenan_MW + DWRenan) [Eq 5]
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where DWegenan w 1S the mean biomass of one plant of the Renan wheat cultivar grown in a pure stand,
and DWogenan mw 1S the biomass of one plant of the Renan wheat cultivar grown in a mixture of
cultivars. In the case of the wheat-clover intercrops, the RIl compares the relative importance of inter-

versus intraspecific competition. In this case, RII was calculated using Eq. 6 from Armas et al. (2004):

R = (DWkgenan_mwe — DWrenan mw) / (DWeenan_mwe + DWrenan_mw) [Eq. 6]

where DWegenan_ mw 1S the mean biomass of one plant of wheat grown in the mixture of wheat cultivars,

and DWhgenan_mwe IS the biomass of one plant of wheat grown in the clover-wheat intercrop.

RIl values range from between -1 and 1. Negative values correspond to competition where
intergenotypic or interspecific competition is higher than intragenotypic or intraspecific competition.
Positive values correspond to complementarity and/or positive interactions where intergenotypic or
interspecific competition is lower than intragenotypic or intraspecific competition. RIl was calculated

for wheat biomass production and N accumulation with or without earthworms.

111.2.4.4 Statistics

Two-way analyses of variance that considered crop treatment x earthworm treatment were
performed on the biomass and N concentration of plants on bacterial biomass and indices of
community structure. Data were log-transformed before analyses to meet the assumption of the test.
Significant differences between means were determined using Tukey’s multiple comparison tests at a
0.05 probability level. R software (version 3.1.1.) was used for statistical analyses (R Core Team,
2014). Student’s t-tests were used to evaluate whether a value of RII was significantly different from
0, i.e., null interaction. The effect of earthworms on RII values was tested using a one-way analysis of

variance (ANOVA) with earthworm treatment as a factor at a probability level of 0.05.

A total of 2 211523 sequences of 16S rRNA genes were clustered into 11 095 OTUs after
filtering raw reads from 48 soil samples (4 plant treatments x 3 earthworm treatments x 4 replicates).
Between 12 706 and 57 529 sequences per sample were obtained, and 30 485 sequences per sample

were extracted for diversity analysis, excluding three samples with less than 18 000 sequences each.
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111.3 Results

11.3.1 Plant growth, N use and effect of earthworms

The plant composition and the presence of earthworms significantly affected root and shoot
wheat DW (p < 0.001, fig. 111-3.A, Table 111-1). A significant effect of the earthworms was observed,
with an increase of 26% in shoot DW for W and MW, and a 34% increase in root DW for MW.
Endogeic earthworms significantly increased wheat shoot DW by 11% for MW. For MWC, wheat
shoot DW was two-fold higher than W and MW. For MWC, earthworms respectively increased wheat

root and shoot DW by 50% and 20%, respectively.

A. Biomass 2 B. Nitrogen

Shoot dry weight
(gtsd per plant)
Shoot nitrogen content
(mgzsd per plant)
[0}
o
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Root dry weight
(gtsd per plant)

Root nitrogen content
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] 8
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MW MWC W MW MWC

Figure 111-3. Dry weight (A) and nitrogen content (B) of wheat shoots and roots in different plant cover types and
earthworms treatments. W = single cultivar, MW = mixture of three cultivars, MWC = mixture of cultivars
intercropped with clover, -EA = without, +E = endogeic, +EA = endogeic and anecic. Values are the mean of 5
replicates. Bars indicate standard deviations. Letters (a, b, c, d, e) indicate significant differences between different
treatments (p < 0.05, Tukey’s test).

Similar results were found for wheat N content (fig. 111-3.B, Table 111-1). With MWC, the shoot
N content was doubled (p < 0.001) compared to those of W and MW. Earthworms led to a significant

increase in shoot and root N contents (p < 0.001). No significant change (p > 0.05) was found for root
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and shoot N contents in MW compared to the N contents of W. A significant effect of the two types of
earthworms was observed for shoot N content in W and MW, with a greater increase in pure stands of

wheat. BNF contributed to 90.3+6.5% of clover N content.

Tableau 111-1. Results of ANOVA to test for the effects of plant composition and earthworms on the root and shoot
biomass and N content.

Root biomass Shoot biomass Root N content Shoot N content

df F-value p-value  df F-value p-value df F-value p-value df F-value p-value

Source of variance

Treatments

Plant (P) 2 95.00 <0.001 2 567.26 <0.001 2 621 0.005 2 51036 <0.001
Worms (E) 2 26.15 <0.001 2 4444 <0.001 2 1217 <0.001 2 27.04 <0.001
PxE 4 1.79 0.154 4 0.61 0.657 4 2.47 0.064 4 1.59 0.199

111.3.2 Effect of clover and earthworms on plant

competition

The RII values calculated for DW were positive and significantly different from 0 (p < 0.001),
indicating that the competition between plant species decreased when the clover was intercropped with
the wheat. This positive effect increased significantly in the presence of earthworms (fig. 111-4.A,
Table 111-2). For N acquisition, positive effects of the presence of clover and earthworms were
observed for wheat shoots, and earthworm presence strongly increased the RII for the roots (fig. 1l1-
4.B, Table 111-2). For MW, earthworms also reduced the competition between wheat plants for
biomass production and N acquisition, showing an additional effect of the two functional groups of

earthwormes.

Tableau 111-2. Results of ANOVA to test for the effects of earthworms on the RII for the wheat root, shoot and total
biomass and N accumulation in the cultivar mixture (MW) and intercrop with clover (MWC).

RII for the wheat

Source of variance Root Shoot Total

df  F-value  p-value df  F-value  p-value df  F-value  p-value
Biomass production
MW 2 134 <0.001 2 5.61 0.019 2 16.38 <0.001
MWC 2 884 0.004 2 7.95 <0.001 2 11.68 0.001
N accumulation
MW 2 13.78 <0.001 2 1.47 0.268 2 6.20 0.014
MWC 2 432 0.038 2 9.95 0.002 2 8.28 0.005
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Figure 111-4. Effect of plant composition and earthworms on interactions between wheat in a mixture of cultivars
(MW) and when intercropped (MCW) with clover in relation to biomass production (A) and nitrogen accumulation
(B). Blue circles = without earthwormes, red triangles = endogeic, green squares = endogeic and anecic. Letters (a,b)

indicate that earthworm treatments are significantly different (Tukey’s test). Asterisk (*) symbol indicate that a value
is significantly different from 0 (p < 0.05; Student test).

111.3.3 Soil bacterial biomass and alpha-diversity index

Soil bacterial biomass decreased in the presence of plants, compared to NP (p < 0.001, fig. I11-5,
Table 111-3). Values were significantly higher for MW and MWC than W. With earthworms, the
bacterial biomass increased significantly for NP and W (p < 0.001), with an effect of the two
functional groups of earthworms. No effect of earthworms on bacterial biomass was observed for MW

and MWC.
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Figure I11-5. Bacterial biomass in the soil from treatments with different plant cover types and under the influence of
earthworms. NP = no plant, W = single wheat cultivar, MC = mixture of three wheat cultivars, MWC = mixture of
wheat cultivars intercropped with clover, -EA = without, +E = endogeic, +EA = endogeic and anecic). Values are
means of 3 technical replicates and 4 biological replicates. Bars indicate standard deviations. Letters (a,b,c,d,e)
indicate significant differences between different treatments (p < 0.05; Tukey test).

With respect to sequences that were clustered, there were no significant differences between
treatments for observed OTUs (from 3738.33+984.06 to 5082.25+95.07), Shannon indice (from

10.35+0.22 to 10.65+0.02) and evenness (from 0.864+0.002 to 0.875+0.009) (fig. I11-6, Table 111-3).

Tableau I11-3. Results of ANOVA to test for the effects of plant composition and earthworms on the soil bacterial
biomass and community indices.

. Bacterial biomass Observed OTUs Shannon Evenness
Source of variance

df F-value p-value df F-value p-value  df F-value p-value  df F-value p-value

Treatments

Plant (P) 2 34.46 <0.001 2 1.36 0.276 2 0.07 0.931 2 145 0.256
Worms (E) 2 9.76 <0.001 2 035 0.709 2 1.50 0.245 2 047 0.628
PxE 4 2.76 0.014 4 1.81 0.163 4 196 0.137 4 1.74 0.177
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Figure 111-6. Observed OTUs and Shannon and evenness indices of bacterial communities under the influence of plant
cover type and earthworms. NP = no plants, W = single wheat cultivar, MW = mixture of three wheat cultivars,
MWC = mixture of wheat cultivars intercropped with clover, -EA = without, +E = endogeic, +EA = endogeic and

anecic. Values are means * standard deviations, n = 4.
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111.4 Discussion

111.4.1 Combined effects

Wheat benefited from the presence of earthworms, with a combined effect of anecic and
endogeic earthworms. An increase in grass shoot biomass and N content in the presence of both A.
caliginosa and L. terrestris was also earlier reported by Partsch et al. (2006). According to their
different ecological traits, A. caliginosa increases N mineralization from SOM, whereas L. terrestris
increases N mineralization from crop residues and thus can have positive effects on global N
mineralization (Villenave et al., 1999; Whalen et al., 2000; Cortez and Hameed, 2001). Consequently,
wheat N uptake should be enhanced by an overall higher level of soil mineral N availability due to
physical (cast production and burrows) and physiological activities of earthworms, which strongly
interact with soil properties and microbial populations (Brown et al., 2004; Postma-Blaauw et al.,
2006). We cannot reject a possible stimulation of nutrient release via decomposition of the daily input
of grass by the anecic species. A positive effect of the combined ecological traits of anecic and
endogeic groups thus has to be mitigated for the wheat treatments, whereas no effect was observed in

the wheat-clover treatment, suggesting no significant impact of grass input.

As expected, the addition of clover contributed to higher biomass and N content of the wheat
(Corre-Hellou et al., 2006). At the end of the experiment, 90% of the clover N was due to N, fixation,
which confirmed the establishment of niche complementarity for the use of N sources, and possible
indirect positive interactions for the intercropped wheat via rhizosphere modifications (Rl > 0; Figure
IV-4). In the present study, earthworms, at least endogeic species, also benefited wheat performance
by contributing to the reduction of competition between plants and increasing facilitation processes, in
addition to the positive effect of clover. Our results are in agreement with those of Kreuzer et al.
(2004) and Coulis et al. (2014) who reported a higher N acquisition by plants in the presence of
endogeic earthworms. As shown by Eck et al. (2015), A. caliginosa is known to cause an apparent

priming effect in old native SOM as a result of mucus that it produces, which provides a significant
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input of fresh organic matter (Bityutskii et al., 2012a). This phenomenon consists of modifications of
SOM decomposition rates (mostly an acceleration) triggered by the input of energy sources that are
easily decomposed by the soil microbial biomass (Blagodatskaya and Kuzyakov, 2008). Accordingly,
earthworm activities improved the environmental growth conditions, directly contributing to the
availability of nutrients, such as nitrogen, in the rhizosphere. Milcu et al. (2008) found that legumes
and earthworms benefited from each other’s presence via mutualistic interactions. The performances
of earthworms increased due to N-rich legume rhizodeposits (Milcu et al., 2006; Eck et al., 2015), and
higher degrees of decomposition and increased soil nutrient availability due to the presence of
earthworms benefits legumes. We suggest that both the rhizodeposition of labile C substrates by
clover and mucus secretion by earthworms provided large amounts of nutrients for microbial
communities, leading to acceleration of SOM mineralisation in the rhizosphere of wheat-clover
intercropped lands. This probably indicates that wheat benefited from the synergistic effects of

legumes and earthworms in the present study.

111.4.2 Effects of plants and earthworms on bacterial

communities

Previous studies linked increases in microbial biomass with increases in plant functional diversity
or composition, with a key role played by the presence of legumes (Eisenhauer et al., 2010). In the
present study, bacterial biomass was increased in the wheat-clover intercrop but also in the mixture of
wheat cultivars. The diversification of rhizodeposits by introducing a legume or by increasing
genotypic variation could explain the stimulation of microbial communities that use root exudates as
their main C source. Indeed, C-enriched exudates drove interactions between plants and
microorganisms and, microbial biomass has been shown to vary with a greater diversity of root
exudates due to plant diversity (Eisenhauer et al., 2010; Steinauer et al., 2016). Moreover, Milcu et al.
(2006) suggested that the function of soil microorganisms is more affected by the quality than the
guantity of rhizodeposits and is affected by the quantity of available resources. When resources

become limiting, microbes can compete with plants, especially for organic N (Bardgett et al., 2003),
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which may explain the lower bacterial biomass observed in the single-wheat cultivar treatment. As
previously indicated, earthworm activities modify the rhizosphere environment, increasing resource
availability for soil microorganisms and positively affecting their biomass. However, earthworms also
compete with microorganisms for limited resources (Milcu et al., 2006), and microbial biomass can be
impacted by microorganism consumption by earthworms (Devliegher and Verstraete, 1997; Chapuis-
Lardy et al., 2010). In particular, endogeic earthworms use large amounts of C, which increases C
limitations for microorganisms (Tiunov and Scheu, 2004) and may contribute to the low
responsiveness of microbial biomass in our plant treatments. Higher bacterial biomass in treatments
without plants tended to confirm an increase in competition between microbes and other organisms
(plants and earthworms) when they were present in the mesocosms. In our study the lack of effect on
the bacterial community indices may be due to the simplification of the biological system to the short
duration of the experiment. In the field, endogeic earthworms can shape the composition of bacterial
communities and biological interactions within the soil foodweb can impact the dispersion of
microbes, which is more limited among enclosed mesocosms. Moreover, referring to the long-term
Jena Experiment, Eisenhauer et al. (2010) highlighted the significant effects of plant functional group
richness on soil microorganisms only two to four years after community establishment. This supports
a time-lag in the response of microbial community structure to changes in functional plant community
composition. In our study, the short-term influence of root exudates and earthworm activities might

have altered the density and activity of the microorganisms but not the diversity.

111.5 Conclusions

Complementarity for nutrient use between our different wheat cultivars was not strong enough to
have an effect on plant performance. However, with clover, complementarity benefited wheat biomass
and N accumulation, which were strengthened by earthworm facilitation. Endogeic earthworms altered
interactions between plants and highly reduced below-ground competition, likely due to higher
mineralization rates and increased N availability. In wheat-clover mesocosms, despite the higher level

of complementarity for N sources between plants compared to that present in wheat mesocosms, the
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addition of a second functional group of worms (anecic) had no supplementary effect on wheat
performance. This suggests that in our experimental conditions (poor soil, limited volume), resources
were too limited to allow for more benefits to the wheat from biotic interactions and/or that the two
groups of earthworms have more expressed functional redundancies than potential complementarities.
Wheat performance was increased in the presence of a less competitive legume and improved by the
presence of earthworms, suggesting that the plant functional group, such as legumes, and earthworm
communities function synergistically to improve wheat vyields. An improved mechanistic
understanding of the role of this coupled effect in intercropping systems will be beneficial for

sustainable agricultural systems less reliant on fertilizers.
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Avant-propos

Dans le chapitre précédent, nous avons pu conclure que I’effet de complémentarité par la
présence du tréfle a bénéficié a I’acquisition de biomasse et d’azote par le blé dans 1’association des
deux especes alors que le mélange de variétés de blé ne semble pas avoir été suffisamment
discriminant du point de vue des traits fonctionnels des variétés. De plus ce gain de performances au
sein de I’association a été renforcé par un effet de facilitation supplémentaire en présence de vers de
terre. En effet, ’activité des vers de terre a largement réduit la compétition pour 1’acquisition des
ressources du sol au sein de la rhizosphére (sol non adhérent aux racines) et ce quel que soit la
présence du seul groupe, endogé, ou des deux groupes, endogé et anécique. A I’interface de ces
interactions drilosphére - rhizosphére, 1’activité des communautés microbiennes peut étre influencée,
or dans le cadre cette étude ni I’influence des plantes, ni I’influence des vers de terre n’ont pu étre

observables sur la biomasse et la diversité des communautés bactériennes.

De ce premier travail, il apparait important de considérer les interactions entre especes ayant des
traits fonctionnels contrastés (espéces fixatrice et non-fixatrice) et d’éviter une redondance
fonctionnelle comme cela a pu étre le cas entre les variétés de blé. L’échelle d’influence de I’activité
racinaire apparait également importante pour évaluer un effet plus ou moins marqué des plantes sur les
communautés microbiennes or, de la réponse de ces communautés peut dépendre une amélioration de
la fertilité du sol et des gains de performances. C’est pourquoi dans ce chapitre IV, nous allons nous
intéresser a I’influence des empreintes racinaires, définies comme la résultante de I’activité des
systémes racinaires (absorption, rhizodéposition, fixation...), de plantes aux traits fonctionnels
contrastés sur les communautés de microorganismes de la rhizosphére proche (sol adhérent aux
racines). De plus, 1’addition de vers de terre endogés aura pour objectif de comprendre comment leur
activité impacte ces microorganismes par simple amplification de la réponse ou par un effet plus

important sur la structure des communautés.

Ainsi, les especes végétales, dans cette nouvelle expérimentation, ont été sélectionnées parmi

trois grandes familles botaniques, Fabacées, Brassicacées et Poacées, qui s’apparentent aux différents
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groupes fonctionnels des légumineuses, des dicotylédones non fixatrices et des graminées. Le choix
des espéces (féverole, colza, blé) a été motivé par des empreintes racinaires jugées différentes compte-
tenu des caractéristiques connues de ces especes en termes de fixation symbiotique, d’absorption des

nutriments et de leurs rhizodép6ts :

e La fixation biologique de I’azote : parmi les légumineuses, la féverole a été choisie car elle est
connue pour sa capacité a fixer d’importantes quantités d’azote atmosphérique a la mise en place
de la symbiose. Son systéme racinaire et son appareil aérien sont imposants, permettant
d’envisager une exsudation racinaire plus abondante que pour d’autres Fabacées. De plus, la
fixation biologique de I’azote va entrainer le relargage de protons dans la rhizosphére ce qui va
avoir pour conséquence une acidification de cette derniére.

e L’absorption de I’azote du sol : de par sa fixation symbiotique, parmi les trois espéces choisies
pour I’expérimentation, la féverole constitue I’espéce dont les besoins en azote du sol sont les plus
faibles. A I’inverse, le colza, dont les besoins sont importants, constitue le niveau d’absorption en
azote minéral le plus important. Enfin, le blé, qui a une demande en azote moins importante que le
colza mais plus importante que la féverole, représente un niveau intermédiaire.

e La qualité et la quantité des rhizodép6ts : la Iégumineuse se démarque des deux autres especes par
la richesse en azote de sa rhizodéposition. Bien que le blé et le colza rhizodéposent de 1’azote dans
des quantités non discriminantes, la dégradation des glucosinolates présents dans les vacuoles de

ses cellules racinaires va conférer au colza une rhizodéposition soufrée.

Ces espéces en culture pure ou associées vont donc faire varier différents niveau de composition
des rhizodépots, de diversité des exsudats, de disponibilité des nutriments ou encore d’apport d’azote
atmosphérique qui pourront influencer 1’activit¢ des communautés microbiennes de la rhizosphére
mais aussi celle des vers de terre (fig. 1V-1). En effet, il a été montré que 1’espéce endogée, A.
caliginosa, utilisée dans cette étude, était sensible notamment a la qualité des rhizodép6ts et que son
activité et exploitation des ressources pouvaient en étre modifiées (Milcu et al., 2006; Eck et al.,
2015). Ces modifications pourront influencer 1’activité des microorganismes et la croissance des
plantes (fig. IV-1).
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Figure IV-1. Schéma théorique des interactions mobilisées au cours du chapitre 1V. Les interactions dans les boites en
transparence ne seront cependant pas mobilisées.
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Rappels méthodologiques

L’expérimentation présentée est une expérimentation menée en mésocosmes sous serre sur la
période de février a avril 2016. Les mésocosmes remplis de 10 kg de sol ont été semés avec deux
plantes suivant les modalités i) colza-colza (RR), ii) blé-blé (WW) iii) féverole-féverole (FF), iv)
colza-féverole (RF), ou v) blé-féverole (WF). Pour chaque modalité de composition spécifique du
couvert végétal, les mésocosmes ont été inoculés ou non avec cing individus endogés. Chaque
traitement ainsi que des témoins sans ou avec vers de terre ont été réalisés en cinqg répliquats. La
production de biomasse et I’accumulation d’azote des parties aériennes et racinaires ont été mesurées.
L’activité microbienne de la rhizosphére a été estimée avec le systéme Microresp™ (Campbell et al.,
2003; Chapman et al., 2007) grace a I’ajout de substrats carbonés pertinents (10 substrats testés et
I’eau) en tant que composés exsudés par les espéces utilisées. La biomasse microbienne active a été
déterminée grace a la SIR glucose et 1’ajout d’antibiotique a permis de déterminer la biomasse

fongique active ; la biomasse bactérienne active a ainsi pu étre calculée.

Cette partie IV a été rédigée sous la forme d’un article scientifique pour étre soumis dans la revue

Soil Biology and Biochemistry.
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Earthworms beneficial impact in a microbial world mediated by root traits

in the rhizosphere

En préparation pour publication.

Abstract

The rhizosphere is characterized as a hot spot of plant-soil organisms interactions which have
consequences on ecosystem functioning and nutrient cycling. The diversity of root traits as well as the
burrowing activity of earthworms greatly affects microbial community. However, little is known about
earthworm effects on microbial community responses under the influence of species composition of
crop. We aimed to investigate the impact of crop composition and the presence of endogeic
earthworms on the response of microorganisms to the addition of ten C substrates relevant as
rhizodeposition components. Mesocosms filled with soil were sown with either two plants of rapeseed
(Brassica napus L.), wheat (Triticum aestivum L.), or faba bean (Vicia faba L.), or intercrops of wheat

or rapeseed with faba bean.

Within each type of plant cover, the mesocosms were or not inoculated with five endogeic
earthworms (Aporrectodea caliginosa S.). The Microresp™ system was used to compare metabolic
profiles of the rhizospheric microbial community. Our finding indicated that earthworms intensified
microbial activity probably by increasing facilitation processes in the vicinity of intermingled roots
especially in intercrops where complementarity and positive interactions already occurred between
legumes and their companion species. However, differences in amount and composition of
rhizodeposits and N requirement of the plants stilled the principal drivers of the soil microorganisms

and regulated earthworm activity and effects.

Key words: rhizosphere activity, root exudates, endogeic earthworms, microbial metabolic

profiles, plant species
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V.1 Introduction

The rhizosphere, defined as the soil volume around the living plant roots under the influence of
root activity (Hiltner, 1904), can be characterized as a hot spot for microbial colonization and activity.
Contrary to the bulk soil where the availability of organic carbon sources is lower, the rhizosphere is
supplied with higher concentrations of nutrient sources from the plant photosynthesis (Duineveld et
al., 2001) that benefit to microbes. In turn, rhizosphere microorganisms increase the ability of plants to
acquire nutrients by dominating decomposition processes and nutrient cycling (Massenssini et al.,

2015).

The topic of above-belowground linkages has been recently investigated, resulting in advances
regarding plant-soil feedbacks, multitrophic interactions, and how organisms may drive ecosystem
processes (Hooper and Vitousek, 1998; Kowalchuk et al., 2002; Pivato et al., 2007; Bressan et al.,
2009; Kardol and Wardle, 2010; Ladygina and Hedlund, 2010). Structure and diversity of rhizospheric
bacterial communities have been shown to be specific to plant species (Kowalchuk et al., 2002),
largely driven by the quantity and quality of the compounds released by living roots, during plant
growth, known as rhizodeposition (Marschner et al., 2001; Nguyen, 2003; Jones et al., 2004).
Moreover, recent studies indicate that shifts in vegetation composition can have implications for the
transfer of recent photosynthetic carbon to soil and thus can affect nutrient dynamics (Ward et al.,
2009). As a consequence, in intercropping systems the structure of rhizosphere microbial communities
can be changed in one or both plant species, which in turn can modulate the intensity of microbial

processes (Song et al., 2007a; Song et al., 2007b; Yang et al., 2016).

The release of fresh organic matter by rhizodeposition affects the decomposition of soil organic
matter (SOM) through priming effect (Kuzyakov, 2002). Trait diversity both above- and belowground,
is likely to offer a greater variety of rhizodeposits, a greater variety of plant resource capture strategies
and thus, a greater diversity of rhizosphere niches for soil microbes (Wardle et al., 2004), with
possible consequences on nutrient cycle. Previous studies, especially in long-term grassland

biodiversity experiments, showed that the increase of plant diversity improves the biomass and activity
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of soil microorganisms (Spehn et al., 2000; Milcu et al., 2008; Eisenhauer et al., 2010; Lange et al.,
2015; Steinauer et al., 2016). In such studies, functional traits diversity related to different use of
nitrogen, with fixing and non-fixing species appears to be critical in the promoting of plant
productivity and soil biological processes. In high diversity mixtures, legumes are thus often suspected
to play a key role in these processes rather than diversity per se (Fargione et al., 2007). Indeed, thanks
to symbiosis with Rhizobiaceae, legumes have the capacity to fix atmospheric N (Sprent, 2001) and
release large amount of N to the soil (Fustec et al., 2010) which benefit to companion species relying
on soil N, and provide easily metabolisable compounds for microorganism community. However, in
all species, roots are a highly complex and integrated organ that plays a major role in crop
productivity; soil resources are unevenly distributed and the spatial organization of the root system and
the ability to perform optimal foraging, determines the capacity of a plant to exploit available
resources (Ristova and Busch, 2014; Giles et al., 2017). As a consequence, root traits such as
architecture of non-legume species (presence of a taproot, lateral roots, capacity to absorb soil
resource, high affinity for a given form of resource...) may also play significant roles on the nutrient

cycle.

In addition, earthworms also act as drivers on soil microbial communities, with consequences on
plant productivity. Because of their feeding, burrowing and casting activities, earthworms act as
ecosystem engineers and have a strong influence on belowground processes (Brown et al., 2000;
Scheu, 2003; Wright and Jones, 2006). Endogeic earthworms can stimulate soil microbial activity by
the supply of mucus, a mixture of easily degradable carbohydrates and amino acids which can cause a
priming effect increasing SOM mineralization (Blagodatskaya and Kuzyakov, 2008; Chapuis-Lardy et
al., 2010; Pan et al., 2010; Bityutskii et al., 2012a). Indeed, Bernard et al. (2012) shown that the
stimulation of priming effect by the presence of earthworms can be linked to the stimulation of several
bacterial families involved in the consumption of fresh organic matter and soil organic matter. Soil
microbial community can also be affected by earthworms because of their feeding activity. Lv (2016)
and Krisrtuek (1992) highlighted that endogeic earthworms decrease the soil fungi to bacteria ratio,

mainly because of gut conditions under which bacteria can proliferate while fungi cannot survive
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(Brown, 1995). Because they are C-limited (Tiunov and Scheu, 2004), endogeic earthworms evolve in
plant rhizosphere to benefit from plant productivity and rhizodeposition. Earthworms and
microorganisms can thus compete for this resource. Among endogeic earthworms, it has been shown
that Aporrectodea caliginosa S. is more active under diversified plant covers and especially with the
presence of a legume because they feed on N-rich rhizodeposits (Milcu et al., 2006; Eck et al., 2015).
The effect of earthworms on rhizosphere microbial community under the influence of specific
composition of plant is still poorly known and would need to be better understood to promote soil

biological processes.

In annual crops, the effects of intercrops with a legume (Willey, 1979) on crop performances and
nitrogen accumulation compared to sole crops have been well documented (Jensen, 1996a; Corre-
Hellou et al., 2006; Pristeri et al., 2006; Bedoussac et al., 2015), but few studies focused on
interactions between plant cover composition and soil, and relationships with nutrient cycle and crop
yield (Song et al., 2007b; Taschen et al., 2017). The aim of this study was to investigate the impact of
contrasting crop root traits in the presence or not of endogeic earthworms on the response of
rhizospheric microorganisms. To achieve this goal, we have chosen two major crops, with a high
demand of nitrogen from the soil (Hocking et al., 1997; Dubousset et al., 2010), and exhibiting
contrasting traits, and a legume: i) wheat (Triticum aestivum L., Poaceae), a monocotyledon with
narrow leaves, a fast growing hairy roots and a high level of C rich rhizodeposition; ii) rapeseed
(Brassica napus L, Brassicaceae), a non-mycorrhizal eudicot with large leaves, a fast and deep
growing taproot and a high level of N and S-rich rhizodeposition (Jamont et al., 2013; Walsh et al.,
2014); iii) faba bean (Vicia faba ssp. minor, Fabaceae), a high nitrogen fixing legume (dicot) with a
strong root system and a high level of N rich rhizodeposition (Fustec et al., 2010). Endogeic
earthworms were Aporrectodea caliginosa S.. We hypothesised that i) the microbial activity is
increased by earthworm presence, which effect is plant-species dependant, ii) the three crops have
significant different effects on microbial activity within the rhizosphere, and iii) the presence of a
legume crop with either wheat or rapeseed affects positively microbial activity within the rhizosphere

with benefits to the companion crop.
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1VV.2 Materials and methods

IvV.2.1 Experimental design

An experiment was carried out in a greenhouse (Angers, France, 47°28°0”N, 0°47°31”W) from
February to April 2016 (temperatures night/day: 11.1 + 1.5 °C/21.5 + 2.4 °C). Plants were grown in
mesocosms that consisted of PVC tubes (diameter 20 cm, height 45 cm) fixed on a perforated
stainless-steel base. They were filled with 10 kg of dry soil collected from a field and sieved at 7 mm.
The soil was a sandy loam moistened to a water content of 20%. The soil consisted of 22.9% coarse
sand, 13.9% fine sand, 28.1% coarse silt, 21.5% fine silt, 11.3% clay, and 2.3% organic matter, with
the following properties: pH of 6.7, 1.32% C, 0.14% N, a C:N ratio of 9.7, P Olsen 98 mg/kg, K 395
mg/kg, Mg 133 mg/kg, NO3 28.79 mg/kg, and NH," 1.65 mg/kg. The mesocosms were arranged on

culture tables according to a randomized complete block design with five replicates of each treatment

group.

Six plant treatments were tested (two plants per mesocosm), i.e. i) control: no plant, ii) WW: pure
culture of common wheat (T. aestivum L. cv Renan), iii) RR: pure culture of rapeseed (B. napus L. cv
Boheme), iv) FF: pure culture of faba bean (V. faba L. cv Divine), v) WF: mixed culture of faba bean
and common wheat, and vi) RF: mixed culture of faba bean and rapeseed. All treatments were

conducted without (- E) and with (+ E) earthworms (five individuals).

The number of earthworms per mesocosm was chosen for consistency with the abundance found
in arable soils. The five endogeic earthworms were weighed before being added to the mesocosms.
Pre-germinated seeds (at 20°C) were sown distant of 12 cm. For rapeseed, three seeds were planted,
for wheat, two seeds were planted and one seed for faba bean. Seedlings were selected eight days after

sowing. The mesocosms were watered twice a week to maintain 15 - 20% water content.

Before the beginning of the experiment, the earthworms were collected from the field and stored

in the soil for four months. The mean biomass of earthworms added to a mesocosm was 4.9 + 0.5 g.
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1V.2.2 Plant and soil sampling

Mesocosms were harvested 91 days after pre-germinated seed sowing. For each mesocosm, the
aboveground parts of plants were clipped at the base of the plants and pooled per species and plant
roots were gently extracted from the soil core. In RR, WW, and FF, roots were pooled into single
samples. In RF and WF, three distinct samples were collected: i) rapessed or wheat roots, ii) faba

bean roots and iii) unidentified roots.

After 48 h at 70°C, plants (shoots and roots separately) were weighed, ground into a fine powder
and prepared for %N and N:**N analyses (elemental analyser EA3000, Euro Vector, Milan, ltaly;

mass spectrometer IsoPrime, Elementar Hanau, Germany).

Soil from the rhizosphere was sampled. Non-adhering soil was removed from roots by shortly
shaking. The adhering soil was collected from roots with a brush and sieved at 2 mm. In RF and WF,
rhizospheric soil of the two species was pooled to obtain a homogeneous composite sample. Soil

samples were oven dried at 30°C during five days and stored in 50 ml Falcon® tubes until analyses.

1V.2.3 Measurement of rhizosphere microbial activities

Rhizosphere microbial activities were assessed in dry soil (0.468 + 0.01 g) with the MicroResp™
system (Campbell et al., 2003; Chapman et al., 2007). The method consisted of a 96 deep-well
microplate filled with the soil and with the addition of water only (basal respiration) or ten carbon
substrates (substrate induced respiration, SIR). Carbon substrates were selected as relevant root
exudates of species used in the study (table IVV-1). Each well of plates was filled with dry soil. Soil in
deep-wells was pre-incubated at 34% of water holding capacity (WHC) with demineralized water for
seven days at 20°C in the dark. Substrates were applied in a final concentration of 10 pg.mg™ dry soil
and in a demineralized water volume to achieve 67% of WHC. All measures were done in four
replicates. Respiration of microorganisms was measured by the absorbance of an indicator dye at 570
nm using Victor 3 plate reader (Perkin Elmer). Absorbance value per well was converted into CO,

concentration following a standard curve after six hours incubation at 28°C.
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Tableau 1V-1. List of C sources reported as constituents of root exudates of wheat, rapeseed and faba bean or other
legumes.

Types C substrates Species References
L-Glutamate Wheat, pea, soybean (Lodwig et al., 2003;
Brechenmacher et al., 2010;
L-Aspartate Pea, soybean Mus et al., 2016)
Amino acid L-Poline Soypean and other (Brechenmacher et al., 2010)
species
v-
aminobutyric Rapeseed (Hunter et al., 2014)
acid (GABA)
Citrate Wheat, rapeseed, _
Carboxylic faba bean (Pearse _et al., 2006; Li et al.,
acid Wheat, 2007; Liang et al., 2013;
Malate rapeseed,soybean, Palmer et al., 2014)
faba bean
Arabinose Wheat and other (Vancura, 1964; Chantigny et
species al., 2000; Derrien et al., 2004)
Wheat and other
Glucose species (assumed to (Vancura, 1964; Anderson
reflect active and Domsch, 1978)
Carbohydrate microbial biomass)
Trehalose Wheat, soybean (Brechenmacher et al., 2010)
(Derrien et al., 2004;
Xylose Wheat Brechenmacher et al., 2010;

Kravchenko et al., 2011)

Active microbial biomass was determined thanks to glucose induced respiration with the

application of the conversion factor of 40 (Anderson and Domsch, 1978; Chapman et al., 2007; Sassi
et al., 2012). The metabolic quotient for CO, (qCO,) or specific respiration rate was estimated for each
soil sample by using the relation between basal respiration per unit of microbial biomass (Anderson
and Domsch, 1985). Moreover the active fungal biomass was assessed by the addition of bronopol and
streptomycin to a concentration of 0.4 pg.mg™ dry soil (Sassi et al., 2012). The active bacterial

biomass was calculated by the subtraction of active fungal biomass from active microbial biomass.

1IV.2.4 Calculations and statistics

1V.2.4.1 Root biomass in the mixtures

Assuming that the stable N isotope signature of a species mixture reflects the isotope signatures

of the component species and their proportions in the mixture, differences in natural >N abundance
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were used to distinguish root biomasses of faba bean, of rapeseed and of wheat in the sample of
unidentified roots in RF and WF (Corre-Hellou and Crozat, 2005). The mass of °N in the mixture of
roots from the crop (rapeseed or wheat, C) and the faba bean (Q™°Nc¢g) is the sum of the products of

natural *°N abundance (8"°N) and root N (Root DW x %N) of the component species [Eq. 1].
QlSNcpz Root DW¢g X %Nce X 0 lSNCF
= (Root DWE x %Ne x § °Ng) + (Root DWc x %Nc x & °Nc) [Eq. 1]

Root DW¢g, Root DWE, Root DW. are the root dry weight of the mixtures, faba bean and
rapeseed or wheat, respectively. %Ncg, %Nr and %N correspond to the percentage of N in the roots
of mixtures, faba bean and rapeseed or wheat, respectively. Therefore, the contribution of each species

to the root biomass of the mixture was calculated from Eq. 2 and 3 as follows:

Root DWe (%) = [(%Nce x & %N ¢p) — (%Nc x 8 %°Ne)] / [(%Ng x & %°Ng) — (%N x &

%"N¢)] [Ea. 2]
Root DW¢ (%) = 100 - Root DW (%) [Eq. 3]
1V.2.4.2 Biological N fixation (BNF)

The rate of N derived from BNF (%Ndfa) in the faba bean was calculated based on the natural
abundance of N in faba bean grown in mesocosms (Shearer and Kohl, 1986). The %Ndfa was

calculated by using Eq. 4:
%Ndfa = [(§"°N¢ - 8"°Ng) / (6™°Nc — £)] x 100 [Eq. 4]

where 8"°N¢ and 8N are the parts per 1000 of **N enrichment of N in rapeseed or wheat grown in
RR or WW and in faba bean in RF or WF with or without earthworms, respectively. 4 is a measure of
isotopic fractionation during BNF, which was determined from the "N (%) of the aboveground parts
of faba bean grown in the same greenhouse in pure sand and watered with a N-free diluted nutrient
solution (n = 5). Those faba bean plants were sown and harvested at the same time as the plants in the

mesocosms.
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1V.2.4.3 Diversity index

The metabolic diversity was calculated by Shannon diversity index A’ using the Eq. 5:

S
H' = —Zm log, pi [Eq. 5]
i=1
where p; is the ratio of the SIR of each C source to the sum of SIR of all C sources of each soil sample.
H’ values range from 0 to a maximum of log,(11) = 3.459.

The evenness E was calculated based on the Eq. 6:

H' =¥ ipilogz p;

E = y =
H max 1092 S

[Eq. 6]

where H 'y« Was the largest H’ with a specific sample with S the number total of substrates (10

substrates and water).

1V.2.4.4 Statistics

Two-way analyses of variance that consider crop treatment x earthworm treatment were
performed on the biomass and N concentration of the plants, on surface area of Kiviat diagram,
diversity index, microbial biomass, fungi to bacteria ratio and metabolic quotient for CO,. Data were
log-transformed before analyses to meet the assumption of the test. Significant differences between
means were determined using Tukey’s multiple comparison tests at 0.05 probability level. R software

(version 3.1.1) was used for statistics analyses (R Core Team, 2014).
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1VV.3 Results

1V.3.1 Mesocosms at harvest

There was no plant mortality during the experiment. At harvest, the abundance of earthworms
had increased on average by 84.1 + 50.2 % per mesocosm. Conversely, the biomass decreased on
average by 42.8 + 18.7 % per mesocosm. As no escape was observed during the experiment, this may
be explained by the turnover of earthworm population in mesocosms. Rapeseed and wheat were at
rosette stage and tillering stage, respectively. For the faba bean, 57 % of the plants were at flowering
stage and 43 % at early green pod stage (BBCH scale, (Hack et al., 1992)). Faba bean growth stage

was not affected by either crop cover composition or earthworm presence.

IV.3.2 Plant dry weight and N use

No significant effect of earthworm addition was observed on plant dry weight and N content, but

the presence of faba bean had a significant impact (fig. I\V-2 and fig. I1V-3).

When intercropped with faba bean, the total biomass of wheat did not change but shoot N content
increased significantly of 37% (p-value=0.005; fig. 1\VV-3) compared to pure stand. For rapeseed, the
shoot biomass increased significantly (p-value=0.006; fig. 1V-2) by 23% in intercrops and the shoot N
content increased by 56% (p-value<0.001; fig. IV-3). In WF, mean shoot biomass of faba bean was
significantly (p-value=0.018) higher than in FF (fig. IV-2). Nitrogen accumulation was positively
influenced by intercropping: in WF, faba bean accumulated significantly more N in the shoots than in
FF and in RF, more N in the roots (fig. IV-3). The proportion of nitrogen coming from BNF was
significantly higher (p-value<0.001) in intercrops than in FF with more than 77% in WF and more

than 89% in RF; BNF contributed to 71% in FF.
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Figure 1V-2. Shoot and root dry weight of rapeseed (A) wheat (B) and faba bean (C) roots in different crop cover
composition (RR = rapeseed-rapeseed, RF = Rapeseed-faba bean, WW = wheat-wheat, WF = wheat-faba bean, FF =
faba bean-faba bean) and without (- E) or with (+ E) endogeic earthworms. Values are the mean of 5 replicates. Bars

indicate standard deviations. Letters (A, B) indicate significant differences between different crop treatments (p <

0.05, Tukey’s test).
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Figure 1V-3. Shoot and root nitrogen content of rapeseed (A) wheat (B) and faba bean (C) roots in different crop
cover composition (RR = rapeseed-rapeseed, RF = Rapeseed-faba bean, WW = wheat-wheat, WF = wheat-faba bean,
FF = faba bean-faba bean) and without (- E) or with (+ E) endogeic earthworms. Values are the mean of 5 replicates.
Bars indicate standard deviations. Letters (A, B) indicate significant differences between different crop treatments (p

< 0.05, Tukey’s test).
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IV.3.3 Metabolic profiles of microbial communities

For the different treatments, microbial response to the ten substrates followed a similar pattern
(fig. IV-4). No significant differences in the Shannon index (ranging from 3.141 to 3.408) and in the
evenness (ranging from 0.908 to 0.995) between treatments indicated a same functional diversity
whatever the crop composition with or without earthworms (table 1V-3). The metabolic profiles
showed that each substrate led to a respiration higher than the basal respiration. However, the intensity
of the global respiration was significantly different according to the crop composition and the presence
of earthworms (p-value<0.001) (table 1VV-2; fig. IV-2). In mesocosms without earthworms, the lower
microbial activity was found in our control (NP) and in pure stand of rapeseed (RR) in which the area
surface of Kiviat diagram is smaller than in NP. Moreover, the increase in microbial activity was
higher from WW to WF than from RR to RF. With addition of earthworms, the lower microbial
activity remained in RR but was higher than in NP where the presence of earthworms had no effect. In
the different plant treatments, with or without earthworms, the area surface of Kiviat diagrams

increased significantly with RR < RF, WW < WF, and FF the highest.

The presence of earthworm increased the active microbial biomass C which was significantly
higher in the presence of faba bean, in pure stand and intercropped with common wheat (p-value<0.05,

table 1V-3). The lowest microbial biomass was found in the rhizosphere of rapeseed.

The microbial biomass increased by 120 % from RR (- E) to RF (+ E) and of 92 % from WW (-
E) to WF (+ E). The active bacterial and fungal biomasses C evolved as the microbial biomass C
(table 1V-3). The simultaneous presence of earthworms significantly increased active bacterial
biomass C of 133 % from WW (- E) to WF (+ E) but not with rapeseed and increased active fungal

biomass C of 142 % from RR (- E) to RF (+ E) and of 73 % from WW (- E) to WF (+ E).

A significant difference of the fungi to bacteria ratio was observed in the three plant treatments
where the active bacterial biomass C was the lowest: RR (- E), RF (- E) and WW (- E). In RR (- E),

the active fungal biomass C was significantly lower than the other two treatments (table 1V-3).
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Values of the qCO, were broadly low in all treatments which indicated no stress conditions and
no significant effect of the crop composition and presence of earthworms was observed on the

metabolic quotient (table IV-3).

Tableau 1V-2. Effect of different crop cover treatments (NP = no plant, RR = rapeseed-rapeseed, RF = rapeseed-faba
bean, WW = wheat-wheat, WF = wheat-faba bean, FF = faba bean-faba bean) and without (- E) or with (+ E)
endogeic earthworms on surface area of Kiviat diagram. Values are the mean of 4 replicates. Letters (a, b,c,d,e and f)
indicate significant differences between different treatments (p < 0.05, Tukey’s test).

Crop composition Surface area of Kiviat diagramm
-E +E

NP 116.19+17.19 e 127.21+14.85 de
RR 80. 01 + 28.82 f 235.98 + 69.98 c
RF 149, 38 + 31.66 de 385. 17 + 39.87 b
ww 186. 18 + 27.47 cd 422.36 +211.31 b
WF 563. 34 + 427.06 b 794. 18 + 154.91 a
FF 576.59 + 426.20 b 853. 00 + 167.82 a
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Figure 1V-4. Effect of crop cover composition (NP = no plant, RR = rapeseed-rapeseed, RF = Rapeseed-faba bean,
WW = wheat-wheat, WF = wheat-faba bean, FF = faba bean-faba bean) and earthworms (blue line = without
earthworms, red line = with earthworms) on metabolic profiles of microbial communities as assessed on MicroResp™

plates using 10C substrates. Respiration values (ug.g of dry soil %) are the mean of 4 technical and 4 biological
replicates.
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Tableau 1V-3. Effect of different crop cover treatments (NP = no plant, RR = rapeseed-rapeseed, RF = rapeseed-faba bean, WW = wheat-wheat, WF = wheat-faba bean, FF = faba
bean-faba bean) and without (- E) or with (+ E) endogeic earthworms on microbial metabolic diversity, active microbial biomass and metabolic quotient. Values are the mean of 4
replicates. Letters (a, b,c,d and e) indicate significant differences between different treatments (p < 0.05, Tukey’s test).

NP RR RF WW WF FF
-E +E -E +E -E +E -E +E -E +E -E +E
) 3.386 + 3351t 3372¢
Shannon index (H) ols  3358+00133288+0.12 33490000 3378003 33570007 3.381%0024 3378+0016 3339£0033 0 ° 335002 oo
979 + . + 975 +
Evenness (E) 00903 ,  0.971£00040.95+0.035 0.968 £0003 0.977+0.009 0.970002 0977+0.007 0.976+0.005 0.965 001 oogggg 0.968 + 0.006 00903 4
Active microbial biomass
3829+ . 3766+ . 2865 _ 470% . 3781% | 6296% . 4608% 630 . 7023% | 8866%  7133% | 9553% _
(Mg microbial biomass-C.gdry 452 442 101.8 109.3 56.9 454 675 172.3 309 82.9 216.5 96.4
soil™®)
Active bacterial biomass
1475+ 1717+ 1346+ 1982+ 134.6 + 1503 + 2552 + 3116+ 3495+ _ 2825% 4326+
261.8
(ug bacterial biomass-C.gdry 477 0 208 0 1019 4 g5z ¢4 gyq 0 2618x3bod Toom d g g bed g, A0 ygnn A g, bod g @
soil™)
Active fungal biomass
1854+ | 2049+ 151.9+ 2718+ 2435 + 367.8+ 3106+ 3748+ 390.7 4309 + 5228+
+
(1o fungal biomass-C.gdry soil. 48 0 108 % 507 © 493 PO gq bode gy g abed Toog bode g5 abed ygge ADCSSTAEAda L ga0 A g, @
Y
Fungi-Bacteria Ratio 136+ 124% . 145+ 186+ 144+ 185+ 148+ . 155+ . 122+
0.45 b 0.27 ab 0.86 +£0.47b 0.35 ab 0.34 a 0.39 ab 0.51 a 012 ab 1.26+£0.24 ab 011 ab1.29£0.26 ab 017 ab
qCOZ
o(.)ogg; 0.005 + 0.001 06088 41' 0.005+0  0.006+0.002 0.005+0.001 0.006+0.002 0.006+0.001 0.003+0.002 0.005+0 0.004 % 0.001 o(.)ogg li

(1 C-CO,.Hg Cpric g dry soil ™)
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1VV.4 Discussion

The present study is consistent with previous studies which pointed out, that earthworm activities
exerted top-down effects on microorganisms by digestion and mucus production resulting in an
increase in microbial biomass and activity (Brown, 1995; Brown et al., 2000). A. caliginosa is known
to cause an apparent priming effect in old native SOM (Eck et al., 2015) owing to the mucus it
produces, which provides a significant input of fresh organic matter (Bityutskii et al., 2012a). We
assume that the input of energy sources, easily available, had positively impacted microbial activity.
Therefore, we expected an increase in soil respiration under the influence of earthworms in the control
treatment as well as in crop treatments. The absence of earthworm effect in the absence of plants in
mesocosms may be related to the highest dependence of A. caliginosa on the quality and quantity of
dead roots and root exudates as their principal belowground resources for anabolic processes (Milcu et

al., 2006; Eisenhauer et al., 2009) then soil organic resources, less directly available.

In the present study, we also found that earthworms did not significantly affect the soil fungi-to-
bacterial ratio conversely to several studies in which earthworms decreased the soil fungi-to-bacteria
ratio through feeding (Krisrtuek et al., 1992; Schénholzer et al., 1999; Butenschoen et al., 2007,
Dempsey et al., 2011). However, no significant effect of earthworms has been found in natural
ecosystems (Pawlett et al., 2009) and plant bottom-up forces have been suggested to explain the
absence of earthworm effect on the soil fungi-to-bacteria ratio in the presence of plants (Lv et al.,
2016). These results supported the point of view that the effects of earthworms on soil microbial
community and activity can be modified by plants which were the major regulators of soil
microorganisms (Scheu and Schaefer, 1998; Lv et al., 2016). In our study, earthworms did not shape
the structure of microorganisms but significantly amplified the intensity of the microbial activity
which still first regulated by the plants. By increasing nutrient availability, particularly that of N (e.g.
(Kreuzer et al., 2004)) into the rhizosphere, earthworms improve nutrient conditions for microbes that
can grow in favorable conditions whatever the plant species. Thus, they can indirectly modify plant-

plant interactions by increasing facilitation processes in the vicinity of roots and indirectly participate
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to plant growth and N acquisition. However, no significant effect of earthworms’ presence was
observed on crop performance which may also suggest specie-specific effects in earthworm-plant

interactions (Coulis et al., 2014).

According to the crop treatments, differences in the global microbial profile were observed,
which can be related to the consumption of root substrates by adapted rhizosphere community to plant
rhizodeposits (Bais et al., 2006; Dennis et al., 2010; Haichar et al., 2014). The optimum was observed
in the presence of faba bean, confirming the positive effect on microbial growth and activity which is
linked to the reduction of plants-microbes competition by N-rich rhizodeposition and high amount of
N, fixation (Mayer et al., 2003; Fustec et al., 2010; Jamont et al., 2013). Our results are consistent with
those of Song et al. (2007b) in which a sole crop of faba bean and faba bean intercropped with wheat
had higher microbial biomass than a pure stand of wheat, suggesting a dominant influence of faba
bean on the microorganisms related to greater root exudation. Changes in microbial biomass and
activity observed in intercropped species allowed then for improving crop growth and N acquisition.
Nevertheless, the composition and the amount of rhizodeposits, which vary with plant species
(Marschner et al., 2001; Derrien et al., 2004; Wichern et al., 2008; Lesuffleur and Cliquet, 2010) will
play an important role in the activity of microorganisms. Variations in microbial SIR indicated that
microorganisms in the rhizosphere might reflect differences in root exudations, such as amino-acids or
carboxylate, between the three species tested as previously shown between several monocotyledons
and eudicots (Pearse et al., 2006; Lesuffleur et al., 2007; Brolsma et al., 2017). For example, the use of
malic and citric acids has been reported to be higher in the rhizosphere of a wheat-faba bean intercrop
as compared to wheat sole crop, which was related to higher exudation of carboxylic acids by faba
bean (Li et al., 2007; Zhou et al., 2009; Wahbi et al., 2016). Moreover, in our study, the lowest
microbial activity and biomass in pure stand of rapeseed may be due to the release of glucosinolates.
Brassicas are known to release, from hydrolysis of glucosinolates, low molecular weight sulphur
compounds as isothiocyanates (ITCs), thiocyanates and nitriles that have antimicrobial activities
(Chew, 1988; Brown and Morra, 1997); (Smith and Kirkegaard, 2002). In addition, as soil microbial

activity has been reported to be directly influenced by the soil N pools and increased with mineral N
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levels (Pristeri et al., 2006), the N demand of the plant will thus influence the intensity of competition
between plant and microorganisms for the soil N (Kuzyakov and Xu, 2013). Therefore in our study,
more competition for N resource can occur between microbes and rapeseed due to the N demand of
rapeseed which is 25% higher than for wheat (Hocking et al., 1997), in addition to its inhibitory role

by glucosinolate production.

IVV.5 Conclusion

Results of this study suggest that differences in amount and composition of rhizodeposits and N
requirement of the plants were the principal drivers of the soil microorganisms and regulated
earthworm activity and effects. Earthworms did not shape the structure of microbial communities but
intensify their activity. In our study, earthworms were able to modify plant-plant interactions probably
by increasing facilitation processes in the vicinity of intermingled roots especially in intercrops where
complementarity and positive interactions already occurred between legumes and their companion
species. Indeed, earthworms improved environmental conditions, notably in constrained rhizosphere
like in rapeseed, reducing stress conditions for microbes, even if their activities do not benefit yet to

plant performance.
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Avant-propos

Le chapitre précédent a montré que I’activité des microorganismes de la rhizosphére est
étroitement liée & la composition spécifique du couvert au travers de la qualité, de la quantité des
rhizodépdts et des besoins en azote de la plante. Par conséquent, les plantes par I’influence de leurs
traits vont étre les principaux drivers des communautés microbiennes et au sein des interactions
rhizosphére—drilosphére, les vers de terre endogés vont jouer un role de facilitateur, amplifiant
I’intensité de I’activité microbienne sans toutefois influencer la structure des communautés. Cet effet
des vers de terre est dépendant de la présence de plantes, quelle que soit I’espéce. Cependant, le
bénéfice tiré de I’interaction entre 1’empreinte racinaire et 1’activité des vers de terre pour 1’activité
microbienne sera fonction de I’espéce végétale. En condition contraignante, telle que ’effet de
I’empreinte racinaire du colza, le bénéfice sera plus faible qu’en présence de légumineuse, seule ou en
association, qui crée des conditions plus favorables pour les communautés microbiennes de la

rhizosphére.

Dans ce chapitre V, au-dela de I’activité microbienne nous chercherons a comprendre plus
précisément 1’effet des interactions entre nos deux drivers sur les microorganismes liés a la fonction
de recyclage de 1’azote. Comme étudié dans le chapitre précédent, 1’activité microbienne, qui régit des
processus tels que la décomposition de la matiére organique, résulte d’organismes qui couvrent une
large gamme de diversité, probablement avec une forte redondance fonctionnelle. La disponibilité en
azote, élément essentiel pour la croissance des plantes, est quant a elle régie par des organismes avec
une diversité restreinte qui peuvent étre plus sensibles aux variations environnementales. La
nitrification est une étape clé dans le cycle de 1’azote puisqu’elle détermine les quantités d’ammonium
et de nitrate dans le sol pour les plantes et les microorganismes. Les microorganismes qui
interviennent dans les étapes de la nitrification peuvent étre caractérisés par des besoins écologiques
différents et auront un comportement différent en fonction des concentrations en azote et en oxygéne
du milieu. Les espéeces végétales, présentées dans le chapitre IV et sélectionnées pour leurs traits

associés a I’absorption ou la rhizodéposition de 1’azote, pourraient donc avoir un impact sur ces
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communautés nitrifiantes au travers de 1’apport d’azote atmosphérique, de la diversité des exsudats et

de la disponibilité en azote (fig. V-1).

Les vers de terre, par les modifications physico-chimiques et biologiques de leur zone d’influence
dans le sol, sont connus pour remettre de I’azote a disposition. Cependant, leur activité ainsi que leur
croissance sont liées a la qualité de la litiére provenant des racines. Nous émettons alors I’hypothése
que de la qualité de I’empreinte racinaire dépendra I’influence des vers de terre endogés sur les

communautés nitrifiantes de la rhizosphere.

Acquisition de I'azote 4. Disponibilité des nutriments
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Figure V-1. Schéma théorique des interactions mobilisées au cours du chapitre V. Les interactions dans les boites en
transparence ne seront cependant pas mobilisées.

142



Chapitre V : Les légumineuses et leurs traits fonctionnels déterminent les effets positifs
des vers de terre endogés sur la communauté nitrifiante de la rhizosphére

Rappels méthodologiques

L’expérimentation présentée est une expérimentation menée en mésocosmes SOUS Serre sur la
période de février a avril 2016. Les mésocosmes remplis de 10 kg de sol ont été semés avec deux
plantes de i) de colza, ii) de blé iii) de féverole ou une association iv) colza-féverole ou v) blé-féverole.
Pour chaque modalité de composition spécifique du couvert, les mésocosmes ont été inoculés ou non
avec cing individus endogés. Chaque traitement ainsi que des contrdles sans ou avec vers de terre ont
¢té réalisés en cing répliquats. La production de biomasse et 1’accumulation d’azote des parties
aériennes et racinaires ont été mesurées. Les reliquats en nitrate et ammonium, le pH, le C :N du sol
rhizosphérique ont été mesurés. Les abondances des microorganismes responsables de la nitrification
AOA et AOB (oxydation de ’ammonium en nitrite) ainsi que NOB (oxydation du nitrite en nitrate
dont les genres principaux sont Nitrospira et Nitrobacter) ont été déterminé grace a des PCRs en
temps réel ciblant les génes Bactéries amoA, Archae amoA, nxrA et Nitrospira 16S. Le potentiel de
nitrification, représentant 1’activit¢ maximum de production de nitrate dans les conditions optimales, a

¢été déterminé en utilisant la méthode d’agitation de suspension de sol (Hart et al., 1994).

Cette partie V a été rédigée sous la forme d’un article scientifique pour étre soumis dans la revue

Soil Biology and Biochemistry.
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Legumes root functional traits determine the positive effects of endogeic

earthworms on rhizosphere nitrifier community.

En préparation pour publication.

Abstract

The nitrification, performed by specific microorganisms sensitive to environmental changes,
determines the availability of ammonium and nitrate in soils, the major N sources for plants and
microbes. Root functional traits related to rhizodeposition and resources acquisition can therefore
influence nitrifier community structure and activity. Plant composition and the corresponding resource
supplied via their root activity are able to impact endogeic earthworm growth and activity which may
also affect microbial community structure and then nutrient acquisition by plants. We aimed to
investigate the impact of crop composition with different root functional traits on the effects of
endogeic earthworms on the abundance of the four main groups involved in nitrification: ammonia-
oxidizing bacteria (AOB), ammonia-oxidizing archaesa (AOA) and nitrite-oxidizing bacteria
(belonging to the genera Nitrobacter and Nitrospira). Mesocosms filled with soil inoculated or not
with endogeic earthworms were sown with either two plants of rapeseed (Brassica napus L. ), or
wheat (Triticum aestivum L.), or faba bean (Vicia faba L.), or rapeseed-faba bean, or wheat-faba bean.
The addition of endogeic earthworms increased AOA and Nitrospira abundance and decreased AOB
and Nitrobacter abundance with marked effects in the rhizosphere of legume-based intercrop or pure
faba bean. The potential nitrification rate was increased in pure rapeseed and in pure wheat and was
decreased in intercrops in the presence of earthworms. Our results showed that the effects of
earthworms on nitrifier community were determined by the crop composition especially by the
presence of legume with functional root traits related to biological nitrogen fixation. Close interactions
between legume and earthworms may thus contribute to increase N availability and crop yield in

diversified crop systems introducing legume in intercrop or during the rotation.
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Keywords: rhizosphere, root functional traits, endogeic earthworms, Ammonia oxidizers, Nitrite

oxidizers.

V.1 Introduction

The rhizosphere is defined as the soil layer surrounding plant living roots, under the influence of
root activity (Hinsinger et al., 2006). The release of C compounds by the roots makes the rhizosphere a
hot spot of microbial colonization and activity (Farrar et al., 2003). In turn, rhizosphere
microorganisms increase the ability of plants to acquire nutrients by dominating decomposition
processes and nutrient cycling (Massenssini et al., 2015). Nitrification is a key process in N soil cycle
in soil which determines the availability of ammonium (NH,") and nitrate (NO5) with consequences
on plant-plant interactions (Aanderud and Bledsoe, 2009; Boudsocq et al., 2012). Nitrification is a
two-step process consisting firstly of the oxidation of NH," to nitrite, NO,", by ammonia-oxidizing
archaea (AOA) and ammonia-oxidizing bacteria (AOB) (Hayatsu et al., 2008), and secondly of the
oxidation of NO, to NOjs by nitrite-oxidizing bacteria (NOB) including Nitrobacter and Nitrospira
as main genera present in the soil (Freitag et al., 2005; Graham et al., 2007; Poly et al., 2008).
Although there is a functional redundancy among ammonia oxidizers, AOA and AOB are thought to
occupy different ecological niches in term of soil pH (Nicol et al., 2008; Prosser and Nicol, 2012),
oxygen concentration and nutrient availability (Martens-Habbena et al., 2009; Hatzenpichler, 2012).
Similarly, Nitrospira and Nitrobacter have different ecological requirements in term of oxygen
concentration and nitrite availability (Attard et al., 2010; Simonin et al., 2015; Le Roux et al., 2016;
Ma et al., 2016). Furthermore, a coupling between AOA and Nitrospira and between AOB and
Nitrobacter was found (Simonin et al., 2015). AOB and Nitrobacter were favoured at high N

availability conditions whereas AOA and Nitrospira were favoured at lower N availability conditions.

Structure and diversity of rhizospheric microbial communities have been shown to be specific to
plant species (Kowalchuk et al., 2002), largely driven by the quantity and quality of the compounds
released by living roots, during plant growth, known as rhizodeposition (Marschner et al., 2001,

Nguyen, 2003; Jones et al., 2004). As nitrifier community is thought to be principally controlled by N
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availability (Di et al., 2010; Shen et al., 2011; Chen et al., 2014; Tian et al., 2014; Muema et al., 2015;
Ma et al., 2016), the amount and composition of N compounds released by crop living roots is a
crucial point. Crop species which exudate NH," as inorganic N dominating form could stimulate the
growth of AOB and Nitrobacter. Conversely, crop species which exudate NO;™ as inorganic N
dominating form could stimulate the growth of AOA and Nitrospira. Legume roots are known to
release large amount of organic and inorganic N (Fustec et al., 2010) and consequently may stimulate
the growth of AOB and Nitrobacter thanks to the exudated NH," and to the mineralization of organic
N into inorganic forms on the other hand (Malchair et al., 2010). The Biological Nitrification
Inhibition (BNI) can take place within the rhizosphere by the production and the release of nitrification
inhibitor compounds from plants (Subbarao et al., 2007; Coskun et al., 2017). As a consequence, the
inhibition of nitrification leads to the conservation of N into the less mobile NH," form. No detectable
inhibitors compounds were quantified for legumes whereas the release of sulphur by Brassicaceae
may act as nitrification inhibitor (Subbarao et al., 2007). The N demand and preference for NH,"
versus NOj assimilation of crop species may also influence nitrifier community that have

consequence on ecosystem functioning (Boudsocq et al., 2012).

In agrosystems, crop diversity can be increased by intercropping which is defined by Willey
(1979) as the simultaneous growth of two or more species in the same field for a significant period of
time. Growing a legume with non-fixing crop species is often considered as an effective way to
combine improvements in crop productivity and economic performance with a low environmental
impact (Pelzer et al., 2012). As a consequence, in intercrops the structure of rhizosphere microbial
communities can be changed in one or both plant species, which in turn can modulate the intensity of
microbial processes (Song et al., 2007a; Song et al., 2007b; Yang et al., 2016). However, it is unclear
i) to what extend root functional traits of intercropped species can influence AOA, AOB, Nitrospira
and Nitrobacter abundances and ii) what are the consequences on the availability of different forms of

N and the acquisition of resources by crop.

In the soil, the burrowing activity of earthworms affects plant composition and growth (Edwards,

2004) and has already shown improvement of crop yields (van Groenigen et al., 2014). In previous
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studies, the addition of earthworms in mesocosm experiments promoted the accumulation of N in non
N-fixing crops; it can also modifiy competition between plant functional groups (Kreuzer et al., 2004;
Wurst et al., 2005; Eisenhauer and Scheu, 2008). Through their casting activity, a significant release of
easily mineralizable and assimilable N compounds into the soil was observed, as reported by previous
studies (Scheu, 1994; Kawaguchi et al., 2011; Bityutskii et al., 2012b). Indeed, in the fresh casts of
endogeic earthworms such as Aporrectodea caliginosa S., the amounts of NH," and NO;™ have been
found to be until 7-fold higher than their substrate content (Kharin and Kurakov, 2009; Majeed et al.,
2013). Thereby, the growth of AOB have been found to be stimulated by the activity of endogeic
earthworms (Majeed et al., 2013). Moreover, it has been demonstrated that the growth and activity of
endogeic earthworms can be influenced by the soil and litter quality (Cesarz et al., 2016). Endogeic
earthworms gained more mass in high quality soil and depended on litter quality in low quality soil.
The earthworms activity have been increased in grassland experiments (Milcu et al., 2006; Eisenhauer
et al., 2010) mainly because of the N-rich rhizodeposition of legumes (Wichern et al., 2008; Fustec et

al., 2010).

The aim of this experiment was to investigate interactions between crops with different root
functional traits and earthworms on nitrifier community. To achieve this goal, two major crops were
chosen with different kinds of N rhizodeposits, different affinity for NH," or NO3™ and a legume: i)
rapeseed (Brassica napus L., Brassicaceae), a fast and deep growing taproot with a high NOj
absorption efficiency (Lainé et al., 1993), a high level of N and S-rich rhizodeposition that may inhibit
nitrification (Subbarao et al., 2007; Jamont et al., 2013; Walsh et al., 2014); ii) wheat Triticum
aestivum L., Poaceae), a fast growing hairy roots that increases NH," acquisition (Garnett et al.,
2009), a high level of N-rich rhizodeposition and NH," as inorganic dominating form exudate
(Merbach et al., 1999); iii) faba bean (Vicia faba L. spp. minor, Fabaceae ), a high nitrogen fixing
legume with a strong root system and a high level of N rich rhizodeposition (Fustec et al., 2010).
Earthworms were the endogeic species Aporrectodea caliginosa S.. We hypothesized that i) the
groups of nitrifier microorganisms stimulated by the modifications of earthworms are determined by

root functional traits, and ii) the presence of legume intercropped with rapeseed increases abundances
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of AOB and Nitrobacter whereas a legume intercropped with wheat increases abundances of AOA and

Nitrospira thanks to niche differentiation that benefits to soil fertility and crop yields.

V.2 Materials and methods

V.2.1 Experimental design

An experiment was carried out in a greenhouse (Angers, France, 47°28°0”N, 0°47°31”W) from
February to April 2016 (temperatures night/day: 11.1 + 1.5 °C/21.5 + 2.4 °C). Plants were grown in
mesocosms that consisted of PVC tubes (diameter 20 c¢cm, height 45 cm) fixed on a perforated
stainless-steel base. They were filled with 10 kg of dry soil collected from a field and sieved at 7 mm.
The soil was a sandy loam moistened to a water content of 20%. The soil consisted of 22.9% coarse
sand, 13.9% fine sand, 28.1% coarse silt, 21.5% fine silt, 11.3% clay, and 2.3% organic matter, with
the following properties: pH of 6.7, 1.32% C, 0.14% N, a C:N ratio of 9.7, P Olsen 98 mg/kg, K 395
mg/kg, Mg 133 mg/kg, NO3 28.79 mg/kg, and NH,* 1.65 mg/kg. The mesocosms were arranged on

culture tables according to a randomized complete block design with five replicates of each treatment

group.

Five kinds of crop cover, including rapeseed (Brassica napus L. cv Bohéme), wheat (Triticum
aestivum L. cv Renan) and faba bean (Vicia faba L. cv Divine), were tested (2 plants per mesocosm):
pure stand of i) rapeseed (RR), ii) wheat (WW), iii) faba bean (FF) and intercrops of iv) rapeseed with
faba bean (RF) and v) wheat with faba bean (WF). Each kind of crop cover was grown either without
earthworm (- E), or with five endogeic earthworms (Aporrectodea caliginosa S.)(+ E). Control
mesocosm without plant (NP) and either without earthworm or with endogeic earthworms were also
included in the experiment. The number of earthworms per mesocosm was chosen for consistency
with the abundance found in arable soils. The five endogeic earthworms were weighed before being
added to the mesocosms. Pre-germinated seeds (at 20°C) were sown distant of 12 cm. In intercrops,

the side of the faba bean was chosen randomly. Three seeds were planted for rapeseed, two seeds for
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wheat and one seed for faba bean. Seedlings were selected eight days after sowing. The mesocosms

were watered twice a week to maintain 15 - 20% water content.

Before the beginning of the experiment, the earthworms were collected from the field and stored

in the soil for four months. The mean biomass of earthworms added to the mesocosm was 4.9 = 0.5 g.

V.2.2 Plant sampling and analysis

Mesocosms were harvested 91 days after sowing the pre-germinated seeds. For each mesocosm,
plant aboveground parts were clipped at their base and pooled per species before drying at 70°C for 48
h. Plant roots were gently extracted from the soil core. In RR, WW, and FF, roots were pooled into
single samples. In RF and WF, three distinct samples were collected: i) rapessed or wheat roots, ii)
faba bean roots and iii) unidentified roots. Roots were then rinsed and oven-dried at 70°C for 48 h. All
plant samples were weighed, ground into a fine powder and prepared for %N and °N:*N analyses
using a mass spectrometer (IsoPrime, Elementer, Hanau, Germany) coupled to an elemental analyzer

(EA3000, Euro Vector, Milan, Italy).

V.2.3 Soil sampling and analyses of physico-chemical features

Soil from the rhizosphere was sampled. Non-adhering soil was removed from roots by shortly
shaking, collected and stored at -20 °C until NOs-N and NH,"-N concentrations measurements. The
adhering soil was collected from roots with a brush and sieved at 2 mm. The roots crossing the sieve
were removed from these soils. In RF and WF, rhizospheric soils of the two species were pooled and
sieved at 2 mm to obtain a homogeneous composite sample. Fresh sub-samples were used for
measuring potential nitrification rates. Other soil sub-samples were oven-dried at 70 °C for 48 h, then
ground into a fine powder and prepared for total C and N measurements. The remaining soil collected

was stored at -20 °C until analyses.

Soil moisture was measured gravimetrically and pH .0y was determined. Soil total C and N were

analysed using a mass spectrometer (IsoPrime, Elementer, Hanau, Germany). Soil NOz-N and NH,"-
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N concentrations were measured using a continuous flow analyzer (SAN++, Skalar, The Netherland)

after extraction with 1 M KCI.

V.2.4 Potential nitrification rates

Potential nitrification was determined using the “shaken soil slurry method” (Hart et al., 1994).
This method involved shaking 15 g of fresh soil in 100 ml of a solution (pH 7.2) containing 1 mM
PO,* and 15 mM NH," at 20 °C in the dark. These experimental conditions (moisture, pH, oxygen,
ammonium and phosphate availability) assure a maximum nitrate production rate, in the absence of N
immobilization and denitrification. Homogenised sub-samples of slurry (15 ml) were collected at 2, 4,
20 and 23 h after the start of the incubation. After a centrifugation at 8000 rpm during 8 minutes, the
supernatants were stored at -20 °C until analysis. The concentrations of NO3;-N were analysed
colorimetrically with a continuous flow analyser. Potential nitrification rates were calculated by linear

regression of nitrate concentrations over time (mg NO; N.kg™*.h™).

V.2.5 Nitrifier abundances

DNA was isolated from 0.5 g of soil using the FastDNA™ Spin Kit for Soil and the FastPrep®
Instrument (MP Biomedicals, Santa Ana, CA) according to the manufacturer’s protocol. Isolated
DNA was stored at -80 °C before real time PCR assays. The abundances of AOB and AOA
(responsible for the oxidation of NH," into NO,), Nitrobacter and Nitrospira (NO, oxidation into
NOj3’) were quantified by real-time PCR targeting sequences of the genes bacterial and archaeal amoA
(coding for the ammonia mono-oxygenase), Nitrobacter nxrA (coding for the nitrite oxido-reductase)

and Nitrospiral6s, respectively.

The abundances of AOB, AOA, Nitrobacter and Nitrospira were quantified on a lightcycler 480
(Roche Dignostic, Meylan, France) using 20 pl reaction volume with 10 ng of DNA templates, and
0.5uM, 1 and 0.75 pM, 0.5 uM and 0.5 uM of each primer, respectively (Table V-1). Details of gPCR
methodologies used are presented in Table V-1. Ten-fold serial dilutions of the linearized plasmid
DNA
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Tableau V-1. Primer pairs and PCR conditions used for real-time qPCR.

Length
Primer .OT .
Target group name Sequence (5'-3") amplificated Thermal profil References
fragment
(bp)
amoAlF GGG GTT TCT ACT GGT GGT 95 °C for 15 min (X 1 cycle)
Bacterial amoA 491 95 °C for 30s, 54 °C for 45s, 72 °C (Francis et al., 2005)
amoa2R ~ CCC CTC KGS AAA GCC TTC TTC for 45s, 80 °C for 15s (x45 cycles)
Arch- .
AMOAF STAATG GTC TGG CTT AGA CG 95 °C for 15 min (X 1 cycle)
Archae amoA 628 94 °C for 45s, 55 °C for 45s, 72 °C (Rotthauwe et al., 1997)
Arch- GCG GCC ATC CAT CTG TAT GT for 60s (x50 cycles)
amoAR
F1norA CAG ACC GAC GTG TGC GAA AG 95 °C for 15 min (X 1 cycle)
nXrA 320 95 °C for 30s, 55 °C for 45s, 72 °C (Poly et al., 2008)
R2norA TCC ACA AGG AAC GGA AGG TC for 45s (x45 cycles)
Ns675f GCG GTG AAA TGC GTA GAK ATC G 95 °C for 15 min (X 1 cycle)
Nitrospira 16S 71 95 °C for 30s, 66 °C for 30s, 72 °C (Graham et al., 2007)
NSs675r TCA GCG TCA GRW AYG TTC CAG AG for 60s (x45 cycles)
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were used to establish a standard curve for each gene. Copy numbers per ng DNA were transformed

into gene copy numbers per gram of soil using the DNA amount retrieved per gram of dry soil.

V/.2.6 Calculations and statistics

V.2.6.1 Root biomass in the mixtures

Assuming that the stable N isotope signature of a species mixture reflects the isotope signatures
of the component species and their proportions in the mixture, differences in natural >N abundance
were used to distinguish root biomasses of faba bean, of rapeseed and of wheat in the sample of
unidentified roots in RF and WF (Corre-Hellou and Crozat, 2005). The mass of >N in the mixture of
roots from the crop (rapeseed or wheat, C) and the faba bean (Q**Ncg) is the sum of the products of

natural *N abundance (8°N) and root N (Root DW x %N) of the component species [Eq. 1].
Q"Ncr = Root DW¢e x %N % & *Nee
= (Root DWE x %N x & °Ng) + (Root DW¢ x %N¢ x & °N¢) [Eq. 1]

Root DWcg, Root DWE, Root DW¢ are the root dry weights of the mixtures, faba bean and
rapeseed or wheat, respectively. %Ncr, %Ng and %N correspond to the percentages of N in the roots
of mixtures, faba bean and rapeseed or wheat, respectively. Therefore, the contribution of each species

to the root biomass of the mixture was calculated from Eq. 2 and 3 as follows:

Root DWe (%) = [(%Nce x & %N cp) — (%Nrw % 8 %°Ne)] / [(%Ng x & %"°Ng) — (%N¢ x &

%"°Nc)] [Eq. 2]
Root DW¢ (%) = 100 - Root DW (%) [Eq. 3]
V.2.6.2 Biological N fixation (BNF)

The rate of N derived from BNF (%Ndfa) in the faba bean was calculated based on the natural
abundance of N in faba bean grown in mesocosms (Shearer and Kohl, 1986). The %Ndfa was

calculated by using Eq. 4:
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%Ndfa = [(8"°N¢ - 8"°Ng) / (6™°Nc — £)] x 100 [Eq. 4]

where 8"°N¢ and 5N are the parts per 1000 of "N enrichment of N in rapeseed or wheat grown in
RR or WW and in faba bean in RF or WF with or without earthworms, respectively. S is a measure of
isotopic fractionation during BNF, which was determined from the "N (%) of the aboveground parts
of faba bean grown in the same greenhouse in pure sand and watered with a N-free diluted nutrient
solution (n = 5). Those faba bean plants were sown and harvested at the same time as the plants in the

mesocosms.

V.2.7 Statistics

Two-way analyses of variance that consider crop treatment x earthworm treatment were
performed on the biomass and N concentration of the plants; on soil physical-chemical characteristics,
potential nitrification rates and nitrifier abundances. If only one treatment was significant, one-way
analyses of variance were performed. Data were log-transformed before analyses to meet the
assumption of the test. Significant differences between means were determined using Tukey’s multiple
comparison tests at 0.05 probability level. R software (version 3.1.1) was used for statistics analyses

(R Core Team, 2014).
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V.3 Results

V.3.1 Plant Biomass and N Accumulation

Plant cover type significantly affected plant DW, N and % Ndfa but no difference was observed
with the addition of earthworms (table V-2). The shoot DW of rapeseed increased by 23 % from RR to
RF and those of faba bean by 19 % and from FF to WF. The wheat DWs were not affected by the faba
bean. Similarly, the shoot N contents of rapeseed were increased by 56 % from RR to RF and that of
faba bean by 16 % from FF to WF. The shoot N content of wheat was also increased by 37 % from
WW to WF. The root N contents of faba bean increased by 25 % from FF to RF but did not differ
between WW and WF. The % Ndfa of faba bean was increased by 10.5 % from FF to WF and even

more from FF to RF by 27.9 % in the shoot.

V.3.1 Soil Physio-chemical Features

Plant cover type and earthworms significantly affected pH. The pH was significantly more acidic
in NP without earthworms and NP and FF with earthworms than RR and WW without earthworms.
Ciot Was affected by neither plant cover type, nor earthworms and Ny, was only very slightly increased
by earthworms whereas no significant differences were observed. Consequently, earthworms tended to

decrease C:N with significant difference for WF excepted in NP where the trend was reversed.

NO5-N and NH,*-N concentrations were low except for NO3-N concentrations in NP. NO3-N
concentrations were affected by plant cover type and significantly higher in FF than in other plant

compositions. WW showed the lowest NH,"-N concentrations (table V-3).
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Tableau V-2. Shoot and root dry weights (DW), nitrogen accumulation (N) and N derived from biological fixation of faba bean (%Ndfa) according to plant cover types (NP : No
plants, RR: rapeseed-rapeseed, RF: rapeseed-faba bean, WW: wheat-wheat, WF: wheat-faba bean, FF: faba bean-faba bean) and without (- E) or with (+ E) endogeic earthworms.
Data are means + SD (n = 5). Letters (a,b) indicate significant differences between plant cover type (p<0.05).

Rapeseed
RR RF p-value
-E +E -E +E
DW (g) Shoot 14.71 +0.88 (b) 15.23 £ 1.32 (ab) 18.7 £ 2.57 (a) 18.11 + 3.18 (ab) 0.006
Root 5.51+0.81 5.95 +0.57 7.39+1.91 6.13 +£2.95 ns
N (mg) Shoot 181.31+12.83(b) 200.16 + 16.99 (b)  286.76 £ 40.17 (a) 306.73 + 105.65 (a) <0.001
Root 86.27 +37.01 72.1+£10.72 84.98 + 18.06 95.42 +82.41 ns
Wheat
Ww WF p-value
-E +E -E +E
DW (g) Shoot 9.34 +0.28 9.92+0.59 10.1£0.83 9.38 £ 1.66 ns
Root 8.57+0.84 8.91+£0.94 8.07 £1.15 7.41+231 ns
N (mg) Shoot 139.52 +27.15(b) 168.29 + 23.53 (ab) 209.84 +17.96 (a) 210.66 + 55.88 (a) 0.005
Root 78.41+4.75 98.53 + 43.03 67.4 £13.75 82.36 £ 47.3 ns
Faba bean
FF RF WEF p-value
-E +E -E +E -E +E
DW (g) Shoot 15.96 + 1.42 158+14 17.48 £ 3.6 16.92 + 2.97 17.78 £1.09 19.91 +2.62 0.018
Root 451+0.71 481 £0.53 6.09 +1.47 6.48 £2.5 5.67 + 0.56 452+24 ns
N (mg) Shoot 600.29 + 27.58 586.78 + 46.23 610.97 + 98.54 598.11 + 118.2 661.92 + 104.51 718.74+99.43 0.051
Root 179.42 +27.73 195.76 + 17.32 236.08 + 43.67 231.3 + 85.38 200.59 +27.21  160.51+65.96 0.046
% Ndfa Shoot 70.85*5.23(c) 70.69 +5.23 (¢) 91.15+2.28 (a) 89.03 +2.82 (a) 7761+27(b) 78.86+1.97(b) <0.001
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Tableau V-3. Changes in rhizospheric soil properties (Ctot: carbon total, Ntot: nitrogen total, C:N: carbon to nitrogen
ratio) according to plant cover types (NP : No plants, RR: rapeseed-rapeseed, RF: rapeseed-faba bean, WW: wheat-
wheat, WF: wheat-faba bean, FF: faba bean-faba bean) and earthworm presence (-E: without earthworm, +E: with
five endogeic earthworms). Data are means + SD (n = 3). For each soil parameter, letters (a, b, ¢, d) indicate
significant differences between plant cover type and earthworms (p<0.05). Mean in the grey box has been removed of
statistical analysis because it masked variability of other data.

NOs -N NH," -N
pH Crot Niot C:N (mg.kg™ dry (mg.kg™ dry
soil) soil)
Plant cover type <0.001 NS NS NS <0.001 0.001
Earthworms 0.04 NS 0.017 <0.001 NS NS
59+01 1327+ 013+0004 1021035
ne  E (b) 0.015 @ (bed) 4513+539  1.06+0.22 (bc)
59+0 1326+ 0127+ 1048 £0.2 (bo)
+E (b) 0.048 0.007 (a) 4820
65+02 1309+ 0123+ 10.65 + 0.34
“E @) 0.03 0.001(a)  (b)
RR 64+03 1382+ 0135001 1022+029 L1A7+051(b) 127+0.18 (ab)
+E (ab) 0.068 @ (bed)
61+02 1334+ 0129+ 10.36 +0.28
“E (ab) 0.049 0.004 ()  (bcd)
RF 6+01 1318+ 0128+ 1031023 L27*119(b) 1.06+0.23 (bc)
+E (ab) 0.155 0.016 ()  (bcd)
65+02 1357+ 0131+ 10.35 + 0.04
ww E (&) 0.011 0.001(a)  (bed) 29+185(b) 0.75+0.16 (c)
64+0 1316+ 0132+ 0.94 £ 0.1 (cd)
+E (ab) 0.083 0.007 (a) 9420,
e ?éé)i 0.3 3'883 * 8'(1)(2)2 E—'a) 11.07 + 0.34 (a)
WE : : 3.16+0.85(b) 0.96 + 0.25 (bc)
63+02 1391+ 0142+ 081 £0.47 (5)
+E (ab) 0.01 0.002 (a) e
61+02 1288+ 0123+ 10.48 + 0.14
-E (ab) 0.086 0.009 ()  (bc)
FF 6+01 1346+  0135+001 9.99+012  >04*142(a) 1472043(a)
+E (b) 0.111 @ (bed)
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V.3.2 Nitrifier Abundance

Plant cover type and earthworms significantly affected nitrifier abundance (p-value<0.001,
except p-value = 0.0611 for earthworms on Nitrospira). AOA and Nitrospira dominated nitrifier
community with abundance means of 1.04 x 10° + 2.8 x 10%and 2.11 x 10° + 5.15 x 10° copies.g™ dry
soil, respectively (fig. V-2). The abundances of AOA were significantly higher in WW without
earthworms (1.3 x 10° + 1.69 x 10° copies.g™ dry soil) and were reduced by 45.3 % in intercrops with
faba bean. In RR, RF, WF and FF no significant difference was observed compared to NP (9.59 x 10°
+ 2 x 10" copies.g™ dry soil). The presence of earthworms significantly increased AOA abundances in
RF, WF and FF by 53.6 %, 54.6 % and 58.4 %, respectively. A significant decrease by 24.8 % was
observed in WW with the addition of earthworms and no change was found in NP and RR. The
abundances of Nitrospira were significantly higher in FF without earthworms (2.54 x 10° + 2.76 x 10®
copies.g™ dry soil) than in NP, WW and WF. RR and RF showed intermediate abundances values. The
presence of earthworms significantly increased Nitrospira abundances in WF and FF by 31.4 % and
23.2 % respectively. Conversely, in NP and RR, Nitrospira abundances were significantly reduced by

33.4 % and 36.4 %, respectively. No change was found in RF and WW in the presence of earthworms.

AOB and Nitrobacter were thus less abundant in nitrifier community with abundance means of
458 x 10" + 1.05 x 10" and 2.56 x 10° + 7.6 x 10’ copies.g™ dry soil, respectively (fig. V-2). Without
earthworms, the abundances of AOB and Nitrobacter were significantly higher in FF with abundance
means of 6.97 x 10" + 1.03 x 10’ copies.g™ dry soil and 3.96 x 10° + 2.73 x 10’ copies.g™ dry soil,
respectively. The abundances of AOB did not change in RR, RF, WW and WF compared to NP (4.26
x 10" + 2.60 x 10° copies.g™ dry soil). In the presence of earthworms, the abundances of AOB were
decreased in NP and FF by 31.7 % and 32.5 %, respectively and no other modification was found. The
abundances of Nitrobacter significantly increased from NP to RR to RF and WW to FF. In RF, the
abundances of Nitrobacter increased by 35.4 % compared to RR. The presence of earthworms
significantly reduced the Nitrobacter abundances in RF, WW and FF by 38.1 %, 20.5 % and 14.3 %,

respectively and tended to reduce in NP, RR and WF.
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Figure V-2. Changes in the abundance of soil ammonia-oxidizing archaea (AOA), ammonia-oxidizing bacteria (AOB)
and nitrite-oxidizing bacteria (Nitrospira and Nitrobacter) according to plant cover types (NP : No plants, RR:
rapeseed-rapeseed, RF: rapeseed-faba bean, WW: wheat-wheat, WF: wheat-faba bean, FF: faba bean-faba bean) and
earthworm presence (-E: without earthworm, +E: with five endogeic earthworms). Values are means of 4 replicates.
Bars indicate SDs. Letters (a, b, ¢, d, e, f, g) indicate significant differences between treatments (p < 0.05, Tukey’s
test).

V.3.3 Potential Nitrification Rate

The potential nitrification rate (PNR) was significantly affected by plant covers and earthworms
(p-value <0.001). For each plant cover type, PNR was much higher than in NP and increased from RR
to FF to WW. The presence of faba bean increased PNR in RF by 22.7 % but did not change in WF
(fig. V-3). With the addition of earthworms, PNR in NP became the highest mean thanks to an
increase from 0.14 to 0.63 mg NO5-N.kg™ dry soil . h™. In RR and WW, PNR was increased with the
addition of earthworms by 10.3 and 13 %, respectively. In FF, no modification was observed while the

presence of earthworms decreased PNR in RF and WF by 3.4 and 3.8 %, respectively (fig. V-3).
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Figure V-3. Changes in the potential nitrification rate according to plant cover types (NP : No plants, RR: rapeseed-
rapeseed, RF: rapeseed-faba bean, WW: wheat-wheat, WF: wheat-faba bean, FF: faba bean-faba bean) and
earthworm presence (-E: without earthworm, +E: with five endogeic earthworms) as assessed by shaken soil slurry
method (Hart et al., 1994). Values are means of 4 replicates. Bars indicate SDs. Letters (a, b, ¢, d, e, f, g, h, i) indicate
significant differences between treatments (p < 0.05, Tukey’s test).

V.4 Discussion

In this experiment, differences in the responses of nitrifier microorganisms to the addition of
endogeic earthworms were observed. Due to their low affinity for N substrates, we could have
expected that the addition of earthworms promoted AOB as shown by Majeed et al. (2013), and
Nitrobacter. Indeed, previous studies have already reported a significant release of easily
mineralisable and assimilable N compounds into the soil through burrowing and casting activities of
earthworms (Villenave et al., 1999; Whalen et al., 2000; Bernard et al., 2012; Majeed et al., 2013).
The pool of NH," in casts of endogeic and notably of A. caliginosa might range from 3 to 7 times
higher than their food source content (Kharin and Kurakov, 2009). However in the most plant
treatments of our study, endogeic earthworms inhibited in most plant treatments the growth of AOB
and Nitrobacter whereas they stimulated the growth of AOA and Nitrospira. Such a coupling between
AOA and Nitrospira and between AOB and Nitrobacter resulted from similar ecological requirements
between these microbial groups (Simonin et al., 2015). AOA and Nitrospira may be favoured under

low N conditions and the growth of AOB and Nitrobacter may be favoured under high N conditions

159



Chapitre V : Les légumineuses et leurs traits fonctionnels déterminent les effets positifs
des vers de terre endogés sur la communauté nitrifiante de la rhizosphére

(Erguder et al., 2009; Martens-Habbena et al., 2009; Simonin et al., 2015). These surprisingly results
could reflect a depression of nutrient availability in the rhizosphere due to the presence of earthworms.
These unexpected results have been further marked in treatments with faba bean in pure stand or
intercrops such as earthworms increased AOA and Nitrospira abundance in RF, WF and FF and
decreased AOB and Nitrobacter abundance in RF and FF. Cesarz et al. (2016) highlighted that the
growth of A. caliginosa and other endogeic species was dependant of the litter quality and notably of
the N content in a low quality soil comparable to that used in our experiment. Furthermore, the growth
and activity of endogeic earthworms have been increased with the plant diversity and especially with
the presence of a legume, known for its N-rich rhizodeposition (Spehn et al., 2000; Milcu et al., 2006).
A. caliginosa is also C limited in the soil as most of soil detritivores (Tiunov and Scheu, 2004). In our
experiment, earthworms could feed on young N-rich rhizodeposits provided by faba bean (Eck et al.,
2015) and also benefited from C rhizodeposits provided by wheat and rapeseed (Derrien et al., 2004;
Pearse et al., 2006) thereby reducing rhizosphere N and C availability. In limited conditions,
earthworms and nitrifiers will compete for N (Milcu et al., 2006) at the expense of nitrifiers because of

their weak competitiveness (Bollmann et al., 2002).

The activity of earthworms did not have significant effects on rhizosphere NH," and NOj3
concentrations that may explain the lack of gain in plant biomass and N content. These results were
not in agreement with other studies in which the addition of earthworms improved plant biomass and
N content, especially for functional groups relying on soil nutrients (Kreuzer et al., 2004; Wurst et al.,
2005; Partsch et al., 2006; Laossi et al., 2009). In these previous studies, a litter mixed into the soil and
the higher plant density was provided more available resources for earthworms and microorganisms.
In our study, the lack of earthworm effects on plant performances may be attributed to the low nutrient

availability in the soil.

A better availability of N was observed in FF where concentrations of NH," and NO;3 were
higher than in the other plant modalities. In legume-based intercrops, the non-fixing species benefits
from this higher N availability as shown by the increase of N content in rapeseed and wheat in RF and

WEF, respectively (Corre-Hellou et al., 2006; Bedoussac et al., 2015). In our experiment, the presence
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of faba bean in pure stand benefits to nitrifiers with low N affinity (AOB and Nitrobacter) and has no
effect on nitrifiers with high N affinity (AOA and Nitrospira). This positive effect of the legume on
AOB and Nitrobacter can be explained by the input and the availability of inorganic N in the
rhizosphere (Wertz et al., 2012; Simonin et al., 2015; Ma et al., 2016). The legume-based intercrops
have not exhibited positive marked effects on abundances of nitrifier community except the increase
of Nitrobacter abundance from RR to RF. However, the presence of faba bean caused negative effects
on AOA abundance from WW to WF. In the rhizosphere of WW, the ammonium concentration was
found to be the lowest that may explain that the abundance of AOA was increased compared to other
plant modalities because low ammonium concentration, AOA have been found to grow better than at
higher concentrations (Verhamme et al., 2011). As the abundance of AOA was reduced in response to
urea and NH;NO; fertilization as organic and inorganic N input in grassland experiments (Di et al.,

2010; Shen et al., 2011; Chen et al., 2014).

In Wertz et al. (2012) the enhancement of PNR was associated to an increase of Nitrobacter
abundance after a period of N fertilization. In our study, the PNR was enhanced from RR to RF which
could be assigned to the increase of Nitrobacter abundance mainly because of the N-rich
rhizodeposition of legume that can act as fertilization. No other clear correlation was observable
between PNR and the abundances of the nitrifiers groups. Without plant, the important increase of
PNR with the addition of earthworms cannot be assigned to any nitrifier group because no such gain in
abundance of nitrifiers has been observed. Then, the pattern where earthworm presence was beneficial
to PNR in sole crop and detrimental in legume-based intercrops cannot also be assigned to any nitrifier
group because this pattern was not observable on nitrifier abundance. This lack of correlation between
variations in nitrifier abundances and PNR may indicate the presence of a functional redundancy
where there were not the same groups of nitrifier which contributed to the nitrification in different
treatments. Moreover, the newly discovered comammox (complete ammonia oxidizers) could have
contributed to the variations of PNR without taken into account in the PCR quantification (Daims et

al., 2015; van Kessel et al., 2015).
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V.5 Conclusion

Our results support the crucial role of crop diversification and positive interactions between plant
and soil organisms on soil fertility. The legume in pure stand or intercropped determines the positive
effects of endogeic earthworms on nitrifier community. The legume functional traits related to
biological N fixation appeared to drive interactions between earthworms and nitrifier with high
affinity to N substrate, especially in low N conditions. Moreover, nitrifiers with low affinity to N
substrates have been found to be stimulated by the legume roots. With or without endogeic
earthworms and thanks to the niche differentiation of nitrifier community, the presence of legume in

pure stand or intercrop contributes to indirectly increase soil fertility and crop yield.
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Avant-propos

En paralléle des expérimentations en serre, un dispositif expérimental au champ a été mis en
place sur trois cycles de cultures de 2014 a 2017. L’objectif de ce dispositif expérimental a été
d’évaluer ’effet positif de la diversité inter et/ou intraspécifique des plantes sur le rendement des
cultures et les communautés d’organismes du sol en condition de plein champ et ce, sans intrants. Le
dispositif initial croisait un gradient de diversité intraspécifique du blé grace a différentes variétés
modernes et populations avec la présence ou non d’une légumineuse. Semé en méme temps que le blé,
le tréfle n’a pas poussé dans le dispositif ou alors de maniére trés anecdotique durant les trois cycles de
culture consécutifs. Les différences de traits fonctionnels liées a la croissance entre les deux espéces
peuvent expliquer I’absence de la 1égumineuse dés un mois aprés le semi. En effet, la croissance
rapide du blé, lui conférant une forte aptitude a la compétition pour 1’eau, la lumiére et les nutriments a
pu affecter le trefle dont on sait que la croissance est plus lente. Nous n’avons donc pas pu tester la
diversité interspécifique au travers de 1’effet 1égumineuse dans le cadre de ce dernier chapitre (fig. VI-

1)

La diversité intraspécifique peut entrainer des modifications phénotypiques autant que la
diversité interspécifique. L’absorption de 1’azote chez le blé n’est pas linéaire et dépend du stade de
développement. L’utilisation de variétés modernes de blé avec des précocités a montaison et a épiaison
différentes peut donc favoriser une complémentarité spatiale et/ou temporelle pour 1’utilisation de
I’azote du sol. Les variétés populations sont des variétés hétérogenes formées de mélange d’individus
sélectionnés principalement par les agriculteurs dans leurs champs. Cette hétérogénéité pourrait donc
leur conférer une diversité intraspécifique plus importante que des variétés lignées pures et contribuer
a apporter de la complémentarité au sein de la diversité intraspécifique pour 1’acquisition des

ressources du sol.

La diversité intraspécifique des plantes peut également affecter les communautés d’organismes
du sol et les processus biologiques qui découlent de leur structure et de leur activité. Dans ce chapitre,

I’effet de la diversité intraspécifique sera évalué sur les principaux représentants des ingénieurs
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chimiques, des régulateurs biologiques et des ingénieurs de 1’écosystéme que sont respectivement les
microorganismes, les nématodes et les vers de terre. En effet, face a I'immense biodiversité des sols
qui reste cependant encore largement méconnue, les biologistes des sols se sont trés rapidement
tournés vers une approche fonctionnelle des organismes avec I’identification de groupes (Turbé et al.,
2010). On identifie ainsi les ingénieurs chimiques qui contribuent a la dégradation de la matiére
organique déterminant ainsi le taux de nutriments disponibles pour les plantes et le carbone stocké
dans les sols. Un second groupe que constituent les régulateurs biologiques, participe a la régulation
des populations d’autres organismes. Enfin, les ingénieurs de 1’écosystéme qualifient les organismes

qui modifient les conditions environnementales des autres organismes par leurs activités mécaniques.

En augmentant la diversité intraspécifique, on pourrait donc favoriser la diversité des exsudats et
de composition des rhizodépots ainsi qu’une disponibilité accrue des nutriments. De ces effets de la
diversité intraspécifique du blé pourraient résulter des gains de rendement du blé et des modifications

dans la structure des communautés d’organismes du sol (fig. VI-1).
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Figure VI-1. Schéma théorique des interactions mobilisées au cours du chapitre VI. Les interactions dans les boites en
transparence ne seront cependant pas mobilisées.

Dans ce chapitre ne seront traités que les résultats issus de la premiere année 2014 — 2015. Des
rappels méthodologiques concernant le dispositif, les différentes méthodes et analyses utilisées sont

présentes ci-dessous.
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Rappels méthodologiques

Une expérimentation en micro-parcelles de 10 métres par 3 métres a été conduite dans un champ
d’octobre 2014 a juillet 2015. Le dispositif a compris trois modalités de peuplement de blé : i) une
seule variété moderne Renan, ii) un mélange des trois variétés modernes Renan, Chevalier et Pirénéo
et iii) un mélange de trois variétés populations Bladette, Saint Priest et Redon. Ces modalités ont été
semées avec ou sans tréfle hybride selon un modele additif. Le rendement en grains, la production de
biomasse des parties aériennes ainsi que ’accumulation d’azote dans les tissus ont été mesurés.
L’abondance, la biomasse et la composition spécifique des vers de terre ont été évaluées grace a des
criteres morphologiques. Aprés extraction du sol par élutriation, une analyse de la nématofaune a été
effectuée. La biomasse bactérienne a été déterminée par PCR en temps réel ciblant le géne ARN

ribosomique 16S.
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V1.1 Introduction

De nombreuses études se sont intéressées aux liens entre la diversité fonctionnelle des plantes et
le fonctionnement des écosystémes. La diversité fonctionnelle des espéces au sein des communautés
végétales peut améliorer la productivité des plantes au travers d’interactions positives ou de
complémentarité (Loreau and Hector, 2001; Diaz et al., 2007b). De plus, la biodiversité peut
influencer la productivité des plantes au travers d’interactions entre les compartiments aériens et
souterrains (Van der Putten et al.,, 2001; De Deyn and Van der Putten, 2005; Eisenhauer, 2012).
L’impact des plantes sur les organismes du sol est lié a leurs traits fonctionnels tels que la demande en
nutriments (Kuzyakov and Xu, 2013; Blagodatskaya et al., 2014), la qualité et la quantité de la
rhizodéposition (Dennis et al., 2010; Hirsch et al., 2013) ou encore les modifications sur
I’environnement chimique du sol tels que le pH (Korthals et al., 1996; Lauber et al., 2009). La
diversité fonctionnelle des plantes affecte positivement les communautés d’organismes du sol tant au
niveau de leur activité que de leur abondance ou encore de leur diversité. Par exemple, la biomasse de
vers de terre peut étre augmentée sous un couvert végétal aux traits fonctionnels diversifiés du fait de
la qualité des ressources apportées par les plantes (Milcu et al., 2006). Une diversification au sein de la
rotation des cultures induit des modifications dans la composition de la nématofaune (Lépez-Fando
and Bello, 1995). De plus, la diversité fonctionnelle du couvert végétal favorise souvent I’activité et la
biomasse des communautés microbiennes (Eisenhauer et al., 2010). En retour les organismes du sol
peuvent augmenter la capacité des plantes a acquérir des nutriments et ainsi améliorer la productivité

(Ingham et al., 1985; Bardgett et al., 1999; van Groenigen et al., 2014; Massenssini et al., 2015).

Une telle approche basée sur les traits fonctionnels des espéces est applicable a n’importe quel
niveau de diversité. En effet, différents auteurs ont mis en évidence que la diversité fonctionnelle peut
prendre en compte la diversité intraspécifique avec des effets non négligeables sur les processus de
I’écosysteme (Cianciaruso et al., 2009; Fajardo and Piper, 2011). Par exemple, des génotypes de
peupliers tremble (Populus tremuloides) influencent 1’activité d’enzymes extracellulaires et le taux de

respiration du sol (Madritch et al., 2007). Aussi, apres quatre a huit mois de décomposition de litiéres
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de deux populations génétiquement divergentes d’Eucalyptus globulus, des différences ont pu étre
mesurées quant a la composition et 1’abondance de communautés de collemboles et autres
microarthropodes, augmentant ainsi la mise a disposition des nutriments dans le sol (Barbour et al.,

2009).

Dans les agroécosystémes, la diversité génétique est vue comme un moyen d’améliorer le
rendement des plantes notamment grace a une résistance plus importante face aux organismes
phytopathogenes attribuée a la diversité des hotes (Akanda and Mundt, 1997; Jackson and Wennig,
1997; Garrett et al., 2006; Garrett et al., 2009). Cependant, peu d’étude se sont focalisées sur
I’utilisation de plusieurs variétés pour favoriser une meilleure exploitation des ressources du sol. Or,
des variétés de blé peuvent différer dans leur morphologie racinaire ou des parties aériennes ou dans
leurs attributs physiologiques autant que des especes distinctes (Sarandon and Sarandon, 1995).
Cependant, peu d’études se sont intéressées a I’utilisation des variations intraspécifiques pour

favoriser la fertilité du sol.

La présente étude a pour objectif de montrer le possible effet d’une diversité intraspécifique
croissante au sein d’un peuplement de blé sur le rendement de cette céréale. Le second objectif a été
d’évaluer I'impact de cette diversité intraspécifique sur les communautés de vers de terre, les
nématodes et les microorganismes. Un gradient de diversité intraspécifique du blé (Triticum aestivum
L.) a donc été constitué avec : i) une seule variété moderne, ii) un mélange de trois variétés modernes
et iii) un mélange de variétés populations. Ce dispositif comportant déja de nombreuses modalités, il
n’a pas été possible d’inclure dans cette étude toutes les variétés modernes en peuplement

monovariétal

Tableau VI-1. Reliquats azotés en sortie d’hiver en 2015 en fonction du type de diversité intraspécifique. NS : non
significatif.

NH," (mg.kg™ sol sec) NO; (mg.kg™ sol sec)
p - value NS NS
Variété Renan seule 577x2 0.38+0.29
Mélange de variétés modernes 6+1.28 0.34 £0.27
Mélange de variétés populations 7.65+3.72 0.52+0.48
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V1.2 Résultats

VI1.2.1 Rendements et Reliquats Azotes

Le rendement et la matiére azotées totale des grains ont été influencés par le type de diversité
intraspécifique (p-value >0.001). En mélange de variétés populations, le rendement en grain a été
diminué de 32 % et la matiere azotée totale a été augmentée de 28 % par rapport a la modalité
monovariétale de Renan (fig. VI-2). Aucune modification n’a été observée avec I’utilisation du

mélange de variétés modernes.

Dans le sol, la plus grande partie de 1’azote se trouve sous la forme d’ammonium mais sans
distinction entre les différents types de couverts. Les quantités de nitrate n’ont également pas été

influencées par la composition du peuplement (tableau VI-1).
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Figure VI-2. Rendement en grains (A) et matiére azotée totale des grains (B) en 2015 en fonction d’une diversité
intraspécifique croissante. Les valeurs correspondent a la moyenne de 8 répétitions. Les barres indiquent I’écart-type
et les lettres (a, b) indiquent des différences significatives (p<0.05, test de Tukey).
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V1.2.2 Organismes du Sol

L’abondance des vers de terre n’a pas été influencée par le type de couvert (fig. VI-3.A). La
biomasse des vers de terre anéciques adultes a été influencé par le type de diversité génétique (p-value
=0.048 ; fig. VI-3.B). Dans le mélange de variétés populations, les vers de terre anéciques adultes ont
montré une réduction significative de biomasse de 73 % par rapport aux individus dans le mélange de

variétés modernes (fig. VI-3.B).
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Figure VI-3. Abondance (A) et biomasse (B) des vers de terre en fonction d’une diversité génétique croissante. Les
valeurs correspondent a la moyenne de 8 répétitions. Les barres indiquent I’écart-type et les lettres (a, b) indiquent
des différences significatives (p<0.05, test de Tukey).
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Le groupe trophique des nématodes phytoparasites a été influencé par le type de diversité
génétique (p-value = 0.023). L’abondance des nématodes phytoparasites a été significativement
diminuée de 39 % dans le mélange de variétés populations par rapport au mélange de variétés

modernes (fig. VI-4).

Les indices de structure et d’enrichissement n’ont pas été significativement influencés par le
type de couvert (fig. VI-5). Cependant, les moyennes des El sont significativement supérieures a 50
pour la variété Renan seule et le mélange de variétés modernes. Les moyennes des Sl ne sont pas

significativement différentes de 50 (tableau V1-2).
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Figure VI-4. Abondance des groupes trophiques de nématodes en fonction d’une diversité génétique croissante. Les
valeurs correspondent a la moyenne de 8 répétitions. Les barres indiquent I’écart-type et les lettres (a, b) indiquent
des différences significatives (p<0.05, test de Tukey).
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Figure VI-5. Indice d’enrichissement en fonction de I’indice de structure pour chaque type de couvert. Les formes
plus grosses correspondent aux moyennes (n=8) et les barres indiquent les écarts types. La partie gauche correspond
au diagnostic de la microchaine trophique « théorique » adapté de Ferris et al. (2001).

Tableau VI-2. Comparaison bilatérale des moyennes des indices d’enrichissement (EI) et de structure (SI) a la
moyenne fixée a 50 pour chaque type de diversité intraspécifique. Les valeurs correspondent aux p-values du test de
Student.

El Sl
moy =+ et p-value moy = et p-value
Variété Renan seule 59.2 +5.6 0.002 46.6 + 13.6 0.52
Meélange de variétés modernes 61.4+12.6 0.036 54 +15.5 0.5
Mélange de variétés population 59.5+12.7 0.068 46.9+9 0.38

Le type de couvert n’a pas significativement influencé les concentrations en ADN 16S. On peut

cependant noter une tendance a la hausse dans le mélange de variétés populations (fig. V1-6).
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Figure VI-6. Concentration en ADN 16S en fonction d’une diversité génétique croissante. Les valeurs correspondent
a la moyenne de 8 répétitions. Les barres indiquent I’écart-type.

V1.3 Discussion

Les résultats de cette étude en micro-parcelles ont montré une amélioration de la matiére
azotée totale des grains chez le mélange de variétés populations par rapport a la variété Renan seule et
au mélange de variétés modernes et ce, sans fertilisation. Une telle amélioration de la matiére azotée
totale et notamment des quantités protéiques du blé dans un mélange incluant une variété ancienne a
déja été observé dans des conditions similaires d’absence de fertilisation (Sarandon and Sarandon,
1995). Méme si des différences de teneurs en protéines entre variétés anciennes et modernes peuvent
étre constatées, elles s’expliquent en grande partie par les niveaux de rendement associés. En effet, a
un méme niveau de ressources disponibles, la courbe de dilution protéine/rendement montre que plus
le rendement est élevé et plus la teneur en protéines est basse (Synthése des essais variétés
d’ARVALIS - Institut du végétal réalisés entre 2005 et 2013, toutes précocités confondues). Nos
résultats suivent cette courbe de dilution. En effet, le rendement en grains obtenu chez le mélange de

variétés populations a été inférieur a celui obtenu chez le mélange de variétés modernes. Dencic et al.
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(2000) ont également montré que le rendement en grains de variétés population peut étre inférieur a
celui de variétés modernes. Bien qu’attendu, ce résultat offre des perspectives intéressantes pour
répondre aux enjeux actuels d’augmentation de la production de protéines végétales tout en diminuant

’utilisation d’intrants.

En sortie d’hiver, les reliquats azotés n’ont pas été affectés par le type de diversité
intraspécifique. Dans une étude sur les écosystémes prairiaux, la diminution des reliquats azotés a été
attribuée a des complémentarités de traits entre groupes fonctionnels de plantes permettant une
exploitation plus compléte des ressources du sol (Tilman et al., 1996). Le manque d’effets marqués de
la diversité du blé sur les reliquats azotés ne nous permet pas d’émettre des hypothéses quant a la
présence de groupes fonctionnels au sein de la diversité intraspécifique permettant ainsi d’utiliser

I’azote de maniére différente grace a des traits particuliers, au moins durant les stades végétatifs.

Dans le sol, la biomasse des vers de terre anéciques adultes a été augmentée dans le mélange
de variétés modernes par rapport au mélange de variétés populations. La matiére organique apportée
par les plantes via la rhizodéposition ou la litiere de surface constitue une source importante de
nourriture pour les vers de terre et contribue ainsi a leur croissance (Edwards, 2004). En effet les vers
de terre anéciques tels que Lumbricus terrestris L. consomment une partie observable de racines
vivantes de blé (Cortez and Bouche, 1992; Cortez and Hameed, 2001) ou des composés organiques et
azotés exsudés (Larsen et al., 2016). La composition chimique de la litiere a également un role
prépondérant dans le taux d’ingestion de la litiére par les vers de terre et donc dans leur production de
biomasse (Bostrom, 1987). Une biomasse racinaire supérieure dans le mélange de variétés modernes
probablement dues aux variétés Chevalier et Pirénéo, a pu contribuer a apporter davantage de

ressources dans le sol bénéficiant aux vers de terre anéciques et a leur croissance.

Au stade floraison, la communauté de nématodes est davantage dominée par les nématodes
phytoparasites que par les nématodes bactérivores. Ce résultat n’est pas en accord avec ceux de
Villenave et al. (2013) ou dans les sols agricoles du grand Ouest, ce sont les nématodes bactérivores et

notamment les opportunistes qui dominent la communauté. Cette dominance des bactérivores peut étre
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la conséquence des conditions d’enrichissement en nutriments principalement due a une fertilisation
azotée (Liang et al., 2009). Ces différences entre nos résultats et ceux d’études précédentes peuvent
étre expliguées par différents facteurs. Tout d’abord, 1’absence de fertilisation dans les conditions de
notre étude n’a pas contribué a enrichir les conditions du milieu. En effet, le processus
d’enrichissement du sol n’a été possible que grace a la minéralisation de la matiére organique des
résidus de la culture précédente et I’apport d’éléments utilisables par la culture en place puis les effets
de cet enrichissement sur les communautés d’organismes du sol ont pu nécessiter un délai supérieur a
la durée du cycle des plantes (Eisenhauer et al., 2012). Ensuite, notre expérimentation a été implantée
sur une prairie de ray-grass détruite. Ce précédent prairie peut contribuer a expliquer la dominance des
nématodes phytoparasites par rapport aux bactérivores (van Eekeren et al., 2008). En effet, les
systemes racinaires denses du ray-grass dans les couches supérieures du sol ont pu fournir des
guantités suffisantes de ressources pour soutenir une densité plus importante en nématodes
phytoparasites (Bouwman and Arts, 2000) avec un effet encore visible au stade floraison. De plus,
I’abondance de ces nématodes phytoparasites a été influencée par la diversité intraspécifique montrant
une densité plus importante dans le mélange de variétés modernes et plus faible dans le mélange de
variétés populations. Les racines, constituant une des principales ressources de ce groupe trophique, ce
résultat peut étre lié a une biomasse racinaire plus importante, notamment dans les couches supérieures
du sol grace a I’ajout des variétés Chevalier et Pireneo. Aussi, Sheedy and Thompson (2009) ont
rapporté que des variétés populations iraniennes ont présentées des résistances aux lésions racinaires
causées par le nématode phytoparasite Pratylenchus thornei plus importantes que des accessions
modernes. Une résistance accrue dans le mélange de variétés populations a pu se manifester soit par
des structures physico-chimiques des racines contraignantes pour les nématodes phytoparasites, soit
par un phénomene de dilution ou les variétés sensibles sont en plus faible quantité limitant ainsi la

propagation des nématodes phytoparasites.

Le type de diversité intraspécifique n’a pas eu d’influence sur les SI et EI qui donnent des
indications sur la stabilit¢ du milieu et la dynamique des nutriments, notamment 1’azote (Ferris et al.,

2001). Le diagnostic de la microchaine trophique théorique présente le sol comme enrichi en azote,
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avec un C:N faible et une décomposition de la matiére organique plutdt bactérienne. Ce résultat est
caractéristique des milieux cultivés ou les flux de nutriments sont importants avec une microchaine
trophique courte et peu complexe. Les valeurs des indices et la complexité de la microchaine trophique
peuvent cependant varier dans les milieux cultivés en fonction des pratiques agricoles (Villenave et al.,

2013).

En augmentant la diversité intraspécifique, on peut supposer une augmentation la diversité des
rhizodépdts, connus pour leur forte influence sur les communautés microbiennes de la rhizosphere
(Hirsch et al., 2013; Mwafulirwa et al., 2016). Cette influence de la diversité intraspécifique sur les
communautés bactériennes et notamment sur leur biomasse n’a pas pu étre observable au stade
floraison. Le délai nécessaire évoqué pour observer un effet de la diversité des plantes sur la
nématofaune peut également é&tre applicable sur ces communautés microbiennes. De plus, le
préléevement du sol pour les analyses ayant été fait par carottage, les effets liés a la rhizosphere ont
probablement été dilués dans la totalité du sol. Des analyses plus fines au niveau du sol
rhizosphériques ainsi que des analyses fonctionnelles sur les communautés microbiennes pourront

permettre de mieux comprendre 1I’impact de la diversité génétique sur les microorganismes du sol.

V1.4 Conclusion

Sans fertilisation, la diversité intraspécifique du blé par 1’utilisation de variétés populations a
contribué a augmenter la matiére azotée totale au détriment du rendement en grain. Ce résultat montre
que des compromis doivent étre opérés entre le rendement et la quantité d’azote au travers de la
composition des mélanges de variétés modernes et/ou populations pour répondre aux objectifs de
production fixés. Cette diversité intraspécifique du blé a affecté les communautés d’organismes du sol
probablement au travers d’interactions trophiques liées a la production et la composition des racines
ou encore la composition des rhizodépdts. Ces résultats permettent de donner des pistes quant a une
caractérisation fonctionnelle des variétés notamment autour des traits racinaires (architecture,
composition, vitesse de croissance, densité, qualité et quantité de rhizodépots...). La caractérisation

fonctionnelle des variétés donnera des outils solides aux agriculteurs pour composer des mélanges
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cohérents afin de répondre a des objectifs de fournitures d’un certain nombre de services

écosystémiques.

179



Chapitre VI : Effet de la diversité intraspécifique sur le rendement du blé et sur les
organismes du sol : une expérimentation en micro-parcelles

180



Chapitre VII : Discussion générale et conclusion

VI1I. Discussion générale et conclusion

181



Chapitre VII : Discussion générale et conclusion

182



Chapitre VII : Discussion générale et conclusion

VII.1 Un effet synergique entre la léegumineuse et les

vers de terre sur les performances des plantes

VII.1.1 Des effets de complémentarité entre traits d’espéces

plus forts qu’entre traits variétaux

Nous avions émis I’hypothése que 1’association de plusieurs espéces et/ou de variétés de plantes
aux traits fonctionnels différents associées a différents groupes fonctionnels de vers de terre pouvait
maximiser les performances du couvert (teneur en azote et production de biomasse). Nos résultats ont
permis de vérifier cette hypothése en partie et plus particuliérement sur 1’association d’espéces aux
traits fonctionnels différents liés a la présence d’une légumineuse. En effet, la compétition entre plants
de blés a été diminuée grace a I’insertion du tréfle, entrainant une augmentation de la production de
biomasse et de 1’accumulation d’azote dans le blé. De méme, en association avec la féverole, le blé et
le colza ont montré des gains de performances par rapport aux cultures pures. Cependant, nos résultats
ont montré que l’augmentation du nombre de variétés de blé en mésocosmes comme en micro-
parcelles a eu un effet négligeable sur une réduction de la compétition entre plantes et les

performances du blé d’une part et sur les composantes du rendement d’autre part.

Les mécanismes de complémentarité interspécifique pour I’utilisation de 1’azote sont désormais
bien connus. lls contribuent a expliquer la diminution de la compétition et les gains de productivité de
I’association d’une céréale avec une légumineuse et sont fondamentaux pour 1’amélioration de la
productivité des plantes en conditions limitantes (Jensen, 1996a; Corre-Hellou et al., 2006;
Hauggaard-Nielsen et al., 2009; Bedoussac et al., 2015). Les résultats des associations avec le trefle ou
la féverole en I’absence de vers de terre, confirment que les mécanismes de complémentarité entre
espéce fixatrice et non-fixatrice ont bénéficié aux performances du blé et du colza. Ces résultats ont
également montré que le mésocosme est un bon dispositif pour appréhender ces mécanismes de
complémentarité entre espéces tels que des différences de profondeur d’enracinement augmentant

ainsi des séparations de niches au niveau racinaire (Corre-Hellou et al., 2007). De plus, 1’utilisation
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d’un sol non fertilisé dans les expérimentations a permis d’accentuer ceS mécanismes car
I’implantation d’une légumineuse dans un sol pauvre en azote minéral a pour effet d’augmenter son
activité de fixation (Salon et al., 2009) favorisant ainsi une séparation de niche pour une utilisation

plus large des sources et des formes d’azote.

A la différence des associations incluant une légumineuse, I’effet de complémentarité souhaité
entre variétés de blé n’a pas pu étre démontré dans notre travail. Un tel effet a été montré dans une
étude récente menée par Lazzaro et al. (2017). Cette étude visait a observer la provision de différents
services écosystémiques (suppression des adventices, amélioration du rendement, qualité des grains)
en lien avec I’augmentation de la diversité intraspécifique. Les résultats n’ont pas permis de conclure a
des effets de diversité selon lesquels 1’augmentation de la diversité dans la culture permettrait une
meilleure utilisation des ressources et augmenterait la productivité des plantes au travers d’effets de
différenciation de niche. Cependant, cette étude met en évidence une relation entre la diversité
intraspécifique et la fourniture de services écosystémiques ciblés lorsque les performances globales de
la culture sont prises en compte et elle souligne I’'importance du choix des composantes du mélange
basé sur des traits clés permettant une amélioration des performances des plantes (Barot et al., 2017).
Dans notre étude, alors que les précocités des blés, a montaison et a épiaison, étaient différentes, la
diversité fonctionnelle pour ces traits donnés n’a peut-étre pas été suffisamment importante pour
permettre une complémentarité spatiale ou temporelle. Des études plus approfondies sur la
caractérisation fonctionnelle des variations intraspécifiques devront étre menées pour identifier des
traits susceptibles d’étre favorables a la culture en association (Costanzo and Barberi, 2014). Par
exemple, la méta-analyse de Borg et al. (2018) suggére qu’en combinant au sein d’un mélange de
variétés de blé une forte diversité de précocité et de hauteur, des gains de rendements pourraient étre

observables.
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VII.1.2 La facilitation apportée par les vers de terre sur les

performances du blé

Notre hypothése selon laquelle I’association de plusieurs groupes fonctionnels de vers de terre
maximise les performances du couvert a pu étre en partie vérifiée. En effet, I’introduction de deux
groupes écologiques de vers de terre a permis de diminuer la compétition entre les variétés de blé
notamment par I’amélioration des conditions du milieu. Cette diminution de la compétition entre blés
grace a Iactivité des vers de terre a été plus importante au sein de I’association blés-trefle mais sans
bénéfices apportés par la présence de deux groupes écologiques de vers de terre, par rapport a la

présence du groupe des endogés seuls.

Dans une expérimentation de Keith et al. (2018), des résidus marqués au **C et *°N ont été posés
a la surface d’une parcelle dont des individus anéciques L. terrestris ont été retirés du sol. Les auteurs
ont mis en évidence une diminution de I’enrichissement en isotopes stables des tissus des vers de terre
endogés A. caliginosa apres 18 mois. Ce résultat suggére une diminution de I’activité des endogés
lorsque la densité des anéciques est réduite. En Outre, des interactions interspécifiques et plus
largement des interactions entre groupes écologiques de vers de terre bénéfiques sur les processus du
sol ont déja été mises en évidence (Uvarov, 2009). Dans nos mésocosmes, ’ajout de vers de terre
anéciques a pu provoquer une augmentation de I’activité des endogés favorisant les processus de
facilitation. Ces bénéfices liés a ’augmentation du nombre de traits comportementaux chez les deux
groupes écologiques de vers de terre ont pu étre observés au sein de la diversité des traits fonctionnels

des plantes liée aux variétés de blé.

La diminution de la compétition grace a I’activité des vers de terre a été la plus importante au
sein de I’association céréale-légumineuse, cependant nous n’avons pas observé de bénéfices des deux
groupes écologiques. Plusieurs études ont montré qu’il existait des interactions privilégiées entre les
vers de terre endogés et les plantes, notamment, les légumineuses (Milcu et al., 2008; Eisenhauer,
2012; Eck et al., 2015). Les bénéfices apportés par ces interactions privilégiées ont pu gommer ceux

apportés par les interactions entre les catégories écologiques de vers de terre. De plus, dans
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I’expérimentation en mésocosmes d’Andriuzzi et al. (2016), les résultats ont montré que la
composition fonctionnelle des vers de terre peut affecter 1’acquisition d’azote et la production de
biomasse du ray-grass mais que de tels effets sont largement contrdlés par le type d’apport en
nutriments. Aussi, dans un sol pauvre, les vers de terre dépendent en majorité de la qualité de la litiére,
pour leur croissance et leur activité (Cesarz et al., 2016). Dans notre dispositif et notamment dans le
traitement blés-tréfle, I’activité des deux catégories écologiques de vers de terre a pu se trouver altérée
a cause de la limitation des ressources, provoguant ainsi une absence de bénéfices supplémentaires sur
les performances du blé. Ces observations peuvent donc suggérer qu’il existe un seuil trophique au-
dela duquel la diversité fonctionnelle dans un milieu confing, tant au niveau des plantes que des

organismes du sol, n’apporte plus de bénéfices a cause d’une limitation des ressources.

Finalement, au-dela des groupes fonctionnels en présence, 1’activité des vers de terre en soi va
permettre une meilleure disponibilité en nutriments et réduire la compétition entre plantes pour
I’acquisition de ces éléments minéraux. En effet, nous avons pu observer une meilleure acquisition
d’azote par le blé en présence de vers de terre, traduit par une diminution de la compétition pour
I’azote au niveau des racines, et d’autant plus marquée dans I’association avec le tréfle. L’activité des
vers de terre, connue pour avoir un effet positif sur la minéralisation de I’azote du sol (Whalen et al.,
2000; Postma-Blaauw et al., 2006; Kharin and Kurakov, 2009), a déja été décrite comme modulant la
compétition entre graminées et légumineuses (Eisenhauer and Scheu, 2008). Un priming effect
apparent sur la matiére organique du sol grace au mucus qui constitue un apport de matiére organique
fraiche, fourni par les vers de terre peut contribuer a augmenter la minéralisation de 1’azote (Eck et al.,
2015). En effet ’accélération de la dégradation de la matiére organique du sol déclenchée par I’apport
de sources énergétiques facilement décomposables par les microorganismes améliore la disponibilité
des ressources assimilables par les plantes (Kuzyakov and Domanski, 2000; Blagodatskaya and
Kuzyakov, 2008). Les vers de terre libérent également de 1’urée (Whalen et al., 1999) qui constitue
une source de fertilisant pour les plantes (Witte, 2011). De plus, les vers de terre peuvent stimuler
’activité uréase (Syers and Springett, 1984) augmentant ainsi la conversion de 1’'urée en ammonium,

forme d’azote inorganique trés mobile mais dont son acquisition peut étre favorisée par le systeme
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racinaire long et dense du blé (Garnett et al., 2009). L’augmentation de la disponibilité de 1’azote par
les plantes améliore ainsi la force de compétition des graminées (Kreuzer et al., 2004; Waurst et al.,
2005; Eisenhauer and Scheu, 2008; Coulis et al., 2014). Aussi, il a été montré que les vers de terre
consomment davantage de matieres organiques (expérimentation avec un marquage d’une litiére au
N) sous un couvert composés de plusieurs groupes fonctionnels de plantes, notamment des
légumineuses (Milcu et al., 2006; Milcu et al., 2008). De plus, les rhizodép6ts azotés exsudés par les
Iégumineuses sont connus pour avoir une grande palatabilité pour les vers de terre (Eck et al., 2015).
Eisenhauer et al. (2009) identifient d’ailleurs les interactions entre légumineuses et vers de terre
comme mutualiste. Les vers de terre bénéficient de la rhizodéposition azotée des légumineuses et les
légumineuses bénéficient de la disponibilité des nutriments causée par I’activité des vers de terre, au
moins dans les premiers stades de développement de la Iégumineuse ¢’est-a-dire avant la mise en place
de la fixation symbiotique. Dans nos mésocosmes, la présence du trefle a pu étre favorable a ’activité
des vers de terre, facilitant la mobilisation de nutriments, notamment 1’azote, bénéficiant ainsi a la
productivité du blé. C’est pour ces raisons que nous faisons 1’hypothése d’un effet synergique entre les

vers de terre et la Iégumineuse sur les performances du blé.

VII.1.3 Les effets couplés des plantes et des vers de terre

sur les microorganismes du sol

Nos résultats n’ont pas permis de vérifier I’hypothése selon laquelle les bénéfices des effets de
complémentarité entre la diversité de nos deux drivers conditionnent la diversité des communautés
microbiennes au sein de la rhizosphére. Cependant, bien que la biomasse et 1’activité microbienne par
microrespiration aient été stimulées par les effets couplés de la diversité des plantes et des vers de
terre, aucun lien n’a pu étre établi entre ces bénéfices sur les processus du sol et les performances des
plantes. Les communautés microbiennes de la rhizosphére sont largement controlées par 1’espece
(Kowalchuk et al., 2002) ou le génotype (Aira et al., 2010) de la plante notamment gréace a la quantité
et la composition des rhizodépbts (Bais et al., 2006; Dennis et al., 2010; Haichar et al., 2014). Par

conséquent, la diversité, la biomasse et I’activité microbienne peuvent augmenter avec le nombre
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d’espéces et notamment avec 1’insertion d’une 1égumineuse (Spehn et al., 2000; Milcu et al., 2006) ou
encore avec le nombre de variétés (Mwafulirwa et al., 2016; Brolsma et al., 2017). Dans le cadre d’une
expérimentation a long terme, Eisenhauer et al. (2010) ont mis en évidence I’importance de la richesse
fonctionnelle des plantes sur les communautés de microorganismes d’une carotte de sol seulement
deux a quatre ans aprés I’implantation des plantes. Cela soutient I’idée d’un retard dans les
changements de diversité des communautés de microorganismes du sol et que le temps joue un réle
crucial dans 1’établissement des effets de la diversité spécifique et fonctionnelle des plantes sur les
propriétés microbiennes (Thakur et al., 2015; Steinauer et al., 2017). De plus, la méta-analyse de
Venter et al. (2016) a montré une augmentation de la diversité et de la richesse des communautés
microbiennes du sol avec les rotations de culture. Les essais de rotations longues produisent les effets
positifs les plus importants sur la richesse microbienne. Dans notre premiére expérimentation en
mésocosmes ainsi qu’en micro-parcelles, les modifications sur les communautés microbiennes du sol
induites par la présence d’une légumineuse et/ou de plusieurs variétés anciennes ou modernes n’ont
peut-étre pas été observables en raison de la durée de 1’expérimentation. Ce manque d’effets
observables peut relever de la pertinence de 1’échelle d’influence de 1’activité racinaire a prendre en
compte. En effet dans les cultures annuelles, les bénéfices apportés par la diversité des plantes sur le
compartiment microbien se produisent davantage dans le sol adhérent tel que nous avons pu I’observer

gréce a la microrespiration.

Les vers de terre ont stimulé la biomasse des microorganismes du sol adhérent aux racines et ces
bénéfices ont été plus importants dans le couvert végétal incluant une lIégumineuse. Cependant, ni la
diversité des UTOs (Unités Taxonomiques Opérationnelles), ni la diversité métabolique des
communautés microbiennes de la rhizosphére n’ont été influencées par la présence de vers de terre ou
I’effet couplé des deux drivers. Huang and Xia (2018) ont montrés que des modifications dans la
structure et la diversité des communautés microbiennes dues a une stimulation des protéobactéries aux
dépens des firmicutes peuvent étre induites par I’activité des vers de terre et le mucus qu’ils

produisent. Des études plus approfondies sur la composition taxonomique et la structure des
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communautés de microorganismes dans nos échantillons de sol pourraient donner des résultats

complémentaires aux analyses que nous avons effectuées.

Nos résultats confortent I’idée que des traits fonctionnels contrastés au sein d’une communauté
végétale joue un role important sur ’efficience des processus réalisés au sein de la rhizosphére. Des
espéces ayant des attributs trop similaires avec des effets redondants minimisent ou suppriment les
réponses attendues de 1’un et/ou de ’autre des compartiments driver sur les caractéristiques physico-
chimiques et biologiques de la rhizosphere. En effet, les meilleures performances du blé ou du colza
ont été réalisées grace a I’insertion d’une légumineuse (tréfle ou féverole) et aux modifications

physico-chimiques et biologiques apportées par les vers de terre endogés.

En confrontant les hypothéses de notre premiére question de recherche, nos résultats ont montré
qu’il existe des complémentarités entre le compartiment aérien et souterrain et qu’elles ont permis une
augmentation des performances des plantes. Cette augmentation est due a un effet synergique entre
I’association céréale-légumineuse et les vers de terre. Au-dela de la diversité des plantes, c’est le
contraste des attributs des traits fonctionnels qui semble prévaloir sur I’amélioration des performances

des plantes et I’efficience des processus réalisés au sein de la rhizosphére.

VII.2 Les plantes et leurs traits racinaires pilotent
I’activité des microorganismes quand les vers de terre

I’amplifient

Nous avions émis 1’hypothése que I’importance de I’empreinte racinaire, issue de ’activité des
racines des plantes et I’importance des modifications positives entrainées par 1’activité des vers de
terre sont équivalentes sur la réponse des communautés de microorganismes au sein de la rhizospheére.
Nos résultats ont montré que les effets de I’empreinte racinaire des plantes sont prépondérants sur les
modifications positives apportées par les vers de terre. En effet, la composition spécifique du couvert

s’est avérée discriminante concernant son effet (stimulation ou inhibition) sur la biomasse et I’activité
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des microorganismes de la rhizosphére. Des études précédentes ont déja souligné I’importance de
consideérer les traits racinaires pour expliquer les variations des communautés de microorganismes
dans des sols de prairies (Legay et al., 2014; Steinauer et al., 2017). Legay et al. (2014) ont montré que
le diametre racinaire, la biomasse séche racinaire et le ratio C/N des racines sont les facteurs les plus
importants prédisant les variations de structure des communautés microbiennes du sol de différentes
prairies montagneuses. De plus, les traits fonctionnels racinaires, tels que la surface et la longueur
racinaire sont des pilotes importants du stockage du carbone, de ’acquisition des ressources par les
plantes et la productivité des plantes (DuPont et al., 2014). Dans notre expérimentation, 1’activité et la
biomasse microbienne supérieure chez le blé (systeme racinaire long et dense, avec une biomasse
racinaire séche importante) par rapport au colza (systéme racinaire pivotant et moins dense, avec une
biomasse racinaire seche plus faible) corrobore les résultats obtenus dans 1’étude de Steinauer et al.
(2017). Ce résultat peut étre expliqué par une exsudation racinaire plus importante de la part du blé
augmentant ainsi 1’apport de carbone au sein de la rhizosphere, ce qui est un facteur clé dans le
controle des communautés microbiennes (Farrar et al., 2003). En plus d’étre controlées par
I’exsudation racinaire des plantes, I’activité et la biomasse des communautés microbiennes est
également dépendante de 1’absorption d’azote par les racines. En effet, au sein de la rhizosphére, les
racines et les microorganismes peuvent entrer en compétition, notamment pour 1’azote (Kuzyakov and
Xu, 2013). Les besoins en nutriments des plantes déterminent leur aptitude a la compétition et
exercent un contrdle sur les communautés microbiennes de la rhizospheére, surtout dans des conditions
limitantes (Blagodatskaya et al., 2014). L absorption rapide de I’azote par la plante dans la rhizosphére
peut donc conduire a une déplétion d’azote disponible pour les microorganismes et ainsi retarder leur
croissance et leur activité. C’est ce qui pourrait expliquer en partic une activité et biomasse
microbienne inférieures dans la rhizosphére du colza étudié dans cette these. En effet, le colza est la
plante qui possede les besoins en azote les plus importants de notre dispositif (Dubousset et al., 2010).
Aussi, I’inhibition de la croissance et I’activité de certains microorganismes par la libération
d’isothiocyanates des racines du colza contribue également a expliquer ces biomasses et activités

microbiennes inférieures (Smith and Kirkegaard, 2002; Rumberger and Marschner, 2003).
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Nos résultats ont montré que la présence des vers de terre a eu un effet tres marqué sur les
communautés de microorganismes de la rhizosphere, en stimulant D’activit¢ et la biomasse des
microorganismes. Bien que les effets des vers de terre aient été dépendants de la présence de plantes
(Lv et al., 2016), ni ’espéce, ni la composition spécifique des plantes n’ont modifié¢ I’intensité de leurs
effets sur les communautés microbiennes. L’effet positif des vers de terre est additif a celui des plantes
mais ne semble pas dépendre de I’empreinte racinaire du couvert. L’apport de mucus riche en azote
(Pan et al., 2010), la déposition de nutriments dans les agrégats ou encore la mise en contact des
microorganismes avec de la matiére organique (Eck et al., 2015) ont pu contribuer a stimuler ces
communautés microbiennes de la rhizosphére. Une expérimentation réalisée en conditions contrdlées
a montré que la présence de vers de terre modifie indirectement la minéralisation de la matiére
organique du sol en influencant la composition des bactéries des deux grandes fractions
fonctionnelles : les bactéries dégradant la matiere organique du sol plus récalcitrante et les bactéries
dégradant la matiére organique fraiche apportée par des résidus végétaux (Bernard et al., 2012).
Néanmoins, dans notre étude, la présence des vers de terre n’a pas modifié la diversité métabolique
des communautés microbiennes, traduisant un effet non significatif des vers de terre dans la diversité
fonctionnelle des microorganismes. Le mucus produit en grande quantité par les vers de terre est
facilement métabolisable et sa composition se rapproche de la composition des substrats exsudés
(carbohydrates, acides aminés) (Pan et al., 2010). Le mucus apporté par les vers de terre a pu étre
métabolisé par une partie des communautés de microorganismes de la rhizosphére déja impliqué dans
la dégradation des rhizodépdts, ne créant ainsi pas de différences observables par la sollicitation d’une

autre fraction fonctionnelle de la communauté microbienne.

Les résultats obtenus ont permis de vérifier I’hypothése selon laquelle les effets dues a une
Iégumineuse, seule ou en association, dominent sur la réponse des microorganismes quels que soient
les autres traits fonctionnels en présence. Les traits liés a la fixation symbiotique de la Iégumineuse et
les modifications qu’ils entrainent au sein de la rhizosphére stimulent les communautés microbiennes.
De plus, cette stimulation des communautés microbiennes qui augmente la minéralisation et la

disponibilité de 1’azote peut contribuer a expliquer I’amélioration de I’acquisition des ressources par
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les plantes via des interactions de facilitation. En effet, les communautés microbiennes de la
rhizosphére se sont trouvées stimulées dans toutes les modalités d’association ou la légumineuse était
présente. Les légumineuses sont connues pour avoir une rhizodéposition riche en azote (Fustec et al.,
2010), notamment la féverole dont I’exsudation racinaire azotée pourrait avoir contribué a favoriser la
biomasse et ’activité microbienne. De plus, une fois la fixation symbiotique en place, la compétition
pour 1’azote du sol est nettement réduite ce qui peut profiter aux communautés microbiennes par une

augmentation de sa disponibilité dans le sol.

VIIL.3 Les légumineuses et leur empreinte racinaire
déterminent les effets des vers de terre endogés sur les

microorganismes impliqués dans le cycle de I’azote

Les résultats obtenus sur les communautés de microorganismes nitrifiants nous permettent
également de montrer que les effets positifs ou négatifs des plantes sont prépondérants sur les
modifications apportées par les vers de terre. Aussi, la légumineuse, seule ou en association, domine
sur la réponse des microorganismes nitrifiants quelles que soient les autres espéces en présence. De
plus, les résultats montrent que les conditions crées par 1I’empreinte racinaire des plantes et notamment
de la légumineuse vont déterminer les modifications induites par les vers de terre endogés sur les
microorganismes nitrifiantes, qui ont des exigences écologiques trés marquées (Martens-Habbena et

al., 2009; Attard et al., 2010; Simonin et al., 2015).

Tout d’abord, I’abondance de AOA a été stimulée dans la rhizosphére du blé, alors que AOB et
Nitrobacter ont été stimulés dans la rhizosphére de la féverole. Il a été montré que la croissance de
AOA est stimulée a de faibles quantités d’ammonium, principalement a cause de leur forte affinité
pour le substrat azoté (Verhamme et al., 2011). Le systéme racinaire long et dense appuyé par une
biomasse racinaire importante fournit au blé la possibilité¢ d’explorer davantage de sol pour capturer de
I’ammonium (Garnett et al., 2009). La faible quantit¢é d’ammonium dans le sol du blé peut donc

expliquer cette stimulation de croissance des AOA. A I’inverse, AOB et Nitrobacter ont de faibles
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affinités pour le substrat azoté et I’ajout d’azote dans le sol peut stimuler leur croissance (Wertz et al.,
2012; Simonin et al., 2015; Ma et al., 2016). L’augmentation de 1’azote disponible dans le sol au sein
d’un champ cultivé grace a I’autonomie en azote minéral du sol des légumineuses a la fixation de
I’azote atmosphérique et aux composes azotés de leurs rhizodépots (Fustec et al., 2010) peut constituer

des ressources pour les microorganismes nitrifiants.

Nous pouvons également noter que I’influence de la présence d’une légumineuse et de ses
caractéristiques fonctionnelles sur les microorganismes nitrifiants n’a pas été aussi marquée que sur
I’ensemble des communautés de microorganismes de la rhizosphére. En effet, la féverole et ses effets
n’ont été observables que sur I’abondance de AOA et Nitrobacter en association avec le blé ou le
colza, alors que d’autres travaux ont montré que 1’association de plusieurs espéces peut avoir un effet
positif sur I’abondance de AOA et AOB (Pivato et al., 2017). Cependant, le role clé de la féverole et

des traits fonctionnels racinaires sur les organismes nitrifiants est modifié en présence de vers de terre.

Dans notre étude, la présence de vers de terre a modifi¢ ’abondance des microorganismes
impliqués dans le cycle de 1’azote. Les agrégats frais des vers de terre endogés tel qu’A. caliginosa
contiennent des concentrations en NH," et NO3 jusqu’a sept fois supérieurs aux sols dans lesquels ils
évoluent (Kharin and Kurakov, 2009). De plus, un gramme de vers de terre peut produire jusqu’a 5.6 g
de mucus en 24 heures (Lavelle et al., 1995; Pan et al., 2010). Nos résultats montrent que la présence
de vers de terre a stimulé la croissance des AOA et Nitrospira. Or, on aurait pu s’attendre a ce que les
composés azotés, organiques ou minéraux, déposés par les vers de terre, aient un impact positif sur
I’abondance des AOB et Nitrobacter, en raison de leur forte affinité pour les fortes concentrations en
azote. Cette stimulation de la croissance des AOA et Nitrospira a été d’autant plus marquée dans la
rhizosphére des légumineuses. Ces derniéres rhizodéposent des quantités non négligeables d’azote
dans la rhizosphere, qui peut bénéficier aux vers de terre et aux microorganismes (Milcu et al., 2006;
Eisenhauer, 2012). Néanmoins, les microorganismes nitrifiants se trouvent étre de faibles compétiteurs
pour leurs substrats (Bollmann et al., 2002). L’issue de la compétition entre les microorganismes
nitrifiants et les vers de terre a donc pu se faire en faveur des vers de terre, diminuant ainsi la

disponibilité de ’azote dans la rhizosphére des associations & base de légumineuse expliquant la
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croissance de AOA et Nitrospira. Les plantes, et notamment la Iégumineuse, par leur empreinte
racinaire peuvent instaurer des conditions au sein desquelles les interactions entre les vers de terre et

les microorganismes nitrifiants relévent de la compétition pour les ressources.

Vil.4 La disponibilité en ressources du sol détermine

Peffet des vers de terre sur les performances des plantes

Dans le cadre de notre premiére expérimentation en mésocosmes, nous avons montré que les vers
de terre améliorent les performances des plantes (Brown et al., 2004). Dans notre seconde
expérimentation, les vers de terre n’ont pas eu d’effets observables sur les performances des plantes
alors que ces derniers ont manifesté une activité comme en témoigne 1’impact positif sur les

communautés microbiennes globales et sur celles impliquées dans le cycle de 1’azote rhizosphérique.

Le tableau VII-1 permet de comparer différents dispositifs expérimentaux utilisés dans de
précédentes études a ceux utilisés dans le cadre de nos expérimentations. Dans nos dispositifs, les
plantes et les vers de terre ont évolué dans des conditions de faibles disponibilités en nutriments qui,
au fur et a mesure ont pu devenir limitantes au cours des expérimentations, notamment dans les
dernieres semaines. Dans les études précédentes (tableau VI1-1), le sol a été mélangé avec de la litiére
pour ’enrichir en matiéres organiques afin de fournir des ressources aux vers de terre, contrairement
au sol utilisé dans nos expérimentations qui n’a subi aucun enrichissement organique. Seules les
plantes, via la rhizodéposition, ont pu contribuer a apporter des matiéres organiques pour répondre
aux besoins des vers de terre, notamment ceux de la classe des endogés polyhumiques tel qu’A.
caliginosa. Méme si la densité des plantes de nos dispositifs est cohérente d’un point de vue
agronomique, la fourniture de matiére organique a pu devenir limitante au cours des expérimentations
pour les organismes du sol, dans les mésocosmes contenant un volume de sol et une profondeur
déterminés. De plus, bien que la densité des vers de terre dans nos mésocosmes corresponde a celle
des sols des agroécosystemes de I’ouest (Ponge et al., 2013), elle demeure inférieure par rapport aux

autres dispositifs d’expérimentations précédentes. Le manque de ressources dans le sol, le faible
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apport de ressources par les plantes couplé a une fable densité de vers de terre peuvent contribuer a

expliquer le manque d’effet des vers de terre sur les performances des plantes.

Néanmoins, I’étude des interactions entre les plantes et les organismes du sol justifie I’utilisation

de conditions limitantes d’étude. En effet, jusqu’a un certain point, les conditions sub-optimales

favorisent les interactions trophiques positives. Cependant, un manque de ressources trop marqué peut

conduire a accroitre la compétition de chaque composante de D’interaction, pour son propre

métabolisme et sa survie, sans bénéfice pour d’autres organismes.

Tableau VII-1. Propriétés des sols et dispositif expérimentaux utilisés dans le cadre de nos expérimentations et de

précédentes études s’intéressant a I’impact des vers de terre sur la productivité des plantes. « /» : indique que

I’information n’est pas précisée dans ’article cité.

Références Expérimentation | Expérimentation | (Kreuzer et | (Partschet | (Laossiet (Wurst et

1. 2. al., 2004) al., 2006) al., 2009) al., 2005)

Matieres

organiques 2.6 % 2.3% / / 2.55 % /

(%)

N (%) 0.14 % 0.14 % / 0.3% 0.12% 0.08 %

C (%) 1.41% 1.32% 1.8% 4.6 % 1.47 % 1.58 %

;{)‘I"“me de 12.5kg 11.5kg 1.5 kg 1.4 kg 3 kg 3.5kg

Litiere

mélangée Non Non Oui Oui Oui Oui

dans le sol

Densité du ) ) 769 1025 157 384

couvert 191 plantes.m’® 63 plantes.m'® plantes.m? | plantesm? | plantes.m? | plantes.m?2

Densité vers X Lo 4 14 1.3 0.6

de terre 04205 1 04individuskg | i vidus kg | individus.kg | individus.kg | individus.kg
individus.kg sol sol 1 1 1 1

sol sol sol sol

Effet positif

des vers de

terre les Observe ) ) ) )

servé Non observable Observé Observé Observeé Observé

performanc

es des

plantes
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VIIL.5 Conclusion

Les complémentarités et interactions positives au sein et entre les composantes de 1’interaction
plante — microorganismes — vers de terre qui s’opérent a I’interface rhizosphére - drilosphére offrent
des perspectives intéressantes pour 1’amélioration de la fertilité du sol et le rendement des cultures
dans des conditions de faible disponibilité en ressources. La mobilisation des mécanismes de
complémentarités et interactions positives par le choix d’espéces de plantes aux traits fonctionnels
différents permet d’améliorer les performances du couvert. De plus I’effet de synergie entre la
présence de vers de terre et d’une légumineuse va accroitre ces interactions de complémentarité
présentes au sein d’une association & base de légumineuse. Outre la diversité de plantes, c’est le
contraste entre espéces vis-a-vis de leurs attributs de traits fonctionnels qui détermine I’efficience des

processus qui s’operent au sein de la rhizosphére.

Ce travail de thése a également permis de montrer le rdle prépondérant des plantes et de leurs
empreintes racinaires au sein des interactions drilosphere - rhizosphére. Ce rdle est d’autant plus
prépondérant qu’en condition limitantes, les plantes, via la rhizodéposition, constituent le seul apport
de ressources pour les processus s’opérant au sein de la rhizosphere. La présence d’une légumineuse
seule ou au sein d’une association domine sur la réponse des microorganismes améliorant ainsi la
fertilité du sol. Les effets facilitateurs de la légumineuse contribuent par conséquent a améliorer les
performances de la plante associée dans le cadre d’une association ou de la culture suivante au sein
d’une rotation. De plus, la 1égumineuse peut dans certains cas limiter les effets négatifs de certains
facteurs biotiques et abiotiques (i.e. rhizodép6ts soufrés du colza) pour préserver la fertilité du sol.
Bien que non dépendants de la composition spécifique du couvert, les effets des modifications sur les
communautés microbiennes apportées par 1’activité des vers de terre s’ajoutent a ceux apportés par les
plantes. Par conséquent les bénéfices sur la fertilit¢ du sol seront d’autant plus importants qu’une
Iégumineuse entrera dans la composition du couvert. Néanmoins, en conditions de faible disponibilité
des ressources, les conditions créées par I’empreinte racinaire des plantes et notamment celles de la

Iégumineuse déterminent la nature les interactions entre les vers de terre et les microorganismes.
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En conclusion, une meilleure mobilisation des interactions entre et au sein de la diversité des
plantes cultivées et les organismes du sol, par la diversification des systémes de culture pourrait
contribuer & rendre les agroécosystémes moins dépendants a 1’utilisation d’intrants de synthése grace a

la fourniture de services écosystémiques.
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VIIIl. Perspectives de travail
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VIIl.1 Vers une caractérisation fonctionnelle des

variations intraspecifiques

L’utilisation de variétés de blé sélectionnées pour leurs différences de précocités a épiaison et
montaison ne nous a pas permis d’augmenter la productivité du couvert de blé, que ce soit dans les
expérimentations en serre ou en champ. Nous n’avons donc pas pu conclure quant a une possible
complémentarité intraspécifique du couvert utilisé. Cependant, le manque de contraste entre les
attributs des traits fonctionnels choisis pourrait expliquer 1’absence d’effet sur la productivité. Pour
favoriser les complémentarités biochimiques, spatiales ou temporelles, il serait intéressant d’explorer
d’avantage la diversité phénotypique existante chez les espéces cultivées pour identifier des traits
susceptibles d’étre plus favorables a la productivité du blé dans le cas d’une culture en mélange de
variétés ou de plusieurs espéces. L’identification des traits nous permettrait ainsi de constituer des
groupes fonctionnels rassemblés selon : [I’architecture aérienne, I’architecture racinaire, la
compétitivité pour 1’acquisition d’une ressource du sol, les affinités avec les différentes formes d’un
méme élément (NH," ou NOs pour ’azote par exemple), les pics de besoins en nutriments tels que

’azote ou encore la composition de la rhizodéposition.

VIII.2 Tester la disponibilité des ressources sur les effets

des vers de terre

Nous avons observé des effets positifs significatifs de 1’activité des vers de terre sur la
productivité des plantes dans notre premiere expérimentation en mésocosmes. Néanmoins, nous n’y
avons pas observé d’amélioration significative des performances des plantes associées a la
Iégumineuse en présence de vers de terre endogés dans la seconde expérimentation en mésocosmes.
En comparant nos dispositifs a ceux de précédentes études, nous avons alors pu émettre 1’hypothése
que la disponibilité en ressources du sol ainsi que 1’abondance des vers de terre sont déterminants dans

I’effet des vers de terre sur les plantes. Pour vérifier cette hypothése, il faudrait mettre en place un
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dispositif expérimental dans lequel un sol pauvre serait enrichi en matiéres organiques selon un certain
gradient (fig. VIII-1). Ainsi, L’impact des différents niveaux de richesse en matiéres organiques sur la
productivité d’une céréale associée a une légumineuse pourrait étre testé, sous ’effet de vers de terre

d’une ou de plusieurs catégories écologiques.

Gradient de qualité du sol

Céréale Céréale Céréale
Sans vers de terre - - -
légumineuse légumineuse légumineuse Gradient de diversité
fonctionnelle en vers
de terre

Ceéréale Céréale Céréale
Avecvers de terre endogés - - -
légumineuse légumineuse légumineuse

Céréale Céréale Céréale

Avec vers de terre endogés
et anéciques

légumineuse légumineuse légumineuse

Sans mélange  Avec une quantité  Avec une quantité
de litiere de litiére de litiére supérieure
intermédiaire

Figure VI11-1. Dispositif expérimental imaginé pour répondre aux questions liées a la richesse du sol dont I’effet des
vers de terre d’une ou de plusieurs catégories écologiques dépendrait.

VIIL.3  Composition de I’exsudation

L’exsudation des plantes est trés complexe a quantifier quantitativement et qualitativement
puisque ce phénomeéne est tres dépendant de nombreux facteurs biotiques, tels que le stade de
développement de la plante, les communautés microbiennes de la rhizosphére et 1’utilisation rapide
des exsudats par les microorganismes (Bobille et al., 2016); et abiotiques tels que la structure du sol ou
encore le pH. La composition des exsudats racinaires des plantes cultivées dans un sol reste donc un
enjeu majeur, dont I’¢lucidation nous permettrait d’améliorer les connaissances sur les interactions
plantes-microorganismes, et particuliérement 1’impact sur la fertilit¢ du sol et 1’acquisition de

ressources par les plantes. Pour ’analyse avec le systeme Microresp™, une meilleure connaissance de
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la composition de 1’exsudation des plantes cultivées pourrait permettre un choix de substrats plus
discriminants entre especes. Ces substrats plus discriminants pourraient faire apparaitre des différences
fonctionnelles de communautés microbiennes dans la rhizosphére des espéces testées, notamment en
cas d’introduction d’une 1égumineuse, et donc des différences sur la disponibilité des nutriments pour

les plantes.

Vill.4 Effets a plus long terme

Les effets positifs sur les performances des plantes dus a I’augmentation de la diversité des
plantes et de leurs attributs des traits fonctionnels et la présence de vers de terre n’ont pas pu étre
observables dans toutes nos expérimentations. Cependant, on a vu que la présence d’une féverole
pouvait accélérer les processus de décomposition de la matiére organique par les microorganismes,
notamment car sa présence atténue les effets de la rhizodéposition soufrée dans le cas d’une
association avec le colza; ou encore car elle stimule I’activit¢ microbienne dans la rhizosphére de
I’association blé-féverole. La féverole associée, par sa rhizodéposition, pourrait donc agir comme une
amorce a ’amélioration de la décomposition de la matiére organique. Il serait intéressant d’observer
cet effet a plus long terme. Ainsi, les communautés microbiennes déja présentes dans un sol, dont la
présence et la croissance seraient dues a une association précédente, pourraient bénéficier a la méme
espéce toujours en place, ce qui permettrait d’accélérer les processus de dégradation de la matic¢re
organique dans le sol (contrairement a des communautés de microorganismes qui n’auraient pas
bénéficié de cet effet). Autrement dit, nous faisons I’hypotheése qu’un blé qui pousserait sur un sol
avec un précédent d’association blé-légumineuse pourrait étre plus performant grace aux

microorganismes déja adaptés aux rhizodépdts de blé dans le sol.

La présence de vers de terre a favorisé la fertilité du sol, notamment grace a une stimulation de
I’activité et/ou de 1’abondance des microorganismes, résultantes parfois d’interactions de compétition
pour les ressources. La fragmentation de résidus organiques, la dispersion des argiles, ’ajout de
polysaccharides et le mélange intense de matériaux organiques et minéraux dans I’intestin des vers de

terre favorisent la formation de microaggrégats dans les turricules. L’enfermement de la matiére
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organique labile dans ces microaggrégats au sein des turricules influence la dynamique de la matiére
organique en la protégeant d’une rapide décomposition (Pulleman et al., 2005). Ainsi, nous faisons
I’hypothése que la stimulation de 1’activité des vers de terre pourrait étre d’autant plus bénéfique, a

plus long terme, sur la fertilité du sol.

Un dispositif expérimental ou on cultiverait un plant de blé dans un sol qui comporte des vers de
terre avec différents antécédents, comme la culture d’un couvert de composition plurispécifique,
pourrait étre mis en place pour tester cette hypothése. On pourrait aussi envisager d’étre capable de
dissocier les résidus des plantes précédentes et la rhizodéposition, pour n’observer que les effets liés a

la présence des rhizodépots en utilisant des techniques de marquage isotopiques par exemple.
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Etude des interactions couvert végétal — organismes du sol en lien avec la biodiversité
cultivée dans la parcelle : conséquences sur la fertilité du sol et le rendement des cultures

Mots clés : Légumineuses, Vers de terre, Microorganismes, Azote, Rhizosphére, Interactions, Approche
fonctionnelle

Résumé : Ce travail de thése a visé a identifier De plus, la composition spécifique du couvert
les leviers associés a des traits fonctionnels des sous linfluence de [Iactivité racinaire domine le
plantes et des vers de terre susceptibles d’améliorer pilotage de l'activité des microorganismes, les vers
les performances des cultures via une stimulation des de terre ne faisant qu'amplifier cette activité.
communautés microbiennes et une meilleure Toutefois, les changements causés par les traits
disponibilité de I'azote. Dans une premiére fonctionnels des plantes influencent davantage les
expérimentation en mésocosmes, nous avons étudié communautés nitrifiantes de la rhizosphére que ceux
limpact de la diversité fonctionnelle végétale en causés par les vers de terre. Les traits fonctionnels
testant des associations de trois variétés de blé avec des plantes liés a [l'utilisation des ressources, la
ou sans une légumineuse (tréfle) ainsi qu’'une qualité et la quantité des rhizodépbdts et les
complexification fonctionnelle de I'activité des vers de modifications chimiques de la rhizosphére ainsi que
terre (addition d’endogés et d’anéciques). Dans une les traits des organismes du sol caractérisant leurs
seconde expérimentation en mésocosmes, la besoins en nutriments et leurs comportements ont
sélection de traits fonctionnels contrastés de plantes permis de mieux comprendre les interactions entre
(colza, blé, féverole) associés a l'influence de vers de les plantes et les organismes du sol qui influencent
terre endogés a été comparé. Nos résultats montrent la productivité et la fertilité des sols.
un effet synergique entre [l'association céréale-

Iégumineuse et les vers de terre sur les performances
du blé.

Interactions between plants and soil organisms related to field crop biodiversity:
consequences on soil fertility and crop yield.

Keywords : Legumes, Earthworms, Microorganisms, Nitrogen, Rhizosphere, Interactions, Functional
approach

Abstract : This work aimed at identifying wheat N status. Moreover, the species-specific
significant functional traits of plants and soil composition of plants by the influence of roots was
organisms able to improve crop performances the major driver of soil microbial activity as compared
through stimulation of microbial activity and higher to earthworms which only amplified this activity.
nitrogen availability. In a first mesocosm experiment, Shifts in rhizosphere features by plant functional
we investigated the effect of plant functional diversity traits influence nitrifier microbial community more
by comparing pure wheat, genotype mixtures and than that caused by earthworms. Plant functional
wheat-clover intercrops combined or not with traits related to their use of trophic resources and
earthworm functional activity (addition of endogeics rhizospheric effects together with soil organism
and anecics). In a second mesocosm experiment, functional traits related to their needs and behavior
selection of crops with contrasting root traits have allowed a better understanding of interactions
(rapeseed, wheat and faba bean) associated or notto between plant and soil organisms influencing crop
the influence of endogeic earthworms were productivity and soil fertility. 236
compared. Our results showed a synergistic effect
between cereal-legume intercrop and earthworms on



