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“First, the basic science[s] of ecology [and evolution] seemed to be suffering from a lack of
solid empiricism, its major tenets stemming from a combination of theory and speculation
based on observed natural patterns. Second, the applied science of intercropping [agronomy]
appeared to be void of a systematic theoretical framework within which the voluminous and
usually empirical work might be interpreted. It seemed logical that the empiricism of
intercropping [agronomy] might be usefully put to the service of ecology [and evolution],
whereas the theory[ies] of ecology [and evolution] might similarly form the basis of a
framework for intercropping [agronomy]”

Adapted from John Vandermeer (Professor of ecology and evolutionary biology, University

of Michigan), The ecology of intercropping, 1992
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INTRODUCTION






1. Dynamique de la diversité intra-speécifique au
cours del’histoire évolutive des especes cultivees

Pour comprendre les enjeux liés a la diversité cultivée, il convient de rappeler
brievement les trajectoires qu’elle a empruntées au fil de I’histoire de I’agriculture et de la
sélection. La diversité génétique ou diversité intra-spécifique des espéces cultivees telle que
nous la connaissons aujourd’hui est issue de processus évolutifs complexes impliquant a la fois
I’homme et I’environnement et agissant depuis les origines de I’agriculture, il y a environ 10
000 ans (Figure 1) (Harlan, 1992). La domestication des especes sauvages est I’évenement qui
a structuré la diversité initiale des especes cultivées. Elle représente le processus évolutif
d’adaptation des plantes aux environnements et aux pratiques humaines associes a I’agriculture
(Gepts 2004). Cette étape est caractérisée par une diminution forte et rapide de la diversité
génetique associée a une sélection importante et a une diminution de la taille efficace causee
par de forts effets d’échantillonnage de la diversité sauvage (Gepts, 2004 ; Glémin et Bataillon,
2009). En résultent de multiples convergences phénotypiques entre les différentes especes
cultivées, connues sous le nom de « syndrome de domestication » (Encadré 1) (Harlan et al.,
1973).

Suite a la domestication et jusqu’au milieu du XIX® siécle, la diversité génétique des
especes cultivées a été faconnée par les agriculteurs (Harlan 1992). La selection et les échanges
de semences ont genéré un large panel de variétes locales, ou variétes de pays, caractérisees par
de forts niveaux de diversités inter- et intra-variétales. La sélection alors pratiquee par les
agriculteurs était tres empirique : lors de la recolte, les graines issues des plantes présentant les
caractéristiques phénotypiques les plus favorables étaient conservées pour le semis suivant ; on
parle de selection « massale » (Gallais 2018). Cette méthode de sélection aboutissait a des
variétés hétérogenes : les graines choisies par sélection massale n’étaient pas forcément
génetiquement identiques. Par ailleurs, les différents genotypes d’une méme variété pouvaient
se croiser pendant le cycle de culture. La diversité de ces variétés était donc dynamique : on
parle de variétés « populations ». Méme si la diversité génétique de ces variétés était plus
importante que la diversité rencontrée dans les variétés élites actuelles, elle etait déja
considérablement réduite par rapport a la diversité des premiéres formes domestiquées (Thuillet
et al. 2005 ; Haudry et al. 2007), en grande partie a cause de la sélection humaine. L utilisation
de la sélection massale et des variétés populations est aujourd’hui marginale dans les pays
développés, mais elle reste importante dans beaucoup d’agrosystemes traditionnels dans les
pays du Sud (Jarvis et al. 2008).
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Figure 1: Représentation schématique

Genetic de la dynamique de la diversité cultivée
Diversity a travers le temps depuis la
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Encadré 1 : le syndrome de domestication

Chez les especes végétales, le syndrome de domestication décrit 'ensemble des
changements phénotypiques résultant de [l'adaptation des plantes aux
environnements et aux pratiques agricoles (Harlan et al. 1973). Le terme de
« syndrome » illustre le fait que beaucoup d’especes ont connu les mémes
changements sur un large ensemble de caractéres phénotypiques au cours de leur
domestication respective. Ces changements concernent notamment les traits liés a la
récolte, tels que la perte de l'aptitude a la dispersion des grains ou des fruits, la
disparition de leurs enveloppes, et 'augmentation de leur taille (Figure 2) ; les traits
liés au semis tel que la disparition progressive des mécanismes de dormance des
graines et la vigueur accrue des jeunes plantules ; mais aussi de nombreux autres
traits liés a l'architecture, a la phénologie ou encore a la qualité gustative et
technologique des produits récoltés (Purugganan & Fuller 2009 ; Meyer et al. 2012).

SAUVAGE

Figure 2 : Evolution de la taille du grain chez I’engrain (Triticum monococcum) entre sa forme sauvage
(a, env. -9300 ans) et sa forme domestiquée (b, env. -8000 ans). D’aprés Purugganan & Fuller 20009.

La fin du XIX® siécle marque le début de la sélection « moderne » qui modifiera
considérablement la diversité genétique inter- et intra-varietale chez beaucoup d’especes
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cultivées. La redécouverte des travaux de Mendel, ainsi que les travaux empiriques menés par
le botaniste danois Johannsen introduisent les notions d’« hérédité » et de « lignées pures »
(Gallais 2018). Dés 1856, les prémices d’une nouvelle forme de sélection sont formulées par le
francais Louis de Vilmorin (Gayon et Zallen, 1998). Au lieu de conduire la sélection sur une
« masse » d’individus, comme cela est fait jusqu’alors, ce dernier propose de la conduire sur
des «lignées » généalogiques. Ces travaux conduiront a la diffusion de la
« sélection généalogique » (Figure 3A), méthode aujourd’hui dominante chez beaucoup
d’espéces cultivées, notamment chez les céréales (Gallais 2018). Cette technique de sélection
consiste a isoler les descendances d’un nombre réduit de croisements et a autoféconder les
individus de chaque descendance, c’est-a-dire de les contraindre & se reproduire avec eux-
mémes. Plusieurs générations successives d’autofécondation permettent ensuite de diminuer
I’hétérozygotie des individus, ce qui diminue I’hétérogénéité de leur descendance ; on parle de
« fixation ». La sélection intervient en méme temps que la fixation : au fil des générations
d’autofécondation, seules les descendances ayant les caractéres les plus intéressants sont
retenues (Allard 1960). Les variétés ainsi obtenues apres plusieurs générations sont des lignées
pures, totalement homozygotes, homogenes, et reproductibles, i.e. leurs descendances leur sont
totalement similaires.

L’efficacité de la sélection généalogique et les propriétés des variétés ainsi obtenues ont
largement contribué au succes de cette méthode, notamment chez les acteurs publics et privés
de la sélection qui sont devenus les principaux moteurs de I’activité semenciére au cours du
XXE siecle (Bonneuil et Thomas, 2012). Les especes a reproduction autogame, c’est-a-dire les
espéces qui s’autofécondent naturellement comme le blé, I’orge ou le riz sont aujourd’hui
majoritairement commercialisées et cultivées sous forme de lignées pures (Figure 3A). Chez
les especes allogames, c’est-a-dire les especes qui se reproduisent par croisements entre des
plantes différentes, comme le mais, le tournesol, ou la tomate, les variétés majoritairement
cultivées sont des hybrides F1 (Figure 3B). En effet, en 1908, les scientifiques East (1908) et
Shull (1908) notent que I’autofécondation a tendance a diminuer les rendements du mais. Ils
remarquent également que des hybrides issus de croisements entre des lignées autofécondées
sont beaucoup plus performants que leurs parents, phénomeéne que Shull appellera « hétérosis »
(Shull 1914). Le déterminisme genétique de I’hétérosis reste aujourd’hui peu connu, mais on
sait qu’il est proportionnel a la distance génétique entre les parents. Ainsi, a partir des années
1930 aux Etats-Unis, puis dans les années 1950 en France, se sont développées les variétés de
type hybrides F1, qui sont issues du croisement de deux lignées pures génétiquement distantes
afin de maximiser I’hétérosis (Figure 3B). Une différence majeure distingue les variétés de
type lignées pures et hybrides F1 des variétés populations : tous les individus qui les composent
sont des clones ; on parle de variétés monogénotypiques.

La selection genéalogique et la production de lignées pures ont en fait déplacé la
problématique de gestion de la diversité intra-spécifique en amont et en aval de la sélection :
celle-ci dépend désormais du nombre et de la diversité des parents fondateurs utilisés dans les
programmes de sélection et du nombre et de la diversité des variétés cultivées a I’échelle du
territoire. La plupart des études portant sur la dynamique de cette diversité au cours du XX°®
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siecle décrivent le méme patron général (voir Bonnin et al., 2014 pour la France et Reif et al.,
2005 ou van de Wouw et al., 2010 pour des patrons plus généraux). La diversité intra-spécifique
a dans un premier temps fortement diminué avec la structuration du marché des semences
améliorées et I’homogénéisation des pratiques agricoles avant d’atteindre son niveau le plus
bas dans les années 1960 avec la Révolution Verte. Paroxysme de I’intensification agricole, la
Révolution Verte a notamment reposé sur I’ utilisation d’un trés faible nombre de variétes a fort
potentiel de rendement dans des conditions non limitantes en ressources (Evenson et Gollin,
2003). Dans les années 1970, I’érosion significative de la diversité génétique a généré une prise
de conscience chez les sélectionneurs qui ont alors réintroduit de la diversité dans leurs
programmes de sélection (Harlan 1972). Les niveaux de diversité atteints apres les années 1970
n’ont pour autant pas rattrapé les niveaux connus avant la Révolution Verte. Aujourd’hui,
I’essentiel de la production alimentaire repose donc sur Iutilisation de variétés
monogénotypiques caractérisées par une diversité génétique relativement faible.
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Figure 3 : Schémas de sélection classiques pour des variétés de type lignée pure (a) et hybride F1 (b).

(A) : Les variétés de type lignées pures concernent majoritairement les espéces autogames. La sélection
commence par un croisement entre deux lignées pures totalement homozygotes. Ce croisement aboutit a un
hybride F1, hétérozygote sur tout son génome. Les hybrides F1 sont alors autofécondés (reproduits avec eux-
mémes). La descendance F2 est trés hétérogéne, car les évenements de méiose génerent de nouvelles
combinaisons d’alleles par recombinaison lors de la création des gametes en F1. Les plantes F2 sont évaluées
de fagon isolée (plante a plante), puis les plantes choisies sont a nouveau autofécondées pour générer la F3.
Une plante récoltée en F2 génére une ligne plantée en F3. De la F3 & la F6, une & plusieurs plantes par
lignes sont retenues pour générer une nouvelle ligne a la génération suivante. Entre chaque génération, les
plantes sont autofécondées. A partir de la F6, la sélection passe a I’échelle des familles : les meilleures
familles sont retenues, et les descendants d’une méme famille sont mélangés pour constituer la génération
suivante. Le nombre de graines étant augmenté, en F7 les familles peuvent étre évaluées pour leur rendement
en parcelles expérimentales. Apres quelques générations d’autofécondation et de sélection, une a plusieurs
lignées sont retenues par la sélection. Le nombre de locus hétérozygotes diminuant de moitié a chaque
génération, les lignées obtenues a la fin de la sélection sont quasiment homozygotes sur tout leur génome.

(B) : Les variétés de type hybrides F1 concernent majoritairement les espéces allogames. Les lignées pures
parentales sont séparées en groupes hétérotiques. Les groupes hétérotiques sont construits par les
sélectionneurs selon I’origine géographique des génotypes et selon la structure génétique de I’espece.
L’objectif est de maximiser la distance génétique entre les groupes de facon a maximiser I’hétérosis dans la
variété finale. La sélection a lieu en deux temps. Tout d’abord, des lignées pures sont sélectionnées par
sélection généalogique dans chaque groupe hétérotique. Durant cette sélection généalogique, il faut noter
que les autofécondations ne se font pas naturellement comme chez les especes autogames mais qu’elles
nécessitent une intervention humaine. Ensuite, les lignées de chaque groupe hétérotiques sont croisées entre
elles afin d’évaluer leur aptitude a la combinaison. Les descendances F1 sont alors évaluées pour leur
productivité en parcelles expérimentales. La variété hybride F1 finalement retenue est celle qui résulte de la
meilleure combinaison, c’est-a-dire celle qui a la meilleure productivité.
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2. Les meélanges varietaux et le regain d’interét pour
la diversité intra-spécifique

Le modele agricole intensif hérité de la Révolution Verte est aujourd”hui remis en cause
(Tilman et al. 2002). Les gains de rendements obtenus grace a I’utilisation massive de produits
phytosanitaires, d’engrais chimiques, et de ressources naturelles non ou peu renouvelables ont
en effet généré de multiples externalités négatives sur I’environnement et sur la santé humaine.
Nous pouvons par exemple citer la pollution et la dégradation des sols (Lal 2007), la pollution
des eaux (Moss 2008), les atteintes a la biodiversité (Jenkins 2003), ou encore les émissions de
gaz a effet de serres (10 a 15 % des émissions en Europe sont attribuables au secteur agricole,
Danila et al., 2017). Par ailleurs, I’évolution des rendements est aujourd’hui bien éloignée des
gains obtenus dans les premieres phases de la Révolution Verte: a I’échelle globale, les
rendements des principales espéces cultivées stagnent depuis le début des années 1990 (Ray et
al. 2012 ; Grassini et al. 2013).

La remise en cause des pratiques culturales associées au modele intensif conduit
également a remettre en cause le matériel végétal utilisé : des variétés homogenes et
sélectionnées pour étre adaptées a des environnements trés artificialisés (donc homogenes) et a
hauts niveaux de ressources resteront-elles performantes dans des systemes ou les interventions
humaines seront réduites et ou les niveaux de ressources seront plus faibles ? D’autant plus que
les changements de pratiques ne sont pas les seuls changements susceptibles d’affecter les
cultures dans un futur proche. En effet, le changement climatique global est amené a affecter
significativement I’environnement de croissance des cultures, notamment en le rendant plus
variable (Fischer et al. 2002 ; Lesk et al. 2016). Dans de telles conditions, il semble peu probable
que les variétés monogénotypiques actuelles parviennent a maintenir leur avantage
agronomique.

La réduction des intrants et le changement climatique sont des défis de taille pour
I’amélioration des plantes parce qu’ils démultiplient les critéres de sélection nécessaires pour
adapter les variétés aux conditions futures (Fess et al. 2011). Tout d’abord, la réduction des
produits phytosanitaires implique par exemple une pression plus forte des agents pathogenes
sur les cultures (van Bruggen & Finckh 2016). Par ailleurs, la diminution des apports d’engrais
chimiques entrainera une disponibilité plus faible et moins immédiate des éléments minéraux
(Baresel et al. 2008). La compétition avec les especes adventices sera également plus forte
(Zimdahl 2007). Enfin, les changements globaux sont susceptibles d’amplifier certains stress
abiotiques, comme la sécheresse (Lesk et al. 2016). Ainsi, pour étre adaptées a de telles
conditions, les variétés devront étre a la fois productives, mais aussi résistantes aux maladies,
tolérantes ou résistantes aux stress abiotiques, compétitives face aux mauvaises herbes, etc.
Cette multiplicite de criteres remet en cause les variétés monogénotypiques classiques,
puisqu’il apparait assez peu probable d’arriver a réunir toutes ces propriétés dans un seul
génotype (Dstergard et al. 2009).
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Une des idées principales pour remplacer le modéle intensif consiste a s’inspirer des
processus a |I’ceuvre dans les écosystémes naturels (Dawson et Fry, 1998). L hypothese sous-
jacente est que les écosystemes naturels sont composés d’especes adaptées a leur habitat,
présentant le plus souvent des niveaux de ressources variables dans I’espace et le temps, et sont
capables de valoriser les ressources naturellement disponibles de fagon durable (Malézieux
2012). lIs constituent donc un modéle pertinent pour concevoir de nouveaux systéemes de
production. Cette réflexion a encouragé un rapprochement disciplinaire entre 1’agronomie et
I’écologie, formalisé sous le terme d’« agroécologie? » (Altieri 1989). Partant du constat que la
plupart des écosystemes naturels sont beaucoup plus diversifiés que les systemes cultivés, les
pratiques agroécologiques visent notamment & augmenter le nombre d’especes et de variétés
utilisées dans les systémes cultivés (Altieri 1999).

Au-dela d’étre une simple imitation, cet objectif de diversification s’appuie sur des
résultats quantitatifs. En effet, plusieurs expériences emblématiques conduites en écologie a la
fin des années 1990 ont permis de démontrer que les communautés végétales les plus
diversifiées étaient également les plus productives (Loreau et al. 2001 ; Tilman et al. 2001 ;
Hooper et al. 2005). Plus généralement, les travaux menés en écologie ont montré que la
biodiversité jouait un réle positif sur de multiples processus €écosystémiques comme la
régulation des cycles géochimiques ou bien le contrdle des agents pathogénes (Hector et
Bagchi, 2007 ; Maestre et al., 2012). Bien que I’essentiel de ces effets aient été attribués a la
diversité spécifique, il est aujourd’hui démontré que la diversité intra-spéecifique contribue
significativement au fonctionnement des écosystemes (Hughes et al. 2008 ; Bolnick et al. 2011).

Dans ce contexte, les mélanges variétaux font I’objet d’une attention renouvelée depuis
plusieurs années (Borg et al., 2018 ; Smithson et Lenné, 1996). Cette pratique consiste a cultiver
plusieurs variétés de la méme espéce dans un méme champ. Le principe des mélanges variétaux
est quelque peu différent de celui des variétés populations. Il s’agit de sélectionner
consciemment différentes composantes et de les assembler au semis. La composition du
mélange est ainsi choisie et fixe, contrairement a celle des variétés populations qui sont
soumises a des pressions de sélection externes et qui évoluent au fil du temps. Les composantes
assemblées peuvent étre des lignées pures ou bien des hybrides Fi.

Les mélanges varietaux pourraient permettre d’optimiser la multifonctionnalité des
agrosystemes, c’est-a-dire de fournir un ensemble de « services » fournis par la culture elle-
méme et non plus par des interventions externes (Barot et al., 2017 ; Costanzo et Barberi, 2014).
Parmi ces services, nous pouvons citer la productivité, la stabilisation des rendements, la
régulation des cycles biogéochimiques, ou encore la régulation des agents pathogénes. Loin

! Nous utilisons ici la définition de I’agroécologie en tant que discipline scientifique : « approche
intégrant les concepts et méthodes d’une diversité de disciplines dont I’agronomie, I’écologie,
I’économie, la sociologie. Visant a promouvoir les services rendus par les processus naturels, elle
analyse a différents niveaux (de la parcelle au territoire, de I’individu a la communauté, du court au long
terme) les relations évolutives qui se créent au sein de ces systémes entre le vivant, son mode de gestion
et le contexte écologique, économique et social de cette gestion ». Source : INRA - dictionnaire
d’agroécologie (https://dicoagroecologie.fr/)
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d’étre nouvelle, cette idée d’assemblage et de services est présente dans I’esprit des agriculteurs
et des sélectionneurs depuis les premiéres phases du développement de la sélection moderne.
En 1880, Henry de Vilmorin, alors a la téte d’un fleuron de I’industrie semenciére en France
écrit: « Nous n'aurions pas cependant traité complétement notre sujet, si nous ne disions
quelques mots d'une pratique conseillée par beaucoup d'agriculteurs expérimentés et que nous
croyons en effet trés recommandable : nous voulons parler du mélange de deux ou de plusieurs
variétes, fait volontairement dans le but d'obtenir un produit plus abondant et plus assuré [...] »
(Vilmorin-Andrieux & Cie 1880).

Cette pratique connait aujourd’hui un intérét grandissant chez les agriculteurs. En 2019,
12% des surfaces de blé tendre ont été semées avec des mélanges variétaux en France (Figure
4, Perronne et al. 2017). Plus marquant encore, cette surface a été multipliée par 30 en 20 ans.
Du c6té de la recherche, I’intérét pour les mélanges a été particuliérement fort entre les années
1960 et les années 1990. Depuis, le nombre de publications consacrées a ce sujet a plutét
tendance a diminuer (Figure 5, Borg et al. 2018). Actuellement, la problématique des mélanges
est donc caractérisée par un fort décalage entre les pratiques agricoles et les efforts de
recherches.

25
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Figure 4 : Evolution de la proportion des surfaces de blé tendre cultivées en mélange en France entre
1995 et 2017 dans 54 départements représentant 93.6% des surfaces de blé tendre. 5 grands groupes
de départements sont distingués en fonction de I’évolution des surfaces cultivées en mélange : plus le
dégradé est foncé, plus I’augmentation de la part des mélanges dans I’assolement est rapide. D’apres
Perronne et al. (2017)
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Figure 5 : Evolution du nombre de publications consacrées aux céréales de fagon générale (courbe
verte) et aux mélanges variétaux en particulier (barres rouges) entre 1939 et 2015. Les chiffres au-
dessus de chaque barre indiquent le pourcentage des publications consacrées aux mélanges variétaux
parmi les publications consacrées aux céréales. D’apres Borg et al. 2018.

3. Les opportunités et les freins associés a la
réintroduction de diversité intra-spécifiqgue dans
les agrosystemes

Le bénéfice le plus important et le mieux décrit de la diversité génétique intra-spécifique
est certainement la lutte contre les agents pathogenes, que ce soit dans les milieux naturels ou
dans les mélanges variétaux (Hajjar et al. 2008 ; Barot et al. 2017 ; Borg et al. 2018 ; Ekroth et
al. 2019). Chez plusieurs espéces comme le riz ou le blé, il a été montré que les plantes étaient
généralement moins atteintes par les maladies fongiques et par les insectes ravageurs
lorsqu’elles étaient cultivées en mélange (Finckh et Mundt, 1992 ; Tooker et Frank, 2012 ; Zhu
et al., 2000). Plusieurs mécanismes comme I’effet « dilution » ou I’effet « barriére » ont été
avancés pour expliquer cet effet protecteur de la diversité génétique (Borg et al. 2018). La
dilution des hotes sensibles dans un couvert ou ils sont mélangés avec des hotes résistants
diminue la probabilité de rencontre entre les plantes sensibles et I’agent pathogéne (Wolfe 1985
; Finckh et al. 2000). Par ailleurs, les hétes résistants peuvent jouer un r6le de barriere physique
contraignant la dispersion du pathogene dans le couvert végétal (Wolfe 1985 ; Finckh et al.
2000). En plus de ces effets a court terme, les mélanges peuvent aussi avoir des effets
bénéfiques a plus long terme : alors qu’un génotype résistant cultivé en monoculture exerce une
forte pression de sélection sur I’agent pathogene favorisant ainsi le contournement de la
résistance, un mélange contenant des niveaux de résistance variables ou différents genes de
résistances exerce une pression moins forte sur le pathogéne et retarde ainsi le contournement
de la résistance (Finckh et al. 2000 ; Borg et al. 2018).
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D’aprés les enquétes menées dans le cadre du projet Wheatamix? s’intéressant aux
mélanges variétaux de blé tendre a I’échelle nationale, la résistance accrue des mélanges aux
maladies est la premiére raison motivant cette pratique chez les agriculteurs (« La France
Agricole », N°3724, Décembre 2017). En deuxiéme vient la stabilisation des rendements.
Comme nous I’avons mentionné précédemment, la variabilité climatique interannuelle est de
plus en plus marquée, notamment en France (Ben-Ari et al. 2018). Le mélange permet de
tamponner cette variabilité et de sécuriser la production (Smithson & Lenné 1996; Reiss &
Drinkwater 2018). Sur un plan beaucoup plus pratique, le fait de cultiver un unique mélange de
variétés plutdt que plusieurs variétés réparties dans différents champs facilite le travail de
I’agriculteur. Ce « service » logistique est la troisiéme raison invoquée par les agriculteurs ayant
fait le choix des mélanges. Par exemple, le stockage et le semis des graines sont facilités
puisqu’un seul silo et un seul chantier de semis peuvent étre mis en place. Aussi, les traitements
phytosanitaires peuvent étre synchronisés et declenchés plus sereinement puisque la maladie
évolue généralement plus lentement dans les mélanges. Nous constatons donc que certains des
services théoriques associés aux mélanges sont d’ores et déja perceptibles et utilisés dans les
systemes cultivés.

Malgré les avantages techniques des mélanges, leur déploiement a plus grande échelle
est limité par d’autres facteurs. Tout d’abord, la législation a longtemps empéché la
commercialisation de semences hétérogenes. Ceci n’a pas empéché les agriculteurs de
constituer leurs propres mélanges a partir de variétés classiques, mais a considérablement freiné
les efforts de recherche et de développement, notamment dans le secteur privé. L’arrété du 28
Juin 2018 relatif a la commercialisation des semences de céréales a mis fin a ce blocage légal,
ouvrant ainsi de nouvelles opportunités de développement en France. Un autre verrou, d’ordre
technologique cette fois-ci, continue de dissuader beaucoup d’agriculteurs d’adopter les
mélanges. Il s’agit des filiéres situées en aval de la production, notamment la meunerie, la
semoulerie, ou I’amidonnerie qui ont structuré leurs procédés industriels sur la base
d’approvisionnements homogénes constitués de lots monovariétaux (Danguy des Déserts et
Girodolle, 2018). Méme si de rares initiatives locales commencent a intégrer les mélanges dans
leurs approvisionnements, cette organisation de filiere reste une barriere forte pour les
agriculteurs qui peuvent perdre I’acces a certains marcheés en faisant le choix des melanges.

Le principal point de blocage réside cependant a un niveau beaucoup plus fondamental :
alors méme que I’idée de mélanger des variétés s’appuie en grande partie sur des théories
biologiques et écologiques, I’approche utilisée pour étudier et concevoir les mélanges reste tres
empirique. Il s’agit bien souvent de tester une combinaison finie de mélanges constitués de
facon plus ou moins aléatoire et de quantifier a posteriori les effets attribuables aux mélanges
en les comparant avec leurs composantes pures (Kiar et al. 2009 ; Borg et al. 2018). Cette

2 Wheatamix est un projet de recherche de I’ANR Agrobiosphére conduit entre 2014 et 2018. Le but du
projet est d’étudier I’intérét des associations variétales de blé pour renforcer la durabilité de la
production agricole dans le Bassin Parisien, ce dans le contexte des changements globaux. Le projet,
porté par Jerdme Enjalbert (INRA), est multidisciplinaire et réunit 10 laboratoires de recherche et 6
Chambres d’ Agriculture.
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approche présente au moins deux limites : (i) elle donne une vision restreinte des mélanges dans
la mesure ou il est impossible de tester toutes les combinaisons variétales possibles (ii) elle ne
permet pas de comprendre les mécanismes a I’origine de la performance d’un mélange. Ainsi,
a I’exception du service de régulation des pathogénes, nous ne sommes toujours pas en mesure
de selectionner et d’assembler des mélanges en ciblant des services ou des objectifs
agronomiques particuliers (Litrico et Violle, 2015). De nombreuses questions restent en
suspens, comme par exemple : dans quelles proportions doit-on mélanger les différents
génotypes ? Quelle doit étre leur répartition spatiale ? Quel mécanisme de résistance mobiliser ?

En dehors des effets sur les pathogeénes, les mélanges ont des effets trés variables,
notamment sur la productivité. La plupart des méta-analyses ayant estimé I’effet moyen des
mélanges sur la productivité rapportent un gain moyen de I’ordre de 3% sur le rendement par
rapport a la moyenne des composantes cultivées en monoculture (Borg et al., 2018 ; Kier et al.,
2009 ; Reiss et Drinkwater, 2018). Cette moyenne agrége cependant une grande diversité de
situations, y compris de nombreux cas dans lesquels les mélanges sont moins productifs que les
monocultures. Cette variabilité rend la performance des mélanges difficilement prédictible, et
illustre les limites de I’approche empirique. Des approches alternatives consistent a évaluer
I’aptitude au mélange des variétés a I’aide de dispositifs expérimentaux et de modeles
statistiques inspirés des plans de croisements classiquement utilisés dans la sélection des
variétés hybrides (Gizlice et al. 1989 ; Barot et al. 2017 ; Forst 2018). Ces approches sont
cependant elles aussi limitées par des contraintes combinatoires et elles restent peu informatives
des mécanismes impliqués dans les interactions entre les variétés.

Enfin, I’évolution temporelle du mélange représente un défi pour la sélection,
notamment dans le cadre des semences de ferme, c’est-a-dire les semences produites
directement par les agriculteurs. Jusqu’a présent, les agriculteurs assemblent les semences pures
de chaque variété au moment du semis, ce qui leur permet de contréler les proportions de chaque
variété dans le mélange (« Réussir Grande Culture » n°304). Dans un mode de gestion plus
dynamique, comme c’est le cas pour les variétés populations, les mélanges pourraient étre
directement semés a partir des graines récoltées dans le mélange I’année précédente. Cela
permettrait, comme pour les variétés populations, d’avoir un mélange dynamique, évolutif, et
capable de s’adapter aux conditions locales au fil des années. Or, il a trés tét été montré que de
telles pratiques conduisent souvent a une diminution des rendements causés par le fait que les
variétes les plus compétitives finissent par dominer puis par complétement envahir le mélange
(Harlan & Martini 1938 ; Suneson & Wiebe 1942 ; Jennings & Aquino 1968). Or, ces variétés
compeétitives sont souvent celles qui ont les moins bons rendements en monocultures, alors que
les variétés les plus performantes ont souvent de faibles aptitudes a la compétition (Donald
1963, 1968 ; Jennings & Jesus 1968). En fait, cette situation est un cas typique de Tragédie des
Communs : la stratégie qui maximise la performance individuelle au détriment de la
performance du groupe finit par envahir la population et conduit & une surexploitation des
ressources qui diminue la performance globale de la population (Hardin 1968). De tels
phénomeénes pourraient ainsi compromettre la performance des mélanges au fil du temps dans
un mode de gestion dynamique des mélanges.
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4. Un retour nécessaire a la théorie

Notre compréhension réduite des interactions plante-plante reste le principal facteur
limitant pour mieux intégrer la diversité dans les agrosystemes. Plusieurs théories ont contribué
a mieux comprendre ces interactions dans les systemes naturels. Dans ce travail, nous
proposons ici de les mobiliser dans le contexte des systemes cultivés.

A. Les theéories écologiques
Les effets de biodiversité

Depuis le début des années 1990, le déclin global de la biodiversité causé par les
activités humaines a motivé de nombreux travaux expérimentaux et théoriques visant a
comprendre le lien entre la biodiversité et le fonctionnement des écosystemes (Cardinale et al.
2012 ; Naeem et al. 2012). Chez les plantes, des expériences emblématiques ont montré en
manipulant la composition de communautés prairiales que le fonctionnement de ces
communautés, estimé via leur production en biomasse, était meilleur lorsqu’elles étaient
composées d’un plus grand nombre d’espéces (Loreau et al. 2001 ; Tilman et al. 2001 ; Hooper
et al. 2005). Par ailleurs, il a été montré qu’une plus grande diversité intra-spécifique pouvait
également avoir un effet positif sur la productivité (Hughes et al. 2008). Trois mécanismes
principaux ont été proposés pour expliquer la relation positive entre la diversité inter- et intra-
spécifique et la productivité : la facilitation, la complémentarité de niche, et les effets de
sélection (Tilman et al. 1997 ; Loreau & Hector 2001).

Ces trois mécanismes ont initialement été proposés pour expliquer I’effet de la diversité
a I’échelle inter-spécifique, mais aucune limite conceptuelle n’empéche de changer d’échelle
et de remplacer le terme « espéce » par le terme « génotype » dans leur définition, et ainsi de
les appliquer aux mélanges variétaux. La facilitation correspond a une situation ou la présence
d’une espéce crée des conditions favorables pour le développement d’une autre espece
(Stachowicz 2001). Les mécanismes de la facilitation sont tres nombreux : I’espéce facilitatrice
peut par exemple atténuer un stress ou une perturbation environnementale, mais elle peut aussi
augmenter la disponibilité en ressources pour I’autre espece (Callaway et al. 2002). La
complémentarité de niche suppose que des espéces ayant des niches écologiques?® différentes
exploitent une plus large gamme de ressources disponibles dans un habitat et entrent moins en
compétition les unes avec les autres du fait de ce partage efficace des ressources (MacArthur et
Levins, 1967). Un assemblage d’espéces ayant des niches différentes parviendrait ainsi a
transformer une plus grande partie des ressources disponibles dans son habitat en biomasse. Les
effets de complémentarité et de facilitation peuvent donc étre difficiles a discerner, notamment
si I’effet facilitateur correspond a une amélioration de la disponibilité des ressources. Ces deux
effets sont donc classiquement regroupés sous le terme « effets de complémentarité » (Loreau
& Hector 2001). Enfin, I’effet de sélection traduit le fait qu’une ou plusieurs espéces sont

3 La niche écologique d’une espéce peut étre définie comme la gamme des ressources qu’elle est capable d’utiliser
(Roughgarden 1974)
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« sélectionnées » dans une communauté, c’est-a-dire qu’elles possédent certains traits qui leur
permettent de dominer les autres espéces. Lorsque I’effet de sélection est fort, la productivité
du mélange est quasiment entierement déterminée par la productivité de I’espéce ou des espéces
sélectionnée(s). Si I’espéce sélectionnée est également une espece tres productive, I’effet de
sélection peut avoir un effet positif sur la productivité de la communauté (Loreau 2000).

Dans la pratique, les effets de complémentarité et de sélection, qu’on regroupe sous le
terme « d’effets de biodiversité », peuvent affecter la productivité des communautés ou des
mélanges de facon conjointe, et il peut donc étre difficile de les distinguer (Hector et al. 2002).
Par ailleurs, ces effets peuvent aussi étre négatifs. Dans le cas de I’effet de sélection, il est
possible que I’espéce qui domine la communauté soit également celle qui contribue le moins
au processus consideré : dans le cas de la productivité, I’espece qui domine le mélange peut
également étre la moins productive, ce qui peut se traduire par un effet négatif sur la productivité
(Loreau & Hector 2001). Afin de caractériser finement la contribution des différents effets, il
convient alors de comparer la productivité de chagque espéce dans la communauté avec sa
productivité en monoculture. On utilise alors I’indice ‘Relative Yield” (RY) qui est le rapport
entre la productivité de I’espece observée dans le mélange et la productivité de I’espéece en
monoculture (Weigelt & Jolliffe 2003). Dans un mélange variétal binaire (composé de deux
génotypes), la valeur de référence pour le RY est donc de 0.5. Cette valeur traduit I’hypothese
nulle selon laquelle le génotype considéré produit exactement la méme quantité de biomasse en
mélange qu’en monoculture. La somme des RY, le RYT (Relative Yield Total), calcule I’écart
entre le rendement observé et le rendement attendu sur la base des monocultures. Lorsque le
RYT est supérieur a 1, on parle de « sur-rendement » (« overyielding ») c’est-a-dire que le
mélange est plus productif qu’attendu sur la base des monocultures (Weigelt & Jolliffe 2003).

Des méthodes statistiques ont été développées pour séparer les contributions de I’effet
de complémentarité et de I’effet de sélection a I’overyielding a partir des valeurs de RY de
chaque espéce ou de chaque génotype dans le mélange (Loreau & Hector 2001). Dans ce cadre
statistique, I’effet de sélection correspond a une covariance entre le rendement des génotypes
en monoculture et leur valeur de RY dans le mélange (Loreau & Hector 2001). Si la covariance
est positive, ce sont les génotypes les plus productifs en monoculture qui profitent le plus du
mélange, et vice versa (Figure 6B et C). L’effet de sélection peut alors étre positif si le gain de
productivité obtenu par les génotypes les plus productifs ne génére pas de colt pour les autres
génotypes, ou si le colt pour les autres génotypes est inférieur au gain recu par les génotypes
les plus productifs (Figure 6B). A I’inverse, I’effet de sélection peut étre négatif si le colt
engendré pour les génotypes les moins productifs est supérieur au gain recu par les génotypes
les plus productifs (Figure 6C). L’effet de complémentarité correspond a la moyenne des RY
dans le mélange, qui capture la tendance générale de changement de productivité des génotypes
entre monoculture et mélange, indépendamment de leur rendement en monoculture (Loreau &
Hector 2001). Si les RY sont en moyenne supérieurs a leur valeur de référence (e.g. 0.5 pour
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des mélanges binaires), indépendamment du rendement des composantes en monoculture,
I’effet de complémentarité est positif (Figure 6A).

L’approche fonctionnelle

Les caracteristiques phénotypiques des génotypes peuvent ensuite permettre
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14 14
10 10 10 10 6 6 s < 5 5
/ / ‘7 ;\/; \/ v
GENOTYPEA gy, = 8 _ 07 RYT =13 RY, = 12 _o6 GENOTYPEB
0 20
SELECTION
(positive effect)
B 16 16
10 10 10 10 B . 5 5 5 5
VAR AR, VAAVAAVAY,
32 8
= —= RYT =1,2 = —=
RY, m 08 RYy T 0,4
SELECTION
C (negative effect)
14 14
10 10 10 10 , , 5 s S 5
T7 T7 O —
\V4 V4 vV V.V
28 4
= — = T = 0,9 = — =
RY, r 0,7 RYT =09 RY, % 0,2

Figure 6 : Illustration des deux effets de biodiversité : I’effet de complémentarité (A) et I’effet
de sélection (B et C). Chaque triangle représente une plante, et les chiffres au-dessus de chaque
plante représentent la productivité par plante. Sur les bords gauche et droit sont représentées
les monocultures de chaque génotype, et au centre le mélange. Le changement de productivité
de chaque génotype entre la monoculture et le mélange est calculé avec I’index Relative Yield
(RY). L overyielding est quantifié avec I’index Relative Yield Total (RYT) qui est la somme des
RY des deux génotypes. Dans les deux premiers cas (A et B) I’effet de la diversité sur la
productivité est positif : il y a overyielding en mélange (RYT > 1). Dans le dernier cas (C), les
mélanges sont moins productifs qu’attendu sur la base de la productivité de leurs composantes
en monoculture.

(A) L’effet de complémentarité est positif : tous les génotypes en moyenne, et indépendamment
de leur productivité en monoculture produisent plus en mélange qu’en monoculture.

(B) L’effet de sélection est positif : seul le génotype le plus productif en monoculture bénéficie
du mélange, et le gain de productivité obtenu par le génotype le plus productif est supérieur a
la perte de productivité subie par le génotype le moins productif.

(C) L’effet de sélection est négatif : seul le génotype le plus productif en monoculture bénéficie
du mélange, mais le gain de productivité obtenu par le génotype le plus productif est inférieur
a la perte de productivité subie par le génotype le moins productif.

d’interpréter les effets de biodiversité. En effet, la niche écologique des individus peut par
exemple étre estimée grace a certains traits liés a I’acquisition ou a I’utilisation des ressources
(Van Valen 1965 ; Roughgarden 1974). Par exemple, la position des racines dans le sol indique
I’emplacement ou sont puisees les ressources souterraines chez les plantes (Parrish et Bazzaz,
1976). Récemment, I’écologie fonctionnelle a réaffirmé I’intérét d’utiliser certains traits dits
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« fonctionnels* » pour caractériser les stratégies d’acquisition des ressources des individus
(Violle et al. 2007 ; Garnier et al. 2015). Les traits fonctionnels permettent notamment de
quantifier les différences de niche entre les especes ou entre les génotypes (Violle & Jiang
2009). Pour les traits liés a la niche, il est alors attendu que des génotypes ayant des différences
de traits plus marquées se partagent mieux le pool de ressources, limitant ainsi I’intensité de la
compétition et transformant une plus grande partie de ces ressources en biomasse (Grime 2006).
Les traits fonctionnels peuvent donc capturer une partie des effets de complémentarité de niche.
En paralléle des indices ont été développés afin de caractériser la diversité fonctionnelle des
communautés (p. ex. Ricotta & Moretti 2011). Ces indices peuvent ainsi étre utilisés pour
identifier les traits impliqués dans les effets de complémentarité de niche (Garnier et al. 2015).

Comme nous I’avons illustré avec les effets de biodiversité, la niche n’est pas le seul
facteur qui détermine la productivité des communautés. Les différences d’aptitude a la
compétition entre les variétés peuvent aboutir a la dominance d’un seul génotype qui détermine
a lui seul la productivité du mélange (Loreau 2000; Loreau & Hector 2001). Dans ce cas, le
génotype dominant est sélectionné parce qu’il posséde des valeurs de traits qui lui permettent
de s’accaparer une plus grande proportion des ressources. Par exemple, des plantes plus grandes
peuvent capturer une plus grande proportion de la lumiére incidente dans un couvert hétérogéne
(Violle et al. 2009). On parle alors de « hiérarchie de compétition liée au trait » : la valeur du
trait chez un génotype détermine sa position dans la hiérarchie de compétition vis-a-vis des
autres (Kunstler et al. 2012). Des différences fortes de traits entre les génotypes aboutissent a
de forts écarts d’aptitude a la compétition qui peuvent avoir diverses conséquences. Dans le cas
d’un effet de sélection, si la perte de rendement encourue par le génotype dominé est inférieure
au gain obtenu pour le génotype dominant, les écarts d’aptitude a la compétition peuvent
générer de I’overyielding (Schmid & Niklaus 2017 ; Wagg et al. 2017).

Les effets de biodiversité peuvent donc étre interprétés au regard de la diversité
fonctionnelle des communautés, ou des mélanges. Cette diversité peut capturer a la fois des
effets de complémentarité de niche et des effets de sélection selon qu’elle quantifie des
différences de stratégie d’utilisation des ressources, ou bien des différences d’aptitude a la
competition. Il a par ailleurs été montré que la diversité fonctionnelle n’est pas toujours la
caractéristique la plus pertinente pour comprendre le fonctionnement des communautés. En
effet, le trait moyen des communautés est souvent prépondérant pour expliquer certains
processus, notamment la productivité (Mokany et al. 2008; Schumacher & Roscher 2009;
Garnier et al. 2015). On parle alors de I’identité fonctionnelle (vs diversité fonctionnelle) de la
communauté. Ce trait moyen est d’autant plus explicatif qu’il pondére les effets de chaque
espece ou de chaque génotype selon leur biomasse relative (Garnier et al. 2004). En effet, selon
I’hypothese du rapport de masse («mass ratio hypothesis »), le fonctionnement des
écosystéemes est majoritairement déterminé par les traits fonctionnels des especes qui
contribuent le plus a la production de biomasse (Grime 1998). Par exemple, Garnier et al.

4 Un trait fonctionnel est un caractére morphologique, physiologique, ou phénologique mesurable & I’échelle d’un
individu sans faire référence a I’environnement ni a aucun autre niveau d’organisation (Violle et al. 2007).
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(2004) ont montré que trois traits fonctionnels mesurés a I’échelle de la feuille (surface
spécifique foliaire, concentration en azote de la feuille, et teneur en matiére séche) chez les deux
espéces dominantes d’une communauté méditerranéenne corrélaient significativement avec des
processus mesurés a I’échelle de I’écosystéeme, comme la productivité en biomasse, ou le
stockage du carbone dans le sol. 1l est donc possible de décrire la composition fonctionnelle
d’une communauté ou d’un mélange selon deux variables quantitatives, la diversité
fonctionnelle et I’identité fonctionnelle. Différents indices ont été proposés pour mesurer ces
deux variables (Ricotta & Moretti 2011). Nous présentons dans I’encadré 2 les deux principaux,
qui sont ceux que nous avons utilisés dans cette thése.

Encadré 2 : les indices fonctionnels

L'identité fonctionnelle d’'une communauté reflete le trait dominant dans la
communauté, et elle est calculée comme la moyenne des traits des différentes
espéeces ou génotypes pondérée par leur biomasse relative (Garnier et al. 2004) :

n
CWM = pi X trait;
i=1

avec CWM (« Community-Weighted Mean ») le trait moyen pondéré de la
communauté composée de n especes ou genotypes, et pi la biomasse relative de
'espece ou du génotype i.

- La diversité fonctionnelle d'une communauté reflete la dispersion de la valeur du
trait entre les différentes espéces ou génotypes. Elle peut étre calculée avec I'indice
de Rao qui quantifie la différence phénotypique entre deux especes ou deux
génotypes échantillonné(e)s au hasard avec remplacement dans la communauté ou

dans le mélange (Rao 1982) :
S
Fp = Z dijpipj
Lj

avec Fp la diversité fonctionnelle de la communauté ou du mélange, pi et p; les
biomasses relatives des especes ou des génotypes i et |, et dj une mesure de la
différence entre les espéces ou les génotypes i et j (par exemple la distance
euclidienne).
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B. Les théories de la biologie évolutive

La théorie de sélection de parentele représente une avancée majeure de la biologie
évolutive qui a permis de mieux comprendre I’évolution des interactions entre les individus au
sein de la méme espece, notamment I’évolution des comportements sociaux comme I’altruisme
(Hamilton 1964a, b ; Griffin & West 2002). La théorie originelle de la sélection naturelle
proposée par Darwin repose sur I’idée que I’évolution favorise les individus qui parviennent a
obtenir un plus grand succeés reproducteur que les autres, et qu’elle tend donc a favoriser les
phénotypes qui permettent aux individus d’avoir une valeur sélective® supérieure (Darwin
1859). Cette vision de la sélection naturelle permet d’expliquer I’évolution d’un grand nombre
de phénotypes que nous pouvons observer aujourd’hui chez les étres vivants. Cependant, elle
ne permet pas d’expliquer I’évolution d’autres phénotypes qui, de fait, ne sont pas optimaux
pour le succés reproducteur des individus. C’est par exemple le cas de la stérilité qui est
observée chez certaines castes d’insectes sociaux, comme les ouvrieres chez abeilles.

L’originalité de la théorie de sélection de parentele repose sur un changement de
paradigme. Il s’agit de considérer la sélection naturelle non plus du point de vue des individus,
mais du point de vue des génes, et plus précisément de leurs copies alternatives : les alléles
(Hamilton 1964a). Du point de vue d’un alléle, étre favorisé par la sélection naturelle signifie
transmettre plus de copies de soi-méme qu’une version alternative du géne a la génération
suivante, ce qui peut étre réalisé de deux fagons différentes (Hamilton 1964a) : I’allele peut
avoir un effet bénéfique sur la fitness de I’individu qui le porte (effet direct de fitness), ou bien
il peut avoir un effet bénéfique sur la fitness des autres individus en interaction qui portent le
méme alléle dans la population (effet indirect de fitness). Le succes reproducteur d’un allele se
mesure donc comme la somme de ces deux effets, que I’on appelle la « fitness inclusive »
(Hamilton 1964a). Alors que c’est la fitness individuelle qui est maximisée dans la théorie
classique de la sélection naturelle, c’est la fitness inclusive qui est maximisée dans la théorie de
la sélection de parentéle. Ce cadre théorique est donc adapté pour comprendre I’évolution des
traits sociaux, c’est-a-dire les traits qui ont des effets sur la fitness des individus qui les
expriment, et des effets sur la fitness de leurs voisins (Encadré 3) (Hamilton 1964a). La théorie
proposée par Hamilton a été particulierement utile pour comprendre I’évolution des phénotypes
altruistes, c’est-a-dire les phénotypes ayant un effet négatif sur la fitness du porteur et positif
sur la fitness de ses voisins (West et al. 2006). La «reégle d’Hamilton » fixe la condition
nécessaire pour que les alleles impliqués dans de tels phénotypes augmentent en fréquence
d’une génération a I’autre dans la population : le co(t pour le porteur de I’allele (c) doit étre
inférieur au bénéfice regu par le voisin (b) pondéré par I’apparentement (r) entre le porteur et
le voisin : ¢ <rb (Hamilton 1964b). L’apparentement mesure la probabilité qu’un voisin partage
le méme allele que le porteur. Ainsi, plus I’apparentement est fort, plus les chances pour que
I’altruisme soit sélectionné sont fortes.

5 La valeur sélective, encore appelée fitness, mesure le succes reproducteur d’un individu dans le contexte de la
sélection naturelle. Elle mesure la contribution moyenne de I’individu au pool de génes de la génération suivante
(Futuyama 2013)
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Encadré 3 : la sélection de parentele et I'évolution des traits sociaux

- trait social : trait dont le phénotype a un effet a la fois sur la valeur sélective de
l'individu qui I'exprime, appelé « acteur » ou « individu focal », et sur la valeur
sélective des individus en interaction avec I'acteur, appelés « receveurs » ou «
individus voisins ».

- phénotype altruiste : phénotype (mesuré sur un trait social) qui est colteux pour
l'acteur, mais bénéfique pour les receveurs, les notions de codt et de bénéfice étant
exprimés en terme de valeur sélective. Les différents phénotypes sociaux peuvent
étre classés comme suit :

Effet sur les individus voisins

+ -

Effet sur l'individu focal
+ Mutualisme Egoisme
- Altruisme Malveillance

- coopération : partage du phénotype altruiste par I'ensemble des individus de la
population

- régle d’Hamilton : pour augmenter en fréquence dans la population d’'une
génération a l'autre, un alléle codant pour un phénotype altruiste doit répondre au
critére suivant : le colt associé a I'expression de I'allele chez l'individu focal (c) doit
étre inférieur au bénéfice recu par les individus voisins (b), pondéré par
'apparentement entre l'individu focal et les individus voisins (r) :

c<rb
D’aprés Hamilton 1964a, b et West et al. 2007

Pour que I’altruisme évolue, il faut donc qu’il soit préférentiellement dirigé vers des
individus qui partagent les mémes alleles que le porteur aux loci impliqués dans le trait social.
Dans la théorie d’Hamilton, trois mécanismes permettent cela : la viscosité des populations, la
reconnaissance entre apparentés, et I’effet barbe-verte (Hamilton 1964a, b). La viscosité des
populations est la tendance des individus/gametes a rester pres de leur lieu de production
(Taylor 1992). Dans le monde végétal, les populations visqueuses sont les populations
caractérisees par de faibles taux de dispersion des graines et du pollen. Dans de telles
configurations, les interactions locales se font préférentiellement entre des individus
apparentés, ce qui favorise I’évolution de I’altruisme (Frank 1998). C’est ici I’apparentement
génealogique, c’est-a-dire I’apparentement sur I’ensemble du génome, qui détermine
I’évolution du trait. Par ailleurs, I’altruisme sélectionné selon ce mecanisme est un altruisme
« aveugle » : il s’exprime de fagon constante et permanente, quelle que soit I’identité du voisin.

Pour les deux autres mécanismes, la reconnaissance entre apparentés et I’effet barbe-
verte, I’évolution de I’altruisme implique un mécanisme de reconnaissance entre les individus
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(Gardner 2019). Cette reconnaissance permet aux individus de diriger [I’altruisme
preférentiellement vers les individus apparentés, ce qui est permis de fagon « passive » avec le
premier mécanisme a cause du cycle de vie des individus (populations visqueuses). La
reconnaissance entre apparentés permet a des individus d’une méme famille de se reconnaitre
entre eux, par exemple grace a un marqueur phénotypique qui est propre a leur famille (e.g. une
odeur chez les animaux, Hesse et al. 2012). Des individus fortement apparentés au locus codant
pour ce marqueur (ou «locus de reconnaissance ») ont donc de grandes chances d’étre
fortement apparentés sur le reste de leur génome (a cause de leurs liens généalogiques), et donc
au locus impliqué dans le trait social (ou « locus social ») (Gardner & West 2010). En ce sens,
le mécanisme de reconnaissance favorise la sélection des alleles altruistes puisqu’il crée une
plus grande opportunité pour qu’ils soient dirigés vers des individus qui portent eux aussi ces
mémes alleles. Comme dans le cas des populations visqueuses, c’est donc I’apparentement
généalogique qui détermine I’évolution de I’altruisme, et la fixation des alléles altruistes aboutit
a un apparentement fort sur I’ensemble du génome (Gardner & West 2010).

L’effet barbe verte repose également sur un mécanisme de reconnaissance, mais il
differe de la reconnaissance entre apparentés (Figure 7). Ce mécanisme a initialement été décrit
par Hamilton comme une expérience de pensée pour illustrer la généralité de sa théorie
(Hamilton 1964a, b). Il voulait notamment montrer que I’évolution de I’altruisme ne dépendait
pas directement des relations généalogiques entre les individus, mais uniquement de
I’apparentement au locus ou aux loci impliqué(s) dans le trait social. Un fort apparentement
généalogique garantit juste une plus grande chance d’avoir un apparentement fort aux loci
impliqués dans le trait social. Pour illustrer cette idée, il a imaginé un géne (ou un groupe de
génes en fort déséquilibre de liaison) qui permettait (i) d’exprimer un marqueur phénotypique,
(if) de reconnaitre ce marqueur phénotypique chez les autres individus (iii) de rendre les
individus altruistes uniquement envers les autres individus exprimant ce marqueur
phénotypique (Hamilton 19644, b). Hamilton a montré qu’un tel géne pouvait étre sélectionné
dans une population méme si les individus ne partageaient aucun autre géne en commun. Cette
idée d’un géne capable d’évoluer indépendamment du reste du génome a par la suite été reprise
par Dawkins dans son ouvrage The Selfish Gene (Dawkins 1976). C’est dans cet ouvrage que
I’auteur a utilisé la barbe verte pour représenter le marqueur phénotypique permettant aux
individus (ici plutbt aux genes) de se reconnaitre. Depuis, la théorie des genes barbe verte a été
développée et généralisée (Gardner & West 2010; Gardner 2019). Notamment, il a été montré
que I’expression d’un marqueur phénotypique n’était pas une condition nécessaire pour
I’évolution des genes barbe verte, mais qu’il suffisait que le mécanisme issu de leur expression
aboutisse a un effet positif uniquement sur les individus portant les mémes génes. Par ailleurs,
quatre types d’effets barbe verte ont été distingués (Figure 8, Gardner & West 2010). Dans tous
les cas, la différence majeure entre les génes barbe verte et la reconnaissance entre apparentés
est que le gene barbe verte évolue indépendamment des relations généalogiques entre les
individus : c’est le désequilibre de liaison entre le locus de reconnaissance et le locus social qui
assure I’appariement préférentiel des alléles altruistes (Figure 7, Gardner & West 2010). Ainsi,
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la fixation d’un allele & effet barbe verte aboutit & un apparentement fort uniquement au locus
barbe verte.

C. L’application aux mélanges variétaux

D’apres les théories écologiques présentées dans le paragraphe précédent, plusieurs
effets bénéfiques peuvent étre associés a une plus grande diversité intra-spécifique, notamment

A Greenbeard effect B Genetic kin recognition

< N\

T B T

Figure 7 : Différence entre I’effet barbe verte et la reconnaissance entre apparentés. (A) : I’effet
barbe verte dépend d’un déséquilibre de liaison (fleche noire) entre le locus de reconnaissance (i)
et le locus social (ii). Ici, les deux individus en interactions (individus dont les génomes sont
alignés) sont tres fortement apparentés au locus de reconnaissance (r = 1) et donc également
fortement apparentés aux loci en déséquilibre de liaison avec le locus de reconnaissance, qui
peuvent contenir un géne ayant un effet social. (B) : la reconnaissance entre apparentés dépend
de I’apparentement généalogique entre les individus. Les individus partageant le méme marqueur
phénotypique, et donc le méme alléle codant pour ce marqueur au locus de reconnaissance (i), ont
une forte probabilité d’étre génétiquement similaires (r >0) sur tout leur génome, y compris aux
loci ayant des effets sociaux (ii). D’aprées Gardner & West 2010.

les effets de complémentarité de niche et de sélection. Dans la littérature théorique sur les

A facultative helping B obligate helping
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Figure 8 : Les quatre effets « barbe verte ». (A) : Dans le cas d’un altruisme
facultatif, I’individu focal ajuste son phénotype social de sorte a n’exprimer
I’altruisme que dans les interactions sociales impliquant des individus
portant eux aussi I’alléle barbe verte. (B) : Dans le cas d’un altruisme
obligatoire, I’individu focal exprime un phénotype altruiste dans toutes ses
interactions sociales, mais seuls les individus portant I’allele barbe verte
peuvent en bénéficier. (C) Dans le cas d’une malveillance facultative,
I’individu focal ajuste son phénotype social de sorte a n’étre nuisible qu’avec
les individus ne portant pas I’allele barbe verte. (D) : Dans le cas d’une
malveillance obligatoire, I’individu focal exprime un phénotype nuisible
dans toutes ses interactions, mais les individus portant I’allele barbe verte
en sont prémunis. D’aprés Gardner & West 2010.
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mélanges variétaux, il a été proposé d’utiliser ces effets, notamment I’effet de complémentarité
de niche, pour optimiser la performance des mélanges (Litrico & Violle 2015 ; Barot et al. 2017
; Borg et al. 2018). 1l reste cependant difficile de comprendre comment ces effets agissent dans
les mélanges sachant qu’ils n’ont pas été testés empiriqguement dans ce contexte.

D’aprés certaines théories de biologie évolutive, notamment la théorie de
reconnaissance entre apparentés, une plus grande diversité intra-spécifique pourrait au contraire
avoir des effets négatifs sur la performance agronomique, puisqu’elle conduirait a diminuer
I’apparentement entre les plantes voisines, et donc leur coopération. Chez les plantes, des
expériences ont en effet montré que certaines espéces sont capables d’étre plus coopératives
envers des voisins apparentes, par exemple en stimulant leurs mécanismes de défense (Karban
Richard et al. 2013), ou encore en attirant des pollinisateurs pour faciliter leur reproduction
(Torices et al. 2018). Tres peu d’études ont été conduites chez les especes cultivées et il reste
donc difficile d’évaluer I’impact de ces mécanismes sur la performance agronomique dans le
contexte des mélanges variétaux (Fréville et al. 2019).

Enfin, les éventuelles différences d’aptitude a la compétition entre les variétés
représentent un défi pour la sélection dynamique des mélanges variétaux. Il apparait en effet
difficile d’empécher les variétés les plus compétitives d’envahir le mélange au bout d’un certain
nombre de générations, ce qui peut avoir des conséquences négatives sur la productiviteé.
Récemment, certains auteurs ont suggéré d’utiliser les principes de la biologie évolutive,
notamment la théorie de la sélection de parentele, pour sélectionner des variétés moins
compétitives et plus coopératives (Denison et al. 2003 ; Denison 2012 ; Murphy et al. 2017 ;
Weiner et al. 2017). Cependant, les conditions pratiques pour implémenter une telle sélection
restent assez floues.

5. Objectifs de la these

L’objectif de cette these est de mieux comprendre les effets de la diversité intra-
spécifique sur la performance agronomique dans le contexte des mélanges variétaux. Nous
cherchons plus particulierement a répondre a trois questions :

(1) Comment la diversité intra-spécifique impacte-t-elle la performance agronomique ?

(2) Quels sont les mécanismes impliqués dans la relation entre la diversité intra-spécifique
et la performance agronomique ?

(3) Comment sélectionner et assembler des variétés pour tirer le meilleur parti de la
diversite-intra spécifique ?

Pour répondre a ces problématiques, nous adoptons une démarche interdisciplinaire,
mélant I’agronomie, I’écologie, et la biologie évolutive. Nous utilisons le riz (Oryza sativa) et
le blé dur (Triticum turgidum ssp. durum) dans nos approches expérimentales, et nous
combinons ces approches avec de la modélisation.

Dans le premier chapitre, nous utilisons une expérience en conditions contrélées pour
tester I’hypothése de complémentarité de niche a partir de meélanges de variétés de riz. Nous
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nous intéressons en particulier & la complémentarité d’utilisation des ressources souterraines
associée aux différences de profondeurs racinaires entre les variétés. Selon I’hypothéese de
complémentarité de niche, les mélanges composés de génotypes ayant des profondeurs
racinaires différentes devraient étre plus productifs que la moyenne de leurs monocultures grace
a un meilleur partage des ressources. Pour tester cette hypothese, nous utilisons quatre
génotypes dont deux lignées isogéniques, c’est-a-dire strictement identiques génétiquement,
sauf a un locus associé a la profondeur racinaire. Nous cultivons ces génotypes en mélanges
binaires sous deux niveaux de fertilisation en phosphate, I’élément minéral le plus limitant dans
la culture du riz, et nous comparons la biomasse produite par les mélanges avec la biomasse
produite dans les monocultures. Nous utilisons par ailleurs d’autres traits aériens et racinaires
pour interpréter la productivité des mélanges.

Dans le deuxieme chapitre, nous testons I’effet conjoint de la diversité fonctionnelle et
de I’identité fonctionnelle des mélanges sur leur performance agronomique en intégrant 19 traits
aeriens et racinaires, dans le but d’identifier les traits les plus déterminants pour la performance
agronomique. Nous utilisons une expérience au champ avec 220 mélanges binaires de blé dur.
A l’aide d’une analyse multivariée, nous cherchons les traits qui affectent le plus
significativement la performance agronomique des mélanges, soit via leur valeur moyenne, soit
via leur variabilité. Nous caractérisons I’effet de la composition fonctionnelle des mélanges sur
quatre composantes de la performance agronomique liés a la quantité et a la qualité de la récolte.
Enfin, nous établissons une classification fonctionnelle des génotypes afin d’identifier des
regles d’assemblage permettant d’optimiser plusieurs composantes de la performance
agronomique.

Dans le troisieme chapitre, nous testons les différents mécanismes décrits en écologie
(complémentarité et sélection) et en biologie évolutive (effet barbe verte) a I’échelle allélique.
A partir des données acquises sur les 220 mélanges de blés durs cultivés au champ, et d’une
caractérisation génotypique nous donnant accés a 28 000 sites polymorphes sur le génome
(SNPs : Single Nucleotide Polymorphisms), nous cherchons dans un premier temps les loci
auxquels la diversité allélique est significativement associée (positivement ou négativement) a
la performance des mélanges. Nous testons ensuite si les effets de diversité allélique détectés
sur la performance des mélanges sont liés a la résistance a la septoriose, une des principales
maladies fongiques du blé.

Enfin, dans la perspective d’une gestion dynamique de la diversité intra-spécifique, nous
nous intéressons a I’évolution des traits liés a la compétition chez les especes cultivées. A partir
d’un modele basé sur la théorie de la sélection de parentéle, nous comparons I’évolution de la
hauteur dans un réseau de parcelles selon différents schémas de sélection, dans le but
d’identifier les paramétres facilement contr6lables par I’agriculteur ou le sélectionneur qui
permettent de sélectionner des phénotypes altruistes, c’est-a-dire moins compétitifs, qui
maximisent le rendement.
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CHAPITRE 1

Crop mixtures: does niche complementarity
hold for belowground resources?
An experimental test using rice genotypic
pairs
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1. Présentation générale

Dans ce chapitre, nous testons si une hypothése centrale et séminale en écologie, la
complémentarité de niche, peut étre verifiée dans les mélanges variétaux. Selon cette théorie,
un mélange de génotypes ayant des niches écologiques différentes devrait utiliser les ressources
de facon plus optimale et donc étre plus productif qu’une variété monogénotypique, parce que
les différences de niches entre les génotypes devraient permettre un meilleur partage des
ressources (MacArthur et Levins 1967). Nous nous intéressons plus particulierement a une des
dimensions de la niche écologique, qui est I’utilisation des ressources souterraines, et plus
particulierement des éléments mineraux du sol. Par ailleurs, nous testons une forme particuliere
de complémentarité qui est la complémentarité spatiale d’utilisation des ressources souterraines
issue des différences de profondeurs racinaires entre les variéteés.

Pour tester cette théorie, nous utilisons un dispositif expérimental en pots dans lesquels
nous cultivons des mélanges et des monocultures constitués a partir de 4 génotypes de riz
(Oryza sativa) ayant des phénotypes variés a la fois dans le compartiment aérien et dans le
compartiment souterrain. Nous utilisons des mélanges binaires, c’est-a-dire des mélanges
composeés de deux génotypes. Il y a donc 6 mélanges et 4 monocultures. Le test de I’hypothese
de complémentarité d’utilisation des ressources souterraines repose surtout sur un des mélanges
composés de deux lignees isogéniques appartenant a la sous-espece indica. Ces deux lignées
pures sont strictement identiques génétiqguement, sauf a un locus codant pour la profondeur
racinaire. Cette variation génétique trés localisée entraine une croissance racinaire plus
importante sur une des deux lignées, qui conserve par ailleurs un phénotype identique a I’autre.
Ainsi, le mélange des deux lignées permet de tester I’effet de la différence de profondeur
racinaire a lui seul. Les deux autres génotypes appartiennent a la sous-espéce japonica, et
different considérablement des deux lignées isogéniques a la fois sur les traits aériens et sur les
traits racinaires. Ainsi, les autres mélanges nous permettent de tester les effets des différences
phenotypiques sur 10 autres traits aériens et racinaires liés a I’utilisation des ressources. Les 6
mélanges et les 4 monocultures sont cultives selon deux niveaux de fertilisation en phosphate :
fertilisé ou non fertilisé. Le phosphate est I’élément minéral le plus limitant dans la culture du
riz (Ismail et al. 2007). Par ailleurs, c’est un élément trés peu mobile dans le sol (Lambers et al.
2008), ce qui peut en théorie renforcer les potentiels effets de complémentarite spatiale entre
les genotypes.

Nous testons I’hypothése de complémentarité spatiale d’utilisation des ressources
souterraines en comparant la biomasse produite par les mélanges avec la biomasse produite par
leurs composantes en monoculture. Nous nous intéressons plus particulierement a I’écart entre
la productivité des mélanges et la productivité de la meilleure de leurs composantes en
monoculture. Cet écart, appelé « transgressive overyielding », est différent de I’overyielding
présenté en introduction, qui quantifie I’écart entre la productivité du mélange et la moyenne
des productivités de ses composantes en monoculture (Hooper et Dukes 2004). Nous avons ici
voulu étre plus stricts dans I’évaluation des mélanges afin de nous rapprocher de ce que pourrait
attendre un agriculteur qui cultive une unique variété et qui ne veut pas perdre en production en
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adoptant un mélange de variétés. Comme nous le mentionnons dans la partie « Matériel et
Méthodes », les résultats obtenus avec I’overyielding classique étaient trés similaires aux
résultats présentés dans ce chapitre. Nous testons ensuite I’effet des différences phénotypiques
entre les génotypes sur la productivité relative des mélanges par rapport a leur meilleure
composante en monoculture. Pour distinguer les effets de complémentarité et les effets de
sélection, nous analysons également la productivité relative de chacune des composantes dans
les mélanges (RY). Nous intégrons le niveau de fertilisation dans ces analyses pour estimer
I’impact de la disponibilité en ressources sur les potentiels effets de complémentarité ou de
sélection.
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Abstract

Aims Genotypic mixtures have been receiving a grow-
ing interest as genetic diversity could increase crop
productivity. Resource-use complementarity is an ex-
pected key underlying mechanism, provided that varie-
ties in the mixture differ in resource-related traits, nota-
bly root traits. We aimed at examining how trait differ-
ences and resource-use complementarity drive biomass
production of genotypic mixtures.
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Methods Four rice (Oryza sativa) genotypes including
two Near-Isogenic Lines only differing in root depth
were grown in monoculture and in two-way mixtures
in pots under two levels of phosphorus supply. We
analyzed the relative difference between mixture bio-
mass and the best monoculture biomass in relation to
between-genotype phenotypic distance on ten resource-
related traits.

Results Mixtures never outperformed the best monocul-
ture. However, relative mixture productivity increased
with increasing between-genotype distance in
biovolume, specific leaf area and top soil root biomass.
This was mainly driven by a “selection effect”: trait
differences led to competitive ability differences and
the dominant genotypes tended to gain more in mixture
than the subdominant genotypes lost compared to
monoculture.

Conclusions Rather than trying to minimize competi-
tion through resource-use complementarity, we argue
that promoting interactions between genotypes that have
different competitive abilities may be a more promising
approach to design productive crop mixtures.

Keywords Crop mixture - Functional diversity - Near-
isogenic lines - Resource-use complementarity - Rice -
Root traits - Selection effect

Introduction

Agronomy and ecology have been converging for decades
on a similar question while studying their own systems
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(agrosystems and ecosystems, respectively): is greater di-
versity the key to success (Hajjar et al. 2008; Hughes et al.
2008)? By greater diversity, one can refer to greater genetic
and specific diversity and, possibly, greater phenotypic
diversity within inter- or intraspecific plant mixtures
(Litrico and Violle 2015). “Success” suggests an improve-
ment in the overall functioning of a system, leading, for
instance, to higher benefits for human societies, so-called
“ecosystem services”. Reintroducing diversity within
agrosystems has been identified both as a target to adapt
current cropping systems to accelerating rates of environ-
mental changes and as a way to compensate, to some
extent, for lower levels of chemical inputs (fertilizers and
pesticides) in a more sustainable agriculture (@stergard
et al. 2009; Costanzo and Barberi 2014). Despite ongoing
efforts to translate ecological results into agronomical in-
novations, designing crop mixtures still represents a chal-
lenge for agronomists, physiologists and plant breeders.

Over the past two decades, the loss of biodiversity has
stimulated both theoretical and experimental studies in
ecology on the role of biodiversity in ecosystem function-
ing (Cardinale et al. 2012; Naeem et al. 2012). The most
widespread response variable chosen in these studies to
measure ecosystem functioning is net primary productiv-
ity, often approximated by aboveground biomass produc-
tion (Scurlock et al. 2002). A positive relationship between
diversity and productivity was experimentally shown for a
wide range of ecosystems (Tilman et al. 2001; Loreau
et al. 2001; Hooper and Dukes 2004; Craven et al.
2016). Analyzing 26 agronomic trials on intra-specific
cereal mixtures published since 1969, Kiar et al. (2009)
also showed a positive effect of genetic diversity on pro-
ductivity, with a 2.7% grain yield increase on average in
mixtures compared to monocultures. Yet large variation in
mixture performance has been shown in the literature
(Smithson and Lenné 1996; Kiar et al. 2009; Zeller
et al. 2012), which calls for a better understanding of the
mechanisms that drive plant-plant interactions and how
they impact productivity.

One of the main ecological theories proposed to explain
such a positive link between diversity and productivity is
niche complementarity (Macarthur and Levins 1967). Spe-
cies’ niches can be represented by three axes (Chase and
Leibold 2003): (i) resources, (ii) natural enemies, and (iii)
abiotic stresses. These niche axes are theoretically associ-
ated to suites of phenotypic traits (Van Valen 1965;
Schoener and Gorman 1968; Roughgarden 1974; Violle
and Jiang 2009). As such, competition among species, or
genotypes within species is predicted to generate
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phenotypic trait divergence and thus potential niche differ-
entiation in ecological communities (Hutchinson 1957;
Silvertown 2004; McGill et al. 2006; Zuppinger-Dingley
et al. 2014). Among-species and among-genotype differ-
entiation along the natural enemy axis has been shown to
increase biomass production in both natural communities
and crop mixtures (Finckh et al. 2000; Tooker and Frank
2012). Apart from natural enemies, differentiation along
the resource-use axis is the most often called mechanism to
explain greater productivity in diverse ecosystems
(Tumbull et al. 2016). Indeed, a community composed of
species or genotypes that use resources differently might
use more efficiently the total amount of available resources
and is expected to transform a greater amount of resources
into biomass compared to monospecific or monogenotypic
communities, a phenomenon called overyielding (Hooper
and Dukes 2004). Although largely mentioned, both in
theoretical studies and in the interpretation of experimental
results, the resource-use complementarity mechanism has
proved difficult to demonstrate experimentally.

The recent rise of trait-based ecology (Violle et al.
2007; Garnier et al. 2015) has emphasized the link be-
tween resource-use complementarity and variation in
some key phenotypic traits (Silvertown 2004; McGill
et al. 2006; Violle and Jiang 2009). Root depth has been
identified as an important trait that drives plant-plant in-
teractions when plants compete for soil resources
(Dimitrakopoulos and Schmid 2004; Fargione and
Tilman 2005; Grassein et al. 2015). Early work on plants
indeed showed that mature communities such as grass-
lands were characterized by lower overlap in the use of the
belowground resources among coexisting species than
early successional communities and stronger phenotypic
differences on traits that characterize root distribution
(Parrish and Bazzaz 1976). The belowground compart-
ment contains fundamental resources for plant growth
such as water and mineral resources, which can have
low mobility and/or display large heterogeneity in spatial
and temporal availability. Resource-use complementarity
could thus be reached in crop mixtures by growing geno-
types with different root depths (Litrico and Violle 2015).

However, root depth is often correlated with plant
height, a trait highly related to plant competitive ability
(Gaudet and Keddy 1988; Violle et al. 2009). Compet-
itive ability and niches are two drivers of species and/or
genotype assembly in natural communities and thus of
ecosystem functioning (Chesson 2000), and both can
affect mixture overyielding. Whenever phenotypic traits
(e.g., root depth) are related to niches phenotypic
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divergence can reduce the competition between ge-
notypes through resource-use partitioning. In this
case, all genotypes grow on average better in mix-
tures than in monoculture, which correspond to the
“complementarity” effect describe by Loreau and
Hector (2001). In contrast, some traits are related to
competitive ability, as described in the “competition-
trait hierarchy” framework (Maytfield and Levine
2010; Kunstler et al. 2012). For instance, small indi-
viduals hardly sustain competition when grown with
tall individuals (Violle et al. 2009). In this case, only
genotypes that are positioned higher in the competi-
tion hierarchy are expected to produce more biomass
in mixture than predicted from monoculture perfor-
mance. Overyielding can arise from this mechanism,
for example, when the stronger competitor wins more
than the weaker competitor loses. Such a process
represents one facet of the “selection effect” de-
scribed by Loreau and Hector (2001). Strong corre-
lations between resource-related traits (e.g., root
depth) and competitive ability-related traits (e.g.,
plant height), makes the development of crop mix-
tures particularly challenging. Litrico and Violle
(2015) suggested that plant breeding could provide
interesting tools to decouple such traits.

The relative effects of competition-trait hierarchy
and resource-use complementarity on biomass pro-
ductivity can depend on the amount of available
resources (Goldberg 1996). Experimental works on
the relationship between diversity and ecosystem
functioning along environmental gradients formal-
ized the “stress-gradient-hypothesis” (Bertness and
Callaway 1994; Maestre et al. 2009; Jucker and
Coomes 2012): negative interactions, such as those
driven by competition-trait hierarchy, dominate un-
der favorable conditions whereas positive interac-
tions, such as those arising from resource-use com-
plementarity, increase when the environment be-
comes harsher. In a recent meta-analysis based on
16 grassland experiments across North America, Cra-
ven et al. (2016) found that ecosystem productivity
increased with both species richness and nutrient
supply, but that their interaction was not significant.
However, this interaction was significant on the com-
plementarity effect (Loreau and Hector 2001), the
relationship between complementarity and diversity
being stronger under low nutrient conditions. How-
ever, a stronger relationship between plant diversity
and ecosystem functioning under more favorable

conditions has also been documented (e.g., Reich
et al. 2001; He et al. 2002). Therefore, controlling
for the amount of resources is crucial when studying
the effect of diversity on ecosystem productivity,
especially regarding crops for which major environ-
mental and agronomical changes are expected in the
future (Clark and Tilman 2017).

In this study, we aim to examine whether and how
trait differences and resource-use complementarity
drive biomass production of genotypic mixtures using
rice as a model species. Rice (Orvza sativa) is the
most important staple food for half of the world’s
population (Muthayya et al. 2014). This crop is par-
ticularly affected by phosphorus (P) scarcity. Almost
50% of rice soils are considered P deficient (Ismail
et al. 2007). Furthermore, P fertilizers are expensive
for subsidence farmers and based on non-renewable
resources (Lynch 2007). In many agrosystems, P is
hardly available for plants as it is highly bound to
chemical or biological soil components. Low mobility
and solubility of P in the soil induce spatial and
temporal heterogeneous availability (Lambers et al.
2008), which may be efficiently offset by below-
ground resource-use complementarity (Postma and
Lynch 2012). The wide belowground phenotypic di-
versity observed among rice subspecies and varieties
(Coudert et al. 2010; Vejchasarn et al. 2016) makes
this crop a relevant model to test for the effect of
phenotypic diversity on mixture productivity along
the resource axis. We grew all pairwise combinations
of four rice genotypes in pots under two levels of P
availability. Genotypes were chosen to exhibit
contrasted aboveground and belowground resource-
use strategies. Two of them were Near-Isogenic Lines
(NILs) having the same genome except at a specific
region of chromosome 9 identified as a Quantitative
Trait Locus (QTL) for root depth (Yadav et al. 1997,
Shen et al. 2001). These genotypes were expected to
only differ in their belowground niche while being
similar for all other traits including plant height, which
is as an important prerequisite regarding our experi-
ment (Litrico and Violle 2015). Resource-use comple-
mentarity was assessed by relating mixture biomass
productivity and transgressive overyielding (i.e. rela-
tive difference between mixture biomass and the best
monoculture biomass) to between genotype phenotyp-
ic distance on ten aboveground and belowground traits
that have already been found to relate with mixture
productivity through resource-use complementarity.
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Material and methods
Plant material

Four rice genotypes that exhibit a large range of pheno-
typic diversity on several above and belowground traits
were selected: Ketan Konir (hereafter Ketan), Padi
Boenar (hereafter Padi), IR64 and IR64+. Ketan and
Padi are landraces from Indonesia belonging to the
tropical japonica subspecies. Ketan is cultivated under
upland conditions whereas Padi, which belongs to the
bulus ecotype, is cultivated under rainfed lowland con-
ditions. Ketan has a higher aboveground stature than
Padi. The two landraces also differ in their root system
architecture: Ketan has a deep root system with low root
density and narrow root system cone angle (angle to the
vertical <90°), whereas Padi has a shallow root system
with high superficial root density and wide root system
cone angle (angle to the vertical >90°), IR64 is a modern
semi-dwarf cultivar belonging to the indica subspecies
and is cultivated in irrigated agrosystems. It exhibits a
medium deep root system, with high superficial root
density and wide (> 90°) root system cone (Yoshida
and Hasegawa 1982). IR64+ was designed to share
IR64 phenotypic characteristics except for root depth.
IR64+ is a NIL of IR64, from which it differs for a
specific region of chromosome 9 that carries a Quanti-
tative Trait Locus for root depth (QTL 9). QTL 9 was
first identified in a population of doubled-haploid lines
derived from IR64 x Azucena cross (Yadav et al. 1997),
the latter being a deep-rooted japonica landrace culti-
vated in upland agrosystems. Three cycles of backcross
with TIR64 as the recurrent parent allowed producing a
first set of NILs that indeed confirmed the effect of
QTL9 on Maximum Root Length and Deep Root
Weight, measured as root weight below 30 ¢cm (Shen
et al. 2001). TR64+ is derived from three additional
cycles of backcross that have further reduced the re-
maining contribution of Azucena in the background
genome and the length of the introgressed segment to
32 kb (unpublished data).

Experimental design

The experiment was conducted in a plastic polytunnel in
Montpellier, France (CEFE, Plateforme des Terrains
d’expériences, Labex CeMEB). Plants were grown in pots,
in pairs, either in monoculture (two plants of the same
genotype) or in mixture (two plants of different genotypes).
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This design resulted in a set of 10 different combinations (4
monocultures and 6 mixtures) that were grown in two
phosphorus conditions: high P supply and low P supply.
The genotypic combinations x P-treatments were replicat-
ed across 5 blocks. Thus, the experiment was carried on
200 plants grown in 100 pots (10 x 2 x 5).

Growth conditions

Seeds were sown in boxes filled with the same soil used
to fill the pots. Seven-day old seedlings were
transplanted to 15-cm diameter x 60-cm deep pots.
The two seedlings were positioned 2 ¢cm away from
the center of pots. Each pot contained 17 kg (dry weight
basis) of sandy loam soil (642 mg sand.kg soil ',
231 mg siltkg soil ', 127 mg claykg soil ") with an
alkaline pH (7.8), which had not been fertilized for the
last 40 years. Its Olsen P value (Olsen 1954) was 0.05 g
P.kg soil ™! and the total N concentration was
1.17 g N.kg soil '. As we aimed at examining P use
complementarity among genotypes, N and water were
provided ad libitum to prevent competition for those
resources. At the beginning of the experiment, each
pot was fertilized with 0.08 g of N (NH4NO3). Then N
was applied two times during the course of the experi-
ment (0.08 g N.pot ). Pots of the high P supply treat-
ment received two inputs of a triple superphosphate
(45% P,0s5) nutritive solution applied on the soil sur-
face: 0.16 g nine days afier planting and 0.8 g thirty days
after planting. Pot water content was maintained close to
field capacity by watering pots three times a week. The
daily mean temperature varied between 20.4 °C and
35 °C and the mean radiation intensity was 615+
156 umol.m 2.s™'. Plants were harvested 49 days after
transplanting, just before bolting. The experiment was
stopped at this phenological stage since the vegetative
phase is the main period during which competition is at
play (Violle et al. 2009). Moreover vegetative biomass
and grain yield are also often well correlated in rice (Zhu
et al. 2016). As such, our results should also have
implications for the final reproductive yield, the compo-
nent of economic interest in rice.

Plant measurements

Trait descriptions are provided in Supplementary
Table S1. Just before transplanting, five seedlings of
each genotype were randomly chosen to measure their
aboveground and belowground biomass at the

Page 32



Plant Soil

beginning of the experiment. Two days before harvest-
ing, plant aboveground stature was estimated through a
measurement of standing plant height (PH). We also
used plant height and two horizontal perpendicular axes
(major and minor axes) to estimate the aboveground
biovolume as a half-ellipsoid. We also counted the num-
ber of tillers per plant. The last mature leaf of the main
stem of each plant was harvested and stored one night in
water to allow leaf water saturation. Leaves were then
scanned at 400 dpi and dried at least 48 h at 60 °C. Leaf
area was estimated using Imagel] software. Specific Leaf
Area (SLA, mz.kgﬂ) was calculated as the ratio be-
tween leaf area and leaf dry mass.

At harvest, plant shoots were clipped at the root base,
dried at least 48 h at 60 °C and weighed to determine
aboveground biomass (AB). For each pot, the root sys-
tem of the whole mesocosm was separated into a topsoil
layer (0-20 c¢m) and a deep soil layer (2060 ¢cm) and
was carefully washed with water to remove soil particles.
Roots of both individuals from the topsoil layer were
carefully separated from each other and a subsample of
basal and adventitious roots was frozen (—18 °C). Basal
roots correspond to both radicle roots emerged from the
seed, and embryonic crown roots emerged from the node
of the coleoptile. Adventitious roots correspond to
postembryonic roots developed from the main stem and
tillers nodes; they occur naturally in rice and in most
monocots, where they represent an important part of the
root system (Kato and Okami 2010; E et al. 2012). Roots
from the deep soil layer could not be individualized due
to strong entanglement. All roots were dried at least 48 h
at 60 °C. Root biomass in the topsoil layer (RB,) was
measured for each individual of the pair as the sum of
root biomass in the subsample and the remaining topsoil
root biomass. Root biomass from the deep soil layer
(RByeep) corresponded to the total root system produced
by both plants. Subsamples of basal and adventitious
roots were scanned to characterize root architecture: roots
were defrosted in cold water and then scanned separately
for each plant (600 dpi). Images were analyzed using
WinRHIZO pro (Version 2009; Regent Instrument, Que-
bec, Canada) to assess number of root tips, root length
distribution among diameter classes and total root length,
surface and volume. After scanning, roots were dried at
least 48 h at 60 °C and weighed. Proportions of fine roots
in basal roots (PfRy,) and in adventitious roots (PfR,q)
were computed as the ratio of total fine root length
(diameter < 0.1 mm) over total root length. Mean root
diameters of basal roots and adventitious roots were

calculated as the mean of the median root diameters of
each diameter class weighted by the root length in each
class. Specific Root Length (SRLy,s and SRL,q) was
calculated by dividing the subsample root length by its
dry mass. Root tissue density (RTDy,s and RTD,4)
corresponded to the ratio of the sample root dry mass to
its volume (Cornelissen et al. 2003). Root branching
intensity (RBI,, and RBI,4) was computed as the num-
ber of root tips divided by total root length (Kramer-
Walter et al. 2016). Pot productivity was estimated as
the total biomass (aboveground and belowground) pro-
duced by the two plants.

Calculation of mixture relative productivity

To disentangle resource-use complementarity effect
from selection effect, we quantified how biomass pro-
duction of each component of the mixture was affected
compared to monoculture by computing individual rel-
ative yields (RY, Weigelt and Jolliffe 2003) following
eq. [1]:

RYijkl = (1)

RYjj is the relative yield of genotype i grown with
genotype/ as neighbor in P treatment &, in block /. AB;j
is the single plant aboveground biomass of genotype i
grown with genotype j as neighbor in P treatment & and
block 7. ABjy is the two-plants aboveground biomass
of genotype i grown with genotype i as neighbor
(monoculture) in P treatment &, averaged across blocks.
RY equals to 0.5 when a genotype produces proportion-
ally the same amount of biomass in mixture and in
monoculture. RY < 0.5 indicates lower biomass produc-
tion in mixture than in monoculture and RY > 0.5 larger
production in mixture. Note that this index was calcu-
lated for aboveground biomass, belowground biomass
being only available at the pot level.

Then, we compared mixture productivity with mono-
culture productivity. Overyielding quantifies the degree
to which a mixture produces more biomass than the
mean of its component in a monoculture situation. In
our case, we wanted to be more restrictive and to quan-
tify the degree to which a mixture produces more bio-
mass than the best of its component in a monoculture
situation, phenomenon called transgressive
overyielding. Note that all analyses were first run con-
sidering overyielding and ended up with very similar
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results. Transgressive overyielding, a potential interest-
ing target in agriculture, was estimated by calculating
Dax (Hooper and Dukes 2004) following eq. [2]:

Bmix-- ~Bmax;;
10— 2 max;j
Dmaxijkl — e R

2)

Brnaxi,k

Dmax;j; corresponds to the Dy, index for mixture
of genotype 7 and j in P treatment & and block /. By, 1s
the total biomass (above and belowground) of mixture
of genotype i and genotype j in P treatment & and block /.
Bumay, is the maximum total biomass production be-
tween monocultures of genotype i and monocultures
of genotype j in P treatment k, averaged across blocks.
Dmax > 0 indicates transgressive overyielding.

To estimate RY and D, values, we used monocul-
ture productivity averaged across blocks. Indeed, no
block effect was identified on monoculture biomass
(Table 1) and monoculture productivity was here used
as a reference value that characterizes each genotype.

Data analysis

All statistical analyses were performed with R software
v.3.3.2 (R Core Team 2017).

A PCA was run on the monoculture data to describe
above and belowground phenotypic diversity across the
four rice genotypes, using the R package {FactoMineR}.
All biomass-related traits that we used as a proxy for

Table 1 Analysis of Variance (ANOVA) of productivity traits
measured on monocultures: root biomass in the topsoil layer (0—
20 cm), root biomass in the deep soil layer (20-60 c¢cm) and
aboveground biomass. Genotype effect, Phosphorus effect, Block

productivity were removed from this analysis, except root
biomass in deep soil layer (RByeep). this trait being our
most obvious candidate to explain resource-use comple-
mentarity. Root traits measured on basal roots were highly
correlated to root traits measured on adventitious roots
(Supplementary Table S2). We thus chose to only use
adventitious root traits in the PCA given that our results
showed a stronger link between pot productivity and
between-genotype phenotypic distance on adventitious
root traits. Basal root traits were treated as
“supplementary” variables. PCA variables were character-
ized at the pot level: number of ftiller, biovolume and root
biomass in top soil layer were thus summed over plants
sharing a pot, whereas remaining variables were averaged
over plants within pots. Phenotypic variation among ge-
notypes along the Principal Components (PC) was tested
with an Analysis of Variance (ANOVA) following eq. [3],
all effects being fixed except residual error:

Vg =p+ o+ 0+ T+ 0 + i (3)

With y;q the PC coordinate of genotype i grown in
monoculture under phosphorus treatment 4 in block /;
overall mean; o;: genotype i effect (7 € [1:4]); 0;: phos-
phorus treatment k effect (k € [1:2]); T;: block / effect (I €
[1:5]); 8ji: interaction between genotype i effect and
phosphorus treatment k effect;e;,: random error term.
ANOVA post hoc tests were performed using Fisher-
LSD test (R package {agricolac}).

effect and Genotype x Phosphorus interaction were tested. F and P
values in bold indicate significant effect at the level of 0,05, while
F and P values in italics correspond to p-values between 0.05 and
0.10

Variable d.f. Effect F-value p-value
Root Biomass 0-20 ¢cm 4 Block 1.30 0.294
3 Genotype 21.69 <0.001
1 Phosphorus 0.16 0.691
3 Genotype x Phosphorus 2.44 0.086
Root Biomass 2060 cm 4 Block 0.58 0.682
3 Genotype 20.81 <0.001
1 Phosphorus 347 0.073
3 Genotype x Phosphorus 4.13 0.016
Aboveground Biomass 4 Block 1.03 0411
3 Genotype 11.52 <0.001
1 Phosphorus 0.99 0.328
3 Genotype x Phosphorus 2.74 0.062
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Variation in individual plant productivity was
assessed with ANOVAs, following the model described
in eq. [4], with all effects except residuals set as fixed
effects:

yg'jki = + (e + ﬂij. + 9,2 + 71+ 6[",' + (S;,{- =+ !5_,.'](
+ Ok + €y (4)

With yj; the dependent variable measured on geno-
type i with genotype ; as neighbor in P treatment & in
block /; p: overall mean; o;: genotype i effect (i €
[1:4]); Bj: genotype j (neighbor) effect (j € [1:4]): Oy: P
treatment & effect (k € [1:2]); 7: block [ effect (/ €
[1:5]); 6: interaction terms;é;ji: random error term.

Within each pair, RY was analyzed in relation with
the phenotypic distance between the focal genotype
(the one for which we consider RY) and its neighbor
with an Analysis of Covariance (ANCOVA) following
model [5]:

Vi = 1+ Dy + O + 71 + Ok + € (5)

With yjj, the RY value for genotype 7 with genotype j
as neighbor in P treatment & in block /; 1: overall mean;
Djj: Phenotypic hierarchical distance between genotypes
i and j (Trait; — Trait;), using trait measured in mixture;
0y: P treatment £ effect (k € [1:2]); Ty block [ effect (/ €
[1:5]); &: interaction terms; &j: rTandom error term.

Variations of productivity at the pot level (e.g., total
biomass or Dy,,,) were analyzed following model [6]:

Yo = p+ A + 0 + 71+ dpe + Epua (6)

With Y iy the dependent variable measured on ge-
notypic pair ij in P treatment & in block / and A, the
genotypic pair ij effect. The same model was used to test
for an overall difference between mixtures and mono-
cultures by substituting the genotypic pair variable A,
by a variable with two levels, “mixture” or
“monoculture”.

To disentangle resource-use complementarity from
selection effects, total mixture biomass (aboveground
and belowground biomass of the two plants) and Dy,
were analyzed in relation with between-genotype abso-
lute phenotypic distance (|Trait; — Trait]) on several
resource-related traits using model [5]. In addition, they
were analyzed in relation with absolute distance on RY.
By doing so, we could assess whether the relative pro-
ductivity of the mixture was rather driven by the two

genotypes growing better in mixture than in monocul-
ture, as expected for resource-use complementarity, or
by a single genotype growing better in mixture than in
monoculture, as expected for a selection effect.

Results
Above and belowground phenotypic diversity

The two first PC axes accounted for nearly 76% of
total variance (Fig. la & b). PC1 was highly corre-
lated to biovolume, plant height, mean adventitious
root diameter, adventitious root tissue density (posi-
tive correlations), and specific adventitious root
length, SLA, number of tillers, and proportion of fine
roots in adventitious root system (negative correla-
tions), while PC2 was positively correlated to adven-
titious root branching intensity and root biomass in
the deep soil layer (Fig. 1a). Genotype identity had a
strong effect on both PC1 and PC2 individual coor-
dinates (Supplementary Table S3). The two IR64
Near-Tsogenic Lines did not differ by their coordi-
nates on PCI, while Ketan and Padi significantly
differed from the indica lines and from each other
on this Component (post hoc Fisher-LSD test). Along
PC2, only Padi differed from the other genotypes
(post hoc Fisher-LSD test). The correlations between
phenotypic traits and PC1 and PC2 (Fig. 1a) were in
agreement with the expected phenotypic diversity (see
Materials and Methods, Plant material): indica lines
had higher tiller number and higher SLA but were
shorter and occupied a lower biovolume than Ketan
and Padi (Fig. 1b). Regarding belowground traits, the
two indica lines had higher SRL and root branching
intensity and lower root diameter than Ketan and
Padi. Ketan had a higher root tissue density and
invested more biomass in the deep soil layer (20—
60 cm). As expected, the two NILs, IR64 and [R64+,
were phenotypically very close for aboveground
traits. They did not differ in plant height, biovolume,
tiller number nor SLA (Supplementary Fig. SI).
However, IR64+ had higher root biomass in the deep
soil layer (RBgee, in Fig. la), which corresponds to
the expected QTL effect. Phosphorus treatment was
almost significant on PC2 individual coordinates (p-
value = 0.064). Individuals from PO treatment tended
to have higher root biomass in the deep soil layer and
higher root branching intensity.
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Fig. 1 Principal component analysis (PCA) for aboveground and
belowground functional traits measured in four rice genotypes
grown in monoculture. a) Correlation circle between variables
and PCA components 1 and 2. Active variables used to compute
PCA are colored in “black™ while supplementary variables are

Above and belowground individual productivity

Regarding root biomass, there was a strong geno-
typic effect for both 0-20 em and 20-60 cm soil
layers (Table 1). In both P treatments, Ketan pro-
duced the highest amount of root biomass in the
topsoil layer, while Padi produced the lowest
(4.4 g and 1.5 g respectively). Indica genotypes
had intermediates values (Supplementary Fig. S1
F). Genotype x phosphorus interaction had no sig-
nificant effect on root biomass from the topsoil layer
(Table 1). In the deeper soil layer (20-60 cm), ge-
notype x phosphorus interaction had a significant
effect on biomass productivity and IR64+ produced
significantly more root biomass than TR64 in P+
condition (Supplementary Fig. S1 G). Ketan pro-
duced significantly less root biomass in P+ than in
P0O and did not differ from IR64 and IR64+ in this
treatment. Padi always produced the lowest amount
of root biomass in the deeper layer (Supplementary
Fig. S1 G).

Regarding aboveground biomass, there were strong
significant differences among genotypes (Table 1, Sup-
plementary Fig. S1 A). Ketan and IR64 were the most
productive in the PO treatment (20.4 g and 16.4 g, re-
spectively). IR64+ did not differ from TR64 and pro-
duced 14.4 g of aboveground biomass, while Padi
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colored in “blue”. Trait abbreviations are available in Supplemen-
tary Table S1, b) Genotypes representation on PCA component |
and 2. Triangle = Ketan, Diamond = Padi, Square = IR64 and Cir-
cle=1R64+; Light grey symbols = PO, Black symbols = P+. Dark
grey symbols represent barycenter of each genotype

significantly differed from the three other genotypes
with a mean of 9.3 g aboveground biomass
(Supplementary Fig. S1 A). Genotype x phosphorus
interaction effect was not significant on aboveground
biomass. In the P+ treatment, IR64+ produced more
aboveground biomass than IR64 (17.4 g and 12.8 g,
respectively). Padi was still the least productive geno-

type (9.9 g).
Aboveground and belowground pot productivity

Total biomass (aboveground and belowground biomass
of the two plants) did not significantly differ between
mixtures and monocultures (ANOVA, p-value = 0.629)
but was dependent upon the identity of genotypic pairs
(Supplementary Table S5 & Fig. 2). Ketan monoculture
was the most productive pair with a mean of24.6 g. The
most productive mixtures were those that included
Ketan. In contrast, Padi monoculture produced the low-
est biomass and the less productive mixtures were those
including Padi. Combinations including IR64+ and
IR64 had intermediate values. Productivity of the IR64
— IR64+ mixture was close to the average of its compo-
nents in monoculture, in both P conditions. Ketan
monoculture was the only pair for which biomass pro-
duction was significantly different between PO and P+,
with higher biomass in P0.
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Fig. 2 Total biomass production (above and belowground) of
genotypic pairs without phosphorus input (‘grey’) and with phos-
phorus input (‘black’). Barplots represent means across blocks.
Error bars represent Standard Errors. Pairs of identical genotypes

Relative productivity in monoculture and mixture

At the plant level, there was a significant difference in
RY among genotypes, with a strong genotype x phos-
phorus interaction effect (Table 2). Neighbor genotype
and the genotype x neighbor genotype interaction did
not significantly affect RY. In the P+ treatment, Ketan
had the highest mean RY value (0.66) and did not
significantly differ from IR64 but had a significantly
higher RY than IR64+ and Padi (Fig. 3). In the PO
treatment, only IR64 showed a significantly lower RY
than the three other genotypes. Ketan was the only
genotype that produced significantly more biomass in
mixture than in monoculture in both PO and P+ treat-
ments. IR64 was the only genotype that produced sig-
nificantly less biomass in mixture than in monoculture
in the PO treatment. IR64+ and Padi productivities were
not different when grown in mixture compared to mono-
culture (RY not significantly different from 0.5).

At the pot level, no mixture showed significant trans-
gressive overyielding: Dy, was never significantly
higher than 0 (Fig. 4). Dy, Was not significantly affect-
ed by phosphorus availability nor by the interaction
between genotypic pair identity and phosphorus avail-
ability. In the PO treatment, three mixtures out of six
showed a D, significantly lower than 0 (IR64-Ketan,
Padi-Ketan and [IR64-Padi). In the P+ treatment, two
mixtures (IR64 +—IR64 and IR64 + —Padi) had D,
values significantly lower than 0.

Relationship between mixture productivity
and phenotypic distance

RY was strongly correlated to the phenotypic hierarchi-
cal distance on biovolume, SLA and root biomass in the

164+=164+

ab

@ Monocultures

0 PO
| P+

164164  164-164+ I64+-Pdi  164-Pdi
b be bc cd d

(monocultures) are hatched. Means with different letters are sig-
nificantly different at P < 0.05 based on PO and P+ mean (Fisher-
LSD test). “*”: PO and P+ conditions are significantly different at
P <0.05 (Fisher-LSD test)

top soil (p-values <0.001, Supplementary Table S8).
The relationship was positive for the distance on
biovolume and root biomass in the top soil and negative
for the distance on SLA (Fig. 5a, b and ¢). This indicates
that, for biovolume and root biomass in the top soil, the
more negative the hierarchical distance was, the more
the neighbor negatively affected the growth of the focal
genotype compared to intra-genotypic interaction. The
opposite was observed for SLA. The correlation was
much stronger in P+ than in PO for biovolume and top
soil root biomass whereas it was not significantly affect-
ed by the P treatment for SLA. To a lesser extent, it was
also significantly correlated to the mean diameter of
adventitious roots and to adventitious specific root
length (p-value =0.012 and 0.010 respectively, Supple-
mentary Table S8). The relationship was positive with
the former and negative with the latter (Fig. 5d and e),
and it was not affected by the P treatment.

Total biomass of the mixture and D,,,, were signifi-
cantly positively related with the absolute between-
genotype distance on biovolume (Fig. 6a, Supplemen-
tary Tables S6 and S7), on SLA (Fig. 6b, Supplementary
Tables S6 and S7), and on root biomass in the top soil
layer (Fig. 6¢, Supplementary Tables S6 and S7). In
contrast, distances measured on several adventitious
root traits exhibited a negative relationship with total
biomass and/or D,,,,. Distance on PfR,4 was negatively
correlated to total biomass (Supplementary Table S6),
while distance on SRL,4 was negatively correlated to
Dpax (Fig. 6f). Distance on mean diameter of adventi-
tious roots had a significant negative relationship with
Dumax (Fig. 6e) and an almost significant negative rela-
tionship with total biomass (p-value = 0.07, Supplemen-
tary Table S6). For all traits for which distances were
significantly related to total biomass or D,,,y, no
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Table 2 Analysis of Variance (ANOVA) of Relative Yield (RY)
and Dy, Genotype effect, Neighbor Genotype effect, Phosphorus
effect, Block effect and their interactions are tested for RY. Geno-
typic pair idendity effect, Phosphorus effect, Block effect and
Genotypic pair identity x Phosphorus interaction effect are tested

for Dpax. Degrees of freedom, F values and P values are reported.
Bold characters indicate significant effect at the level of 0,05,
while italic characters correspond to p-values between 0.05 and
0.10

Variable d.f. Effect F-value p-value
Relative Yield (RY) 4 Block 1.20 0.318
3 Genotype 3.60 0.016
3 Neighbor Genotype 0.74 0.531
1 Phosphorus 0.02 0.888
5 Genotype x Neighbor Genotype 045 0.814
3 Genotype x Phosphorus 7.01 <0.001
3 Neighbor Genotype x Phosphorus 1.19 0.318
5 Genolype x Neighbor Genotype x Phosphorus 0.46 0.805
Dyax 4 Block 2.2] 0.083
5 Genotypic pair identity 0.81 0.550
1 Phosphorus 2.44 0.126
5 Genotypic pair identity x Phosphorus 242 0.051

interaction with the phosphorus treatment was detected,
allowing us to fit a single linear regression (Fig. 6). Dyax
was also positively related with the distance on RY
(Fig. 6d), whereas a marginally significant relationship
was observed between total biomass and RY distance
(p-value = 0.07, Supplementary Table S6).

Discussion
Establishing assembly rules represents a challenge for

designing productive crop mixtures in an agroecological
context. Theoretical predictions suggest greater yield in

mixtures composed of different phenotypes for traits
related to resource-use and similar phenotypes for traits
related to competitive ability (Litrico and Violle 2015;
Anten and Vermeulen 2016; Barot et al. 2017). Such
predictions had not yet been validated experimentally in
an agronomic context. Here we tested these predictions
using Near-Isogenic Lines (NILs) only differing by their
deep soil exploration and found no positive mixing
effect. More generally, we did not detect benefits of
mixing varieties in any rice mixture, neither under low
nor high phosphorus supply. Nonetheless, mixture pro-
ductivity and transgressive overyielding were related to
between-genotype distance on several phenotypic traits.

Fig. 3 Relative Yields (RY) at
the plant level of four rice geno- 1.2 4 abc ab bed abc a ab cd
types without phosphorus input T
(“grey”) and with phosphorus in- 104 _ -
put (“black™). RY means signifi- ! ' H
cantly different from 0.5 are rep- ° -
resented with a star (t.test, P < 0.8 - . H
0.05). Means with different letters > _ O PO
are significantly different at P < o _ m P+
0.05 (Fisher-LSD test) 0.6 1 I i i
T g ="-E
0.4 - @ ; ;
02+ | - L -
— T T T T
164 164+ Ktn Pdi
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Fig. 4 Dy, values of six rice ab

mixtures without phosphorus 0.4 1

input (“grey”) and with

phosphorus input (“black™). Dy 024

means significantly different from ’

0 are represented with a star

(t.test, P < 0.05). Means with 0.0 4--

different letters are significantly g

different at P < 0.05 (Fisher-LSD =]

test) -0.2 1 g
-044
..06 -

abc  ab ab
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Those relationships shed light on the mechanisms that
drive plant-plant interactions and their impact on pro-
ductivity, allowing us to suggest rules for designing
productive crop mixtures.

The four rice genotypes used in our experiment
significantly differed for many traits. IR64 NILs
were smaller than the japonica genotypes, produced
more tillers and had an intermediate biomass pro-
ductivity for both aboveground and belowground
compartments relative to Padi and Ketan. They also
had higher SLA and SRL. Such a trait combination
corresponds to modern irrigated rice cultivars, de-
signed to prevent lodging and maximize grain yield,

Kt_n—|Pdi I64—II64+ I64+|—Pdi |64—lPdi

in particular panicle number, under non-limited con-
ditions of nutrient and water availability (Yoshida
and Hasegawa 1982). Ketan and Padi landraces
displayed opposite phenotypes, which was in agree-
ment with their history: they experienced a much
lower human selection pressure compared to IR64
(Yoshida and Hasegawa 1982). Phenotypic variation
was also observed among japonica genotypes, espe-
cially for biomass production and root architecture.
While Ketan produced high amount of biomass in
both above and belowground compartment, espe-
cially in the deeper soil, Padi was much less pro-
ductive and had a much superficial root system.

1.0 . 10 R? = 0.13** 1.0 .-
- . -
0.8 .. « ' -7 08 . . 0.8 * . MY
', el —lee . . t, et Wl
* PR - - PR
zos1 e gos] TTEReal z0s el ielok
M, e o e wi- e e g te
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Fig. 5 Relative Yield (RY) represented as a function of hierarchi-
cal trait distance between the focal genotype (the one for which RY
is considered) and its neighbor without phosphorus input ("grey")
and with phosphorus input ("black"). Trait distance was computed
for Biovolume (a), Specific Leaf Area (SLA, b), Root Biomass on
the top soil (RB, €), Adventitious roots mean diameter (Dyq, d)

and adventitious roots Specific Root Length (SRL.g4, e). Traits
were measured in mixture. A linear regression was fitted (hatched
line) for both P treatments when the trait distance by phosphorus
treatment interaction was significant. R squared are reported
(*0xE7: povalue < 0.001, 9+ p-value < 0.01, “*7: p-value <

0.05)
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Fig. 6 Transgressive overyielding (Dyy,ax) represented as a func-
tion of trait distance between genotypes without phosphorus input
("grey") and with phosphorus input ("black"). Trait distance was
computed for Biovolume (a), Specific Leaf Area (SLA, b), Root
Biomass on the top soil (RByop, €), Relative Yield (RY, d), adven-
titious roots mean diameter (D4, €) and adventitious roots Specific

The two [R64 NILs were designed to only differ in
root depth, a key trait known to be related to resource-
use. Large differences in phenotypic response to P sup-
ply were observed between the two NILs. While [R64
tended to produce less root biomass in high P than in
low P supply, the opposite pattern was observed for
IR64+. This suggests that QTLY introgressed in IR64+
rather promotes higher investment in roots when P is
highly available, this effect being stronger below 20 cm.
In the end, root depth difference between the two NILs
was not significant under low phosphorus availability,
which means that this particular genetic material needs
enough resources to express its phenotypic potential.
Such pattern suggests that low resource availability
could impede positive diversity effects (e.g., resource-
use complementarity) expected for crop mixture under
low-input agrosystems. Under high P availability, the
two NILs effectively differed in root depth and had
similar plant height. Nevertheless, no transgressive
overyielding was observed for IR64-IR64+ mixture un-
der high P availability. Overall, we did not observe
transgressive overyielding across all pairwise genotypic
combinations. Thus, our study does not provide evi-
dence for resource-use complementarity, even when
controlling for competition-related traits.

Several explanations can be provided to explain the
observed patterns. First, examining published experi-
ments that support stronger complementarity effects

@ Springer

D, Distance (mm)

SRL, Distance (m.g )

Root Length (SRL,4, f) as the absolute Euclidian distance between
the two components of the pair. Traits were measured in mixture.
A single linear regression was fitted (hatched line) since there were
no trait distance by phosphorus treatment interaction effect. R
squared and p-values are reported

under low nutrients availability (e.g., Harpole and
Tilman 2007; Craven et al. 2016) we may question our
experimental conditions. IR64+ was the only genotype
that produced less biomass in the PO treatment com-
pared to the P+ treatment, the three other genotypes
producing similar or even higher amount of biomass.
Then, P availability may not have been as limiting as
required for resource-use complementarity to occur. In
particular, as discussed above for the [R64-IR64+ pair,
root plasticity in response to phosphorus availability
may have cancelled the conditions for resource-use
complementarity to occur, given that genotypes con-
verged towards similar trait values. Second, it has been
shown that belowground niche partitioning require all
components to have a sufficient biotope space to fit their
own niche (Dimitrakopoulos and Schmid 2004). If not
the case, resource-use complementarity may not occur.
Sufficient soil depth (60 ecm) was chosen to prevent
roots to reach the bottom of the pots before harvesting.
However, pot diameter may have limited the lateral root
exploration for the shallow-rooted genotypes such as
Padi, thus limiting the positive effect of spatial
complementarity.

Despite no overall positive mixing effect, both mix-
ture productivity and mixture transgressive overyielding
were significantly related to between-genotype pheno-
typic distance. However, this was more indicative of a
selection effect than a complementarity effect arising
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from resource-use complementarity. The positive rela-
tionship between Dy, and RY distance indicates that
mixture productivity was greater when one of the asso-
ciated genotype produced more biomass in mixture than
in monoculture while the other produced less biomass in
mixture than in monoculture. In line with the
competition-trait hierarchy hypothesis (Kunstler et al.
2012), the identity of the component that grew better in
mixture was well predicted from its trait value. For
example, genotypes that had lower SLA values com-
pared to their neighbor were those that benefited the
most from growing in mixture. In a recent experiment
published by Wagg et al. (2017), differences in SLA
were also found to drive the productivity of mixture of
grass and forbs through selection effect rather than
complementarity effect, which is consistent with our
results. Biovolume was also found to be a good predic-
tor of the genotype that benefitted the most from grow-
ing in mixture: genotypes with higher biovolume com-
pared to their neighbors were those that produced more
biomass in mixture compared to monoculture. However,
this was only true under high P availability. As a con-
sequence, the positive relationship observed between
Dpuax and phenotypic distance on biovolume probably
arose from selection effect under high P availability, but
it might have arisen from another effect under low P
availability. This effect could be a complementarity
effect arising from light-use complementarity. Recent
results showed that vertical space partitioning between
tree species could generate overyielding (Niklaus et al.
2017; Williams et al. 2017). As pointed out by Schmid
and Niklaus (2017), differences in tree biovolumes can
drive overyielding through selection effects rather than
complementarity effects in this case. In wheat, the asso-
ciation of genotypes with contrasted statures has already
been shown to improve the yield of mixtures (Knott and
Mundt 1990). We observed a similar pattern for the top
soil root biomass. Genotypes that had higher top soil
root biomass compared to their neighbor were those that
benefitted the most from growing in mixture in high P
supply. Then, the positive relationship observed be-
tween D, and phenotypic distance on top soil root
biomass probably arose from a selection effect under
high P availability and from another mechanism under
low P availability. It could be a complementarity effect
arising from one genotype preferentially foraging deep
layers whereas the other invests more biomass in the top
soil. However, we did not have access to individual root
biomass in the deep soil nor to maximum root length,

Further investigation is thus needed to assess the role of
resource-use complementarity driven by differences in
root systems.

Relationships between mixture productivity and
morphological root traits provided additional
information regarding genotypic interactions. Increasing
phenotypic distance on those traits decreased mixture
productivity. Mixtures were more productive when
genotypes were similar on the proportion of fine roots
from the adventitious root system, and mixture
performance was closer to the best monoculture when
genotype distance was limited on mean adventitious root
diameter and on SRL. Moreover, SRL and mean root
diameter hierarchical distances were found to correlate
with RY in both P treatments, although relationships
were much weaker than those found for aboveground
traits, Genotypes with higher mean root diameter and
lower SRL tended to have a higher RY in mixture, and
vice versa. Mommer et al. (2011) found that high root
length density and high specific root length were associ-
ated with greater competitive ability in two-species mix-
tures (F rubra & A. odoratum) due to a reduction of the
root metabolic costs. Fort et al. (2014) obtained very
similar results with grass mixtures, highlighting that
competition intensity increased in relation to hierarchical
distances between the focal species and its neighbor
based on root morphological traits. Overall, our results
suggest that differences in root morphological traits that
are involved in a competition-trait hierarchy result in
mixture underyielding.

The primary aim of our study was to ask whether
designing mixtures to take profit from resource-use
complementarity in agrosystems is a reasonable goal
(Isbell 2015). Instead of trying to reduce competition
among genotypes in mixture, as expected under niche
theory (Levine and HilleRisLambers 2009), we argue
that mixing genotypes that have different competitive
abilities may be a more promising approach. Indeed, our
study shows that productive mixtures (“ideomixes”
sensu Litrico and Violle 2015), having similar or slightly
higher productivity than corresponding monocultures,
could be designed by optimizing competition-trait hier-
archy, and thus competitive ability ditferences (one facet
of the selection effect) among genotypes. To do so, it
may be promising to mix genotypes with different
aboveground competitive profiles, through traits like
biovolume or SLA, or different investments in their
top soil root system. Indeed, according to our results,
we expect the most competitive genotype (with lower
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SLA, higher biovolume and/or higher top soil root bio-
mass) to gain more biomass than the weakest competi-
tors (with higher SLA, lower biovolume and/or lower
top soil root biomass) loses compared to their monocul-
ture, leading to mixture overyielding. Conversely, be-
lowground traits related to resource acquisition, e.g.,
specific root length, mean root diameter or proportion
of fine roots should be kept homogeneous within the
mixture, allowing each genotype to have similar levels
of competitive-ability for nutrient acquisition, in accor-
dance with Litrico and Violle (2015)‘s framework. Al-
together, our results suggest that matching diversity and
productivity in agrosystems might be more complex
than simply promoting plant trait differences. Our con-
clusions apply to biomass production in a plant-plant
interaction situation, but it should be stressed that other
services than productivity could be provided by promot-
ing genetic diversity in agriculture such as yield stability
(Prieto et al. 2015), disease and pest management, weed
competitiveness or abiotic stress tolerance (@stergérd
et al. 2009; Costanzo and Barberi 2014). Overall, more
experiments, with large sets of genotypes and environ-
ments, are needed to strengthen the bridges between
ecology and agriculture.
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SUPPLEMENTARY INFORMATION

Crop mixtures: does niche complementarity
hold for belowground resources?
An experimental test using rice genotypic
pairs
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1. Supplementary Figures and Tables
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Supplementary Figure S1: Aboveground biomass (A), Plant height (B), Biovolume (C), Number of Tillers (D), Specific
Leaf Area (E), Root biomass in the top soil (F) and Root biomass in the deep soil (G) of four rice genotypes grown in
monoculture without phosphorus input (‘grey bars’) and with phosphorus input (‘black bars’). Variables were calculated
at the pot level. Error bars represent standard errors. Different letters indicate significant differences at P<0.05 (Fisher-
LSD test).
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Supplementary Table S1: Description of the traits used to characterize both above and below-ground phenotypic diversity.

Trait Unit Signification
AB g Above-ground biomass
PH cm Plant Height
Majaxis cm Plant horizontal major axis
Minaxis cm Plant horizontal minor axis (perpendicular to Majaxis)
Biovolume o’ E:I)z|1_1|1)t)/]32iovolume = ((4/3) x m x (Majaxis /2) X (Minaxis /2) X
SLA m2.g! Specific Leaf Area
RBiop g Root biomass in the 0-20 cm soil layer
RBueep g Root biomass in the 20-60 cm soil layer
Dad mm Mean root diameter of adventitious roots
Dbas mm Mean root diameter of basal roots
SRLad m.g* Specific Root Length of adventitious roots
SRLpas m.gt Specific Root Length of basal roots
RTDag mg.cm® Root Tissue Density of adventitious roots
RTDpas mg.cm™® Root Tissue Density of basal roots
RBlag Nb of tips.cm?  Root Branching Intensity of adventitious roots
RBlpas Nb of tips.cm?  Root Branching Intensity of basal roots
PRy s Proportion, in total root length, of roots with diameter < 0.1

mm for adventitious roots
Proportion, in total root length, of roots with diameter < 0.1

PfRbas < mm for basal roots
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Supplementary Table S2: Correlation coefficients between basal and adventitious roots for different root traits. R
and p-values are shown. Pearson method was used for SRL and RBI. Spearman method was used for all other
traits.

. Basal-Adventitious
Root Trait . g p-value
correlation coefficient

D 0.60 <0.001
SRL 0.70 <0.001
RTD 0.59 <0.001
RBI 0.67 <0.001
PR 0.63 <0.001
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Supplementary Table S3: Analysis of Variance (ANOVA) of monoculture coordinates on the two first Principal
Components (PC) built from a Principal Component Analysis (PCA) on several above and below-ground
phenotypic traits. Genotype effect, Phosphorus effect, Block effect and their interactions were tested. F and p
values in bold indicate significant effect at the level of 0,05, while F and P values in italics correspond to p-values
between 0.05 and 0.10.

Variable d.f. Effect F-value p-value
4 Block 0.90 0.475
3 Genotype 60.00 <0.001
PC1
1 Phosphorus 0.00 0.972
3 Genotype x Phosphorus 0.88 0.461
4 Block 0.51 0.731
3 Genotype 9.75 <0.001
PC2
1 Phosphorus 3.73 0.064
3 Genotype x Phosphorus 0.08 0.968
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Supplementary Table S4: Analysis of Variance (ANOVA) of several above-ground traits: Plant height, Biovolume,
Number of tillers and SLA. Genotype effect, Phosphorus effect, Block effect and their interactions were tested. F and p
values in bold indicate significant effect at the level of 0,05, while F and P values in italics correspond to p-values between
0.05and 0.10

Variable d.f. Effect F-value p-value
4 Block 1.40 0.261
3 Genotype 68.90 <0.001
Plant Height
1 Phosphorus 0.46 0.503
3 Genotype x Phosphorus 1.00 0.407
4 Block 0.68 0.612
) 3 Genotype 38.55 <0.001
Biovolume
1 Phosphorus 1.04 0.317
3 Genotype x Phosphorus 1.83 0.165
4 Block 1.50 0.230
) 3 Genotype 59.98 <0.001
Number of tillers
1 Phosphorus 0.57 0.456
3 Genotype x Phosphorus 0.52 0.671
4 Block 0.79 0.542
3 Genotype 37.99 <0.001
SLA
1 Phosphorus 0.50 0.486
3 Genotype x Phosphorus 0.62 0.606
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Supplementary Table S5: Analysis of Variance (ANOVA) table of genotypic pairs’ above and below-ground biomass.
Genotypic pair identity effect, Phosphorus effect, Block effect and their interactions are tested. F and p values in bold or
italic indicate p-values below 0.05 and comprised between 0.05 and 0.10 respectively.

Variable d.f. Effect F-value p-value

4 Block 2.15 0.083

Genotypic pair’s 9 Genotypic pair identity 7.87 <0.001
total biomass 1 Phosphorus 1.01 0.318
9 Genotypic pair identity x Phosphorus 1.48 0.171
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Supplementary Table S6: Analysis of Covariance (ANCOVA) of genotypic pair’s total biomass. Trait distance effect, Phosphorus effect, Block effect and their interaction are

tested. F-values (F) and p-values (P) are shown. F and p values in bold or italic indicate p-values below 0.05 and comprised between 0.05 and 0.10 respectively.

Tlr PH Biovolume SLA RY RBiop Duas SRLpas
df. F P F P F P F P F P F P F P F P
Block 4 159 0191 175 0154 116 0338 351 0.013 138 0254 122 0315 136 0.261 1.73 0.158
T_otal Distance 1 0.00 0960 094 0.337 4512 <0.001 1756 <0.001 3.40 0.071 9.15 0.004 241 0.127 1.79 0.187
gil(l)):rt]irses Phosphorus 1 0.06 0.813 0.01 0913 0.05 0.823 001 0914 0.12 0.733 0.07 0.787 0.27 0.606 0.43 0.516
DxP 1 0.00 0948 037 0544 056 0460 0.21 0652 220 0.144 066 0.420 0.54 0.466 0.88 0.352
RTDhas RBlas PfRpas Dad SRLag RTDa RBlag PfRag
df. F P F P F P F P F P F P F P F P
Block 4 164 0179 166 0.174 161 0.187 134 0.269 124 0.307 192 0.121 1.61 0.186 1.21 0.319
T_otal Distance 1 017 0683 122 0275 131 0.258 3.02 0.088 1.85 0.180 0.41 0.525 0.74 0395 6.42 0.014
é\fgﬁggz Phosphorus 1 0.39 0537 0.1 0.747 027 0608 0.10 0.759 0.14 0.705 0.04 0.845 0.01 0.935 0.02 0.878
DxP 1 015 0700 0.31 0.580 213 0.150 0.05 0.831 0.62 0435 0.16 0690 052 0.224 0.32 0.576




Supplementary Table S7: Analysis of Covariance (ANCOVA) for Dmax. Trait distance effect, Phosphorus effect, Block effect and their interaction are tested. F-values
(F) and p-values (P) are shown. F and p values in bold or italic indicate p-values below 0.05 and comprised between 0.05 and 0.10 respectively.

Tlr PH Biovolume SLA RY RBiop Dras SRLpas

¢f. F P F P F P F P F P F P F P F P
Block 4 185 0133 216 0087 151 0212 291 0030 167 0171 153 0207 183 0.138 215 0.088
Distance 1 240 0.128 068 0.108 1270 <0.001 4.89 0031 921 0004 11.69 0001 321 0.079 0.74 0.392
P Phosphorus 1 2.16 0.148 267 0108 377 0058 286 0097 211 0153 251 0119 182 0.183 146 0.232
DxP 1 041 0526 002 0888 202 0162 028 0600 2.67 0109 001 0924 275 0104 171 0.167
RTDias RBlbss PRoss Dag SRLaq RTDa RBlag PfRag

¢ F P F P F P F P F P F P F P F P
Block 4 211 0093 213 0091 221 0081 163 0181 1.38 0253 198 0.112 193 0120 175 0.53
Distance 1 0.23 0.636 0.02 0.887 000 0965 6.19 0016 512 0028 0.0 0.755 0.46 0501 0.75 0.390
Prax Phosphorus 1 142 0239 154 0220 158 0215 209 0154 169 0199 216 0.149 273 0104 230 0.36
DxP 1 094 0338 169 0199 3.15 0082 000 0954 114 0291 010 0749 020 0.659 001 0.912
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CHAPITRE 2

Multifaceted functional diversity for
multifaceted crop yield: towards ecological
assembly rules for varietal mixtures

Article en révision

Montazeaud Germain, Cyrille Violle, Pierre Roumet, Aline Rocher, Martin Ecarnot, Frédéric
Compan, Guillaume Maillet, Florian Fort*, and Hélene Fréville*. 2019. “Multifaceted
functional diversity for multifaceted crop yield: towards ecological assembly rules for varietal
mixtures” Journal of Applied Ecology. Under revision. * These authors contribued equally to
this work.
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1. Présentation générale

Dans le chapitre précédent, nous avons montré que les différences de profondeurs
racinaires a elles seules ne permettaient pas de générer un gain de productivité via un effet de
complémentarité spatiale d’utilisation des ressources souterraines dans des mélanges de
variétés de riz. Nous avons cependant pu mettre en évidence plusieurs relations entre les
differences phénotypiques des génotypes et la productivité relative des mélanges. Ces relations,
impliquant a la fois des traits fonctionnels aériens et racinaires, suggerent que d’autres effets
que la complémentarité de niche peuvent génerer des gains de productivité dans les mélanges
par rapport aux monocultures.

Dans ce deuxieme chapitre, nous adoptons a nouveau une approche fonctionnelle, mais
nous choisissons de ne pas privilégier un trait en particulier dans nos hypotheses de travail.
Nous nous demandons ici quels sont les traits fonctionnels qui affectent le plus la performance
agronomique des mélanges. Pour répondre a cette question, nous utilisons un grand nombre de
génotypes et un grand nombre de mélanges afin d’obtenir des combinaisons de traits varies, a
la fois dans le compartiment aérien et dans le compartiment souterrain. A partir d’une
population de 180 génotypes de blé dur (Triticum turgidum ssp. durum) tres diversifiés, nous
constituons 220 mélanges binaires, et nous les comparons a leurs composantes en monoculture.
Nous travaillons dans des conditions expérimentales beaucoup plus proches des conditions de
cultures réelles, en cultivant les monocultures et les melanges au champ, en parcelles
experimentales.

Nous décrivons la composition fonctionnelle des melanges en calculant leur identité
fonctionnelle et leur diversité fonctionnelle sur 19 traits aériens et racinaires mesurés au champ
dans les parcelles en monoculture. Nous utilisons ensuite une approche statistique multivariee
afin d’identifier les combinaisons de traits et d’effets (diversité vs identité) qui expliquent le
mieux la performance agronomique des mélanges. Nous mesurons plusieurs composantes de la
performance agronomique, notamment dans le but de décrire le compromis entre la quantité et
la qualité de la production des mélanges. En effet, il existe chez la plupart des ceréales un
compromis physiologique fort entre la masse des grains (le rendement en grains) et leur teneur
en protéines (Simmonds, 1995). Ainsi, une variété a fort rendement produit généralement des
grains a faible teneur en protéines, et inversement. Nous caractérisons donc ces deux
composantes afin d’évaluer I’aptitude des mélanges a dévier de ce compromis qui limite la
performance agronomique en monoculture. Enfin, nous établissons une classification
fonctionnelle afin de regrouper les génotypes ayant des stratégies écologiques similaires. Sur la
base de ces groupes, nous identifions ensuite les associations fonctionnelles les plus favorables
pour les différentes facettes de la performance agronomique.
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2. Keywords

Durum wheat, functional group, functional trait, grain protein content, grain yield,
mixing effects, translational ecology

3. Abstract

Cultivating mixtures of varieties represents an easy way to re-introduce crop diversity
in agrosystems and might thus help increasing agricultural sustainability. Indeed, results from
emblematic ecological studies suggest that genetic diversity can increase natural ecosystem
productivity. So far, the literature on varietal mixtures has shown mixed results. Studying
mixtures through the lens of fundamental ecological theories can help better mobilize diversity
for crop production.

We use a trait-based approach to investigate the effects of functional identity and
functional diversity on agronomic performance of varietal mixtures in durum wheat, Triticum
turgidum ssp. durum, a major source of staple food. Using a set of highly genetically diverse
lines, we grew 220 two-way mixtures and their corresponding monocultures in field conditions,
and we measured 19 functional traits including both above- and belowground traits. We
quantified relative performance as the mixture deviation to the mean monoculture performance
on two variables related to productivity, vegetative biomass yield and grain yield, and two
variables related to grain quality, grain protein content, and grain protein deviation, i.e. the
residual of the negative relationship between grain yield and grain quality.

We found that biomass and grain yield increased by 4% overall in mixtures relative to
their monoculture components. In contrast, mixing effects were overall non-significant on grain
protein content and grain protein deviation. The combined effects of functional identity and
functional diversity explained 15% to 24% of the agronomic performance of the mixtures,
quality-related variables being better predicted than productivity-related variables. Root traits
explained most of the variation in mixing effects for productivity-related variables, whereas
aboveground and phenological traits were the most explicative for quality-related variables.
Clustering varieties into functional groups allowed us to identify the most beneficial
associations for multifaceted agronomic performance.

Synthesis and applications: Functional traits explained part of the benefit of mixing.
They can thus serve as a basis to identify groups of varieties whose combinations are expected
to generate positive mixing effects. Selection could then target convergence between groups for
some traits and divergence between groups for other traits using the empirically-derived
relationships between functional traits and agronomic performance as a guideline.

4. Introduction

The reintroduction of genetic diversity into cropping systems is one of the pillars of the
agro-ecological approach (Malézieux, 2012). Currently, food production mostly relies on
monogenotypic varieties that have been selected to perform under intensive and homogeneous
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conditions (Evenson & Gollin, 2003). Changes towards more sustainable practices such as
chemical input reduction, as well as climate change are expected to strongly modify crop
environment and making it more variable (Fischer, Shah, & Van Velthuizen, 2002; Lesk,
Rowhani, & Ramankutty, 2016). In this context, growing varietal mixtures instead of mono-
genotypic crops could help maintaining sufficient levels of production while limiting
environmental impacts of agriculture (Barot et al., 2017; Litrico & Violle, 2015). Numerous
studies have shown a positive relationship between biodiversity and productivity in unmanaged
ecosystems (Hooper et al., 2005; Loreau et al., 2001; Tilman et al., 2001). Although most of
these effects were first attributed to species richness, intraspecific diversity is now being
recognized as an important driver of ecological processes, including productivity (Bolnick et
al., 2011; Hughes, Inouye, Johnson, Underwood, & Vellend, 2008). Results on crop varietal
mixtures are more contrasted (Kiar, Skovgaard, & @stergard, 2009; Reiss & Drinkwater, 2018;
Smithson & Lenné, 1996): although slightly positive on average, mixing effects are highly
variable on yields and can even be negative. This calls for a better understanding of the
mechanisms that drive the biodiversity-productivity relationship in crops. Ecological theories
can help address this challenge to promote positive diversity effects in agrosystems (Barot et
al., 2017; Borg et al., 2018).

The expected benefits of mixtures lie on a central and seminal theory of ecology: niche
complementarity. This theory assumes that organisms that differ in their ecological niche
experience reduced competition because they use resources differently, which leads to
enhanced productivity (MacArthur & Levins, 1967). Species niche can be estimated using a set
of phenotypic traits (Violle & Jiang, 2009), referred to as functional traits (Violle et al., 2007).
These traits are used to position species along niche axes and to quantify niche differences
between species (McGill, Enquist, Weiher, & Westoby, 2006). In natural communities, spatial
aboveground (Schmid & Niklaus, 2017; Williams, Paquette, Cavender-Bares, Messier, &
Reich, 2017), spatial belowground (Berendse, 1981; Mueller, Tilman, Fornara, & Hobbie,
2013), or temporal complementarity (Fargione & Tilman, 2005) have been shown to increase
productivity. In crops, experimental studies quantifying the role of niche complementarity in
varietal mixtures are still rare (Montazeaud et al., 2018). The relationship between trait diversity
and agrosystem functioning is mainly investigated through functional-structural models. These
models suggest that differences in plant architecture can increase Yyield through
complementarity for light capture (Barillot et al., 2019; Zhu, Werf, Anten, Vos, & Evers, 2015),
but provide contrasted conclusions for the belowground compartment where differences in root
architecture do not systematically result in complementarity effects (Postma & Lynch, 2012).

The study of the relationship between species abundance and ecosystem functioning
through a functional lens has also led to the mass ratio theory (Grime, 1998). This theory lies
on two assumptions: (i) ecosystem properties are determined by the average trait value of the
community; (ii) ecosystem processes are mainly determined by the dominant species in the
community. Several studies support these predictions (Garnier et al., 2004; Polley, Wilsey,
Derner, Johnson, & Sanabria, 2006). For example, the average characteristics (specific leaf
area, leaf dry matter content and leaf nitrogen content) of two dominant species were sufficient
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to capture processes related to carbon and nitrogen cycles, including ecosystem productivity, in
Mediterranean old fields (Garnier et al., 2004). Despite being widely investigated in ecology,
the mass ratio hypothesis remains unexplored in the context of varietal mixtures where most
studies focus on diversity effects quantified by the number of varieties or by phenotypic
differences between varieties (Barot et al., 2017; Prieto et al., 2015).

The niche complementarity theory and the mass ratio theory are not mutually exclusive,
and functional ecology has allowed to integrate them into a single framework (Garnier, Navas,
& Grigulis, 2015; McGill et al., 2006; Violle & Jiang, 2009). In this framework, functional
traits are incorporated into indexes to characterize the functional diversity and the functional
identity of ecosystems (Ricotta & Moretti, 2011). Functional diversity quantifies the dispersion
of the trait values within the community and is expected to be closely related to niche
complementarity (Garnier et al., 2015). Functional identity can be quantified by weighing trait
values of the species of the community with their relative abundance (Violle et al., 2007), and
refers to the effect of the dominant phenotypes. Quantifying functional identity and functional
diversity on multiple ecological dimensions has proven useful to understand the link between
traits and ecosystem processes in ecology (Lavorel et al., 2008; Mokany, Ash, & Roxburgh,
2008; Roscher et al., 2012). Yet, despite repeated calls (Damour, Navas, & Garnier, 2018;
Martin & lIsaac, 2015), this has not been done in crops.

Which traits to use to quantify ecosystem processes and which combination of
phenotypic values optimize these processes remain open questions (Petchey & Gaston, 2006).
Recent results suggest that ecosystem processes, including productivity, could be explained by
a multivariate combination of traits related to resource-use and size (Cadotte, 2017; Kraft,
Godoy, & Levine, 2015), the two main dimensions of phenotypic variation among vascular
plants (Diaz et al., 2016; Westoby, Falster, Moles, Vesk, & Wright, 2002). Importantly, these
studies also show that root traits are major drivers of ecosystem processes. In crops, while
belowground complementarity is often invocated to explain higher yield in mixtures (Barot et
al.,, 2017; Litrico & Violle, 2015), this mechanism remains poorly investigated (but see
Montazeaud et al., 2018). Improving belowground trait characterization might help better
understand the ecological mechanisms driving plant-plant interactions in varietal mixtures.

As ecosystem functioning (Hector & Bagchi, 2007), agronomic performance can be
assessed through multiple facets. Varietal mixtures are often evaluated on their productivity
relative to monocultures (Kier et al., 2009; Reiss & Drinkwater, 2018; Smithson & Lenné,
1996). Depending on the species and on the valued part of the plant, either grain or vegetative
biomass yield can be targeted. In most cereals, quality is as important as productivity to
determine the final value of the product. Still, the benefit of mixing on quality is poorly
documented (Borg et al., 2018). Moreover, increasing both quantity and quality represents a
key challenge for crop breeding because these two facets are often negatively correlated
(Simmonds, 1995). The ability to deviate from the negative relationship between grain protein
content and grain yield, namely grain protein deviation, has even become an important selection
target in cereals (Monaghan, Snape, Chojecki, & Kettlewell, 2001). Focusing on single
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components of agronomic performance could thus lead to underestimate the potential of varietal
mixtures.

In this study, we use a functional approach to understand the relationship between trait
composition (functional identity and functional diversity) and agronomic performance of
varietal mixtures in durum wheat, Triticum turgidum ssp. durum. We used a highly genetically
diverse population of genotypes that we characterized in monocultures on 19 functional traits
including 11 root traits. We grew 220 two-way mixtures in field conditions and we assessed
agronomic performance relative to monoculture for biomass yield, grain yield, grain protein
content, and grain protein deviation. Then, we used a multivariate approach to understand the
relationship between agronomic performance and trait composition of mixtures. Finally, we
clustered genotypes into functional groups to identify assembly rules that allow maximizing
mixing effects on several dimensions of agronomic performance.

5. Material and Methods

A. Experimental design

We used 180 inbred lines from the EPO population developed at INRA Montpellier,
France (David et al., 2014). These lines show high phenotypic variability for both above- and
belowground traits (unpublished data). We randomly constituted 220 two-way mixtures to
explore a wide range of trait combinations. We only excluded pairs having more than three
weeks’ difference in heading date, assuming that larger time lag would not be acceptable in real
cultivation conditions. Mixtures and monocultures were grown in 6-row field plots (1.5 m long,
0.2 m between-rows) at Mauguio, France (43°37°02°°N, 3°51°18’’E). In mixtures, one
genotype was grown on rows 1, 3 and 5, and the other on rows 2, 4, and 6. Biotic damages and
resource limitations were prevented by applying pesticides and fertilizers (Supplementary
Information). The final dataset included 179 monocultures and 197 mixtures after removing
plots with incomplete data due to sowing or sampling problems.

B. Plant trait and yield measurements

We characterized the 179 genotypes in monoculture plots. At the end of the tillering
stage, we measured early biomass per capita (Ear. bio.), tiller number per capita (Till. nb.), leaf
nitrogen content (Leaf N), and specific leaf area (SLA), the ratio between leaf area and leaf dry
mass. We recorded two phenological stages, heading date (Heading) and maturity date
(Maturity). We measured the angle between the two most distant tillers (Angleser) at heading,
and plant height (Height) at maturity. We collected root samples at the end of the tillering stage.
We separated the seminal and the adventitious root systems and we quantified morphological
traits through image analysis (WIinRHIZO pro Version 2009; Regent Instrument, Quebec,
Canada). We computed mean root diameters (Diamsem and Diamagv), Specific Root Length
(SRLsem and SRLagv, root length / root dry mass), Root Tissue Density (RTDsem and RTDay,
root dry mass / root volume), Root Length Density (RLDsem and RLDadv, root length / soil
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volume), and Root Branching Intensity (RBlsem and RBlagy, number of root tips / total root
length). At maturity, we measured the angle between the two most distant roots (Angleroot).

At harvest, we measured vegetative biomass yield (hereafter biomass yield) and grain
yield for each monoculture and for each genotype within mixtures. We did the same for grain
protein content using a spectroscopic method. We computed grain protein deviation as the
residual of the linear regression between grain protein content and grain yield.

Details on trait and agronomic performance measurements can be found in the
Supplementary Information.

C. Computation of trait indices

We characterized mixture functional identity by computing the community-weighted
mean (CWM) value of each trait. Following Garnier et al. (2004), we weighed the trait values
of each component with its respective relative biomass on stems, leaves, and spikes:

o Bixi+B]-xj
[1] CWMy === 7

Where CWM;; is the community-weighted mean of the mixture containing genotypes i
and j, B; and B; are the total aboveground biomass of genotypes i and j, and x; and x; are the
trait values of genotypes i and j, respectively.

For each trait, we also quantified the functional diversity of the mixture by computing
the Rao quadratic diversity index, which quantifies the expected dissimilarity between two
genotypes sampled at random within the mixture (Rao, 1982):

B; Bj
Bi+Bj  Bi+Bj

[2] FDij = dl] X

Where Fp,; is the functional diversity of the mixture containing genotypes i and j, and
d;; is a measure of dissimilarity between genotypes i and j that we quantified with the Euclidian
distance.

D. Agronomic performance

We computed mixture relative performance using Relative Yield Total (RYT) indices
(Weigelt & Jolliffe, 2003). For biomass and grain yield, RYT was computed as follows:

Y; . Y .
tmixt : Jmixt

Yimonoc Yimonoc
[4] RYTU = 2 4

Where RYT;; is the Relative Yield Total of the mixture containing genotypes i and j,
Y, .andy; . arethe grain or biomass yield of genotypes i and j, and Y; andY; are
the grain or biomass yield of genotypes i and j in monocultures. Grain protein content RYT was
computed as follows:

mixt monoc

Page * 62



Y; . XGPC; . +Y; . XGPC; .
mixt mixt  Jmixt Jmixt
Y; . +Yj .
[5] RYT — mixt mixt
ij Y; X GPC; +Y; X GPC;
lmonoc lmonoc _~Jmonoc Jmonoc

Yi +Y;
monoc  ~ Jmonoc

Where Y; andY; . are the grain yield of genotypes i and j in mixture, Y; and

monoc

Y, onoc &€ the grain yield of genotypes i and j in monoculture, GPC; . and GPC; . are the

grain protein content of genotypes i and j in mixture, and GPC; __ and GPC; arethe grain

protein content of genotypes i and j in monoculture. Finally, grain protein deviation RYT was
computed as follows:

[6] RYT,; = GPD GPD

ijobs - ij exp

Where GPD;; , is the observed grain protein deviation for the mixture containing

genotypes i and j, and GPD; Jexp is the expected grain protein deviation based on monocultures
of genotypes i and j (Supplementary Information).

Under no mixing effects, RYT for biomass yield, grain yield, and grain protein content
equals 1, whereas it equals O for grain protein deviation. RYT > 1 (respectively 0 for GPD)
means that the mixture performed better than the average of the two monocultures (positive
mixing effect), whereas RYT < 1 (respectively 0 for GPD) means that the mixture performed
worse (negative mixing effect).

E. Statistical analysis

All statistical analysis were performed with R v. 3.5.3 (R Core Team, 2019).

We estimated genotypic effects for each trait and each component of agronomic
performance by fitting a mixed model with genotype identity as a random effect (Imer()
function from Ime4 package). To account for spatial trends of auto-correlation, we corrected
genotypic estimations for each component with the P-splines method using the SpATS package
(Rodriguez-Alvarez et al., 2018) by fitting a mixed model with genotype identity, row identity,
and column identity as random effects, and a smooth bivariate surface function (Supplementary
Figure 2).

We then used a multivariate approach to assess how the 19 functional traits affected
mixing effects. For each component of performance, we first fitted a complete linear model
with all trait CWMs and all trait Fps as independent variables, and RYT as the dependent
variable (Im() function from the stats package). We then ran a backward model selection
procedure using Akaike Information Criterion (AIC, Akaike, 1974) to retain the most
parsimonious model (stepAIC() function from the MASS package).

Finally, we clustered the 179 genotypes into functional groups to test whether the
structure of the phenotypic variability observed in the population allowed creating beneficial
trait associations for multiple components of agronomic performance. We used a scaled
genotype-by-trait matrix to compute a pairwise Euclidian distance matrix. We then performed
Ascending Hierarchical Clustering (ACH) with the agnes() function from the cluster package
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using the pairwise Euclidian distance matrix and the Ward aggregation criterion (Ward, 1963).
We chose the number of groups based on the height of the tree branches (Supplementary Figure
3).

6. Results

A. Functional trait variability

The 19 functional traits showed contrasted patterns of variability among genotypes
(Table 1). Ear. bio. and Till. nb. were the most variable traits aboveground with respective CVs
of 0.42 and 0.26, and mean values of 0.88 g.ind-1 and 3.49 tillers.ind-1. Heading and Maturity
were the least variable traits, the difference between the earliest and the latest genotype being
250 GDD (around 2.5 weeks) for both traits, which showed CVs of 0.03 and 0.02, respectively.
Angleaer, SLA, Leaf N, and Height displayed intermediate levels of variability. Of
belowground traits, RLD was the most variable trait, with a CV of 0.48 for seminal roots and
0.46 for adventitious roots, and about a ten-fold difference between minimum and maximum
values: 0.07 to 0.65 cm.cm-3 and 0.04 to 0.47 cm.cm-3 for seminal and adventitious roots,
respectively. Diam, RTD, and RBI were the least variable traits with CVs around 0.10 for both
root types. Angleroot and SRL had intermediate levels of variability (Table 1).

The strongest trait correlation was between SRLsem and Diamsem (r =-0.84, p <0.001).
The belowground compartment was characterized by strong positive correlations between RBI
and Diam, and between SRL and RLD (Supplementary Figure 4). The crossed-correlations
between these two groups of variables were negative. Aboveground, we identified strong
positive correlations between Till. nb. and Ear. bio. (r =0.71, p < 0.001), Heading and Maturity
(r = 0.58, p <0.001), and Leaf N and SLA (r = 0.42, p < 0.001). Some aboveground traits
showed strong positive correlations with belowground traits, such as Ear. bio. and Till. nb. with
RLDadv (r = 0.75 and r = 0.56, respectively, p < 0.001) and Leaf N with RBlIsem (r = 0.37, p
< 0.001).

B. Agronomic performance of mixtures

The mean RYTs for biomass yield and grain yield both equaled 1.04 and were
significantly larger than 1 (Fig. 2 a and b), meaning that mixtures produced on average 4% more
biomass and grains than expected from monoculture components. RYT variation was high for
both variables (sd > 0.14), ranging from 0.61 to 1.53 for biomass yield and from 0.56 to 1.56
for grain yield. Mixing effects were non-significant for grain protein content (mean RYT =
1.00) and grain protein deviation (mean RYT =-0.03) (Fig. 2 cand d). RYT variation was lower
for grain protein content (sd = 0.04), RYT values ranging from 0.90 to 1.13. Although the
standard deviation was higher for grain protein deviation RYT (sd = 0.56), variation was of the
same order than for grain protein content RYT due to the fact that these two variables were not
expressed in the same unit (grain protein content RYT has no unit whereas grain protein
deviation RYT is expressed in mass fraction of nitrogen, see Material and Methods).
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C. Relationship between functional trait composition and
agronomic performance of mixtures

Functional trait composition explained between 15% (grain yield) and 24% (grain
protein content) of the variability observed on the relative agronomic performance of mixtures
(Fig. 3). Depending on the performance component, 5 to 7 traits were retained in the model,
with a mix of above- and belowground traits in each case. The most explicative variables were
CWNMs for three out of four components (Fig. 3). Yet, both CWM and Fp contributed to explain
the observed variability in relative mixture performance for all performance components. Two
root traits explained a large proportion of variability in biomass yield RYT and grain yield
RYT: RBIlsem Fp and RTDagv CWM, both of which being positively correlated with the two
components (Fig. 3 aand b). Biomass yield RYT increased with increasing Heading CWM and
Diamagv Fp, whereas it decreased with increasing Leaf N CWM. Remaining traits that affected
grain yield RYT also affected grain protein content RYT in opposite directions: increasing
Diamsem Fp increased grain yield RYT but decreased grain protein content RYT, while
increasing RTDagv Fp decreased grain yield RYT but increased grain protein content RYT (Fig.
3 b and c). Increasing Till. nb. CWM, Maturity CWM, and Angleser CWM increased both grain
protein content RYT and grain protein deviation RYT (Fig. 3 ¢ and d). Moreover, increasing
Till. nb. Fp decreased both grain yield RYT and grain protein deviation RYT (Fig. 3 b and d).

D. Functional groups

We identified three functional groups that differed on several functional traits (Figure 4
& Supplementary Table 2). Aboveground, genotypes from group 1 had few tillers, high SLA
and leaf nitrogen content, and produced low biomass compared to groups 2 and 3. They were
early for heading and maturity. Belowground, they had an intermediate root angle, produced
low root length per unit soil volume, and their roots had low-density tissues. Genotypes from
group 2 were tall, produced numerous tillers and high biomass. They had low SLA and low leaf
nitrogen content, and were early at heading but late at maturity. They had a narrow root angle,
but produced more root length per unit soil volume. Their roots were thin and had a low
branching intensity. Finally, genotypes from group 3 were short, had a wide aerial angle, and
produced intermediate amounts of tillers and biomass. They had low SLA and low leaf nitrogen
content. They were late for heading and maturity. Unlike group 2, they had a wide root angle,
their roots were thick and dense, and they had high branching intensity.

Mixtures associating genotypes from groups 2 and 3 had the highest RYTs for biomass
yield and grain yield, and showed a significant positive mixing effect on both components (Fig.
5aand b). Mixtures associating genotypes from group 2 had a significant positive mixing effect
on biomass yield. Mixtures associating genotypes from group 1 had a significant positive
mixing effect on grain yield but a significant negative mixing effect on grain protein content
(Fig. 5 b and c). Other functional associations did not show significant mixing effects on RYTs
for biomass yield, grain yield, or grain protein content. Mixtures associating genotypes from
group 1 and group 3 had the lowest RYTs for grain protein deviation, and showed a significant
negative mixing effect on this component (Fig. 5 d).
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7. Discussion

Our study provides a general assessment of multifaceted agronomic performance for
varietal mixtures and allows a thorough investigation of the relationship between mixing effects
and trait composition of the mixtures. We report stronger mixing effects for productivity-related
variables, i.e. grain yield and biomass yield, than for quality-related variables, i.e. grain protein
content and grain protein deviation. However, functional traits better explain quality-related
mixing effects than productivity-related mixing effects. In line with recent evidence on
grassland species (Cadotte, 2017; Kraft et al.,, 2015), our results suggest that niche
complementarity and mass ratio effects jointly determine the agronomic performance of the
mixtures. Clustering genotypes into functional groups allows us to tackle part of this complexity
by discriminating among the most favorable and the most unfavorable functional associations.

The average mixing effects on grain yield and biomass yield are consistent with values
reported in the literature (Kier et al., 2009; Reiss & Drinkwater, 2018; Smithson & Lenne,
1996). The average and the variability of the mixing effects detected on grain protein content
were weak, strengthening sparse data observed on such components (Gallandt, Dofing,
Reisenauer, & Donaldson, 2001; Sammons & Baenziger, 1985). However, most of these
experiments did not explain mixing effect variability. Here, multivariate combinations of trait
means and trait dispersions explain from 15% to 24% of the variation in mixing effects, this
proportion being larger for quality-related mixing effects than for quantity-related mixing
effects.

Most mixing effects on yields were explained by root trait composition of the mixtures:
biomass and grain yield RYTs were mainly explained by a joint positive effect of functional
diversity on seminal root branching intensity and community-weighted mean of adventitious
root tissue density. High root branching intensity is expected to provide intense soil exploration
around the principal roots, while low branching intensity is expected to lead to more extensive
soil foraging (Richardson et al., 2011). Combining such mining and foraging strategies in
mixtures could therefore result in belowground spatial complementarity. In crops, the
complementarity effects observed in the historic “three sisters” (maize/bean/squash)
polyculture was also attributed to differences in root foraging strategies (Zhang, Postma, York,
& Lynch, 2014). The positive effect of community-weighted mean of adventitious root tissue
density on biomass and grain yield RYTs might result from improved soil anchoring at a stage
where plants are sensitive to lodging. Root morphological traits, including root tissue density,
determine the biomechanical properties of the roots, which are known to be involved in
sensitivity to lodging (Ennos & Fitter, 1992; Liu, Li, Zhu, & Song, 2018). This interpretation
was partly supported by monoculture data, where we detected a marginal negative correlation
between adventitious root tissue density and lodging score (P = 0.06, data not shown).

Quality-related mixing effects were in contrast mostly explained by aboveground traits
and phenology: grain protein content and grain protein deviation RYTs correlated positively
with tiller number, aerial angle, and maturity CWMs. Such a positive effect on grain protein
content could have resulted from a negative effect on grain mass, as expected from the classical
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trade-off between grain mass and grain protein content in cereals (Simmonds, 1995). RYT on
grain specific weight, the ratio between grain mass and grain volume, correlated negatively
with the three CWMs (Supplementary Figure 6a), giving some support to this hypothesis. Yet,
how this trait combination resulted in a decreased grain filling in mixtures remains unclear. We
would expect a later maturity to increase grain filling time and thus to increase grain mass rather
than decrease it. Such disconnection suggests that other factors such as phenotypic plasticity
could have affected grain protein content in mixtures. Interestingly, the three CWMs did not
affect grain yield RYTSs, which explains why they positively affected grain protein deviation
RYT. This suggests that such negative effects on grain filling were compensated by positive
mixing effects on other yield components. Indeed, functional diversity on seminal root
branching intensity and CWM on adventitious root tissue density both correlated positively
with the number of spikes per square meter (Supplementary Figure 6b), suggesting that the
positive mixing effects we detected on grain yield arose from an increased spike density rather
than from an increased grain mass. Results from emblematic biodiversity experiments also
suggest that much of the biodiversity effects related to species richness are driven by an increase
in plant module density rather than by an increase in plant module size (Marquard et al., 2009).
Altogether, our results suggest that varietal mixtures could be an interesting way to escape
trade-offs that are known to constraint agronomic performance in monocultures, as proposed
theoretically (Litrico & Violle, 2015).

Clustering species into functional groups is a common approach in ecology (e.g. Hooper
& Dukes, 2004). Our study shows that this approach is also highly relevant at the intraspecific
level, and can thus help designing assembly rules for varietal mixtures. Indeed, the three groups
we identified allowed distinguishing several functional associations with significant positive
mixing effects on multiple facets of agronomic performance. Moreover, the trait composition
characterizing these beneficial associations was in agreement with the patterns identified with
the multivariate approach. For example, mixtures associating genotypes from groups 2 and 3
exhibited positive mixing effects on biomass and grain yield: functional groups 2 and 3 have
respectively low and high seminal root branching intensities and have both high adventitious
root tissue densities. Mixtures associating genotypes from group 1 had positive mixing effects
on grain yield but negative mixing effects on grain protein content: group 1 had a low variability
for both tiller number and adventitious root tissue density (Supplementary Table 2). This
example suggests that functional redundancy cannot help escaping the trade-off constraining
agronomic performance at the individual level. Overall, functional clustering allows preventing
functional redundancy, and is thus very promising to identify the most favorable varietal
associations for multifaceted crop yield.

Combining positive effects of functional identity and functional diversity represents a
major challenge for breeding. Indeed, this raises the question as to how to select mixtures of
genotypes that differ on some traits but remain uniform for others (Litrico & Violle, 2015).
Functional clustering could be used as a first step to structure the phenotypic variability present
in the founding population, and to identify the most beneficial associations. Then, selection
practices could draw on breeding methods used in hybrid crops, where selection first takes place
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in separate groups, i.e. heterotic groups, and aims at selecting genes not only for their own value
but also for their expected value in combination with genes from other groups. Similarly,
selection for high performant mixtures could first take place within each functional group, by
promoting trait convergence between groups to foster functional identity-driven effects, and
divergent selection to promote functional diversity-driven effects. In this context, extending the
dialogue between ecology and agronomy could help develop more sustainable agriculture by
developing optimized varietal mixtures for multifaceted crop yield.
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Table 1: Phenotypic diversity characterized for 19 functional traits across 179 durum wheat genotypes grown in
monoculture. Minimum, maximum, mean (standard deviation), and coefficient of variation are reported for each trait.
Traits are ranked according to decreasing CV values.

trait unit min max mean (sd) Ccv

Aboveground Ear. bio. g.ind? 0.28 2.23 0.88 (0.37) 0.42
Till. nb.  nb till.ind? 1.67 7.50 3.49 (0.90) 0.26

Anglezer ° 11.50 28.50 16.56 (2.83) 0.17

SLA m2.kg* 14.88 36.37 20.56 (3.21) 0.16

Leaf N % 2.85 4.78 3.76 (0.39) 0.10

Height cm 75.70 129.50 97.94 (9.13) 0.09

Heading GDD 142400  1696.30  1549.45 (47.10) 0.03
Maturity ~ GDD 2219.80  2458.00  2281.75 (43.27) 0.02

Belowground ~RLDsem cm.cm® 0.07 0.65 0.22 (0.11) 0.48
RLDaay cm.cm?® 0.04 0.47 0.17 (0.08) 0.46
SRLsem m.g* 48.50 188.75 103.48 (24.30) 0.23
SRLagv m.g* 24.02 65.50 43.74 (8.28) 0.19
Angleroot ° 66.33 158.33 112.42 (18.59) 0.17
RTDsem g.cm?® 0.11 0.20 0.15 (0.02) 0.12
RTDagv g.cm?® 0.05 0.09 0.07 (0.01) 0.12
RBlsem tips.cm™ 0.94 1.67 1.27 (0.14) 0.11
DiaMagy mm 0.40 0.74 0.52 (0.06) 0.11
RBlagy tips.cm'* 1.00 1.61 1.27 (0.13) 0.10
Diamsem mm 0.21 0.36 0.27 (0.02) 0.09
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Figure 1: (a) Experimental field. (b) Mixture plot with two genotypes (“/A”” and “B”) sown in alternate rows.
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Figure 2: Mixing effect distributions on biomass yield (a), grain yield (b), grain
protein content (c), and grain protein deviation (d). Mixing effects were quantified
with the RYT index (cf Material and Methods). Means (i) and standard deviations (o)
are reported. A star symbol indicates a mean RYT significantly different from the
reference value at P < 0.05, the reference value being 1 for biomass yield, grain yield,
and grain protein content, and 0 for grain protein deviation.
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Figure 3: Percentage of explained variance in a multiple regression model for RYTs calculated on biomass
yield (a), grain yield (b), grain protein content (c), and grain protein deviation (d), using trait values measured
in monocultures as explicative variables. A stepwise AIC procedure was applied from the full model with CWM
(filled bars) and FD (hatched bars) used as explicative variables. Only variables with a significant effect (P
< 0.05) in the best model are reported. The percentages of explained variance were computed as the ratio
between the sum of squares of the variable and the total sum of squares for all retained variables in the best
model. The sign of the estimated regression coefficient is reported above each bar. Adjusted R2 from the best
model is also reported.

Page 77



RLD 4y
Ear. bio.

Till. nb.
RTD 4y
RLDgem
SRLeem
Height
SRLaqy
RTDgem
Diamgg,

An?lem
RB sem

RBlaq
Matur\l'ty
Angleaer
Heading
SLA
Leaf N
Diamgq,

Scaled trait means

1 2 3

Figure 4: Characterization of the three functional groups based on their trait mean measured in
monoculture. Variables were scaled and clustered so that traits with similar variation on their
mean over the three groups are clustered together. Values increase from green (lower values) to
black (higher values).
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Figure 5: Comparison of mixtures’ RYTs between different functional associations for
biomass yield (a), grain yield (b), grain protein content (c), and grain protein deviation (d).
Boxplots with different letters are significantly different at P < 0.05 (Fisher-LSD test). Stars
within boxplots indicate that the mean RYT value is significantly different from 1 (0 for grain

protein deviation) at P < 0.05 (t-test).
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multifaceted crop yield: towards ecological
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1. Supplementary Methods

A. Plant material

We used 180 inbred lines from the EPO durum wheat population developed at INRA
Montpellier, France (David et al., 2014). EPO was obtained from a composite cross population
in which a male sterility recessive nuclear gene was segregating. In 1997, genetic diversity from
wild and primitive Triticum turgidum subspecies was introduced in that population. Over 12
years, seeds have been collected on both outcrossed sterile plants (20%) and self-fertilized
hermaphrodite plants (80%), and then bulked to constitute the next generation. In 2009, 500
spikes were extracted and underwent five generations of selfing to obtain inbred lines. Based
on genotypic data, 180 inbred lines were chosen to constitute a core collection that encompassed
most of the genetic variability present in the original 500 lines. Overall, EPO was selected to
capture a high proportion of the phenotypic variability of the Triticum turgidum subspecies.
While remaining large compared to elite genotypes, this variability was reduced for a few traits
such as plant height and heading date to stay within an acceptable range of values for cultivation
conditions. Such an evolutionary history resulted in a set of fixed lines that are well-adapted to
cultivation and harbor a broad phenotypic diversity, making this material highly relevant to test
ecological approaches in varietal mixtures.

B. Plant growth conditions

Plots were sown on November 21, 2017 and harvested between June 25 and 27, 2018.
Soil was stony loam with about 1% organic matter and a pH of 8.7. Sowing density was about
250 seeds m2. Nitrogen fertilization was applied on February 22, 2018 and April 23, 2018 with
109 kg.ha! and 87 kg.ha' of Nexen® (46 % urea nitrogen). Broad leaf herbicides and
graminicides were applied on March 23, 2018 with Pointer®UltraSX® (30 g.ha?) and
Auzon®Duo (1 L.ha'). Two fungicide treatments were applied on April 20, 2018 and May 18,
2018 with Priori®Xtra (1 L.hal). Insecticides were applied on May 18, 2018 with Karate®Xflow
(0.063 L.hat). The mean temperature over the growing season was 13.6 °C with a minimum
temperature of -6 °C and a maximum temperature of 31.5°C. The cumulated precipitation
between November 2017 and June 2018 was 633 mm (see Supplementary Table 1 for monthly
meteorological data).

C. Plant trait and yield measurements

We characterized each of the 180 genotypes in monoculture plots. Root traits (except
root angle), early biomass per capita (Ear. bio.), tiller number per capita (Till. nb.), specific leaf
area (SLA), and leaf nitrogen content (Leaf N) were measured at the end of the tillering stage.
We sampled two soil cores (10 cm diameter and 15 cm depth) randomly in each monoculture
plots avoiding external rows (1 and 6). We then counted the number of individual plants within
each core before cutting aboveground biomass and washing roots to remove soil particles. For
each aboveground sample, we randomly collected four foliar discs using a punch tool of 6 mm
diameter. All discs and the remaining biomass were then dried separately at 60°C for 48h before
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being weighed to determine SLA (ratio between leaf area and leaf dry mass) and early biomass
per capita (Ear. bio.). We also counted the number of tillers per capita (Till. nb.), and we
estimated Leaf N by measuring spectral reflectance on the four foliar discs with a LabSpec® 4
equipped with bifurcated probe. Spectra were converted into Leaf N values using the calibration
detailed in Ecarnot, Compan, & Roumet (2013), The calibration (referred as Calib2013) of the
Labspec4®© spectrometer detailed in (Ecarnot et al., 2013) was developed from spectra acquired
with the “Contact Probe” accessory. This probe receives light in a 20 mm diameter surface.
Since foliar discs of this study had 6 mm diameters, the “bifurcated probe” accessory was used.
Its acquisition surface was 3 mm. In order to use Calib2013, a bias-slope standardization was
done (Bouveresse & Massart, 1996). The nitrogen concentration of the all the foliar discs was
first estimated from Calib2013 (LeafNC2013). 30 foliar discs were then selected so that their
LeafNC2013 values were characterized by a uniform distribution and no genotype appears
twice. These 30 discs were grounded with a ball mill (Resch MM 2000 Vibrogrinder) and then
sent to laboratory for reference analysis (wet chemistry). Reference nitrogen concentrations
(Leaf Nref) were obtained with a TOC-VCSH + TNM-1 Shimadzu® analyzer (UMR Eco&
Sol, Montpellier). This protocol is the same as Calib2013. LeafNC2013 of the 30 selected discs
were linearly fitted to LeafNref values (see Fig. S1). The best fit relationship was: LeafNref =
LeafNC2013 x 1.0082 -0.8382. Coefficient of determination was 0.934. This linear model was
then applied to the whole set of foliar discs, to change LeafNC2013 into an estimation of
LeafNref (called Leaf N in the rest of the article).

After sampling, roots were washed and stored in water at -18°C before treatment. After
defrosting, we stained root samples with methyl violet. We then separated the seminal and the
adventitious root systems that we scanned at 800 dpi. Using WinRHIZO pro (Version 2009;
Regent Instrument, Quebec, Canada), we estimated the number of root tips, the root length
distribution among diameter classes, and the total root length, surface, and volume. Roots were
then dried for 48h at 60°C and weighed. Mean root diameters (Diamsem and Diamagy) were
computed as the mean of the median root diameters of each diameter class weighted by the root
length in each class, Specific Root Lengths (SRLsem and SRLagv) Were computed as the ratio
between total root length and root dry mass, Root Tissue Densities (RTDsem and RTDagyv) as the
ratio between root dry mass and root volume, Root Length Densities (RLDsem and RLDadv) as
the ratio between root length and soil volume, and Root Branching Intensities (RBlsem and
RBlagv) as the ratio between the number of root tips and the total root length.

We assessed Heading date (Heading) and maturity date (Maturity) visually for each plot
by recording the date at which spikes were visible for 50% of the plants and the date at which
50% of the peduncles were ripe, respectively. We converted these dates in growing degree days
(GDD) by summing the daily average temperatures since sowing using a 0°C base temperature.
Using a digital angle ruler positioned at the crown level, we measured aerial angle (Anglezer)
between the two most distant tillers, with two measurements per plot at heading time. We
measured root angle (Angleroot) at maturity: for each genotype, we extracted three plants from
the soil and we measured the angle between the two most distant roots. Plant height was
measured at maturity with three measurements per plot.
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We measured agronomic performance in monoculture and in mixture plots. At harvest,
we collected aboveground biomass on the four central rows of each plot on 70 cm length,
leaving 40 cm on each side to avoid edge effects. For each monoculture plot, we collected two
samples by pooling rows 2 and 3, and rows 4 and 5. In mixture plots, we collected two samples
per genotype by separating rows 2 and 4 for the first component genotype, and rows 3 and 5
for the second component genotype. Samples were then stored in a drier for 48h. Spikes were
cut and trashed and both grains and vegetative biomass (stems and leaves) were weighed to
estimate grain and biomass yield. We estimated grain protein content using spectroscopic
method with a Perkin ElImer New frontier FT-NIR spectrometer. This spectrometer works in
diffuse reflectance, in the 1000-2500 nm wavelength range (spectral sampling = 1 nm). One
sample represents around 100g (approx. 2000 grains). Since 2003, 1798 durum wheat grain
samples were scanned with this spectrometer, which means 2 refilled spectra. Each sample was
then analyzed for its protein content with Kjeldhal method. This spectral/protein data set is
characterized by a wide range of genotypes and growing conditions, which means that it is
representative of any durum wheat genotype and environment. Spectra were first normalized
with Standard Normal Variate (Barnes, Dhanoa, & Lister, 1989), and derived with Savitzky-
Golay filter (derivative order:1, polynomial degree :2, Window :5). A Partial Least Squares
(PLS) regression with k-fold cross-validation was carried out giving the following results:
standard error of cross-validation=0.321 %, coefficient of determination (cross-validation) =
0.960. Each sample of this study was measured in the same conditions, and then pre-treatements
and calibration were applied to estimate their protein content. Grain protein deviation was
computed by first fitting a linear regression model between grain protein content and grain yield
using all data points for which we had a value for both variables (monoculture data and
individualized mixture data). Observed GPD (GPDaqss) was computed as the difference between
the grain protein content observed in the mixture (Eq. [5] numerator in the main text) and the
grain protein content predicted from the regression equation and the mean grain yield of the
two mixture components. Expected GPD (GPDexp) Was computed as the difference between the
grain protein content predicted from monoculture (Eq. [5] denominator in the main text) and
the grain protein content predicted from the regression equation and the mean grain yield of the
components in monoculture.
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3. Supplementary Figures and Tables

Supplementary Table 1: Monthly meteorological data measured at Mauguio (FRANCE, 43°36” N, 3°59’ E): solar
radiation (Rad.), maximum temperature (Tmax), minimum temperature (Tmin), mean temperature (Tmean), and
precipitations (Prec). Data were extracted from the INRA CLIMATIK data base (https://intranet.inra.fr/climatik_v2).

Nov. Dec. Jan. Feb. Mar. Apr. May Jun.
Rad (dJ.cm?) 2409 1681 1735 2617 4096 5056 6348 7783
Tmax (°C) 15.7 12.2 145 10 15.2 19.7 22.8 27.5
Tmin (°C) 5.7 1.3 7.1 1.3 6.4 9.5 12.9 15.9
Tmean (°C) 10.3 6.3 10.8 5.2 10.6 147 17.5 21.9
Prec (mm) 30 12 202 86.5 103 82.5 65.5 51.5
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Supplementary Table 2: Functional trait means (standard deviations) per functional group for 19 traits including 8 aerial
traits and 11 root traits. Means with different letters are significantly different at P < 0.05 (Fisher-LSD test).

1 2 3
Aboveground  Angle. 16.50 (2.89)? 16.32 (3.24)? 16.87 (2.32)?
Till. nb. 3.10 (0.58)" 4.07 (1.13)? 3.37 (0.65)"
Ear. bio. 0.65 (0.20)° 1.13 (0.41)° 0.91 (0.30)°
SLA 21.15 (3.40)? 20.26 (2.72)? 20.18 (3.36)
Leaf N 3.93 (0.39)° 3.57 (0.34)° 3.74 (0.33)°
Height 97.52 (10.64) 100.54 (8.72)? 95.91 ( 6.86)"
Heading 1549.23 (43.26)° 1548.25 (50.94)° 1550.87 (48.37)¢
Maturity 2277.62 (37.35)° 2282.97 (47.28)° 2285.41 (46.00)°
Belowground  Angleroot 111.69 (18.41)° 106.28 (18.64)° 119.19 (16.71)2
DiaMeen 0.27 (0.02)° 0.25 (0.02)° 0.28 (0.02)?
SRLsem 104.00 (17.12)b 123.12 (23.71)? 83.94 (14.87)°
RTDsem 0.14 (0.02)° 0.14 (0.02)° 0.16 (0.01)?
RBlsem 1.28 (0.12)° 1.19 (0.13)° 1.34 (0.14)
RLDsem 0.20 (0.08)° 0.31 (0.12)? 0.17 (0.08)°
Diamaa 0.55 (0.05)? 0.48 (0.05)" 0.53 (0.05)?
SRLagv 44.18 (7.88)° 47.72 (8.61)° 39.38 (6.15)°
RTDagv 0.06 (0.01)" 0.07 (0.01)? 0.07 (0.01)*
RBlagy 1.29 (0.12)? 1.20 (0.13)° 1.31 (0.13)?
RLDagy 0.12 (0.04)¢ 0.24 (0.08)? 0.17 (0.07)°
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Measured Leaf N (%)

Spectroscopic calibration
for Leaf N measurements

y =1.01x + 0.84
45 - R2=0093

4.0
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Supplementary Figure 1: Relationship between predicted and observed leaf nitrogen
content (Leaf N). Predicted values were obtained from spectroscopic reflectance
measurements (LabSpec® 4 and bifurcated probe) and its reference calibration equation.
Measured values were obtained from the laboratory where discs were grounded and
analyzed with a TOC-VCSH + TNM-1 Shimadzu® analyzer. Lines represent predictions
from the linear model equation (green line) and 95% confidence interval (black lines).
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Supplementary Figure 2: Representation of the field spatial effect modeled by SpATS for grain yield. Each plot is
represented by its 2-D coordinates (row and column) (A) raw grain yield data, (B) grain yield data fitted with the
model, (C) residuals from the model, (D) smooth bivariate surface estimated by the model, (E) genotypic BLUPs
extracted from the model, (F) Distribution of the genotypic BLUPs.
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Functional Groups

Supplementary Figure 3: Dendrogram representing the Ascending Hierarchical Classification

(AHC) of the 179 genotypes based on 19 functional traits. The three selected grouped are framed
in red.
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Supplementary Figure 4: Pairwise correlations between functional traits. Correlations

were computed with Pearson coefficient (r). Colored circles represent the strength of the
representing

negative correlations, and the absence of circle meaning that the correlation is not

significance, with blue circles representing positive correlations, red circles

significant.

Page « 91




0.09 - p-value = 0.061

T I
Lodged Nonlodged

Supplementary Figure 5: Effect of adventitious root tissue density (RTDadv) on wheat
lodging. We scored lodging in monoculture plots on May 22 after a strong wind
event. Lodging occurred through reduced root-soil connection (root lodging), not
through stem failure (stem lodging).
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Supplementary Figure 6: Percentage of explained variance in a multiple regression model for RYTs calculated on
the number of spikes per square meter (a) and grain specific weight (b). A stepwise AIC procedure was applied
from the full model with CWM (filled bars) and FD (hatched bars) used as explicative variables. Only variables
with a significant effect (P < 0.05) in the best model are reported. The percentages of explained variance were
computed as the ratio between the sum of squares of the variable and the total sum of squares for all retained
variables in the best model. The sign of the estimated regression coefficient is reported above each bar. Adjusted
R2 from the best model is also reported.
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CHAPITRE 3

The dark side of diversity:
allelic difference at a single locus
decreases grain yield and increases disease
severity in wheat varietal mixtures

Article en préparation

Montazeaud Germain, Timothée Flutre, Elsa Ballini, Jean-Benoit Morel, Jacques David,
Johanna Girodolle, Aline Rocher, Aurélie Ducasse, Cyrille Violle, Florian Fort, and Héléne
Fréville. “The dark side of diversity: allelic difference at a single locus decreases grain yield
and increases disease severity in wheat varietal mixtures”. In prep.
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1. Présentation générale

L’ expérience présentée dans le chapitre précédent a révélé la complexité des relations
liant la composition fonctionnelle des mélanges et leur performance agronomique. Nous avons
montré qu’une multitude de traits fonctionnels, a la fois aériens et racinaires, expliquaient de
facon conjointe et a travers différents effets les multiples facettes de la performance
agronomique. Dans cette expérience, nous n’avons pas mis en évidence de relations
significatives entre la productivité relative de chacune des composantes dans les mélanges (RY)
et leurs valeurs de trait relatives par rapport a I’autre composante, comme ce fut le cas dans le
premier chapitre. Nous n’avons donc pas détecté de traits impliqués dans des effets de sélection.
Alors que les effets liés a la diversité fonctionnelle ont été interprétés comme des effets de
complémentarité de niche, les effets liés a I’identité fonctionnelle ont plutdt été interprétés
comme des adaptations a I’environnement abiotique, et ici plus particulierement au vent.

L approche fonctionnelle nous permet de caractériser les stratégies écologiques des
génotypes a travers leurs valeurs de traits, et de comprendre comment ces stratégies affectent
la performance des mélanges. Cependant, il est impossible de connaitre et de mesurer tous les
traits potentiellement impliqués dans les interactions entre les génotypes. Dans ce troisiéme
chapitre, nous utilisons une approche génétique afin d’explorer de facon plus large les
mécanismes affectant la performance des mélanges. Nous testons ici les effets prédits par les
theéories écologiques (complémentarité et selection) et par les théories de la biologie évolutive
(effet barbe verte) a I’échelle allélique. Pour ce faire, nous utilisons des données issues de
I’expérience au champ présentée dans le chapitre précédent, que nous combinons avec une
caractérisation genotypique fine des 180 genotypes de blé dur nous donnant acces a environ 28
000 sites polymorphes répartis le long du génome.

Dans un premier temps, nous testons locus par locus I’effet de la diversité allelique sur
la performance des mélanges, ici mesurée avec le rendement en grain. Nous cherchons ainsi les
locus auxquels la diversité allélique a un effet significatif, positif ou négatif, sur le rendement.
Nous testons ensuite si les effets de la diversité allélique detectés sur les rendements sont
associes a la résistance a Zymoseptoria tritici, le champignon responsable de la septoriose qui
est une des principales maladies fongiques du blé en Europe (Fones & Gurr, 2015). En effet, la
capacité des melanges variétaux a mieux résister aux maladies grace a la diversité des génes ou
des alleles de résistance présents dans les différentes variétés est un des effets les mieux decrits
dans la littérature (Wolfe, 1985 ; Finckh & Mundt, 1992 ; Finckh, 2000 ; Zhu, 2000). Enfin,
afin de mieux comprendre les mécanismes a I’origine des effets alléliques détectes a I’échelle
des mélanges, nous testons comment les alleles portés par chacun des génotypes dans les
mélanges affectent la productivité et la résistance de leur porteur ainsi que la productivité et la
résistance du génotype voisin.
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2. Abstract

Deciphering the mechanisms that drive the relationship between biodiversity and crop productivity
represents a key challenge for improving agricultural sustainability. Here, we identified a major effect
locus at which allelic differences between genotypes resulted in a decreased grain yield and an increased
severity of septoria tritici blotch in wheat varietal mixtures. This result illustrates the challenge of
introducing greater diversity into cropping systems, and calls for integrating genomic-scale approaches
in diversity-oriented breeding programs.

3. Introduction

Increasing biodiversity in cultivated systems is considered a potential lever to improve
agricultural sustainability®2. This idea finds support in the ecological literature, where
theoretical and experimental studies have long shown positive effects of biodiversity on
ecosystem functioning®*. Accordingly, more diverse agrosystems could provide a bunch of
services such as increased productivity, higher yield stability, or improved pathogen control>®.
Growing mixtures of varieties instead of mono-genotypic crop stands can be an easy way to
promote positive diversity effects at the intra-specific level’. Yet, results on varietal mixtures
are so far contrasted: whereas strong positive diversity effects have been reported on pathogen
control, the overall diversity effect on productivity is highly variable 19,

From a theoretical perspective, the link between biodiversity and productivity is not
straightforward. Whereas most ecological theories predict higher productivity in genetically
diverse crop stands®!!, some evolutionary biology theories rather predict that communities with
higher level of genetic relatedness among interacting plants will outcompete genetically
heterogeneous communities*?!3, The rationale for such opposite predictions can be illustrated
with the example of plant-pathogen interactions. Mixing genotypes has been shown to increase
crop yield through improved pathogen regulation'*. Among other effects, genetic diversity can
lead to a dilution effect where a given pathogen strain is less likely to encounter its susceptible
host due to the lower density of susceptible plants in the mixture!®. On the other hand, kin
recognition has also been shown to improve plant defence in some plant species such as
Artemisia tridentate®. In this case, plants exposed to airborne signals emitted by related
individuals showed an increased resistance to herbivory compared to plants that received cues
from unrelated individuals. Altogether, these results call for a better understanding of
biodiversity effects on productivity to promote positive effects in agriculture.

The development of modern genomic tools giving access to allelic variations along the
genome at a moderate cost!’ has opened promising opportunities to identify the genetic basis
of biodiversity effects 8. Moreover, most ecological and evolutionary theories that link
biodiversity effects to mechanisms can be formulated at the allelic level. A proof of concept
has recently been published by Wuest and Niklaus (2018) who identified a single genomic
region of 310 kilobases explaining a positive biodiversity effect on biomass production in
pairwise genotype mixtures of Arabidopsis thaliana®®. Although very promising in the context
of varietal mixtures, this approach has not been developed in crops.
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Here, we investigate genomic-scale biodiversity effects on grain yield of genotype
mixtures of durum wheat. We used 180 highly genetically divergent inbred lines derived from
a pre-breeding population?®, and grew 220 two-way mixtures in field conditions. We then used
28K Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) distributed along the durum wheat genome to
investigate the effect of allelic diversity on grain yield. We compared the productivity of mono-
allelic vs. bi-allelic mixtures for each locus. Since genotypes are fully homozygous and SNPs
are bi-allelic polymorphisms, we compared grain yield among three allelic combinations at each
locus: “A-A”, “A-B”, and “B-B”, “A” and “B” being the two SNP alleles. Bi-allelic mixtures
(A-B) producing more than mono-allelic mixtures (A-A and B-B) was interpreted as a positive
diversity effect, and the reverse situation as a negative diversity effect. We then tested whether
allelic diversity effects on yield could be explained by variations in disease susceptibility to
Zymoseptoria tritici, a fungal agent responsible of Septoria Tritici Blotch (STB) disease. STB
is one of the most devastating foliar disease in wheat, especially in temperate countries where
it can cause up to 50% yield losses during severe outbreaks®. To decipher the mechanisms
underlying the allelic diversity effects detected at the mixture level, we then examined how
these alleles affected the productivity and disease sensitivity of each component within the
mixtures.

4. Methods

A. Plant material & experimental design

We used 180 inbred lines from the EPO population developed at INRA Montpellier,
France?. These lines show high genetic variability?®, and high phenotypic variability for both
above- and belowground traits (unpublished data). We randomly constituted 220 two-way
mixtures from the 180 lines, independently of their phenotypic and genetic characteristics in
order to explore a wide range of allelic combinations. We only excluded mixtures of genotypes
having more than three weeks’ difference in heading date, assuming that larger phenological
lag would not be acceptable in real cultivation conditions. We restricted our design to two-
component mixtures to better dissect the mechanisms underlying plant-plant interactions and
their consequences on mixture productivity The 220 mixtures and the 180 monocultures were
grown in 6- row experimental plots in the field at Mauguio, southern France (INRA - UE
DIASCOPE - 43°36” N, 3°59’ E, 12 m above the sea level). Plots were 1.5 m long and 1 m
wide (inter-row distance of 20 cm). In mixtures, one genotype was grown on rows 1, 3 and 5,
and the other one on rows 2, 4, and 6. The final dataset included 202 mixture plots after
removing plots with incomplete data due to sowing or sampling problems.

B. Genotyping data

The 180 inbred lines were genotyped with the TaBW280K high-throughput genotyping
array®? which provided 280K Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs). Non-polymorphic
SNPs and SNPs for which the least frequent allelic combination represented less than 5% of the
202 mixture plots were discarded. We ended up with 28K usable SNPs. SNPs positions on
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durum wheat genome as well as functional annotations were retrieved from the durum wheat
reference genome®,

C. Symptom measurements

We measured the impact of Septoria Tritici Blotch (STB) in a subset of 60 mixture plots
at the jointing stage (March 29, 2018), i.e. before any fungicide application. Biotic damages
and resource limitations were further prevented by applying pesticides and fertilizers
(Supplementary Information). For each genotype in the mixtures, we quantified disease
symptoms by scoring two categorical variables. The first variable quantifies the size of the leaf
symptoms and the number of pycnidia, and the second variable quantifies the horizontal and
vertical spread of the damages at the plot level. Both variables ranged from 0 to 3, 0 representing
no symptom and 3 being the highest infection level. We computed disease severity by
multiplying these two variables.

D. Productivity measurements

Productivity was quantified by measuring spike density, grain yield, and Thousand
Kernel Weight (TKW) for each monocultures and for each genotype within the mixtures. At
harvest, we collected aboveground biomass on the four central rows of each plot on 70 cm
length, leaving 40 cm on each side to avoid edge effects. For each monoculture plot, we
collected two samples by pooling rows 2 and 3, and rows 4 and 5. In mixture plots, we collected
two samples per genotype by separating rows 2 and 4 for the first component genotype, and
rows 3 and 5 for the second component genotype.

. Samples were then stored in a drier for 48h. Spikes were clipped out and counted to
determine spike number.m. They were then trashed and grains were weighed to determine
grain yield. A subset of 250 grains were counted and weighed to determine TKW.

E. Statistical analysis

All statistical analysis were performed with R v. 3.5.3%,

Spatial corrections

We corrected the three productivity variables for spatial autocorrelation with the P-
splines method (SpATS package)®. To this end, for each variable, we fitted a mixed model with
genotype identity, row identity, and column identity as random effects and a smooth bivariate
surface function (Supplementary Fig. 3). We used the Best Linear Unbiased Predictors (BLUPS)
obtained from this model as response variables for all subsequent analysis.

Detection of biodiversity effects at the mixture level

We first analysed biodiversity effects on productivity variables, using a similar approach
as those described in Wuest and Niklaus (2018)*°, but with a slightly different formalism to
account for our specific experimental design. For each SNP, we used the following linear mixed
model:
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[1] y=1u+ x5, +m+ ¢

Where y denotes the vector of 202 observations of productivity, u the mean productivity
across all mixtures, x; the 202 x 1 vector of allelic diversity at locus | encoded as 0 for mixtures
in which the two genotypes share the same allele and 1 for mixtures in which the two genotypes
have a different allele, 3, the effect of allelic diversity at locus I, m the 202 x 1 vector of mixture
identity, which account for the polygenic effect of all loci other than those tested, and € the 202
x 1 vector of error terms which are assumed to be independent and identically
distributed: £ ~ N(0, 62I). Random effects of mixture identity were assumed to be normally
distributed with mean zero and variance ¢34, and to be structured with a 202 x 202 matrix K,,,,
such that m ~ N(0,02K,,). Indeed, as EPO lines are genetically related, mixtures are not
independent. K,,, measures the pairwise genetic similarity between mixtures, and was computed
as the probability to draw the same allele when sampling randomly an allele in each of the two
mixtures, averaged over all loci:

[2] Ky =1— ﬁZlel(xill + Xior + Xju + xj2) + iz%zl(xilllel + XiuXjar + XX + Xi2iXj20)

x;1; and x;,; being the SNP genotypes of respectively, line 1 and line 2 at locus | in the
mixture i; x;1; and x;,; the SNP genotypes of respectively, line 1 and line 2 at locus I in the
mixture j; L the total number of SNPs. SNP genotypes were encoded as the number of copies
of the minor allele in the pool of 202 mixtures which was either 0 or 2 since we use diploid
inbred lines. Structuring mixture identity random effect with K,,, allowed us to adjust the p-
value distribution so that we minimized the detection of false positive (Supplementary Fig. 4).
We also limited type 1 error by controlling the Family-Wise Error Rate (FWER) at 5 % with
the Bonferroni correction. Since the 28K tests were not independent due to linkage
disequilibrium, we computed the effective number of independent test using the Galwey
method®. Linkage disequilibrium around the significant hit (cfn0881580) is reported in
Supplementary Fig. 5. This model allowed us to detect SNPs at which allelic diversity generated
a significant effect on mixture productivity. We then tested the effect of these SNPs
significantly associated with productivity on disease impact. To do so, we used Equation [1]
with disease score as the response variable and the selected SNPs genotypes in the x; vector.

Genotype-level effects underlying mixture-level biodiversity effects

We then investigated the contribution of each genotype within the mixtures to the
biodiversity effect detected at the mixture level. To this end, we analysed the productivity and
the disease score of each genotype in relation to its allelic state and to its neighbour’s allelic
state at the loci involved in biodiversity effects, using the following linear mixed model:

[3] y=1u+ x5,B5, + X, Bn, + Xpn,Brn, + Zsf + Zyn + €

Where y denotes the 404 x 1 vector of productivity or symptoms measured in the 202
mixtures on each component referred to as the focal genotype, u the mean value across all
mixture components, xy, the 404 x 1 vector of the number of copies of the minor allele at locus

I of the focal genotype (encoded as 0 or 2), B¢, the focal allelic effect at locus I, x,,, the 404 x 1
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vector of the number of copies of the minor allele at locus | of the neighbouring genotype
(encoded as 0 or 2), B, the neighbour allelic effect at locus I, x¢,, the 404 x 1 vector of
combinations of allelic state in the focal and in the neighbour genotype at locus I, B¢y, the
interaction effect between focal and neighbour alleles at locus I, f the 180 x 1 vector of focal
genotypes, which account for the polygenic effect of all loci other than those tested in the focal
genotype, n the 180 x 1 vector of neighbour genotypes, which account for the polygenic effect
of all loci other than those tested in the neighbour genotype, Z; and Z,, their corresponding 404
x 180 incidence matrices, and & the 404 x 1 vector of error terms assumed to be independent
and identically distributed: € ~ N (0, 6;21). Focal and neighbour genotype random effects were
assumed to be normally distributed with zero mean and variance afz and o2, respectively, and
to be structured with a 180 x 180 matrix of relatedness between genotypes in the mixture, K,
suchas f ~ N(O, afch), andn ~ N(0,02K,). K, is the VanRaden additive genetic relatedness
matrix®’, which we computed with the estimGenRel() function (rutilstimflutre package).

Assuming that grain yield is a good proxy for fitness, B¢, and 3, can be interpreted as
the social effects of locus I. In the kin selection framework, social effects are the fitness
consequences of an allelic substitution in the focal individual (direct fitness effect) and on the
neighbour individual (indirect fitness effect)*2. The two partial regression coefficients Br, and
B, have been shown to be equivalent to these direct and indirect fitness effects, respectively?®,
Therefore, we can test whether SNP alleles that generate deviation to additivity for productivity
and symptoms measured at the mixture level have social effects within the mixture. The
interaction term Sy, allowed us to detect allelic effects that would be conditional to the allele

carried by the neighbouring genotype, a pattern expected for greenbeard genes. Results from
the full model are reported in Supplementary Table 1. Results presented in the main text are
faceted according to the allele of the focal individuals. For each allelic state of the focal (either
“A” or “B”), we used Equation [3] in which we dropped the focal allele and the focal allele by
neighbour allele interaction effects to perform the significance tests reported in Fig. 2.

Percentage of variance explained by each SNP

For all analysis, we estimated model parameters with the ImerA() function
(rutilsftimflutre package). The Proportion of Variance Explained (PVE) by each SNP was
computed as follows:

__ var(xp)
[4] PVE =225

Where y denotes the vector of the response variable, x is the vector of allelic state over
SNPs (encoded as 0 or 1 for allelic diversity effects, and 0 or 2 for social effects) and g is the
slope associated with the effect of the SNP of interest. We can estimate var (x8) with var (xf3).
Assuming that £ and x are independent, we then have:

var(xf) = var(x) x var(ﬁ) + E(x)? X var(ﬁ) + var(x) X E(ﬁ)2

With E () = B, PVE can thus be expressed as follows:
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var(x)xvar(B)+E(x)?xvar(B)+ var(x)x B 2
var(y)

[5] PVE =

5. Results

Mixtures produced on average 4% more grains than expected from their component
monocultures, but around 43% of the mixtures were less productive than the average their
component monoculture (Fig. S1). We identified a single SNP, cfn0881580, located at the end
of the 6B chromosome for which allelic diversity was significantly associated with grain yield
of the mixture (Fig. 1A). Allelic diversity at cfn0881580 explained 9% of the variance in grain
yield (Fig. 1B). At this locus, mixtures of genotypes having different alleles had a significantly
lower yield than mixtures of genotypes with similar alleles (Fig. 1B). Allelic diversity at
cfn0881580 was strongly associated with STB severity for which it explained 23% of the
variance (Fig. 1C). A-B mixtures were more impacted by STB than A-A and B-B mixtures (Fig.
1C). We did not detect any significant difference between A-A and B-B mixtures on both grain
yield and STB symptoms. We detected a strong interaction between the alleles carried by the
two mixture components at cfn0881580 on both grain yield and STB symptoms recorded on
each component (Supplementary Table 1 and Fig. 2): genotypes growing with a neighbour
sharing the same allele at cfn0881580 had higher yields and were less damaged by STB than
genotypes growing with a neighbour having a different allele (Fig. 2).

6. Discussion

Our results contrast with the classical expectation that greater genetic diversity should
increase productivity and improve disease control in crops'**°. In our case, we can suspect the
lower yield in bi-allelic mixtures to be a direct consequence of greater STB damages compared
to mono-allelic mixtures. Indeed, grain yield was mostly affected by a reduction in spike
density, and STB infection occurred around tillering, a critical stage that determines the number
of spikes per m2 (Supplementary Fig. 2), after which plots were treated with a fungicide.

In our study, genotypes were more productive and less affected by STB when grown
with a neighbour that shared the same allelic copy at cfn0881580. This pattern is consistent
with a greenbeard effect. The greenbeard effect is a thought experiment developed around the
idea of the “selfish gene” in evolutionary biology: a single gene (or a cluster of tightly-linked
genes inherited as a single unit) could favour its own transmission by making individuals more
altruistic towards other individuals that share the same gene copy??23, Greenbeards differ from
genetic kin recognition??. Kin recognition involves the ability for genealogically related
individuals to recognize themselves, for example with a phenotypic marker attesting their
family membership. If family members behave altruistically, the recognition mechanisms will
allow individuals to preferentially direct this altruistic behaviour towards other family
members, which have a high probability to display the altruistic behaviour too because they are
genealogically related. In such a situation, the evolution of the altruistic behaviour is driven by
the whole-genome relatedness (kinship relatedness)??. Greenbeard genes evolves independently
from genealogical relatedness: the association between the recognition locus (“beard locus”)
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and the altruistic locus (“behaviour locus™) is based on linkage disequilibrium alone???4, As a
consequence, relatedness at the greenbeard site (beard and behaviour loci) alone drives the
evolution of the altruistic behaviour®,

Other studies have reported that plant defences could be reduced in genetically
heterogeneous groups®?®, but the results were more consistent with a kin recognition
mechanism. While greenbeard genes have been documented in animals?®® and
microorganisms?’, they have never been reported in plants'®?®. Thus, our approach offers a
promising way to investigate the existence of greenbeard genes in plants. As greenbeard effects
are mediated by linkage disequilibrium between the beard locus and the behavior locus, we
tested whether we could find a STB resistance gene in the genomic region of cfn0881580, which
might explain why STB symptoms are reduced when mixture components share the same allele
at cfn0881580. Genes coding for NBS-LRR resistance proteins were the most represented
ontologies in the causal region (12 genes out of 49, Supplementary Data 1). So far, none of
these genes have been reported as involved in Zymoseptoria tritici resistance. A gene providing
a specific resistance to STB, Stb6, was recently cloned in bread wheat?®. This gene locates on
the short arm of chromosome 3A and encodes for a wall-associated receptor kinase-like protein.
We found 8 functional annotations referring to genes coding for receptor kinase-like proteins
in the 6B genomic region of interest (Supplementary Data 1). However, the sequence homology
between Stb6 and each of these 8 genes was low (results not shown). Further investigation is
needed to test for the role of candidate genes on STB resistance in the 6B genomic region of
interest.

Alternatively, the negative allelic mixing effect we detected at cfn0881580 could be
explained by an harming greenbeard effect, where individuals are more harmful towards
individuals that do not share the same greenbeard allele??, and might thus reduce the level of
resistance of their neighbour. Allelopathy, which is one of the most documented form of
chemical interaction in plants, could also be involved in the greenbeard mechanisms?®. In this
case, the greenbeard gene could code for an allelopathic compound that is not toxic to
individuals sharing the same copy of the gene but is toxic to others. This toxicity could in turn
decrease the plant immunity of the individuals who bear a different greenbeard allele. Among
the functional annotations available in the genomic region associated with the biodiversity
effect, we noticed a reference to an enzyme involved in the synthesis of 4- hydroxybenzoic acid
(4-HBA), a common allelopathic compound in cereals®®3L,

By disentangling genetically-driven negative and positive mixing effects at the allelic
level, our approach offers new perspectives for designing productive mixtures, where negative
interactions among genotypes are prevented and positive ones are promoted. Moreover, scaling
down from group-level to individual-level allelic effects, as presented here, could be a
promising avenue to improve our understanding of the mechanisms that drive plant-plant
interactions. Once pinpointed, candidate genes could be tested by classical gene validation
experiments (fine-mapping, mutants, gene transfers, etc). Overall, investigating plant-plant
interactions at the allelic level may be relevant for tackling both applied issues in the agricultural
context, and theoretical issues in ecology and evolutionary biology.
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Figure 1 | Relationships between allelic diversity at cfn0881580, grain yield, and
Septoria Tritici Blotch (STB) severity in varietal mixtures. (A) Manhattan plot
reporting p-values (-log10 transformed) for the association tests between grain
yield and allelic diversity at 28K SNPs distributed along the durum wheat genome.
The solid red line represents the Family-Wise Error Rate (FWER) of 5%
computed with the Galwey method. (B) Effect of allelic combination at the most
significant SNP (cfn0881580) on grain yield, and (C) Effect of allelic combination
at the most significant SNP (cfn0881580) on STB severity. Reported statistics
refer to the comparison between mono-allelic (blue points) and bi-allelic (red
points) mixtures. p: p-value associated with the effect of allelic diversity at
¢fn0881580, f3: estimate of the effect size of allelic diversity at cfn0881580, PVE:
Percentage of Variance Explained by allelic diversity at cfn0881580.
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Figure 2 | Effects of the interaction between focal allele and neighbor
allele at ¢fn0881580 on grain yield (A, B) and STB severity (C, D).
Reported statistics refer to the effect of the allele carried by the
neighbour genotype. p: p-value associated with the effect of the allele
carried by the neighbour genotype, f: estimate of the effect size of the
allele carried by the neighbour genotype, PVE: Percentage of Variance
Explained by the allele carried by the neighbour genotypes.
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SUPPLEMENTARY INFORMATION

The dark side of diversity:
allelic difference at a single locus
decreases grain yield and increases disease
severity in wheat varietal mixtures
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1. Supplementary Methods

A. Plant material

We used 180 inbred lines from the EPO durum wheat population developed at INRA
Montpellier, France. EPO was obtained from a composite cross population in which a male
sterility recessive nuclear gene was segregating. In 1997, genetic diversity from wild and
primitive Triticum turgidum subspecies was introduced in that population. Over 12 years, seeds
have been collected on both outcrossed sterile plants (20%) and self-fertilized hermaphrodite
plants (80%), and then bulked to constitute the next generation. In 2009, 500 spikes were
extracted and underwent five generations of selfing to obtain inbred lines. Based on genotypic
data, 180 inbred lines were chosen to constitute a core collection that encompassed most of the
genetic variability present in the original 500 lines. Overall, EPO was selected to capture a high
proportion of the phenotypic variability of the Triticum turgidum subspecies. While remaining
large compared to elite genotypes, this variability was reduced for a few traits such as plant
height and heading date to stay within an acceptable range of values for cultivation conditions.
Such an evolutionary history resulted in a set of fixed lines that are well-adapted to cultivation
and harbour a broad phenotypic diversity, making this material highly relevant for both genetic
and ecological studies.

B. Plant growth conditions

Plots were sown on November 21, 2017 and harvested between June 25 and 27, 2018.
Soil was stony loam with about 1% organic matter and a pH of 8.7. Sowing density was about
250 seeds m2. Nitrogen fertilization was applied on February 22, 2018 and April 23, 2018 with
109 kg.ha! and 87 kg.ha' of Nexen® (46 % urea nitrogen). Broad leaf herbicides and
graminicides were applied on March 23, 2018 with Pointer®UltraSX® (30 g.ha?) and
Auzon®Duo (1 L.ha'). Two fungicide treatments were applied on April 20, 2018 and May 18,
2018 with Priori®Xtra (1 L.ha). Insecticides were applied on May 18, 2018 with Karate®Xflow
(0.063 L.hat). The mean temperature over the growing season was 13.6 °C with a minimum
temperature of -6 °C and a maximum temperature of 31.5°C. The cumulated precipitation
between November 2017 and June 2018 was 633 mm (see Supplementary Table 2 for monthly
meteorological data).
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2. Supplementary Figures and Tables

Supplementary Table 1 | Focal and neighbour effect of allelic variation at cfn0881580 on grain yield and STB severity.
The first model (Model 1) includes focal allele identity and neighbour allele identity as main effects without interaction,
whereas the second model (Model 2) accounts for the interaction between focal and neighbour allele identity. Degrees of
freedom (d.f.), t-values, and p-values are reported. Note that the effects of the allele carried by the focal and by the
neighbour individual were only significant when the interaction term was included in the model, which confirmed that the
focal and neighbour effect of allelic variation at cfn0881580 were conditional to the allele carried by the other individual

(Fig. 2).

Grain yield (g/m?) STB severity
d.f. t-value p-value d.f. t- p-value
value
Model 1 Focal
1 1.192 0.234 1 1.029 0.306
allele
Neighbour 1 -0400 0689 1 0427 0670
allele
Model 2 Focal
allele 1 -1.472 0.142 1 3.636 <0.001
Neighbour
allele 1 -3.018 0.003 1 3.223 0.002
F. allele
X 1 3.870 <0.001 1 -4.152  <0.001
N. allele
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Supplementary Table 2 | Monthly meteorological data measured at Mauguio (FRANCE, 43°36° N, 3°59” E): solar
radiation (Rad.), maximum temperature (Tmax), minimum temperature (Tmin), mean temperature (Tmean), and
precipitations (Prec). Data were extracted from the INRA CLIMATIK data base (https://intranet.inra.fr/climatik_v2).

Nov. Dec. Jan. Feb. Mar. Apr. May Jun.
Rad (dJ.cm?) 2409 1681 1735 2617 4096 5056 6348 7783
Tmax (°C) 15.7 12.2 145 10 15.2 19.7 22.8 27.5
Tmin (°C) 5.7 1.3 7.1 1.3 6.4 9.5 12.9 15.9
Tmean (°C) 10.3 6.3 10.8 5.2 10.6 14.7 175 21.9
Prec (mm) 30 12 202 86.5 103 82.5 65.5 515
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Supplementary Figure 1 | Distribution of Relative Yield Totals (RYTSs)
across 202 mixtures. RYT quantifies the deviation between the realized
yield of the mixture and the yield expected from the average of the
component monocultures. RYT > 1 (right side of the plot) are cases where
mixtures produced more grains than expected from their component
monocultures. RYT < 1 (left side of the plot) are cases where mixtures
produced less grains than expected from their component monocultures.
Mean (u) and standard deviations () are reported. The star indicates the
mean is significantly different from 1 at P < 0.05.
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Supplementary Figure 2 | Effect of allelic combination at cfn0881580 on spike density (A) and Thousand
Kernel Weight (TKW) (B). Reported statistics refer to the comparison between mono-allelic (blue points) and
bi-allelic (red points) mixtures: p: p-value associated with the effect of allelic diversity at cfn0881580, f3:
estimate of the effect size of allelic diversity at cfn0881580, PVE: Percentage of Variance Explained by allelic
diversity at cfn0881580.
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Supplementary Figure 3 | Representation of the field spatial effect modeled by SpATS for grain yield. Each plot is
represented by its 2-D coordinates (row and column) (A) raw grain yield data, (B) grain yield data fitted with the model,
(C) residuals from the model, (D) smooth bivariate surface estimated by the model, (E) genotypic BLUPs extracted from
the model, (F) Distribution of the genotypic BLUPs.
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Supplementary Figure 4 | p-value distribution. Distribution of the 28K p-values obtained with the
genome-wide association test between allelic diversity and grain yield in varietal mixtures. (A) Histogram
representation, the dotted line represents the theoretical uniform distribution under HO, (B) Q-Q plot
representing the observed vs expected quantiles of the p-value distribution. Solid lines show the expected
quantiles under the null hypothesis (red) and their 95% confidence interval (black).
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Supplementary Figure 5 | Linkage disequilibrium (LD) in the genomic region (end of
chromosome 6B) associated with biodiversity effects. The upper part of the chart represents
the p-values (-log10 transformed) of the association test between allelic diversity and grain
yield for the 15 SNPs presents in the region. The bottom part depicts the LD (r?) between the
different SNPs, with white squares representing low LD and red squares representing high
LD. SNPs positions reflect their relative physical position on the chromosome. The SNP with
the most significant signal, cfn0881580, is highlighted with a red square.
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1. Présentation générale

L’approche génétique utilisée dans le chapitre précédent suggeére que la diversité allélique a
certains loci peut avoir des effets négatifs sur la performance des mélanges. D’autres effets
issus de la diversité intra-spécifique peuvent potentiellement réduire la performance
agronomique. Comme nous I’avons montré dans le premier chapitre, I’effet de sélection est
positif seulement si le gain de productivité obtenu par le génotype dominant dépasse la perte de
productivité encourue par le genotype dominé. Dans le cas contraire, la performance du
mélange est inférieure a la moyenne des performances de ses composantes en monoculture. La
diversité peut donc avoir des conséquences negatives sur la performance si elle génere des
écarts de compétitivité trop fort entre les génotypes.

Les effets de sélection et les écarts de compétitivité entre les génotypes sont par ailleurs
problématiques dans le cadre d’une gestion dynamique de la diversité intra-spécifique. L’effet
de sélection décrit par Loreau et Hector est inspiré de I’effet de la sélection naturelle ; c’est
d’ailleurs a partir d’une équation permettant de décrire le processus de sélection naturelle,
I’équation de Price, qu’il est défini (Loreau & Hector, 2001). Ainsi, cet effet tend, par définition,
a sélectionner les génotypes les plus compétitifs. Au fil des générations, si chaque parcelle est
re-semée directement a partir de sa propre récolte, ces genotypes compétitifs vont finir par
complétement envahir la parcelle (Harlan & Martini, 1938 ; Suneson & Wiebe, 1942). A mesure
qu’ils augmentent en fréquence, ces génotypes peuvent diminuer la productivité parce qu’ils
augmentent I’intensité de la compétition intra-spécifique. Cette situation est un cas typique de
Tragedie des Communs : lorsque les individus sont en compétition pour une ressource limitée,
chaque individu cherche a maximiser sa propre performance et donc a utiliser un maximum des
ressources disponibles, ce qui finit par diminuer le niveau de global des ressources pour
I’ensemble des individus, et donc la performance de la population (Hardin, 1968).

En agronomie, I’idée de limiter la compétition intra-spécifique pour maximiser les rendements
a eté avancee des les années 1960 (Donald, 1963, 1968). Chez les céréales, Donald définissait
alors la variété idéale comme une variété petite, avec une faible surface foliaire, et une tige
unique de sorte a pouvoir étre cultivee a forte densité sans payer le colt associé a la compétition
(Donald, 1968). Depuis, cette idée a été revisitée a la lumiere des théories de la biologie
évolutive, notamment la théorie de la sélection de parentele (Denison et al. 2003 ; Denison 2012
; Murphy et al. 2017 ; Weiner et al. 2017). En effet, le portrait de la variété idéale décrit par
Donald dans les années 1960 correspond a la définition d’un phénotype altruiste, tel que défini
par Hamilton a peu prés a la méme époque (Hamilton, 1964). Ainsi, pour sélectionner la variété
idéale selon Donald et maximiser les rendements, il pourrait étre intéressant de mobiliser les
principes de la sélection de parentéle.

Méme si ce sujet recoit un intérét grandissant dans la littérature, il reste difficile de comprendre
comment mobiliser la sélection de parentéle dans des schémas de sélection. Dans ce quatrieme
et dernier chapitre, nous développons donc un modéle théorique basé sur la théorie de sélection
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de parentele afin d’identifier les parameétres facilement manipulables par les agriculteurs et par
les sélectionneurs afin de sélectionner des variétés plus coopératives.
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Selection of the fittest can promote individual competitiveness but often
results in the erosion of group performance. Recently, several authors
revisited this idea in crop production and proposed new practices based
on selection for cooperative phenotypes, i.e. phenotypes that increase crop
yield through decreased competitiveness. These recommendations, however,
remain difficult to evaluate without a formal description of crop evolution-
ary dynamics under different selection strategies. Here, we develop a
theoretical framework to investigate the evolution of cooperation-related
traits in crops, using plant height as a case study. Our model is tailored to
realistic agricultural practices and shows that combining high plant density,
high relatedness and selection among groups favours the evolution of
shorter plants that maximize grain yield. Our model allows us to revisit
past and current breeding practices in light of kin selection theory, and
yields practical recommendations to increase cooperation among crops
and promote sustainable agriculture.

1. Introduction

Ever since the dawn of agriculture, humans have imposed artificial selection on
plants to increase the quality and the quantity of crop production [1,2]. The
domestication of wild species led to the selection of phenotypes that would
never have been favoured by natural selection under unmanaged conditions,
such as the loss of seed dispersal or the decrease in defence compound pro-
duction [3,4]. This was further amplified in the twentieth century with the
progressive mechanization of fieldwork and the increasing use of herbicides
and fertilizers. Agronomists indeed observed that varieties with weak competi-
tive abilities performed better than competitive ones under such conditions
[5-7]. This led Donald to define a cereal ideotype designed to perform ‘as a
community’ by having a set of phenotypic characteristics such as a short
stem, few tillers and few erected leaves [5]. As such, Donald disseminated
the idea that phenotypes which maximize group productivity, or crop yield,
also decrease individual competitiveness.

This idea was further generalized as the ‘tragedy of the commons’ (TOC):
phenotypes that maximize group performance are necessarily sub-optimal for
individual performance, making them susceptible to invasion by selfish pheno-
types [8]. TOCs were widely investigated in crops using evolutionary game
theory approaches (reviewed in [9]), most studies concluding that humans
have to work against natural selection to prevent invasions of the best perform-
ing groups by competitive phenotypes. This was early observed by plant
breeders in bulk breeding programmes, where the most favourable pheno-
types for yield, such as short plants, were lost over few generations due to
intraspecific competition [6,7,10].

At the same time, the evolutionary biologist William Hamilton formalized
the kin selection theory which aimed at understanding the evolution of social
interactions, notably altruism where individuals act to increase the fitness of

© 2020 The Authorfs) Published by the Royal Society. Al rights reserved.
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their social partners at the expense of their own reproduction
[11,12]. Hamilton proposed a very simple rule which states
that altruistic phenotypes can be selected if the fitness cost for
the actor, ¢, is outweighed by the benefit received by the part-
ners, b, weighted by the relatedness between the actor and the
partners, R, i.e. when ¢ < Rb. With this rule, Hamilton explicitly
incorporated the contribution of relatives in transmitting genes
that are shared with the actor to the next generations. Later
works have emphasized that — + Rb provides a representation
of the average effect of an allelic substitution on individual
fitness (e.g. [13]) rather than an alternative to individual fitness:
—c+ Rb gives the expected effects of copies of an allele in
different individuals on the expected fitness of individuals
who bear the allele. Kin selection has been extremely successful
in explaining a wide range of altruistic phenotypes such as
sterility in eusocial insects [12] or helping behaviours in
birds [14], and it has received increasing attention in plants
in recent decades (reviewed in [15]).

Since farmers are more interested in productivity per unit
area than in individual plant productivity, it was early
advanced that plant breeding should take advantage of the
mechanisms that maximize group productivity to increase
crop yield [16]. More recently, several authors argued that
plant breeding had not fully explored the trade-off between
group productivity and individual performance and that
significant yield gain could be achieved by reversing past
natural selection for competitiveness [17-20]. To do so,
recommendations drawn from the general principles of kin
selection or group selection have been proposed [17,18,
20-22]. Yet, it remains difficult to assess the extent to which
plant breeding could benefit from these principles as long
as they are not formally applied to crops.

Current crop improvement programmes do not explicitly
take into account social interactions among plants [18,21].
Conversely, significant work has been achieved to integrate
the effects of social interactions into breeding programmes
of farm animals [23]. Indeed, reducing competitiveness
among group-housed animals is critical for both productivity
and animal welfare [24]. Based on the early work of Griffing
[25], quantitative genetic models have been developed to
account for the effect of the genes of the focal individual on
its own phenotypic traits, known as the direct genetic
effect, and the effects of the genes of individuals interacting
with the focal individual, known as the indirect genetic
effect (IGE) [26-28]. Experiments have shown that IGEs can
represent a significant proportion of the heritable variation
on traits such as growth rate in pigs [29] or survival rate in
laying hens [30]. Therefore, the genetic response to selection
can significantly be improved by accounting for IGEs [26].
Theoretical studies have shown how the IGEs frameworks
connects with kin selection theory and how relatedness
affects the genetic response to selection in the presence of
IGEs [31,32]. To a lesser extent, this framework has also
been applied in tree breeding [33,34]. Yet we still poorly
understand how social interactions affect the evolution of
plant phenotypes, and the extent to which crop breeding
schemes can improve yield depending on the intensity of
social interactions.

To fill these gaps, we develop a kin selection model to
investigate the evolution of cooperation in crops. The model
allows us to identify the most important parameters that pro-
mote cooperation and increase crop vield, and to revisit crop
evolutionary history in light of the kin selection theory.

2. Material and methods

We define cooperation as the evolution of a phenotype that
decreases the intensity of intraspecific competition. We focus
on competition for light, using plant height as the competitive
trait for three main reasons. Over the different axes of phenotypic
variation in plants, height is classically reported as the main
driver of competitive ability [35,36]. Second, the impact of com-
petition for light on plant fitness has been widely documented
[35,37,38] including in crops [39,40], enabling us to have a
reasonably realistic mathematical formalism. Finally, plant
height is one of the traits for which we have important historical
data in crops [41-44], making it possible to interpret our results
in light of human selection practices. It must be stressed that we
deliberately kept the mechanistic and genetic aspects of the
model simple to focus on processes of interest in this study,
which are evolutionary dynamics and their interaction with
human practices.

Crop populations are spatially structured, either in fields
when grown by a farmer, or in experimental plots when evalu-
ated by a plant breeder. In our model, we assume that the crop
population is made of g fields, with np plants per field. In agree-
ment with experimental evidence on several crop species [39,41],
we assume that there is an optimal height X that maximizes plant
fecundity, i.e. individual seed production, in the absence of
competition for light (figure 1b). We model competition for
light with the drop shadows of neighbouring plants (figure 1a).
Plant fecundity is assumed to decrease proportionally to the
size of the overlapping area between drop shadows and thus
with the height of the neighbours, as observed in experimental
studies [35,38,40] (figure 1c). One of the main parameters that
drives intraspecific competition in crops is plant density [5,40].
In the model, plant density is governed by the parameter d, the
distance between plants. The intensity of competition for light
also depends on the angle a at the apex of the triangle used to
represent drop shadows (figure 1a). We computed crop yield
as the total number of seeds produced in a field divided by the
field area (see electronic supplementary material, §1.1). As
expected, the plant height that maximizes crop yield decreases
with the distance between plants (figure 3 and electronic sup-
plementary material, figure S2), and crop yield is maximized
by growing short plants at high density [5,40]. To fit as closely
as possible to the specifics of real crops such as wheat, we set
the optimal plant height ¥ to 100 cm and the angle a to =/50
rad. Such a small angle allowed us to generate a moderate and
realistic intensity of competition at low plant-plant distances
such as those classically encountered in cereals. Note that the
choice of parameter values did not affect our results qualitatively.

We compared the efficiency of three selection strategies
(figure 2). In the within-field (WF) strategy, seeds sown in a
given field are exclusively sampled in the harvest of this same
field; in the among-field (AF) strategy, fields are sown with
seeds sampled after pooling the harvest of all fields; in the top-
field (TF) strategy, fields are sown with seeds exclusively
sampled in the harvest of the most productive field. In the WF
strategy, the best performing plants within their fields contribute
more to the next generation, whereas in the AF strategy, the best
performing fields within the crop population contribute more to
the next generation, this phenomenon being magnified in the TF
strategy. Relatedness, a key parameter of kin selection theory, is
modulated by the parameter is, the number of founding seeds
(electronic supplementary material, §1.3 and figure S3). For
cases where ng<np, we multiply each founding seed in equal
proportion, i.e. no selection during this step, until we obtain
enough seeds to have np plants in each field.

We developed an analytical model from which we derived
approximations for the evolutionary stable strategy (ESS) for
plant height, that is the strategy that cannot be invaded by any
alternative strategy [45] (electronic supplementary material, §1.2).
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Figure 1. Geometrical representation of plant competition for light. (g} We used triangles to represent drop shadows around the plants (grey triangles). The focal
individual is represented in black, neighbours are represented in green. Neighbours are positioned at equal distance, d, from the focal individual. For simplicity, we
here represented the left and right neighbours with the same plant height, y. Competition for light happens when triangles overlap. Competition intensity increases
with increasing overlap (from yellow to red), with no competition (competition intensity 0), low competition (competition intensity 1), intermediate competition
(competition intensity 2) and intense competition (competition intensity 3). (b) Relationship between focal plant fecundity, f, and focal plant height, x. We assumed
that, for an isolated plant, there is an optimal plant height ¥ which maximizes individual fecundity. The relationship is shown for three optimal plant height values
X = 80 am (dotted line), ¥ = 90 cm (dashed line), and ¥ = 100 cm (solid line). (¢) Relationship between focal plant fecundity, f, and neighbours’ plant height, y.
We computed the cost of competition as the proportion of shaded area of the focal triangle. The relationship is shown for a focal plant height equal to the optimal
plant height so that x = ¥ = 100 cm, an angle a = 7/50, and three plant—plant distances d = 10 cm (dotted line), d =5 cm (dashed line), and d =1 cm (solid
line). Competition intensity increases from yellow to red. Symbol: 'Wheat” by efi kaperoni from the Noun Project. (Online version in colour.)

The ESS approach is widely used in evolutionary biology to predict
the outcome of long-term evolutionary processes where fitness
depends on the frequencies of the different phenotypes present
in the population. In our study, we adopt the kin selection
approach to account for the spatial structure of crops [46]: as
mentioned above, the crop population is distributed into different
fields, or different groups, that can be connected by migration.
These groups delineate social interactions: individuals only inter-
act within groups. The evolution of social traits is driven by the
genetic similarity between actors and recipients and thus by
genetic similarity between group members at the loci involved in
social traits [12]. Relatedness (R) quantifies this similarity and
measures the extent to which an actor is more likely to share an
allele (and thus share a common phenotype) with an individual
sampled in its own group than with an individual sampled in
another group [47,48] (electronic supplementary material, §1.3).
Compared to traditional definitions of relatedness from pedigrees,
the definition of relatedness used here averages pedigree related-
ness over the distribution of pedigrees of gene copies within
groups [49]. As this distribution depends on other features of the
life cycle such as migration rates, relatedness depends on the life
cycle (electronic supplementary material, figure S3).

In addition to the ESS approach, we ran individual-based
simulations to track the evolution of plant height across gener-
ations (electronic supplementary material, §1.4): we simulated
the life cycle of all plants from sowing to harvest over thousands
of generations until the selection-drift-mutation equilibrium was
reached. Finally, we compared the mean plant height at equili-
brium with ESS approximations. We hereafter present ESS and
simulation results for the three selection strategies (WE AF and
TF) with varying planting density and relatedness.

3. Results

Overall, ESS predictions agreed very well with simulation
results and equilibriums were always monomorphic, mean-
ing that a single phenotype was present in the population
at the end of the simulations (figure 3, black dots). When
plants were grown at low densities (d > 12), they did not com-
pete for light and thus the mean phenotype at equilibrium
was the optimal phenotype for individual fecundity, i.e. ¥
(competition intensity 0 in figure 1a). At intermediate den-
sities (7 <d <12), plants evolved smaller than their optimal
phenotype in all scenarios. Indeed, when competition is
low (competition intensity 1 in figure 1a), shorter phenotypes
result in greater plant fecundity because the fecundity loss
incurred by moving away from the optimum is overcompen-
sated by the fecundity gain obtained by avoiding the shadow
of the neighbours. At high densities (d <7), where compe-
tition is more intense (competition intensity 2 in figure 1a),
evolutionary outcomes differed greatly among scenarios.
With the WF strategy, the higher the density (the lower d),
the taller the plant evolved. At equilibrium, plants were
well above the optimal height x, leading to very low yields
whatever the number of founding seeds (figure 32,4 and g).
By contrast, both AF and TF strategies resulted in the evol-
ution of short high-yielding phenotypes when the number
of founding seeds was low (figure 3b,c and f). Increasing
the number of founding seeds reduced relatedness (electronic
supplementary material, figure S3), drove the evolution of
taller plants, and lowered crop yield (figure 3¢i and ).
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Shorter phenotypes evolved under the TF strategy compared
to the AF strategy, as a result of stronger selection among
fields in the TF strategy (figure 3e¢f). Interestingly, with
both AF and TF strategies, two alternative evolutionary out-
comes were possible for certain ranges of d (e.g. figure 3e
when 2<d<35cm). When such evolutionary bistability
occurred, which evolutionary outcome was reached
depended on the initial phenotypic value of the population
(electronic supplementary material, figure S4).

The ESS analysis captures the long-term evolutionary out-
come of the model but does not predict the speed of
phenotypic evolution towards the ESS. To explore the
short-term evolutionary dynamics of plant height under rea-
listic agricultural practices, we carried out individual-based
simulations under the three selection strategies for 20 gener-
ations with a small number of fields (g =5, figure 4). The WF
strategy and the AF strategy generated slow evolution com-
pared to the TF strategy (figure 4a). Consequently, the
relative efficiency in increasing yield differed markedly
among selection strategies: after 20 generations, yield had
decreased by 5% with the WF strategy whereas it has
increased by 15% with the AF strategy and by 110% with
the TF strategy (figure 4b).

4, Discussion

While most studies concluded that phenotypes which maxi-
mize group productivity are not evolutionarily stable [9,50],
our model demonstrates that evolutionary principles can be
used to select for cooperation and increase crop yield. Our
results thus provide new insights into the relative importance
of parameters that could be used to select for cooperation in
breeding programmes. First, as widely acknowledged in agr-
onomy, plant density has a critical role in controlling the
balance between individual competitiveness and group per-
formance [17]. The closer the plants, the stronger the direct
and indirect fitness effects, resulting in stronger selection
for either selfish tall phenotype or altruistic short phenotype
depending on relatedness. Yet, the effect of density is not
monotonic. Therefore, the phenotypic value of the crop

population at the beginning of the breeding programme can
constrain selection even if all conditions are met for
cooperation to evolve. For example, starting with tall plants
might hamper the evolution of short phenotypes. Second,
although selection at the group level is indeed mandatory
to select altruistic phenotypes [17,18,21], our results demon-
strate that group-level selection is not sufficient: when
relatedness becomes too low, the AF and TF strategies fail
to select for short phenotypes. More precisely, as the
number of founding seeds increases, the within-field variabil-
ity increases and the between-field variability decreases. This
reduces relatedness and limits the ability to discriminate the
different fields based on their productivity, thus reducing
the strength of among-field selection. Such an important
role of relatedness in interaction with group-level selection
has been missed in the literature on cultivated plants.

The potential of group selection in agriculture was early
demonstrated in poultry. In a seminal experiment, Muir
demonstrated that selection at the family level (half-sib
families) was very efficient to increase egg production and
to reduce mortality in laying hens [51]. Moreover, such prac-
tices have been shown experimentally to be more efficient
when groups are composed of relatives [26]. These results
are in line with our study and previous theoretical works in
quantitative genetics showing that relatedness and the
degree of group selection jointly affect genetic response to
selection [31,32]. More generally, the convergence between
our results and the findings obtained in quantitative genetics
and animal breeding literature suggest that the principles and
the tools (e.g. mixed model [26,34]) developed in these areas
could be applied in crops whenever breeding programmes
can rely on strong phenotyping efforts.

In crops, the very common pedigree selection is quite
similar to the TF strategy, at least in the last generations of
selection where plots are planted with single genotypes,
and only the most productive plots are retained from one
generation to another, which generates both among-field
selection and high relatedness. Yet, as mentioned in previous
studies, such programmes could be even more efficient in
improving vield by increasing plant density [17] and by
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selecting at the group level from the very beginning [21]. In
practice, the TF strategy could be implemented with a
number of experimental plots as limited as five, with 200 or
300 plants per plot (figure 4). Increasing the number of
plots would increase the effective population size and thus
increase the evolutionary speed. To take into account the
effect of environmental variability on the evaluation of crop
yield and on the selection procedure, it could be useful to
replicate the plots or to sample founding seeds in a handful
of the most productive fields (electronic supplementary
material, figure S5). Then, founding seeds could be multi-
plied in a greenhouse between two growing seasons by
growing plants at low densities to maximize the seed multi-
plication rate. Controlled or uncontrolled crosses could
be used to generate new allelic combinations and new
phenotypes over generations.

Qur results shed new light on the evolution of plant
height during the evolutionary history of crops. For most cer-
eals, plant height has increased between their wild ancestor
and their earliest domesticated form [42,43]. Moreover, most
of these primitive domesticated forms remained tall, or
even evolved taller until the end of the nineteenth century
[4]. The practices associated with the transition from gather-
ing to cultivation [1], as well as the most common selection
method over this period, namely mass selection, could be
regarded in light of the kin selection: grains were collected
from isolated plants (or low-density grown plants), these

plants being selected for their individual features and
grains (or spikes) from different plants being mixed before
sowing [52]. Such practices leading to low among-field
selection and low relatedness inevitably select for selfish
phenotypes. Even if tallness might have deliberately been
selected for other needs such as chaff production or weed
control [4], our model suggests that mass selection might
have reinforced selection for increased plant height.

Initiating breeding programmes with plants that are too
tall can hamper the evolution of short high-yielding pheno-
types. This might have happened at least twice in the
evolutionary history of crops. First, there is evidence that
farmers chose relatively tall plants in the wild to start cultiva-
tion [53]. Second, for most cereals the main reduction in plant
height was achieved in the 1960s by introgressing dwarf
genes from Asian varieties [54]. At that time, most wheat var-
ieties were very tall in USA [55] and Europe [41], and we
could wonder whether plant breeding would have achieved
such shortening by crossing and selecting among the local
pool varieties.

Reducing plant height in crops was motivated by the
need for varieties that better respond to intensive cultivation
practices, notably through increased allocation to grains and
decreased sensitivity to lodging [56]. Although such varieties
achieved significant yield gain, yield improvement was per-
ceived more as an improvement in individual plant
properties, i.e. grain allocation and lodging resistance, than
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as an improvement in community properties, ie. lower
intraspecific competition [41]. As a consequence, plant
height is still mainly selected at the single-plant level by elim-
inating tall plants in the early steps of breeding programmes
than through indirect selection for group performance, as
described in this study. Such direct selection on a plant trait
can indeed prove very efficient when the trait measurement
is cheap and heritable, which might not be the case of all
traits involved in plant-plant interactions.

We explored particular combinations of parameters that
we thought relevant for a typical cereal crop. Yet, additional
selection scenarios could be evaluated for applications in a
broader set of crops including non-grain crops. Moreover,
traits other than plant height can be important in driving
competitive interactions. For example, root morphological
traits can play a key role in the competition for soil resources
in perennial species [57]. Flower size might also be important
for cross-pollinated species [58]. More generally, many traits
have been reported to be involved in plant-plant interactions,
which offer as many opportunities to increase cooperation in
crops [9]. Because of recurrent bottlenecks during the evol-
utionary history of crops [59] and historical practices of
cultivation and breeding (see above for an illustration for
plant height), altruistic phenotypes might have been lost in
the pool of modern varieties. As illustrated with dwarf
genes introduced from Japan, it might thus be useful to
further enlarge phenotypic variation available at the start of
breeding programmes by exploring gene pools such as land-
races or wild relatives. Moreover, studying the genetic
determinism of these traits could help to select for optimized
mixtures of genotypes instead of mono-genotypic varieties.
Indeed, not all genes need to be shared in the population
for cooperation to evolve, only those involved in competitive
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SUPPLEMENTARY INFORMATION

Farming plant cooperation in crops
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1. Supplementary methods

A. The life cycle

We assume that the crop is distributed in a number ny of fields. All the fields contain
the same number np of plants. These plants are distributed in a single line and we assume the
distance between neighboring plants on the same line is d. The height of plant ik (plant i in
field k) is denoted x;;.. The vector of heights of the np — 1 neighbors of plant ik is denoted y;y,.
The vector of heights of plants in the ng — 1 other fields is denoted z,. In the following, the
indices i and k may be dropped when it is clear from context that all variables are relative to a
focal plant i in field k.

Fecundity

In the absence of competition, each plant is assumed to have a baseline fecundity f(x)
and produces a random, Poisson distributed, number of seeds P (f(x)) which is a function of
plant height, x. We assume that there is an optimal height X that maximizes baseline fecundity,
and fecundity then decreases to zero when plant height is higher than 2x. Baseline fecundity
was thus expressed as follows:

x(1-2) if x<2

f(x)=< _
0 if x=>2

* &
X

Competition for light

Within fields, plants compete for light with neighboring plants. Each plant is represented
as an isosceles triangle of height x and angle a at the summit (see Figure 1). Plants are
competing for light as soon as their respective triangles overlap. A focal plant of height x that
competes with neighbors of height y thus have an expected fecundity equal to:

Fx,y) = f(x)(1 = C(x,y)) )

with C(x,y) measuring the proportion of the triangle of the focal individual which
overlaps with those of its neighbors. Shades from different neighbors that overlap in the focal
individuals are only counted once, so that C (x, y) can never exceed 1.

In a monomorphic population where the phenotype of all individuals is equal to a given
value z, the productivity, here defined as the total number of seeds produced in a field, is
F(z,z):=F(z (z ..,2)). In such a population, productivity per unit area is then computed as
F(z,z)/d (Fig. S2).
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Migration

Fields are sown with seeds harvested in the previous generation. To sow each field, a
fraction (1 —m) of the np seeds are sampled in the harvest of that field, with m the seed
migration rate among fields. The remaining harvests of all fields are then mixed together and
constitute a migrant seed pool. The remaining m np seeds needed for sowing are then sampled
in the migrant seed pool for each field. We distinguished three seed sampling scenarios based
on different modalities of migration.

* In the Within-Fields scenario (WF), m = 0: fields are sown with seeds exclusively
sampled in their own harvest.

* In the Among-Fields scenario (AF), m = 1: fields are sown with seeds exclusively
sampled in the migrant seed pool.

* In the Top-Field scenario (TF), m = 1 again, but fields are sown with seeds
exclusively sampled in the harvest of the most productive field.

To represent different levels of among-field competition occurring in the pool of
migrant seeds, ranging from the AF to the TF scenario, we will assume that the probability that
a given immigrant seed comes from field k is proportional to the product of the field
productivity times a function of the productivity of this field relative to the productivities of all
fields:

B ed?(z;lzpl F(x]-k,yjk))

3)

np
(o o)
n =1

where @ modulates the magnitude of among-field competition. B is a random variable,
function of the realized values of Poisson-distributed fecundities in each field. To keep the
analytical model tractable, we approximated B deterministically by

LR Fejiy o)

np
LZnF ea(2j=1F(xﬂ'yﬂ)>
ng =1

b(yi, 2): = (4)

where yR is the vector of plant heights in field k (y& = (x;, yix) for plant i in field k).
However, in the simulations, we still considered that the relative contributions of each field are
weighted by B which is the information available to the farmers managing the fields.

If all plants have the same height z, b((z, ..., 2),(z, ..., z)) = 1, and all fields have the
same productivity, hence for any a, they have the same relative probability of contributing a
given immigrant seed. In the baseline case @ = 0, b(yR, z) = 1, so that all the fields contribute
to the pool of migrant seeds proportionally to their productivity (AF scenario). When «
increases, the probability that an immigrant seed is picked from the most productive field is
magnified. In the limit case where a@ — oo, only the most productive field contributes (TF
scenario). In other words, increasing « increases the magnitude of selection among fields
relative to the selection within fields.
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B. Fitness and selection gradient
Fitness function

We want to derive the fitness function of a focal individual in the meta-population of ng
fields. The fitness of a focal plant is its expected number of adult progenies in the next
generation. This fitness w is a function of all plant heights x, y and z in the meta-population. It
is the sum of the expected number of staying offspring (those growing in the field of the focal
individual in the next season) and migrant offspring (note, however, that after random dispersal
among fields, migrants have a probability 1/ng to go back to the field of the focal individual),
which yields:

— 1 ng—1

W(.X,', y, Z) - (1 - m) Wy (x' y, Z) +tm| — w; (x, Yy, Z) + W3 (.X,', Yy, Z) (5)

N - N — ———— NfF  ————

staying migrant back in migrant in a

the focal field new field
wherein the three fitness components are
_ PFXY)

wi(xy, 2) = npE [51,k+52,k+53,k], ©)

_ Py (Vi 2)
w2 (% y,2) = npk [ S1ktS2k+S3k ], (")
and
_ e A GIC LI )]
W39, 2) = 2 By B[Ptk ®)
where
Siki= 2721 P((1- m)F(xjk'Yk)) 9)
for locally sampled seeds from the focal field k,
Soxi= 4 P (ZF (% bR, 2)) (10)
for seeds from the focal field k sampled from the migrant pool, and
Ssi= Sikk Zjty P (ZF Cou )b, 2)) (11)
for seeds from other fields sampled from the migrant pool, and
Sapi= 272, P((1 = m)F (%1, 1)) (12)

for locally sampled seeds from the destination field L.
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Each fitness component involves the expectation of ratio of draws from Poisson-
distributed random variables. The draws of variable in the denominators are independent, and
the draw on the numerator is included in the denominator. In that case, the expectation of the
ratio is the ratio of the expectations of the variables in the numerator and denominator. Hence
each fitness component can be expressed in terms of the expectations:

F(xy)
w. xr lz = n m n n ) 13
1(6y,2) (=m) 23E, FGe )+ T8y 258 Fojuynb o 2) (13)

F(x,y)b(yR.2) 14
_ np . m nF np . R ] ( )
-m) 5iF Fapy+ 55 5 Faeuyob G 2)

WZ (.X,', y1 Z) =

and

Fy)b(yi2) (15)
-m) X3P Fepy)ta- 55 508 FuyobGfe)

1
w3(x,y,2) = - Yizk

Selection gradient

We derive the selection gradient acting on plant height under the assumption that
selection is weak. Using the direct fitness method [1,2], the selection gradient can be written in
terms of the partial derivatives of the fitness function for a focal individual, as

ow(xy.z) ow(x.y.z)
ASZ Wa);yz +Zl WaJ;iy'Z Ril (16)

where the sum is over all neighbours i of a focal individual, and R; is the expected
relatedness between the actor and neighbour i. All derivatives are evaluated at points where all
plant heights are equal to a common value z (“the resident state"). However, we can
immediately simplify the above expression of the selection gradient by noting that all R;
coefficients are identical to a single relatedness coefficient R. Indeed, although the plants are
distributed along one dimension, there is no isolation by distance because seeds are randomly
distributed in the field. The relatedness coefficient is derived in the following section.

The above expression of the gradient of selection depends on a sum of partial
derivatives. In order to evaluate the selection gradient we use several simplifications and
approximations in the following. First, because the focal plant interacts mostly with its nearest
neighbors, we will consider only the effects of the two nearest neighbours on fitness (in contrast
to the simulations where we keep track of the effects of all other neighbours). In this case we
can approximate fitness as a function w(x,y = (y_4,y1),z) of the heights y_, and y; of the
two nearest neighbours.

Second, by the chain rule for differentiation, any sum of partial derivatives, all evaluated
in the resident state z, can be exactly written as the single partial derivative of a compound
function with respect to a single variable. In particular, we may consider only the simplified
fitness function w(x,y,z):=w(x,y = (y-1 =¥, y1 = ¥),Z = (2, ...,2)), since the sum of
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derivatives with respect to the two elements of y is dw(x, y, z) /0y. We need different variables
x, y and z only to distinguish actors with different expected relatednesses to the focal
individual, and can thus proceed as if the two nearest neighbours had the same height (but no
such assumption is made when computing relatedness). Functions C, F and B with scalar
arguments are defined from their vector-argument counterparts exactly as for w. In this case,
fromeq. 2, F(x,y) = f(x)(1 — C(x,y)) where C(x, y) is detailed in Fig. S1.

Third, when both np and ng are large this fitness function further reduces to

F(x,y) F(x)b(y,2)
(1-m)F(y,y)+mF(z,2) +m F(z,2) (17)

w(x,y,2) = W(x,y,z) = (1 -m)

This yields a further approximation for the selection gradient,

ow(x,y,z) +R ow(x,y,z)

AS = ax ay

(18)

The selection gradients derived from w(x, y, z) or W(x, y, z) can be used to identify the
singular strategies, where such gradients equal zero by definition. The results obtained with the
more approximate gradient AS provide a very good fit with the results obtained with AS as soon
asng > 10 and np > 100, which are realistic parameter values for crops. We used AS to predict
the evolutionary stable strategies in Fig. 3.

C. Relatedness

R depends upon multiple factors such as seed sampling rules and crop reproductive
biology. We compute R under the following assumptions. Individuals are haploid and reproduce
asexually. Plant height is determined by a single locus. Progenies can differ in height from their
parent with probability u, the mutation rate. We further assume that the farmer draws a number
of founding seeds, ng, in the harvest, which are multiplied before sowing. In the finite island
model, relatedness can be expressed as follows [1]:

_ 7. (Qo—Q1)
R=m ey (19)

where Q, is the probability that two plants within a field have identical alleles for plant
height and Q the probability that two plants from different fields share the same allele for plant
height. Following [3], we define the following quantities:

1_
by = (L—m)?+m?(p + =2) (20)
2m(1—- 1-
po =T 4 m? (¢ + 22) (21)

with p,, the probability that two founding seeds of a field at time t were produced in
the same field at time t — 1 and p,, the probability that two founding seeds of distinct fields at
time t were produced in the same field at time t — 1. The parameter ¢ controls the probability
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that two founding seeds sampled in the migrant seed pool originate from the same field. When
a, the parameter that scales the magnitude of among-field competition (see above) equals zero,
then ¢ = 0. In that case, fields contribute to the migrant seed pool proportionally to their
productivity (scenario AF), and the probability that two seeds sampled in the migrant seed pool
originate from the same field is 1/ng. In contrast, when a tends toward infinity, ¢ = 1. In that
case, all the seeds in the seed pool originate from the most productive field (scenario TF).
Probabilities of identities at t can thus be expressed as a function of those at t — 1, as follows:

ns ns ne ne

Qot =V ( - + {s=1) (Pw (i + (e ) Qo,(t—l)) +(1- pw)Ql,t—l)) (22)

1 (Tl.p—l)

Que =V (pa (n—P +

QO,(t—l)) +(1- Pa)Q1,(t—1)) (23)

np

with y = (1 — w)?. Solving Qg+ = Qo -1y and Q1 = Q1 -1, Yields the equilibrium

values Q, and Q,, and then R as a limit when y — 1. When both ny and np are large, relatedness
reduces to:

R = 1

T (1-m)2+¢m2+ng(1-(1-m)?2)

(24)

This expression provides a very good approximation for R as soon as ng > 10 and
np > 100, which are realistic parameter values for crops. We thus only present results obtained
with the reduced expression in the manuscript. Fig. S3 illustrates the effect of parameters m, ¢
and ng on relatedness.

D. Individual-based simulations

We track the evolution of plant height by simulating the crop life cycle over 5000
generations. Simulations start with a monomorphic meta-population. Fields are circular, so that
all plants have a neighbor on each side. Each plant produces a Poisson distributed number of
seeds, with an expected value computed according to equation 2. Shading with all other np — 1
individuals in the focal field are considered. Seeds are then harvested and sown just has
described in the migration section, following three different scenarios (WF, AF and TF). Before
sowing, founding seeds are multiplied without selection (same multiplication factor for all
founding seeds). During the multiplication stage, progenies have a probability u to deviate from
their parental phenotype, with a mutation effect of +5c¢m. The np seeds are then positioned
randomly in the fields at sowing. We verified that the mutation-selection-drift equilibrium was
reached after 5000 generations (see Fig. S4).
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2. Data availability

Data sharing not applicable to this article as no datasets were generated or analysed
during the current study.

3. Code availability

All the code used in this article is available at https://github.com/germmtz/farming-
plant-cooperation
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5. Supplementary Figures and Tables
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Supplementary Figure 1 | Competition for light. Values of the C(x,y) function for different levels of competition.
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Supplementary Figure 2 | Productivity. Grain yield was computed as F(z,z)/d. The darker
the surface, the lower grain yield.
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Supplementary Figure 3 | Relatedness. Relationship between relatedness and the number of founding seeds, ng, for
three different seed migration rates: m = 0, m = 0.5, m = 1. We computed relatedness according equation (24) from
Supplementary Information. We tested two values for parameter ¢, 0 (solid line) and 1 (dashed line).
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Supplementary Figure 4 | Bistability. Evolution of plant height over 5000 generations with the AF strategy.
These simulations are similar to those reported in Fig. 3E in the main text: the meta-population was
composed of 20 fields, with 200 plants per field and 2 founding seeds were used to re-populate each field at
each generation. In the first generation, the population was monomorphic, i.e. all plants had the same height
z, with either z = 150 cm (black solid line) or z = 50 cm (grey solid line). Phenotypic variability was then
generated by mutations. Mutation rate equalled 10%, meaning that on average 1 individual out of 10 differed
in height from its parent. Mutation effect was set to + 5 cm. Five runs of simulations are reported for each
initial state. The curve represents the mean plant height in the meta-population every ten generations. The
red horizontal lines show the predicted ESS.
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Supplementary Figure 5 | Environmental stochasticity. We modeled the environmental stochasticity by adding
a random normally distributed environmental effect of standard deviation 0 (no environmental effect), 50, 100
or 200 to field productivity at each generation. (A) Time required to reach the selection-mutation-drift
equilibrium. We defined an interval of + 2 sd around the ESS with sd the standard deviation of the mean plant
height in the meta-population over the last 200 generations. We considered that equilibrium was reached when
the mean plant height in the meta-population was within that interval for the first time. The darker the square,
the later the equilibrium was reached. (B) Phenotypic variance at equilibrium. We computed the phenotypic
variance as the mean phenotypic variance over the last 200 generations. The darker the square, the lower the
phenotypic variance. (A) and (B): simulations were performed with 20 fields, 200 plants per field and 1 founding
seed. In the first generation, the population was monomorphic, i.e. all plants had the same height z, withz = %
=100 cm. Phenotypic variability was then generated by mutations. Mutation rate equalled 10%, meaning that
on average 1 individual out of 10 differed in height from its parent. Mutation effect was set to £ 5 cm. The physical
distance between plants, d, was set to 7 cm. For each environmental variance, we either selected the top 1 (TF
strategy), 2, 5 or 20 (AF strategy) fields to sample the founding seed at each generation. Reported values are
averaged over 10 simulations runs.
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Supplementary Table 1 | Main notations.

YiK. ¥K, ¥

YK
Zy, Z

Number of fields in the meta-population

Number of plants per field

Number of founding seeds (seeds that are sampled and multiplied before sowing)
Dhstance between plants

Focal plant height

Optimal focal plant height: height that maximizes the baseline fecundity of the plant
Light interception ahility: angle at the summit of the triangle in the model

Vector of heights of the neighbors of the ith plant in the Kth field; one or both
indices may be dropped when clear from context

Vector of heights of all plants in the Kth field

Vector of heights of the np(ny — 1) plants in all fields except the Kth one; the index
may be dropped when clear from context

Common values, assigned to all elements of ¥ and z, respectively, sufficient for the
computation of the selection gradient

Seed migration rate: proportion of seeds sampled from the pool of migrant seeds
Among-field competition intensity

Relatedness

Selection gradient

Approximate selection gradient

Mutation rate

Mutation effect

Probahility for two plants in the same field to share the same allele for plant height
Probahility for two plants in different fields to share the same allele for plant height
Probability that two founding seeds of a field at time ¢ were produced in the same
field at time ¢ — 1

Probahility that two founding seeds of distinet fields at time ¢ were produced in the
same field at time ¢t — 1

Parameter that controls the probability that two founding seeds sampled in the pool
of migrant seeds originate from the same field
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RAPPEL DES OBJECTIFS ET
RESULTATS PRINCIPAUX
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Alors que la réintroduction de diversité génétique dans les agrosystemes constitue une
étape clé dans la transition vers des modes de production plus durables, notre compréhension
des effets de la diversité génétique sur la performance agronomique est toujours limitée,
notamment chez les grandes cultures. Cette these visait @ mieux comprendre les interactions
entre génotypes dans le cadre des mélanges variétaux afin d’identifier des stratégies de sélection
et d’assemblage permettant d’optimiser I’utilisation de la diversité génétique en agriculture.
Nous avons abordé cette problématique sous différents angles, en utilisant notamment des
théories issues de I’écologie et de la biologie évolutive. Nous avons testé expérimentalement si
ces théories permettaient d’expliquer la performance des mélanges en utilisant le blé et le riz
comme des espéces modeles. Enfin nous avons utilisé un modele théorique pour étudier la
dynamique temporelle de la diversité dans les mélanges selon différents schémas de sélection.

Dans un premier temps nous avons testé si, conformément a I’hypothese de
complémentarité de niche, les différences phénotypiques entre les variétés sur les traits liés a
I’utilisation des ressources généraient une productivité supérieure dans les mélanges grace a un
meilleur partage des ressources par rapport aux monocultures. Nous avons montré que les
différences de profondeurs racinaires entre des variétés de riz n’étaient pas associées a une
meilleure performance des mélanges, contrairement au patron attendu sous I’hypothése d’une
complémentarité de niche.

Notre deuxiéme expérience, conduite au champ avec des variétés de blé dur suggére que
la relation entre la diversité phénotypique des variétés et la performance des mélanges est plus
complexe que la relation positive directe prévue par la théorie de complémentarité de niche, et
implique une combinaison de traits a la fois aériens et souterrains. Par ailleurs, ces deux
expériences suggerent que d’autres mécanismes que la complémentarité de niches peuvent
expliquer la performance des mélanges, notamment des effets associés aux traits moyens des
mélanges. L’approche basée sur les traits nous a permis d’identifier les combinaisons de
stratégies écologiques les plus bénéfiques pour plusieurs composantes de la performance
agronomique.

Ensuite, une approche génétique conduite sur les mélanges de blé dur cultivés au champ
nous a permis d’identifier un effet négatif de la diversité allélique a un locus sur la performance
des mélanges et la résistance a la septoriose. A ce locus, les génotypes cultivés avec un voisin
ayant un alléle différent du leur étaient a la fois plus atteints par la maladie et moins productifs.
Le patron génétique identifié est en accord avec un effet « barbe verte », selon lequel des genes
peuvent favoriser leur propre transmission en rendant les individus qui les portent plus
coopératifs envers les individus partageant ce méme géne ou plus competitifs envers les
individus possédant une copie différente.

Enfin, via un modele théorique basé sur la théorie de sélection de parentéle, nous avons
montré comment I’apparentement et la sélection a I’échelle du groupe pouvaient étre mobilisés
pour sélectionner des phénotypes altruistes, c’est-a-dire peu compétitifs, et ainsi maximiser les
rendements de la population dans son ensemble. Ces résultats permettent d’envisager des
méthodes de sélection et de gestion des mélanges avec lesquelles les phénotypes les plus
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favorables pour la productivité ne sont pas perdus au fil des générations a cause de la
competition entre plantes.
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DISCUSSION






1. Vers un compromis entre diversité et uniformité

Nos resultats révelent la complexité de la relation qui lie la diversité intra-specifique a
la performance agronomique. Nous montrons notamment que les effets positifs de la diversité
sur les rendements ne sont pas forcément liés a une forte diversité sur les traits les plus attendus.
Par ailleurs, nous montrons que les mélanges ne sont performants que s’ils sont uniformes sur
certains traits. A I’échelle génomique, il semble méme que la diversité allélique puisse avoir
des effets négatifs sur la performance. Une description multivariée de la composition
fonctionnelle des mélanges et de la performance agronomique permet de mieux capturer cette
complexite.

A. Les mécanismes al'origine des effets positifs de la diversité
La complémentarité de niche

La conception théorique des mélanges variétaux repose souvent sur I’idée qu’associer
des variétés avec des caracteres phénotypiques différents va aboutir a un « bon » rendement de
I’association. Cela a poussé certains auteurs a proposer de mélanger des variétés caractérisées
par des valeurs différentes pour certains traits liés a I’acquisition et a I’utilisation des ressources,
comme la profondeur racinaire (e.g. Barot et al. 2017 ; Litrico et Violle 2015). Par ailleurs, la
complémentarité spatiale d’utilisation des ressources souterraines est un des mécanismes
avancés pour expliquer les relations positives entre la biodiversité et la productivité dans les
écosystemes naturels (Berendse 1981 ; Mueller et al. 2013). L’expérience présentée et analysée
dans le premier chapitre suggére que les différences de profondeurs racinaires a elles seules ne
génerent pas de gain de productivité en biomasse, et ne supporte donc pas I’hypothése d’une
complémentarité spatiale d’utilisation des ressources souterraines (Montazeaud et al. 2018).
Les conditions expérimentales choisies étaient plutét favorables pour détecter un tel effet s’il
existe. Tout d’abord, les lignées isogéniques nous ont permis de nous affranchir des effets
confondants liés aux variations phénotypiques sur d’autres traits, comme par exemple la
hauteur. Ensuite, nous avons utilisé un traitement limitant en ressources induisant une
hétérogénéité spatiale de la disponibilité en phosphore, ce qui aurait théoriqguement pu renforcer
les effets de complémentarité (Craven et al. 2016). Nos reésultats mériteraient d’étre testés au
champ, mais ils semblent cohérents par rapport aux conclusions qui émergent des études
menées en écologie au cours des dernieres années. En effet dans une récente méta-analyse
recoupant 21 expériences menées dans des communautés prairiales, Barry et al. (2019) n’ont
trouvé aucun lien entre la distribution spatiale des racines dans le sol et la productivité.

Avec les mélanges de blé dur, il n’a pas été possible de mesurer la profondeur racinaire
au champ. Cependant, nous avons pu estimer I’encombrement horizontal du systéme racinaire
en mesurant I’angle du cone racinaire de chaque génotype. A nouveau, nous n’avons trouveé
aucune relation entre la performance agronomique des mélanges et les différences d’angle
racinaire entre les génotypes. Ainsi, nos résultats montrent dans I’ensemble que la diversité
spatiale des systémes racinaires ne semble pas jouer un réle significatif dans la performance
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des mélanges. Cela est certainement lié au fait que notre représentation du sol et des interactions
qui s’y déroulent est trop simpliste. Par exemple, la répartition spatiale et temporelle des
ressources est probablement beaucoup plus hétérogéne a la fois dans I’espace et dans le temps
que ce que nous imaginons quand nous faisons I’hypothese d’une complémentarité d’utilisation
des ressources basée uniquement sur une variabilité des profondeurs racinaires (Lynch 2007).
Ainsi, d’autres formes de complémentarité pourraient étre plus efficaces a mobiliser pour les
mélanges variétaux, comme le suggerent nos résultats dans cette expérience. Nous avons en
effet montré que des différences de stratégies d’exploration du sol basées sur des intensités de
branchements racinaires variables avaient un effet positif sur la productivité des mélanges.
Alors que les racines trés ramifiées explorent le sol de fagon intensive en produisant beaucoup
de longueur de racines secondaires autour de la racine principale, les racines moins ramifiées
explorent le sol de fagon plus extensive mais leurs distances inter-ramifications élevées leur
permettent d’explorer également de grands volumes de sol (Hodge 2004 ; Liese, Alings, et
Meier 2017). La combinaison de génotypes présentant ces deux types de stratégies pourrait
permettre de valoriser de fagon efficace des ressources spatialement hétérogenes.

L’effet de sélection

Contrairement a I’effet de complémentarité qui est trés souvent mentionné dans la
littérature traitant des mélanges variétaux, I’effet de sélection que nous avons mis en évidence
dans I’expérience avec les mélanges de variétés de riz est tres peu discuté, et encore moins
considéré comme mobilisable pour augmenter la productivité des mélanges (Barot et al. 2017 ;
Borg et al. 2018 ; Litrico et Violle 2015). Pour rappel, I’effet de sélection décrit le fait que dans
un mélange, certaines especes ou certains génotypes peuvent avoir des phénotypes qui leur
permettent de s’attribuer une proportion plus importante des ressources que les autres et ainsi
de contribuer de facon disproportionnée au rendement du mélange (Loreau & Hector 2001).
L’effet de selection peut étre positif lorsque les génotypes qui contribuent le plus a la
productivite du mélange sont également les plus productifs en monoculture. L’acquisition
disproportionnée des ressources par les génotypes dominants peut se faire au détriment des
génotypes moins compétitifs. Dans ce cas, I’effet de sélection est positif seulement si le gain de
productivite des génotypes dominants est supérieur a la perte subie par les genotypes dominés.

Dans les écosystémes naturels, I’effet de sélection peut contribuer de fagcon importante
a la productivité des communautés végétales (e.g. Fargione et al., 2007 ; Polley et al., 2003 ou
Wagg et al., 2017). En agronomie, I’effet de sélection a surtout été discuté dans le contexte des
cultures associées (Willey 1985 ; Zhang et Li 2003). Cette pratique consiste a cultiver plusieurs
especes dans une méme parcelle, par exemple du blé et de la féverole, ou bien de I’orge et du
pois. Dans cette littérature, méme s’il n’est pas aussi finement formulé que par Loreau et Hector
(2001), I’effet selectif est deja bien décrit et il est interprété comme une différence d’aptitude a
la compétition entre les espéces (Willey & Rao 1980). Cet effet est intégré dans la réflexion
économique du choix de I’association d’especes puisqu’il conduit a privilégier le rendement
d’une espece par rapport aux autres, tout en conservant un benéfice global par rapport a des
cultures pures (Lithourgidis et al. 2011 ; Willey 1985).
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Dans le cas des mélanges variétaux, I’effet de sélection a essentiellement été discuté
dans le contexte de la réponse aux pathogenes (Finckh et al. 2000). La réduction des maladies
en mélange peut en effet étre causée par un effet de sélection. Dans ce cas, le génotype le plus
résistant représente une proportion plus importante qu’attendue de la biomasse végétale. Ainsi,
lors de la notation visuelle des symptdmes, il pése un poids plus important qu’attendu dans
I’évaluation de la sevérité de la maladie et contribue de fagon disproportionnée a faire baisser
la note globale de sévérité de la maladie (Finckh & Mundt 1992). Cet effet pourrait cependant
étre utilisé indirectement pour optimiser d’autres services comme par exemple la qualité des
grains. En effet nous avons montré que le fait d’avoir associé des génotypes compétitifs
aboutissait a une compétition accrue dans les mélanges de variétés de blé dur aprés la floraison
et pouvait augmenter le taux de protéines dans les grains par rapport aux variétés pures. Ce
phénomene déja observé pour les cultures associées (Bedoussac et al. 2015) peut avoir un vrai
intérét pour améliorer la qualité de la production d’un mélange variétal. Ainsi, ces résultats
soulignent que les interactions négatives entre les variétés, telles que les interactions
compétitives, peuvent in fine étre bénéfiques pour certaines composantes de la performance
agronomique des mélanges. Il semble cependant difficile de mobiliser de tels effets de fagon
durable dans des mélanges dynamiques, c’est-a-dire des mélanges qui sont ressemés a partir de
leur propre récolte. En effet, de tels écarts d’aptitude a la compétition entre les variétés vont
générer des écarts forts de rendements entre les variétés dominantes et les variétés dominées.
Ainsi, la proportion de grains issus des variétés dominantes va augmenter au fil du temps, et les
variétés dominantes vont finir par envahir le mélange (Harlan et Martini 1938 ; Suneson et
Wiebe 1942). Comme décrit dans le cadre de la Tragédie des Communs (Hardin 1968), cette
situation entrainera une diminution de la productivité a cause de I’intensité de la compétition
croissante entre les variétés (Jennings et Jesus 1968 ; Donald 1963; 1968). Les effets de
sélection sont donc potentiellement intéressants pour des mélanges « fixes », c’est-a-dire
assemblés a chaque semis en contrélant la proportion de chaque variété, mais ils ne sont pas
durables dans le cas de mélanges dynamiques.

B. Interprétation du lien entre le trait moyen et la performance
des mélanges

Les mélanges variétaux s’inscrivent dans une démarche générale qui vise a augmenter
les niveaux de diversité dans les agrosystémes, notamment pour les amener a des niveaux de
diversités plus proches de ceux qui peuvent étre rencontrés dans les écosystémes naturels (Barot
et al. 2017 ; Violle et al. 2007). Cependant, la diversité n’est pas le seul facteur déterminant
pour comprendre le fonctionnement des écosystemes naturels. La structure fonctionnelle des
communautés naturelles dépend également des propriétés moyennes des espéces et des
individus qui les composent (Grime 1998), qui peuvent étre décrites par le calcul des traits
moyens pondérés par les abondances relatives des différentes espéces (Garnier, Navas, et
Grigulis 2015 ; Violle et al. 2007). De nombreux travaux d’écologie ont montré le role
significatif de I’identité fonctionnelle des communautés dans le fonctionnement des
écosystémes, notamment pour la productivité (Mokany, Ash, et Roxburgh 2008 ; Schumacher
et Roscher 2009 ; Garnier, Navas, et Grigulis 2015).
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L approche fonctionnelle développée autour du trait moyen est ancrée dans la théorie
du rapport de masse (« mass ratio theory », Grime 1998) : le trait moyen est calculé de sorte a
représenter le phénotype dominant de la communauté. Ainsi, la fagon la plus commune
d’interpréter un lien entre le trait moyen et la productivité de la communauté est d’invoquer un
effet de sélection (Garnier, Navas, et Grigulis 2015 ; Cadotte 2017). 1l s’agit de I’interprétation
la plus parcimonieuse, mais elle fait cependant une hypothése qui ne peut étre vérifiée
uniquement a partir de la relation CWM-performance : elle suppose que ce phénotype dominant
a eté « sélectionné » par le mélange, c’est-a-dire que la productivité relative des individus qui
I’exprime a augmenté dans le mélange par rapport & leur monoculture. L’effet de sélection
traduit en effet une corrélation entre le rendement en monoculture et le changement de
rendement entre monoculture et mélange (cf Introduction & Loreau et Hector 2001). Dans le
premier chapitre, nous avons montré a I’aide des relations entre la productivité relative (Relative
Yield, RY) en biomasse des génotypes de riz et leur valeur de trait que la surface spécifique
foliaire était impliquée dans un effet de sélection : les génotypes ayant des surfaces spécifiques
foliaires plus faibles que leur voisin voyaient leur productivité augmenter en mélange par
rapport & leur monoculture (Figure 1b). Cependant, la relation entre le trait moyen pondéré
(CWM) des mélanges calculés sur la surface spécifique foliaire et leur rendement relatif (RYT)
n’est pas significative (Figure 1a). Ainsi, nous n’aurions pas pu détecter cet effet de sélection
en passant par le CWM. De méme, dans le deuxiéme chapitre, nous avons montré que le CWM
calculé sur la densité des tissus racinaires adventifs était relié positivement a la productivité
relative des mélanges en biomasse (Figure 1d). Cependant, la productivité relative de chacun
des génotypes dans le mélange ne semble pas avoir été affectée par la valeur de densité des
tissus racinaires relative de chacun des génotypes (Figure 1e). Ainsi, il ne semble pas que I’effet
de la densité des tissus racinaires soit interprétable comme un effet de sélection.
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Figure 1 : Interprétation du lien entre le trait moyen pondéré des mélanges (CWM) et leur performance relative par
rapport aux monocultures correspondantes (RYT). (a) et (d) : relation entre le RYT mesuré sur le rendement en
biomasse dans les mélanges de riz (a) et de blé dur (d) et la valeur du trait moyen pondéré des mélanges (CWM) calculé
sur la surface spécifique foliaire (a) et sur la densité des tissus racinaires adventifs (b). (b) et (e) : relation entre le
rendement relatif en biomasse de chaque génotype dans les mélanges de riz (b) et de blé dur (e) et la distance
phénotypique hiérarchique entre le génotype et son voisin sur la surface spécifique foliaire (b) et sur la densité des
tissus racinaires adventifs (e). (c) et (f) : relations entre les traits moyens pondérés (CWM) et non-pondérés des
mélanges calculés sur la surface spécifique foliaire (c) et sur la densité des tissus racinaires adventifs (f).

Globalement, il semble donc assez difficile d’interpréter les relations performance-
CWM comme des effets de sélection avec nos données. Cette déconnexion avec le cadre
théorique classique de I’écologie fonctionnelle peut s’expliquer par le changement d’échelle
entre les analyses inter-spécifiques et les analyses intra-spécifiques. Les différences de
biomasse entre les espéces sont globalement plus marquées que les différences de biomasses
entre les génotypes a I’intérieur des espéces. Ainsi, le fait de pondérer les valeurs de traits par
les biomasses relatives change considérablement la valeur du trait moyen des communautés par
rapport @ une moyenne non-pondérée. Ce changement peut capturer I’effet de sélection si les
especes qui représentent les plus fortes biomasses sont aussi celles dont la biomasse augmente
le plus en mélange par rapport a leur monoculture. A I’échelle intra-spécifique, les différences
de biomasse entre les génotypes sont beaucoup moins marquées. Ainsi, la pondération des
valeurs de traits n’apporte pas d’information supplémentaire par rapport a la valeur non
pondérée, c’est tout du moins ce que semblent indiquer nos données (Figure 1c et f).

Ainsi, d’apres nos résultats, la relation CWM-performance semble devoir étre
interprétée comme une relation entre le phénotype moyen (et non comme le phénotype
dominant) du mélange et sa performance. Selon la nature des traits impliqués, deux
interprétations alternatives sont possibles: (i) pour les traits dont la valeur phénotypique
n’affecte que la performance des individus, et pas celle de leur voisin, la relation phénotype
moyen-performance détectée a I’échelle du mélange n’est que le reflet de la relation phénotype-
performance mesurée a I’échelle des individus ; (ii) pour les traits dont la valeur phénotypique
affecte la performance des individus, mais aussi celle de leur voisin, la relation phénotype
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moyen-performance détectée a I’échelle du mélange refléte le compromis entre performance
individuelle et performance de groupe.

Les traits s’inscrivant dans la premiére catégorie regroupent les traits d’adaptation a
I’environnement abiotique et certains traits agronomiques qui déterminent la productivité a
I’échelle de la plante seule, comme I’efficience de la photosynthése. L’effet positif de la densité
moyenne des tissus racinaires sur le rendement des mélanges que nous avons identifié dans le
deuxiéme chapitre de cette thése peut étre interprété comme une adaptation a I’environnement
abiotique. En effet, la densité des tissus peut étre reliée aux propriétés biomécaniques des
racines, notamment a leur résistance a I’arrachement (Ennos et Fitter 1992 ; Liu et al. 2018).
Ainsi, des plantes avec des densités racinaires plus fortes résistent mieux a I’arrachement et
donc a la verse. Cet effet est bénéfique a la fois a I’échelle individuelle et a I’échelle du groupe
et il reflete globalement une adaptation a des conditions de vents forts. Nous pourrions
également imaginer un caractére lié a I’adaptation au type de sol. Ces traits affectent donc
essentiellement la performance des individus qui les expriment, mais pas directement celle de
leur voisin. Dans I’objectif de sélectionner les phénotypes les plus favorables pour optimiser la
performance d’un mélange, ces traits pourraient étre sélectionnés sur chacune des variétés
individuellement, et les effets bénéfiques obtenus par sélection sur chacune des variétés
devraient s’additionner dans le mélange.

Les traits appartenant a la deuxiéme catégorie sont impliqués dans les interactions intra-
spécifiques, notamment en lien avec la compétition pour les ressources. La relation entre la
valeur moyenne de ces traits dans le mélange et la performance des mélanges peut étre vue
comme une démonstration de I’idée originale de Donald, selon laquelle I’intensité de la
competition intra-spécifique doit étre minimisée afin de maximiser les rendements (Donald
1968). Nous pouvons également interpréter I’effet de la densité des tissus racinaires selon cet
effet. En effet, la densité des tissus racinaires est aussi liée a la stratégie d’acquisition des
ressources des plantes (Craine et al. 2003). Elle donne une estimation la quantité de matiére
seche investie par volume de racine et quantifie donc le co(t en carbone des tissus racinaires.
De fortes densités de tissus racinaires sont généralement associées a des stratégies d’utilisation
des ressources plut6t conservatives, c’est-a-dire a des activités métaboliques faibles, a des
vitesses de croissance lentes et a des capacités d’exploration du sol limitées (Roumet, Urcelay,
et Diaz 2006 ; Ryser 1996). Les especes ou les plantes qui ont de fortes densités de tissus
racinaires sont par conséquent généralement peu productives et peu compétitrices (Kramer-
Walter et al. 2016 ; Wahl et Ryser 2000). Sur cette base, I’effet positif de la densité des tissus
racinaires moyenne sur les rendements pourrait étre lié a une diminution de la compétition intra-
specifique a I’échelle du mélange. De la méme facon, de fortes teneurs en azote dans les feuilles
reflétent généralement des stratégies plutot acquisitives, et donc compétitives (Westoby 1998 ;
Wright et al. 2004). Ainsi, I’effet négatif de la teneur en azote moyenne des feuilles sur la
production de biomasse des mélanges détecté dans le deuxieme chapitre pourrait étre interprété
de la méme fagon : les mélanges ayant combiné des génotypes avec de fortes concentrations en
azote dans les feuilles ont pu connaitre une compétition plus forte pour les ressources qui a
abouti a une productivité plus faible en biomasse.
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Ainsi, I’effet du trait moyen du mélange peut aussi étre interprété dans le cadre théorique
de la sélection multi-niveau (« multilevel » selection) développé en biologie évolutive
(Goodnight 1985 ; Stevens, Goodnight, et Kalisz 1995). Cette approche de la sélection
considere que, dans le cas d’une population structurée spatialement, les traits sont soumis a
deux gradients de sélection : un gradient de sélection a I’échelle individuelle, et un gradient de
sélection a I’échelle du groupe. Le premier gradient décrit la relation entre la valeur sélective
d’un individu et sa propre valeur de trait, alors que le deuxiéme gradient décrit la relation entre
la valeur sélective de I’individu et la valeur moyenne du trait des individus dans son groupe. Il
a été montré que I’approche théorique développée dans le cadre de la sélection multi-niveau
était tres proche de la théorie de la sélection de parentéle (Lion et al. 2011). En effet, si le
gradient de sélection individuel et le gradient de sélection de groupe sont de signes opposés,
I’altruisme peut devenir une stratégie avantageuse a I’échelle du groupe.

En suivant ce cadre théorique, les traits n’ayant pas d’effets sur la performance des
plantes voisines peuvent étre qualifiés de « non-sociaux ». Ainsi, on s’attend a ce qu’ils ne
soient soumis qu’a un gradient de sélection a I’échelle individuelle, et pas a I’échelle du groupe
(Figure 2A). Ces traits peuvent donc étre sélectionnés en monoculture, voire en plante isolée.
A I’inverse, les traits ayant des effets sur la performance des plantes voisines sont des traits
« sociaux », ils sont donc soumis a un double gradient de sélection : un gradient a I’échelle de
I’individu, et un gradient a I’échelle du groupe. Nous n’avons pas détecte de traits dont les effets
seraient compatibles avec des gradients de sélections allant dans la méme direction a I’échelle
de I’individu et a I’échelle du groupe. Il semblerait que les traits identifiés (p. ex. densité des
tissus racinaires adventifs ou teneur en azote des feuilles) soient plutdt soumis a des gradients
de sélection de sens opposés a I’échelle de I’individu et & I’échelle du groupe : (Figure 2B).
Pour maximiser la performance de groupe, qui est la grandeur intéressante pour une espece
cultivée, il est donc nécessaire de mobiliser la sélection de parentéle afin de sélectionner des
phénotypes altruistes. L’idee d’utiliser la sélection de parentéle pour sélectionner de tels
phénotypes chez les espéces cultivées regoit de plus en plus d’intérét dans la littérature (Denison
2012 ; Murphy et al. 2017 ; Weiner 2019 ; Weiner et al. 2017). Nous avons montré dans le
dernier chapitre de cette these comment utiliser I’apparentement et la sélection a I’échelle du
groupe dans des schémas de sélection pour sélectionner des phénotypes altruistes. L’analyse
des relations entre le trait moyen des mélanges et leur performance pourrait donc permettre de
repérer d’autres traits sociaux intéressants pour augmenter la coopération dans les mélanges.
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Selon ces interprétations, nous aurions pu nous attendre a observer une relation entre la

(A)

o

Figure 2 : Représentation schématique des deux interprétations possibles de la relation entre le trait moyen et la

performance du mélange d’apres nos résultats. (A) Sur certains traits, la valeur du phénotype de I’individu n’affecte pas

la performance de ses plantes voisines, on parle de trait « non-sociaux ». Ainsi, la relation observée entre le trait moyen

et la performance du mélange n’est que le reflet de la relation qui est observée entre la valeur du trait des individus et

leur propre performance. Dans le cadre de la sélection multi-niveau, ces traits sont uniquement soumis a un gradient de

sélection a I’échelle individuelle, le gradient de sélection a I’échelle du groupe est nul. Ainsi, les gains qui peuvent étre

obtenus en terme de productivité a I’échelle du groupe ne sont que la somme des gains qui peuvent étre obtenus

directement par sélection sur chacun des individus. Les traits d’adaptation a I’environnement abiotique sont soumis a ce

type de gradient de sélection. (B) Sur d’autres traits, la valeur du phénotype des individus affecte la performance des

plantes voisines, on parle de traits « sociaux ». La relation entre le trait moyen et la performance du mélange refléte donc

la somme des gradients de sélection a I’échelle de I’individu et a I’échelle du groupe. Dans notre cas, les patrons identifiés

semblent indiquer des gradients de sélection opposés a I’échelle de I’individu et a I’échelle du groupe : pour augmenter

la performance du mélange, il faut donc déplacer la valeur du trait dans la direction qui diminue la performance

individuelle, comme formalisé dans la Tragédie des Communs. Les traits impliqués dans la compétition pour les

ressources sont soumis a ce type de gradient de sélection. D’apres Weiner (2019).
performance des mélanges et leur hauteur moyenne. En effet, ce trait est bien connu pour avoir
un lien a la fois avec la compétitivité des especes mais aussi avec leur rendement que ce soit en
culture pure ou en association (Donald 1963; 1968 ; Jennings et Aquino 1968). C’est d’ailleurs
pour cela que nous I’avons choisi pour étudier I’altruisme dans le dernier chapitre. Comme nous
I’avons formalisé dans ce dernier chapitre, les gradients de sélection sur ce trait ne sont pas
linéaires. A I’échelle individuelle la relation fécondité-hauteur est quadratique : la hauteur qui
maximise la performance des individus est une hauteur intermédiaire. A I’échelle du groupe, la
fecondité de la plante focale décroit de fagon sigmoide avec la hauteur moyenne des plantes
voisines. La combinaison de ces deux gradients de sélection se traduit en une relation
quadratique entre la performance du groupe et sa hauteur moyenne, comme cela peut étre
observé sur la Figure 3 du Chapitre 4 pour une densité donnée. Nous aurions donc pu nous
attendre a observer une telle relation quadratique entre la performance des mélanges et leur
hauteur moyenne (ou CWM), ce qui n’as pas été le cas. Il semblerait que la plasticité
phenotypique entre les mélanges et les monocultures soit a I’origine de cette deconnexion. Des
analyses complémentaires (Figure 3) basées sur les traits mesurés dans les mélanges montrent
que contrairement a ce que nous avons observe avec les données des cultures pures (Chapitre
2), la hauteur mesurée dans les mélanges est le principal trait aérien qui explique la performance
des meélanges, et que la relation entre la hauteur moyenne des mélanges et leur performance est
quadratique, en accord avec les hypothéses faites dans notre modeéle théorique (Chapitre 4). Ce
résultat suggere qu’il est important de prendre en compte la plasticité phénotypique entre les
monocultures et les mélanges afin de mieux comprendre les liens entre la composition

fonctionnelle et la performance des mélanges.
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Figure 3 : Effet de la hauteur moyenne pondérée (CWM) des variétés sur le rendement des
mélanges. (A) Résultats d’une procédure de sélection de modéle visant a expliquer le rendement
relatif des mélanges (RYT) par la diversité fonctionnelle (ici mesurée comme la distance
phénotypique, en barres hachurées) et I’identité fonctionnelle (CWM, en barres pleines) des
mélanges mesurée sur 8 traits aériens (biomasse par individu, nombre de talles par individu, angle
aérien, surface spécifique foliaire, azote foliaire, hauteur, date d’épiaison, date de maturité
physiologique). En gris sont reportés les résultats de la sélection de modele pour les traits mesurés
en monoculture. En noir, les résultats sont obtenus a partir des traits des mélanges. Les barres
représentent les pourcentages de variance expliqués par les variables dans le modéle le plus
parcimonieux. (B) Relation entre le rendement relatif (RYT) des mélanges et la hauteur moyenne
pondérée (CWM) de leurs composantes variétales. Le modele quadratique était ici plus
parcimonieux qu’un modéle de régression linéaire : Ay quatratique—tinéaire= —14

C. Les mécanismes al’origine des effets négatifs de la diversité

Dans les deux expériences que nous avons menees, certains melanges ont été moins
productifs que la moyenne de leurs composantes en monoculture. C’était par exemple le cas de
43% des melanges de blé durs cultivés au champ (Chapitre 2, Figure 2b). Ce résultat est en
accord avec les données accumulées plus géneralement sur les mélanges a ce jour (Borg et al.
2018 ; Kier, Skovgaard, et @stergard 2009 ; Reiss et Drinkwater 2018). Deux mécanismes
peuvent expliquer ces effets négatifs de la diversité.

Tout d’abord, il est possible que la diversité introduite génére des différences d’aptitude
a la compétition entre les varietés. Ces différences peuvent in fine aboutir a des gains de
rendement si la variété la plus compétitive profite plus du mélange que la variété la moins
compétitive, comme nous I’avons montré dans le premier chapitre avec I’effet de sélection.
Cependant, la hiérarchie de compétition peut egalement aboutir a une productivité plus faible,
par exemple si la perte de productivité subie par la variété la moins compétitive est supérieure
au gain de la variété la plus compétitive. Il a été montré que des mélanges de variétés ayant des
hauteurs différentes pouvaient étre moins performants que des mélanges plus homogenes
(Donald 1963 ; Jennings et Aquino 1968). Ce patron a par ailleurs été confirmé par notre modéle
ESS (Chapitre 4) : nous n’avons pas pu identifier de scénarios ou a I’équilibre, la performance
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de groupe est maximisée par la coexistence de plusieurs phénotypes de hauteur dans la méme
parcelle.

Ensuite, un mécanisme de reconnaissance entre apparentés ou de reconnaissance entre
génes (effet barbe verte) pourrait également réduire la performance des mélanges. En analysant
les interactions entre génotypes a I’échelle allélique, nous avons mis en évidence un effet
négatif de la diversité allélique a un locus sur la performance des mélanges et la résistance a la
septoriose. Ce patron est compatible avec un effet barbe verte. Un tel effet n’a a ce jour jamais
été démontré dans la littérature s’intéressant a la génétique des interactions plante-plante
(Subrahmaniam et al. 2018). A ce stade, il reste difficile de visualiser comment pourrait
s’opérer I’interaction entre les génotypes, et des expériences plus approfondies seraient
nécessaires pour mieux comprendre les mécanismes sous-jacents. L’effet négatif de la diversité
allelique pourrait émerger de deux phénomenes différents : un génotype donné pourrait étre
plus coopératif envers des voisins partageant le méme alléle au locus concerné, ou bien il
pourrait étre plus compétitif envers des voisins ayant un alléle différent. Comme discuté dans
le troisieme chapitre, le modele le plus proche de nos résultats chez les plantes est Artemisia
tridentate. Chez cet arbuste, il a été montré que les mécanismes de défense a I’herbivorie
(sécrétion de tannins) étaient stimulés lorsque les individus étaient exposés a des composés
organiques volatiles émis par des individus apparentés (Karban et Shiojiri 2009 ; Karban
Richard et al. 2013). Dans ce cas I’effet associé a I’apparentement est donc une coopération
plus forte en présence de voisins apparentés, et non une compétitivité accrue envers les voisins
non-apparentés. Cependant, I’approche expérimentale utilisée par les auteurs ne permet pas de
cibler les locus impliqués dans la reconnaissance et/ou I’émission du signal et/ou la réception
du signal. L’hypothése la plus parcimonieuse pour expliquer ces résultats est donc la
reconnaissance entre apparentés, et non I’effet barbe verte.

Il est intéressant de noter la plus-value de I’approche allélique pour discerner les deux
types d’effets négatifs que peut avoir la diversité génétique sur la performance : les écarts
d’aptitude a la compétition d’une part, et les effets de reconnaissance d’autre part
(reconnaissance entre apparentés et effet barbe verte). Si les résultats obtenus par Karban et al.
chez Artemisia tridentate sont convaincants puisqu’ils utilisent directement une manipulation
du signal de reconnaissance (les composés organiques volatiles), beaucoup d’autres études
affirmant I’existence de mécanismes de reconnaissance chez les plantes ont été beaucoup plus
controversés (Klemens 2008 ; Till-Bottraud et Villemereuil 2016 ; Pennisi 2019). Différents
travaux ont testé I’existence de ce mécanisme en comparant la performance de plantes cultivées
dans des groupes d’individus apparentés a la performance de plantes cultivées dans des groupes
d’individus non-apparentes (Biernaskie 2011 ; Cheplick et Kane 2004 ; Donohue 2003 ; Rubén
Milla et al. 2009 ; Stachowicz et al. 2013). Ces travaux ont obtenu des résultats tres variables,
avec dans certains cas une performance supérieure des groupes apparentés (Andalo, Goldringer,
et Godelle 2001 ; Donohue 2003 ; Stachowicz et al. 2013), dans d’autres cas le résultat inverse
(Milla et al. 2009). Il a par la suite été montré que les écarts d’aptitude a la compétition entre
les génotypes pouvaient expliquer a eux seuls les résultats obtenus dans ces expériences
(Masclaux et al. 2010). En effet, un groupe de plantes apparentées et peu compétitives peut étre
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plus performant qu’un groupe de plantes non apparentées avec des aptitudes a la compétition
variables. A I’inverse, un groupe de plantes apparentées et trés compétitives peut étre moins
performant qu’un groupe de plantes non apparentées avec des aptitudes a la compétition
variable : la compétitivité des individus sur lesquels sont menées ces expérimentations interfére
donc avec I’effet de I’apparentement, et de telles approches ne parviennent pas a démontrer de
facon convaincante I’implication d’un mécanisme de reconnaissance. Chez le blé, les
expériences ayant explicitement testé I’effet de reconnaissance en prenant en compte les
différences de compétitivité entre les variétés n’ont pas pu mettre en évidence une
reconnaissance entre les variétés apparentées a ce jour (Fréville et al. 2019). Cependant, ces
expériences ont uniquement fait varier I’apparentement généalogique entre les variétés, et
n’étaient donc pas en mesure de tester I’effet d’un apparentement localisé au niveau d’un seul
locus ou de quelques locus en déséquilibre de liaison, comme attendu sous I’effet barbe verte.
Ainsi, I’approche alléliqgue semble prometteuse pour détecter et étudier ces effets de
reconnaissance qui restent pour I’instant assez peu décrits chez les plantes.

D. La nature multivariée de la relation diversité génétique-
performance

Les avancées récentes de I’écologie fonctionnelle montrent que les effets de
complémentarité et de selection jouent de concert dans les écosystemes (Cadotte, 2017 ; Wagg
etal., 2017). L utilisation des traits fonctionnels peut permettre de mieux comprendre comment
les différences phénotypiques entre les individus contribuent a I’un, a I’autre, ou aux deux
effets. Par ailleurs, les résultats de ces travaux suggeérent que les effets de biodiversité sont
plutdt expliqués par des combinaisons multivariées de traits que par des traits individuels,
notamment I’effet de complémentarité (Kraft et al., 2015 ; Schroeder-Georgi et al., 2016). Ceci
illustre notamment la nature multivariée de la niche écologique des especes (Hutchinson 1957)
qui utilisent plusieurs ressources, et qui ont une utilisation variable de ces ressources a la fois
dans le temps et dans I’espace. Les résultats obtenus par Wagg et al. (2017) illustrent
I’implication des multiples dimensions de la niche ecologique dans les effets de
complémentarité. Les auteurs ont assemblé des communautés multi-spécifiques selon deux
modalités : (i) les especes assemblées etaient choisies pour leur variabilite sur les traits liés a la
stratégie spatiale d’acquisition des ressources (hauteur, surface foliaire, profondeur racinaire,
etc), (ii) les espéces assemblées étaient choisies pour leur variabilité sur les traits liés a la
stratégie spatiale d’acquisition des ressources et sur les traits liés a la stratégie temporelle
d’acquisition des ressources (date du pic de croissance, date de floraison, etc). Les auteurs n’ont
pas mis en évidence de complémentarité de niche dans les communautés assemblées
uniquement sur la base de la variabilité spatiale d’acquisition des ressources. En revanche, les
effets de complémentarité sont devenus significatifs lorsque les communautés ont eté
assemblées a la fois sur un critere de variabilité spatiale et sur un critere de variabilité
temporelle. Nos résultats sont donc en accord avec les patrons observés plus globalement en
écologie et suggeérent d’aborder la question des mélanges variétaux sous un angle multivarié au
risque de se focaliser sur des traits qui a eux seuls n’ont pas une grande importance
fonctionnelle. Comme nous I’avons montré dans le premier chapitre, et en accord avec les
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résultats obtenus par Wagg et al. (2017), les différences de profondeurs racinaires a elles seules
ne sont probablement pas suffisantes pour promouvoir des effets de complémentarité. Par
ailleurs, il semble que les effets issus de la diversité ne soient pas les seuls effets importants
pour que les mélanges soient productifs, il faut que cette diversité soit combinée a une
uniformité sur d’autres traits qui sont soit directement liés a la performance des individus (trait
non sociaux), soit liés a la compétition et donc a la performance du groupe (traits sociaux),
comme nous I’avons montré dans le deuxiéme chapitre. En plus de ces effets liés au phénotype,
il semble important de gommer la diversité allélique a certains locus, comme nous avons pu le
montrer dans le troisieme chapitre.

Dans les systemes naturels, il a été montré que la diversité inter- et intra- spécifique
supportait la multifonctionnalité des écosystemes, c’est-a-dire leur aptitude a remplir plusieurs
fonctions simultanément (productivité primaire, cycles et stockage des éléments minéraux, ...),
et que plus le nombre de fonctions considérées était important, plus il fallait d’especes pour
assurer le fonctionnement de I’écosystéme (Andy Hector et Bagchi 2007 ; Maestre et al. 2012).
L’augmentation de la diversité génétique dans les agrosystéemes pourrait également apporter
des solutions en terme de multifonctionnalité (Barot et al. 2017). Comme nous I’avons rappelé
en introduction, les fonctions que devront remplir les variétés dans les agrosystémes de demain
(productivité, régulation des pathogenes, stabilisation des rendements, régulations des
populations adventices, etc) sont beaucoup plus nombreuses que les fonctions qu’elles
remplissent dans les agrosystémes intensifs actuels (essentiellement productivité) (Jstergard et
al. 2009). Dans le deuxiéme chapitre de cette thése, nous nous sommes intéresses a la
productivité et a la qualité des grains, et nous avons montré que les principaux effets qui
affectaient ces deux composantes de la performance agronomique étaient indépendants
(Chapitre 2, Figure 3b et c). Par exemple, la diversité fonctionnelle mesurée sur I’intensité de
branchement des racines séminales avait un effet positif sur les rendements, mais n’affectait
pas le taux de protéines de grains. Réciproquement, I’identité fonctionnelle mesurée sur le
nombre de talles moyen par individu avait un effet positif sur le taux de protéines des grains
mais n’affectait pas les rendements. Cela signifie que ces deux composantes de la performance
agronomique peuvent dans une certaine mesure étre améliorées de facon indépendante dans le
cas des mélanges, alors que I’amélioration de I’une implique une dégradation de I’autre en
monoculture (Simmonds 1995 ; Monaghan et al. 2001). Ces resultats confirment I’effet positif
de la diversité intra-spécifique sur la multifonctionnalité des agrosystémes, et suggéerent que les
mélanges variétaux peuvent représenter une solution intéressante pour échapper a des
compromis physiologiques ou génétiques qui contraignent la performance agronomique en
monoculture.
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2. Sélection, assemblage, et gestion dynamique des
mélanges

A. Quels traits cibler ?

Globalement, nous avons confirmé I’intérét d’utiliser I’approche fonctionnelle pour
capturer les processus a I’ceuvre dans les mélanges. Dans un champ cultivé, I’interaction
principale entre les plantes est la compétition pour les différentes ressources (lumiére, eau,
éléments minéraux). Ainsi, les informations fournies par les traits fonctionnels liés a I’aptitude
a la compétition (e.g. hauteur) ou aux stratégies d’acquisition des ressources (e.g. surface
spécifique foliaire ou densité des tissus racinaires) permettent de mieux comprendre le
fonctionnement général du couvert. Nos résultats suggerent que ces traits peuvent étre utilisés
dans la sélection et I’assemblage des mélanges pour mobiliser différents effets : les effets de
complémentarité et de sélection, qui reposent sur la diversité ; et les effets liés a I’optimisation
de la performance individuelle ou bien a la coopération, qui reposent au contraire sur
Iuniformité. Ces effets peuvent jouer sur différentes composantes de la performance
agronomique comme le rendement en biomasse, le rendement en grains, ou encore la teneur en
protéines des grains (Tableau 1). Chez le blé dur, nous avons montré que les effets qui
affectaient le rendement en grains n’étaient pas liés aux effets qui affectaient le taux de protéines
des grains (Tableau 1). La spécificité des effets liés aux traits fonctionnels dans les mélanges
semble donc particulierement intéressante puisqu’elle pourrait permettre d’échapper a des
compromis limitant la performance agronomique en monoculture, comme le compromis entre
la quantité et la qualité des grains. Comme nous I’avons discuté pour les effets observés sur la
teneur en protéines des grains chez le blé dur, I’interprétation de I’effet des traits sur la
performance agronomique peut étre compliquée lorsque les traits sont mesurés en monoculture,
notamment a cause de la plasticité des traits en reponse a la compétition intra-génotype
(monoculture) et inter-génotypes (mélange) (Tableau 1). La compréhension mécaniste des
effets liés a la diversité ou a I’identité fonctionnelle n’est cependant pas fondamentale dans un
objectif de sélection : les relations statistiques entre la valeur des traits en monoculture et la
performance en mélange sont suffisantes pour guider une sélection directionnelle sur chacune
des composantes du mélange en monoculture, en amont de leur assemblage. Les relations traits-
performance semblent en revanche étre assez spécifiques de I’espece et des conditions de
culture considérees : nous n’avons pas trouvé d’effets communs entre les mélanges de riz et les
mélanges de blé dur sur la productivité relative en biomasse (Tableau 1). Il semble donc
important, de définir les relations entre la composition fonctionnelle des mélanges et leur
performance dans des conditions proches des futures conditions de culture des mélanges chez
I’espece d’intérét.
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Tableau 1 : Principaux effets de la diversité et de I’identité fonctionnelle détectés sur différentes composantes de la
performance agronomiques chez le riz et chez le blé dur.

Composante de Ia_ Espéce Trait In(_jice Effet
performance agronomique fonctionnel
Rendement biomasse (g/m?) riz Biovolume Fo Effet de sélection positif
SLA Fo Effet de sélection positif
RBiop Fo Effet de sélection positif
Dag Fo Effet de sélection négatif
SRLad Fo Effet de sélection négatif
blé dur RBlsem Fo Effet de complémentarité positif
RTDad CWM Effet d'optimisation
individuelle positif
ou
Effet de coopération positif
Rendement grains (g/m?) blé dur RBlsem Fo Effet de complémentarité positif
RTDad CWM Effet d'optimisation
individuelle positif
ou

Effet de coopération positif

Teneur en protéines

; . -
des grains (%) blé dur Till. Nb. CWM '

Maturity CWM ?

Nos résultats soulignent le réle important des traits racinaires dans les relations liant le
phénotype des variétés a la productivité des mélanges. Les traits identifiés ne sont cependant
pas les plus communément discutés dans le contexte des mélanges variétaux (Barot et al. 2017
; Litrico et Violle 2015) : nous n’avons pas mis en évidence de r6le important de la profondeur
racinaire (expérience n°1) ni de I’angle racinaire (expérience n°2). Il semble que les traits
morphologiques et anatomiques tels que le diamétre moyen des racines, leur intensité de
branchement, ou la densité de leurs tissus soient plus déterminants pour comprendre la
performance des melanges. Ce résultat souligne I’importance d’une caractérisation fine des
racines, caractérisation rarement prise en compte dans les programmes de sélection classiques,
et encore moins dans le contexte des mélanges variétaux (Borg et al. 2018). En effet, les
difficultés et les lourdeurs techniques liés a I’emplacement souterrain de ces organes conduisent
souvent a les négliger (Araus & Cairns 2014). Méme si le phénotypage racinaire connait des
avancées importantes, les racines sont souvent caractérisées dans des plateformes de
phénotypage a haut-débit sur des plantes trés jeunes, et dans des conditions de croissance assez
éloignées des conditions rencontrées au champ (Atkinson et al. 2019 ; de Dorlodot et al. 2007).
Par conséquent, il reste difficile d’estimer la variabilité réellement mobilisable sur ces traits
dans des conditions réelles de culture. Etant donnée I’importance de ces traits dans les
interactions plante-plante a la fois dans les écosystemes naturels (Bardgett et al. 2014) et dans
les mélanges variétaux (cette étude), il semble important de développer davantage les
protocoles de phénotypage racinaire au champ (Borg et al. 2018).
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D’autres types de traits n’ont pas été considérés dans cette these mais pourraient
potentiellement jouer un réle important dans les interactions entre les genotypes dans les
mélanges. Nous donnons quelques exemples en fin de discussion (section « Perspective pour
les recherches futures »).

B. Ou trouver la diversité ?

Comme nous I’avons mentionné dans I’introduction, la diversité genétique et
phénotypique des espéces cultivées a fortement diminué au cours du temps. Ainsi, il est
probable que des phénotypes bénéfiques pour mobiliser des effets issus de la diversité ou de
I’uniformité aient été perdus au cours du temps. Des travaux récents ont revisité la
domestication des especes végétales sous I’angle de I’écologie fonctionnelle, et se sont plus
spécifiguement intéressés a I’évolution des traits liés a I’utilisation des ressources et a I’aptitude
a la compétition (Rubén Milla et al. 2014 ; 2015 ; 2018). Ces travaux suggerent que les formes
domestiquées seraient plus compétitives que leurs ancétres sauvages, notamment pour la
lumiere. Chez les herbacées, les formes cultivées sont plus grandes, ont des surfaces foliaires
plus développées, et ont des stratégie d’utilisation des ressources plus acquisitives que leurs
ancétres sauvages (Figure 4) (Milla et Matesanz, 2017 ; Roucou et al., 2018 ; Tribouillois et
al., 2015). De telles caractéristiques sont typiques des especes adaptées aux environnements a
hauts niveaux de ressources dans les écosystemes naturels (Grime 1977; Freschet et al. 2015).
Ce résultat suggere donc une adaptation des plantes lors de la domestication conduisant a
favoriser les phénotypes qui maximisent leur propre performance dans un milieu plus riche en
ressources, i.e. le milieu cultivé. Dans le cadre de la coopération, ce résultat est particulierement
intéressant puisqu’il suggere que, sur d’autres traits que la hauteur, les phénotypes des variétés
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Figure 4 : Evolution de la hauteur (a) et de la
surface foliaire (b) au cours de la
domestication du blé dur. Les quatre couleurs
représentent  Triticum  turgidum  ssp.
c dicoccoides (orange), Triticum turgidum ssp.
dicoccum (marron), Triticum turgidum ssp.
be durum - variétés anciennes (violet), et
Triticum turgidum ssp. durum — variétés
ab modernes (bleu). D’aprés Roucou et al. (2018)
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actuelles ne sont probablement pas optimaux pour maximiser la productivité puisqu’ils
entrainent une forte compétition intra-spécifique. Ainsi, il y aurait de multiples fagons
d’augmenter les rendements en renversant la sélection opérée dans les premiéres phases de la
domestication et de la sélection (Denison, Kiers, et West 2003 ; Weiner 2019).

Un tel renversement de la sélection pourrait cependant étre limité par la variabilité
phénotypique disponible dans le pool de variétés modernes. L’évolution de la hauteur illustre
parfaitement ce point. Avant la Révolution Verte, la majorité des variétés de blé cultivées dans
I’hémisphére Nord mesurait plus d’1,20 m (Austin et al. 1980 ; Cox et al. 1988 ; Ledent et Stoy
1988). La hauteur des variétés a alors été réduite de fagon trés rapide pour atteindre moins de
90 cm en quelques années gréace a I’introduction de génes de nanisme présents dans des variétés
locales japonaises (Borojevic & Borojevic 2005). Une sélection directionnelle classique basée
sur des croisements entre les variétés pré-Révolution verte aurait sGrement mis beaucoup plus
de temps pour atteindre des phénotypes aussi courts. Si nous faisons I’hypothése que, comme
la hauteur, les autres traits liés a la compétition et a I’acquisition des ressources ont évolué de
facon continue vers des formes trés compétitives depuis la domestication, il pourrait étre
intéressant d’explorer des compartiments génétiques anciens (formes sauvages, premiéres
formes domestiquées, variétés de pays, etc) pour récuperer de fagon plus rapide des phénotypes
intéressants du point de vue de la coopération.

Dans la partie la plus récente de leur histoire évolutive, la plupart des espéces cultivées
actuelles ont été sélectionnées pour étre performantes en situation de monoculture. Ainsi, des
adaptations permettant de maximiser la performance en situation de mélange via des effets de
biodiversité (effets de complémentarité et effets de sélection) ont pu étre perdues. Dans les
communautés naturelles, de tels effets se mettent en place au long cours, la séparation spatiale
des niches écologiques augmente avec le temps (Parrish & Bazzaz 1976). Il a également été
montré que les effets de complémentarité associés étaient de plus en plus forts. Ainsi,
Zuppinger-Dingley et al. (2014) ont montré que, a composition égale, les effets de
complémentarité de niche étaient plus forts dans des communautés de plantes pérennes ayant
évolué en melange pendant huit années que dans des communautés assemblées de novo. Chez
les especes cultivées, une étude a récemment montré que les effets de biodiversité étaient
beaucoup plus forts dans des mélanges plurispécifiques assemblés avec des formes sauvages
que dans des mélanges équivalents assemblés avec des formes domestiquées (Figure 5)
(Chacon-Labella et al. 2019). Conduite sur huit espéces différentes, I’étude montre que les
effets de sélection sont beaucoup plus forts dans les mélanges assemblés avec des formes
sauvages, notamment parce que les différences phénotypiques entre les espéces sont beaucoup
plus marquées que chez les formes domestiquées sur certains traits comme la surface foliaire
(Chacén-Labella et al. 2019). Les auteurs formulent deux hypotheses pour expliquer ce
patron : la sélection exercée par I’homme au cours de la domestication et de la sélection aurait
pu gommer la variabilité existante sur les traits impliqués dans les effets de biodiversité (ici la
surface spécifique foliaire), ou bien la domestication et la sélection auraient pu supprimer la
plasticité phénotypique sur ces mémes traits. Dans tous les cas, ces résultats confirment I’intérét
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de retourner a un matériel végétal plus ancien pour rechercher une variation phénotypique
intéressante sur les traits liés aux effets de biodiversité.

C. Comment mener la sélection ?
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Sur la base de I’ensemble de ce travail de these nous pouvons proposer deux approches
différentes pour sélectionner et assembler les mélanges variétaux en utilisant les mécanismes
écologiques et évolutifs. La premiere approche consiste a sélectionner un mélange fixe,
constitué de lignées pures, et a re-assembler a chaque saison : cette solution est facile a mettre
en ceuvre dans les systéeme de sélection et de distribution classiques des semences (Figure 6).
La deuxiéme approche consiste a sélectionner un mélange dynamique plus proche d’une variété
population et plus a méme de correspondre aux pratiques de sélection par les agriculteurs
(participative ou non, Figure 7).

Dans les deux cas, nous proposons de partir d’une population de lignées pures issues
d’un brassage large de la diversité génétique de I’espece considérée (Figure 6 & Figure 7).
Une telle population peut étre obtenue par des croisements aléatoires entre des variétés
modernes, des variétés de pays, des formes domestiquées primitives, voire des ancétres
sauvages ; suivis de plusieurs générations d’autofécondations. Pour le blé dur, la sélection
pourrait donc commencer avec la population EPO (David et al. 2014), utilisée dans les
deuxieme et troisieme chapitres de cette these.
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Les génotypes sont tout d’abord évalués en monoculture. L’objectif de cette premiére
étape est de sélectionner les génotypes sur la base de leurs traits non sociaux, c’est-a-dire a la
fois sur les traits liés a I’adaptation a I’environnement abiotique, et les traits liés a la valeur
agronomique mesurée a I’échelle de la plante individuelle. Dans la premiére catégorie, nous
pourrions citer I’adaptation aux conditions climatiques, ou bien au type de sol. Il n’est
probablement pas pertinent d’éliminer totalement les variétés sensibles aux pathogenes locaux
a cette étape, notamment les pathogenes foliaires, étant donné I’intérét démontré des mélanges
de variétés sensibles et résistantes dans le contréle des maladies (Finckh & Mundt 1992; Zhu
et al. 2000). Dans la deuxiéme catégorie, nous pouvons citer les traits non-sociaux sur lesquels
la domestication et la sélection ont permis de sélectionner les phénotypes optimaux a I’échelle
de la plante individuelle et qui peuvent avoir divergé de I’optimum dans la population initiale
a cause des croisements avec les formes peu sélectionnées voir sauvages. Nous pouvons par
exemple citer I’efficience photosynthétique, la synchronisation des floraisons sur les différentes
talles, ou encore la perte de I’adhérence des enveloppes autour des grains. Cette étape peut étre
assimilée au filtre abiotique en écologie des communautés. En effet, lors de la formation d’une
nouvelle communauté, I’environnement abiotique est le premier facteur qui détermine quelles
especes parmi le pool régional pourront potentiellement s’établir (Weiher & Keddy 2001). Nous
rajoutons ici la sélection pour la valeur agronomique individuelle.

La sélection differe ensuite entre les mélanges fixes et les mélanges dynamiques. Pour
les mélanges fixes, les génotypes retenus a la suite de la sélection en monoculture sont cultivées
en mélanges assemblés de facon aléatoire (Figure 6). Nous utilisons ici I’exemple de mélanges
binaires mais la méthode s’applique également avec un plus grand nombre de composantes. Le
but est d’identifier a partir de la variabilité phénotypique disponible quels sont les effets
d’interaction susceptibles d’étre les plus intéressants pour les services recherchés. Dans
I’assemblage des communautés naturelles, cette étape s’apparente au filtre biotique. C’est le
moment ou se mettent en place les interactions compétitives entre les espéces ayant franchi le
filtre abiotique, et ces interactions déterminent quelles espéces finiront par cohabiter dans la
communautés (Weiher & Keddy 2001).

Dans le cas des mélanges fixes, nous établissons alors les liens entre la performance et
la composition fonctionnelle des mélanges (Figure 6). Des relations significatives entre la
diversité fonctionnelle (Fp) et la performance indiquent des effets de sélection ou des effets de
complémentarité. Le comportement individuel de chaque composante du mélange peut
permettre de distinguer les deux effets, mais une telle distinction n’est pas forcément utile pour
conduire la sélection. Des relations significatives entre le trait moyen du mélange et la
performance indiquent soit des gradients de sélection individuels non nuls (traits non-sociaux),
soit des gradients de sélection de groupe non nuls (traits sociaux). La encore, la distinction n’est
pas forcément utile pour conduire la sélection ; il suffit de connaitre la direction des gradients
qui permettent d’augmenter la performance des mélanges. Comme mentionné précédemment,
pour les traits non-sociaux, la relation trait-moyen performance est juste le reflet de la relation
trait individuel-performance individuelle. Elle indique a ce stade qu’il reste de la variabilité
dans la population sur les traits liés a I’adaptation a I’environnement abiotique ou bien sur les
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traits liés a la performance agronomique mesurée a I’échelle des plantes individuelles. Nous
appelons cet effet I’effet d’« optimisation individuelle » : les mélanges les plus productifs sont
ceux dans lesquels les valeurs des traits des individus sont les plus proches de la valeur qui
maximise leur performance individuelle. Pour les traits sociaux, la relation trait moyen-
performance illustre le compromis entre la performance individuelle et la performance de
groupe. Nous appelons cet effet I’effet de « coopération » : les mélanges les plus productifs sont
ceux dans lesquels les individus ont des valeurs de traits qui minimisent leur compétitivite.
Ensuite, une étape de classification hiérarchique permet de distinguer les grands groupes
fonctionnels dans la population et ainsi d’identifier les associations les plus bénéfiques pour la
performance du mélange. Les meilleures associations fonctionnelles sont retenues pour
constituer des groupes hétérotiques (Figure 6). Comme pour la sélection des hybrides, par
exemple chez le mais (Reif et al. 2005), la selection est ensuite conduite séparément dans
chaque groupe hétérotique (cf Introduction), que nous appelons ici groupe fonctionnel. Dans
chaque groupe, la sélection vise a (i) amplifier les différences phénotypiques entre les deux
groupes sur les traits impliqués dans les effets de sélection et/ou les effets de complémentarité,
(ii) faire converger le phénotype des groupes vers la valeur optimale pour les traits impliqués
dans des effets d’optimisation individuelle ou de coopération. Pour conduire cette sélection,
nous avons ici choisi la sélection généalogique récurrente, mais d’autres méthodes pourraient
étre utilisées (filiation unipare, sélection en bulks, etc). A I’issue de la sélection et de la fixation,
plusieurs lignées sont obtenues et peuvent directement étre assemblées pour constituer un
mélange, ou alors étre réinjectées au début du programme juste aprés I’étape de sélection
abiotique pour poursuivre la sélection.

Dans le cas des mélanges dynamiques, les génotypes sélectionnés sur la base de leurs
monocultures sont assemblés aléatoirement en mélanges binaires (Figure 7). Des croisements
entre les génotypes sont possibles pendant le cycle de culture. Ces croisements peuvent se faire
naturellement chez les espéces allogames, ou bien a I’aide d’un géne de stérilité male chez les
especes autogames. A la fin du cycle, les récoltes des parcelles les plus productives sont
mélangées. Pour chaque parcelle expérimentale a resemer, deux graines sont tirées dans la
récolte des parcelles les plus productives. Ces graines sont ensuite multipliées en serre avant le
semis suivant. Le cycle se répéte ainsi sur plusieurs générations. Ce schéma est inspiré du
scenario de sélection Top Field (TF) présenté dans le dernier chapitre. Nous utilisons ici deux
graines fondatrices afin de générer de la diversité phénotypique par croisement dans les
parcelles, ce qui ne serait pas possible avec une seule graine fondatrice. Par ailleurs, nous
sélectionnons les grains dans plusieurs parcelles parmi les parcelles les plus productives pour
prendre en compte la variabilité environnementale entre les parcelles (cf discussion Chapitre 4
et Figure S5 Chapitre 4). Comme discuté dans ce chapitre, la sélection peut étre plus efficace
et plus rapide en augmentant le nombre de parcelles expérimentales et en augmentant la densité
de semis. Le faible nombre de graines fondatrices utilisées pour chaque parcelle rend ce schéma
irréaliste pour combiner les activités de production et de sélection. Avec cette méthode, le
nombre de graines obtenues par multiplication a I’issue d’une génération d’autofécondation
peut étre suffisant pour semer une petite parcelle expérimentale si la densité des plantes est
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suffisamment faible lors de I’étape de multiplication. Lorsque le mélange a atteint la
performance souhaitée en parcelles expérimentales, il est alors possible de le multiplier pour
I’utiliser en production. Afin d’éviter cette déconnexion entre la sélection et la production, il
faudrait étre capable de sélectionner directement un grand nombre de graines fondatrices, tout
en s’assurant que les plantes issues de ces graines fondatrices auront des phénotypes identiques
sur les traits sociaux a la génération suivante : par exemple, qu’elles feront toutes la méme
hauteur. De récents travaux ont révélé le potentiel intéressant des données mesurées par
spectroscopie proche infra-rouge sur les grains pour prédire les phénotypes des futures plantes
adultes, dans ce cas la date d’épiaison et les rendements (Rincent et al. 2018). La spectroscopie
proche infra-rouge consiste a émettre un signal lumineux sur un tissu, par exemple un tissu
vegeétal, et a mesurer la nature du signal lumineux réfléchi par le tissu. La nature du signal
réfléchi reflete les propriétés physico-chimiques du tissu qui dépendent elles-mémes de
I’information génétique portée par I’individu. Ainsi, il est possible d’entrainer des modeles
statistiques qui, a partir du spectre lumineux réfléchi, prédisent la valeur d’un phénotype (Foley
et al. 1998 ; Aguate et al. 2017). De telles techniques pourraient étre utilisées pour prédire la
hauteur d’une plante a partir d’un spectre lumineux mesuré au stade graine. Il serait alors
possible de trier les graines récoltées dans les champs les plus productifs sur la base de leur
phénotype social prédit par spectroscopie proche infrarouge.
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Alors que le premier type de mélange permet de mobiliser & la fois les effets de sélection,
de complémentarité, et de coopération, il nécessite un plus gros effort de phénotypage puisque
la sélection est basée sur la mesure des traits liés a ces effets. Le deuxieme type de mélange, tel
que présenté dans la Figure 7, ne permet quant a lui que de sélectionner les phénotypes liés a
la coopération. En revanche, il ne nécessite aucune mesure phénotypique. Ces deux
propositions de schéma de sélection pourraient se nourrir d’informations génétiques pour guider
la sélection. Le modéle que nous avons utilisé dans le troisiéme chapitre de cette thése pourrait
par exemple étre utile pour détecter les locus impliqués dans les effets de complémentarité, de
sélection, et les potentiels effets négatifs type « barbe verte ». Ainsi, les individus pourraient
étre sélectionnés sur la base des alléles qu’ils portent au locus d’intérét, plut6t que sur la base
de leur phénotype. Si nous reprenons I’exemple de I’effet barbe verte, et que nous I’intégrons
dans le premier schéma de sélection, il faudrait sélectionner des individus portant le méme allele
a ce locus dans chacun des deux groupes fonctionnels. Dans la méme logique, la connaissance
du déterminisme génétique des traits sociaux pourrait permettre d’éviter la phase de
multiplication des graines dans le deuxiéeme schéma de sélection et d’échantillonner
directement le nombre de graines nécessaire dans la récolte précédente. Il suffirait de s’assurer
que toutes ces graines partagent les mémes alleles aux locus associés au trait social.

3. Les especes cultivées: des modeles pour
I’écologie et I’évolution ?

A. L’'intérét de I'approche interdisciplinaire

La problématique des mélanges variétaux illustre comment plusieurs disciplines
peuvent contribuer a une question de recherche commune et se compléter, voire s’apporter
mutuellement. Dans cette thése, I’écologie et I’évolution ont fourni des cadres théoriques a
I’agronomie pour interpréter les patrons observés dans les mélanges. Les données empiriques
collectées sur les mélanges ont permis de tester les théories écologiques et évolutives. Enfin la
problématique des mélanges variétaux a permis une rencontre et un dialogue entre I’écologie et
I’évolution.

Les resultats obtenus dans le premier chapitre de cette thése montrent I’intérét du
dialogue entre I’écologie et I’agronomie. En effet, la complémentarité d’utilisation des
ressources souterraines basée sur une ségrégation verticale des systémes racinaires est une
hypothése centrale pour expliquer la coexistence et le fonctionnement des communautés
végétales naturelles. Cependant, la littérature a ce sujet révéele les difficultés expérimentales
rencontrées en ecologie. De nombreux travaux ont montré des effets positifs (Fargione et
Tilman 2005 ; Parrish et Bazzaz 1976) ou I’absence d’effet (von Felten et Schmid 2008 ;
Mueller et al. 2013) de la diversité des distributions verticales des racines au sein des
écosystémes naturels. Cette divergence de résultats illustre la difficulté d’isoler les effets
attribuables uniquement a la variabilité des profondeurs racinaires. Dans ces dispositifs, souvent
plurispécifiques, bien d’autres traits covarient avec la profondeur racinaire, notamment dans le
compartiment aérien. Ces covariations diminuent la puissance statistique permettant de détecter
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les effets de la diversité des profils racinaires sur la productivité. Comme nous I’avons montré
dans le premier chapitre, les espéces agronomiques et les connaissances acquises sur leurs
génomes peuvent étre utiles pour contourner ces difficultés expérimentales. L utilisation des
croisements entre génotypes, combinés avec I’information génétique disponible sur les
emplacements et les effets des locus impliqués dans le trait d’intérét permettent de contréler la
variabilité phénotypique de facon fine, par exemple en sélectionnant des lignées isogéniques
comme nous I’avons fait dans le Chapitre 1.

En biologie évolutive, la théorie de sélection de parentéle a révolutionné notre vision de
la sélection naturelle. Chez les plantes, des travaux séminaux ont montré que les conditions
démographiques et génétiques pouvaient étre réunies chez certaines especes pour que certains
traits soient soumis a la sélection de parentele (Donohue 2003 ; Kelly 1996 ; Stevens,
Goodnight, et Kalisz 1995). Il reste cependant compliqué de suivre la généalogie et la
démographie d’une population naturelle dans le temps, et ainsi d’interpréter 1’évolution d’un
phénotype du point de vue de la sélection de parentéle. La perspective d’appliquer le cadre
théorique de la sélection de parentele aux especes cultivées pourrait apporter un nouvel
éclairage sur I’évolution des traits sociaux dans les populations naturelles d’especes non
domestiquées. Par exemple, les travaux conduits dans le dernier chapitre de cette thése visant a
comprendre I’évolution de la hauteur chez les espéces cultivées pourraient alimenter les
réflexions sur I’évolution de la hauteur dans les communautés naturelles, qui a trés peu été
abordée sous I’angle de la sélection de parentele a I’échelle globale (e.g. Aarssen et al., 2006 ;
Falster and Westoby, 2003).

Par ailleurs, alors que les mécanismes de reconnaissance entre apparentés ont pu étre
mis en évidence chez certains organismes comme les araignées (Evans 1999), les bactéries
(Pathak et al. 2013), ou les amibes (Strassmann 2016), les exemples chez les plantes restent trés
rares (Biedrzycki & Bais 2010; Karban Richard et al. 2013). Les mécanismes de reconnaissance
basés sur un ou quelques génes n’ont méme jamais été reportés (Subrahmaniam et al. 2018). I
a été proposé que I’existence de tel mécanisme soit hautement improbable chez les especes
cultivées de par leur histoire évolutive (Murphy et al. 2017; Fréville et al. 2019). Tout d’abord,
une reconnaissance implique un polymorphisme génétique a un ou plusieurs locus permettant
une discrimination entre les individus. Or, la diversité génétique des espéces cultivées a été
considérablement réduite au cours de la domestication et de la sélection comme nous I’avons
détaillé dans I’introduction (Fréville et al. 2019). Par ailleurs, depuis I’avenement de la sélection
généalogique, les plantes sont essentiellement sélectionnées et cultivées dans des groupes
fortement apparentés, ce qui diminue considérablement I’avantage sélectif que pourrait avoir
un tel mécanisme de reconnaissance (Murphy et al. 2017 ; Fréville et al. 2019). Ceci étant dit,
nous avons réussi a mettre en évidence un locus pour lequel un apparentement fort avait un
effet positif sur I’immunité et sur la productivité du blé dur. Sans avoir tous les éléments pour
affirmer que ce locus est bien impliqué dans un effet barbe verte, ce résultat suggére que les
especes cultivées peuvent étre intéressantes pour mieux comprendre les interactions plante-
plante, notamment les mécanismes de reconnaissance dans le contexte de la sélection de
parentéle.

Page« 178



Enfin, I’étude des mélanges variétaux nous a poussés a aborder les interactions plante-
plante a I’échelle génétique. Paradoxalement, utiliser une échelle aussi fine nous a permis
d’intégrer les concepts théoriques de fagcon beaucoup plus large. En effet, I’approche
phénotypique compartimente le raisonnement, notamment parce que les traits sont interprétés
de facon différente selon les disciplines. Par exemple, I’écologie interpréte la surface spécifique
foliaire plutdt comme un trait étant a I’interface entre I’individu et sa ressource (« trait
fonctionnel »), alors que la biologie évolutive se place plutét au niveau de I’interface entre
I’individu et son voisin (« trait social »). En fait, il y a un continuum entre I’individu, la
ressource, et I’individu voisin, ce continuum est segmenté par I’approche phénotypique.
L’information génétique constitue un dénominateur commun sur lequel peuvent s’appuyer
I’ensemble des théories. Dans notre cas, nous avons montré qu’un modéle unique, i.e. le modéle
génétique utilisé dans le Chapitre 3, pouvait étre utilisé pour détecter des effets de
complémentarité, de sélection, ou des effets de reconnaissance (barbe verte). Des ponts entre
I’évolution des traits sociaux et la génétique quantitative ont déja été établis sur le plan
théorique (Bijma et Wade 2008 ; McGlothlin et al. 2014), et sur le plan appliqué (Rodenburg
et al. 2010 ; Wade et al. 2010). Cependant, ces approches n’ont pas été utilisées pour détecter
des locus impliqués dans les interactions sociales. En écologie, les effets de biodiversité sont
tres rarement abordés sous I’angle de la génétique quantitative (Wuest & Niklaus 2018). Ainsi,
la génétique des interactions plante-plante pourrait former un nouvel espace de dialogue entre
I’écologie et I’évolution, dialogue duquel pourraient émerger des solutions appliquées pour la
sélection des mélanges variétaux.

B. Regard critique sur nos dispositifs expérimentaux et limites
a la transférabilité des théories écologiques et évolutives

La mesure dans laquelle nos résultats peuvent étre interprétés et discutés en relation avec
les théories écologiques et évolutives dépend de plusieurs facteurs relatifs a nos choix
expérimentaux, mais aussi aux propriétés intrinseques des espéces cultivées. Tout d’abord, les
théories écologiques que nous avons mobilisées ont bien souvent été formulées a I’échelle inter-
spécifique. Méme si certains patrons observés a I’échelle inter-spécifique ont pu également
étre observés a I'échelle intra-spécifigue, comme la relation positive biodiversité-
productivité (Hughes et al. 2008), il est légitime de se demander dans quelle mesure ces
théories sont transférables a des communautes constituées d’individus appartenant a la méme
espece. On pourrait par exemple penser que la variation phénotypique est trop faible entre des
individus de la méme espece pour que des effets de complémentarité puissent se mettre en place.
Cette variation pourrait étre encore plus faible chez les especes cultivées qui ont connu une
forte diminution de leur diversité intra-spécifique avec I’histoire de la sélection (cf.
Introduction). Au niveau inter-spécifique, Chacon-Labella et al. (2019) ont en effet montré que
les effets de biodiversité étaient plus forts dans des communautés constituées avec les ancétre
sauvages de huit espéces cultivées que dans des communautés équivalentes constituées avec
leurs formes domestiquées, notamment parce que les différences phénotypiques étaient plus
marquées entre les especes sauvages. Si nous comparons la variation phénotypique observée
dans la population de blé dur EPO utilisé dans les Chapitres 2 et 3, avec les variations observées
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au sein des espéces sauvages sur certains traits fonctionnels, nous voyons que la population
EPO couvre une portion significative de la gamme de variabilité observée chez les Poacae
sauvages (Tableau 2). Cette comparaison suggere que les mécanismes qui reposent sur ces
traits a I’échelle inter-spécifique devraient également s’appliquer a I’échelle intra-spécifique.

Tableau 2 : Comparaison de la variabilité phénotypique intra-spécifique mesurée dans la population de blé dur EPO
avec la variabilité inter-spécifique rapportée dans plusieurs autres études sur quatre traits fonctionnels. Source :
Kattge et al. 2011 ; Iversen et al. 2017.

Trait Etude/base de données Espéces Min Max
SLA (m2kg-1) Montazeaud et al., 2019 180 génotypes de BIé dur 14.88 36.37

TRY 530 espéces de Poaceae 7.8 44.73
Leaf N (%) Montazeaud et al., 2019 180 génotypes de BIé dur 2.85 4.78
TRY 530 espéces de Poaceae 0.84 3.58
SRL (m.kg-1)  Montazeaud et al., 2019 180 génotypes de BIé dur 24.02 188.75
FRED 85 espéces de Poaceae 9.40 217.41
RTD (g.cm-3)  Montazeaud et al., 2019 180 génotypes de Blé dur 0.05 0.20
FRED 112 espéces de Poaceae 0.08 041

Dans les deux expériences présentées, nous avons fait le choix de limiter la composition
des meélanges a deux génotypes. Cette simplification est bien évidemment tres forte par rapport
a la diversité rencontrée dans les écosystémes naturels. En écologie, les expériences étudiant
les effets de la biodiversité sur la productivité utilisent généralement des communautés allant
de deux a une vingtaine d’especes (A. Hector et al. 1999 ; Tilman, Wedin, et Knops 1996 ;
Tilman et al. 2001). Dans le cas des mélanges variétaux, d’autres dispositifs expérimentaux
utilisent des mélanges plus complexes (Kiar et al. 2009), comme peuvent le faire les
agriculteurs (« La France Agricole », N°3724, Décembre 2017). Ici, nous avons choisi des
mélanges binaires afin de simplifier le systeme en le résumant a une interaction entre deux
parties. Ainsi, nous pouvons directement attribuer les causes des phénomenes observes sur une
des composantes du meélange a I’autre composante. En plus de caractériser la réponse des
individus au mélange, nous pouvons donc également caractériser leur effet sur le mélange, ce
qui serait beaucoup plus complique dans des mélanges d’ordre supérieur. Par exemple, dans la
premiére experience, nous avons pu montrer que le rendement relatif (RY) de chacun des
génotypes dépendait beaucoup plus de leur propre identité que de I’identité de leur voisin
(Chapitre 1, Tableau 2). Par ailleurs, un systeme a deux parties simplifie la formalisation des
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interactions sociales dans le cadre de la sélection de parentele. A nouveau, I’effet du voisin est
directement identifiable : dans le chapitre 3, nous avons pu étudier des effets d’interaction entre
allele focal et alléle voisin (Chapitre 3, Table S1), ce qui aurait été impossible dans un dispositif
avec plus de génotypes. Cette simplification est donc essentiellement heuristique. Il se peut
cependant que ce type de dispositif soit par contre peu puissant pour détecter des effets de
biodiversité. En effet, les résultats obtenus dans les communautés naturelles suggérent que ces
effets augmentent avec le nombre d’espéces (Hooper et al. 2005).

Nous avons également choisi dans I’expérience au champ de séparer spatialement les
deux composantes du mélange en les semant en rangs alternes. Cette spatialisation nous a
permis d’individualiser les mesures sur chaque composante du mélange, notamment les
rendements. En effet, au niveau intra-spécifique, les différences visibles entre les génotypes
sont parfois tres faibles, et il aurait été difficile voire impossible d’estimer les rendements
relatifs de chaque composante dans un dispositif totalement randomisé. Une telle disposition
est assez éloignée des pratiques agricoles qui consistent a mélanger les semences de plusieurs
variétés de facon aleatoire. Elle est également éloignée des situations rencontrées dans les
écosystémes naturels. Cette disposition peut avoir eu une influence sur nos résultats. En effet,
comme la distance entre les plantes est beaucoup plus petite sur le rang (~ 1 cm) qu’entre les
rangs (~ 15 cm), le dispositif donne plus de poids a la compétition intra-génotypique (sur le
rang) qu’a la compétition inter-génotypique (entre les rangs). Ainsi, il est possible que nous
n’ayons pas détecté I’impact de certains traits ou locus qui auraient eu un effet plus fort avec
des distances spatiales plus faibles entre les génotypes en interaction.

Dans cette méme expérience, nous avons fait le choix de conduire les plantes en
conditions non limitantes, c’est-a-dire d’apporter une fertilisation classique pour obtenir un
rendement moyen avec une culture de blé dur. Il aurait pu étre pertinent de répliquer
I’expérience dans des conditions de ressources plus limitantes. En effet, les mélanges variétaux
s’inscrivent dans une démarche de changement global des pratiques agricoles dans lesquelles
les apports d’intrants, notamment les fertilisants chimiques, sont réduits. Par ailleurs, comme
nous I’avons discuté dans le premier chapitre, nous pourrions nous attendre a ce que les effets
de complémentarité de niche soient plus forts dans des conditions plus limitantes. C’est ce qui
est prédit par I’hypothese du gradient de stress, ou « stress-gradient hypothesis », selon laquelle
les interactions négatives dominent en conditions non limitantes, alors que les interactions
positives sont plus fortes en conditions limitantes (Maestre et al. 2012 ; Callaway et al. 2002).
Des résultats empiriques semblent par ailleurs confirmer ce patron (Craven et al. 2016). Alors
que nous avons pu tester I’effet de deux niveaux de fertilisation phosphorée dans la premiére
expérience qui reposait sur un nombre réduit de genotypes, I’utilisation d’un deuxiéme niveau
de fertilisation dans la seconde expérience aurait conduit a un nombre de parcelles beaucoup
trop important pour caractériser aussi finement les génotypes. En effet, I’objectif de cette
expérience était de comparer un grand nombre de combinaisons de génotypes dans une
démarche exploratoire, sans a priori sur les traits ou les locus impliqués dans les interactions
entre les genotypes. Dans des expériences futures, ne nécessitant pas un aussi grand nombre de
combinaisons génotypiques, il serait intéressant de contraster les niveaux de ressources, ce qui
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permettrait de se rapprocher de conditions agricoles bas-intrants, et ce qui faciliterait les
comparaisons avec les mécanismes a I’ceuvre dans les écosystemes naturels.

C. Perspectives pour les futures recherches

Sur les bases des travaux conduits dans cette these, plusieurs pistes de recherche
pourraient étre développées afin de mieux comprendre les mécanismes liant la diversité intra-
spécifique et la performance des mélanges varietaux. Une grande partie des idées présentées
dans cette partie seront explorées dans des projets portés par mes encadrants dans un futur
proche (par exemple ’ANR SCOOP - « Selecting for COOPperative crops to develop
sustainable agriculture », porté par Hélene Fréville).

Tout d’abord, il apparait important de mieux caractériser I’aspect mécaniste de la
relation entre la composition fonctionnelle des mélanges et leur performance agronomique. Par
exemple, si nous reprenons les résultats obtenus dans le deuxiéme chapitre, il serait intéressant
de reconduire des expériences avec un nombre réduit de génotypes choisis sur la base de leur
variation phénotypique sur quelques traits, par exemple I’intensité de branchement des racines,
ou bien la densité des tissus racinaires. Ces expériences permettraient de comprendre comment
la variabilité phénotypique du mélange se traduit en une productivité supérieure. Nous
pourrions tester si les différences d’intensité de branchement des racines se traduisent par des
différences dans le positionnement des racines dans le sol, par des différences dans le type de
nutriments utilisés, ou encore par des variations dans la temporalité d’utilisation de ces
ressources. Pour la densité des tissus racinaires, nous pourrions Vérifier si I’effet détecté releve
d’une adaptation abiotique, ou bien s’il s’agit d’un effet de coopération, comme discuté
précédemment.

Dans la perspective d’optimiser la coopération dans les mélanges, il serait intéressant
de mieux quantifier les effets sociaux de certains traits qui ont pour I’instant été peu analysés
sous cet angle. C’est le cas des traits fonctionnels liés aux stratégies d’acquisition des
ressources. D’une part, les modéles de théorie des jeux appliqués sur ces traits suggerent qu’il
pourrait étre intéressant de contre-sélectionner les stratégies acquisitives pour optimiser les
rendements (Schieving et Poorter 1999 ; Vermeulen et al. 2013). D’autre part, les études
comparatives conduites en écologie laissent penser que les variétés actuelles ont plutdt des
comportements acquisitifs par rapport a leurs formes plus primitives ou a leurs ancétres
sauvages (Rubén Millaet al. 2014 ; Roucou et al. 2018). Ainsi, il semble y avoir un fort potentiel
d’amélioration des rendements en sélectionnant des phénotypes coopératifs sur des traits
comme la surface spécifique foliaire, la longueur spécifique racinaire, ou la densité de tissus
racinaires par exemple (Anten & Vermeulen 2016). Pour évaluer ce potentiel, il serait
intéressant de quantifier expérimentalement les effets de fitness direct et indirect de ces traits,
c’est-a-dire leur impact sur la performance des individus qui les expriment, et sur la
performance de leurs voisins.

Dans le méme esprit, les traits liés aux interactions avec les micro-organismes
mutualistes du sol semblent particulierement intéressants et peu explorés sous I’angle de la
coopération entre les plantes (Anten et Vermeulen 2016 ; Kiers et Denison 2014). Par exemple,
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les mycorhizes sont des champignons du sol qui colonisent les tissus racinaires des plantes et
utilisent une partie des sucres qu’elles produisent pour leur propre métabolisme. En échange,
les champignons fournissent des éléments minéraux comme I’azote ou le phosphore et de I’eau
a la plante. Il a été montré que des groupes de plantes apparentés bénéficiaient plus de la
présence de champignons mycorhiziens dans le sol que des groupes non apparentés (Ronsheim
& Anderson 2001 ; File et al. 2012). Cet effet pourrait étre interprété comme un effet de
coopération ou I’ensemble des individus partagent le colt carbone associé a la symbiose avec
le champignon et bénéficient en retour d’une plus grande quantité de nutriments par rapport a
des groupes ou seuls quelques individus établissent une symbiose avec le champignon et ou les
autres individus bénéficient des nutriments sans payer le codt carbone associé (Mikkelsen et al.
2008). Ainsi, I’aptitude a établir des symbioses et a sécréter des composés utilisables par les
micro-organismes du sol pourraient étre des traits intéressants a intégrer dans la réflexion sur
la sélection et I’assemblage des mélanges (Kiers & Denison 2014).

De plus il reste assez difficile de savoir comment la plasticité phénotypique affecte les
différents effets que nous avons abordés (complémentarité, sélection, coopération). Alors que
I’approche classique consiste a utiliser les traits mesurés en monoculture pour expliquer des
patrons observés en mélanges, nous savons gqu’un changement de voisin peut entrainer un
changement de phénotype. C’est par exemple ce que décrit le syndrome d’évitement de I’ombre
(« shade avoidance syndrome », Pierik and de Wit, 2014). En effet, les plantes sont capables de
détecter des changements de qualité de la lumiére causés par la présence de plantes voisines,
et de réagir en modifiant leur phénotype afin d’échapper a un potentiel ombrage futur (Ballaré
et al. 1990). Par exemple, la réponse peut se traduire par un allongement de la tige, une
diminution de la surface des feuilles, ou encore une diminution du nombre de talles chez les
céréales (Smith & Whitelam 1997). Le phénotype de la plante voisine (sa taille, sa surface
foliaire, etc) affecte la nature du signal lumineux émis et notamment le ratio de longueur
d’ondes rouge clair vs rouge sombre, et donc I’amplitude de la réponse. Ces réponses plastiques
pourraient avoir des implications diverses sur la productivité. Afin de promouvoir un effet de
coopeération, il pourrait par exemple étre intéressant de minimiser la réponse plastique
d’allongement des tiges (Anten & Vermeulen 2016). Au contraire, la diminution plastique du
nombre de talles pourrait étre favorisée puisqu’elle permettrait de réduire la compétition. Une
telle plasticité pourrait également renforcer ou diminuer les effets de biodiversité dans les
mélanges. Ainsi, il apparait intéressant d’intégrer cette réflexion sur la plasticité a la conception
des mélanges variétaux. Dans le cadre de cette thése, nous avons réalisé quelques expériences
préliminaires en chambre de culture afin de mieux caractériser la variabilité génétique de la
réponse plastique aux signaux lumineux entre lignées EPO chez le blé dur. Si nos résultats
montrent bien que les génotypes sont plus grands quand on les fait pousser sous un ratio rouge
clair/rouge sombre qui mime la présence de compétiteurs, nous n’avons pas pu mettre en
évidence de variation de réponse plastique entre génotypes (résultats non présentés), et n’avons
donc pas poussé plus loin les expérimentations dans le cadre de cette thése.

Alors que tous ces traits sont plus au moins identifiables et mesurables, il est tres
probable que nous ne puissions pas accéder a tous les traits impliqués dans les interactions
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plante-plante avec une approche phénotypique. En ce sens, I’approche génétique semble
particulierement prometteuse. A ce jour, assez peu d’études se sont intéressées a la génétique
des interactions plante-plante (Subrahmaniam et al. 2018). Par ailleurs, une large partie des
analyses qui ont été conduites ont utilisé des modéles de génétique quantitative classiques qui
n’intégrent pas les théories écologiques et évolutives des interactions (Subrahmaniam et al.
2018). Au niveau théorique, des travaux ont déja établi des paralléles entre certains modeles de
génétique quantitative (« effets génétiques indirects », (Wolf et al. 1998) et la sélection de
parentéle (Bijma et Wade 2008 ; McGlothlin et al. 2014). Cependant, ces approches restent trés
peu utilisées empiriquement, surtout chez les plantes. De plus, ces modeles n’intégrent pas
explicitement les effets décrits en écologie comme la complémentarité de niche. Les modéles
que nous avons utilisés dans le troisieme chapitre, notamment celui précédemment utilisé par
Wouest et Niklaus (2018) s’inscrivent plus facilement dans ces cadres théoriques. Ces modeles
pourraient faire I’objet de développements plus approfondis afin d’intégrer une plus grande
diversité d’architectures génétiques. En effet, jusqu’ici seuls les effets reposant sur un faible
nombre de locus a effet fort peuvent étre détectés. Or, il est assez raisonnable de penser que les
effets de biodiversité peuvent résulter d’une architecture génétique beaucoup plus complexe,
notamment parce qu’ils impliquent beaucoup de traits, et que les valeurs de ces traits sont elles-
mémes déterminées par beaucoup de locus. De méme, bon nombre de traits ayant des effets
sociaux sont tres certainement des traits quantitatifs déterminés par de nombreux genes. Les
perspectives de ces approches génétiques sont nombreuses. D’abord, I’identification de locus
impliqués dans les interactions peut permettre d’identifier des génes candidats, et ainsi de
remonter jusqu’aux mécanismes sous-jacents aux interactions plante-plante. Ce serait par
exemple une perspective de recherche intéressante pour caractériser le locus identifié dans le
troisieme chapitre et ainsi tester un effet « barbe verte ». Ensuite, de tels modéles pourraient
étre utilisés pour repérer des locus sociaux. Le modeéle utilisé dans le Chapitre 3 (eq. [3])
pourrait par exemple étre utilisé dans une démarche marqueur-a-marqueur afin de quantifier les
effets directs (parameétre ¢ dans le modele d’Hamilton) et indirects (parametre b dans le modele
d’Hamilton) de chaque locus. En comparant les génomes de différentes espéces, ou bien de
différentes variétés le long d’un gradient de domestication, il serait alors possible de savoir si
des alléles altruistes ont été sélectionnés ou au contraire éliminés au cours de I’histoire évolutive
des especes cultivées. Enfin, dans une démarche beaucoup plus appliquée, ces modeéles
pourraient étre entrainés pour faire des prédictions génomiques, c’est-a-dire pour prédire la
performance d’un mélange uniquement en connaissant les alléles portés par ses composantes.
De telles prédictions sont couramment utilisées dans les programmes de sélection classiques
afin de réduire les colts associés au phénotypage (Meuwissen et al. 2001) ; elles pourraient
également permettre de limiter la lourdeur du phénotypage dans des programme de sélection
de mélanges variétaux.

Les connaissances acquises sur la base des analyses phénotypiques et génétiques
pourraient étre intégrées dans des approches ESS comme celle que nous avons utilisée dans le
dernier chapitre. Ainsi, il serait possible de tester les stratégies de sélection identifiées pour la
hauteur sur d’autres traits et d’évaluer si ces stratégies sont optimales pour sélectionner
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I’altruisme d’une fagon plus générale. Ces modeles pourraient par exemple étre complexifiés
pour mieux rendre compte des contraintes biologiques susceptibles d’affecter I’évolution de la
coopération. Notamment, ils pourraient modéliser I’évolution de plusieurs traits simultanément
en prenant en compte leurs corrélations génétiques (Frank 1997). Dans ces modeéles, il serait
intéressant d’explorer I’espace des parametres afin de rechercher des situations dans lesquelles
plusieurs phénotypes peuvent co-exister (« branching » évolutif, Geritz et al. 1998). Ainsi, nous
pourrions imaginer des scénarios de sélection de mélanges dynamiques dans lesquels certains
traits convergeraient vers un phénotype altruiste et d’autres traits divergeraient vers des
phénotypes permettant la mise en place d’effets de biodiversité (complémentarité, sélection).
Les prédictions de ces modéles pourraient enfin étre confrontées au réel grace a des expériences
d’évolution expérimentale dans lesquelles les trajectoires phénotypiques et génétiques des
populations soumises aux différents scénarios de sélection que nous avons proposés dans le
Chapitre 4 pourraient étre comparées sur plusieurs générations.

Pour finir, nous avons essentiellement abordé la question des mélanges a travers le
prisme de la productivité, et dans une moindre mesure de la qualité des grains. Cependant,
beaucoup d’autres critéres peuvent étre importants pour la conception et I’assemblage des
mélanges variétaux. En effet, la diversité intra-spécifique pourrait soutenir la
multifonctionnalité des agrosystemes, c’est-a-dire leur permettre d’assurer plusieurs services
(Barot et al. 2017 ; Hajjar, Jarvis, et Gemmill-Herren 2008). Ainsi, comme nous I’avons montré
avec la qualité des grains, il semble important d’évaluer la performance des mélanges sur de
multiples dimensions. Dans des modes de productions plus économes en intrants, plusieurs
criteres semblent particulierement importants : le contrdle des agents pathogenes, la résistance
aux stress abiotiques, la compétitivité face aux especes adventices, ou encore I’efficience
d’utilisation des ressources. Ces attentes multiples soulevent de nombreuses questions qui
restent a explorer : Quels sont les traits les plus importants pour répondre a chaque critére ?
Quels mécanismes privilégier entre la complémentarité de niche, I’effet de sélection, ou la
coopération ? Existe-t-il des compromis entre chacun de ces critéres ?
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Résumé

Une grande partie de la production alimentaire mondiale repose sur des variétés génétiquement homogenes, c’est-
a-dire composeées d’un seul génotype. Cependant, les patrons observés dans les écosystémes naturels suggerent
qu’une diversité génétique plus importante pourrait rendre les agrosystémes plus durables. Une fagon simple
d’augmenter la diversité dans les agrosystemes consiste a cultiver plusieurs variétés d’une méme espéce en
mélange. A ce jour, cette pratique a fourni des résultats contrastés, et la performance des mélanges variétaux reste
difficile a prédire. L objectif de cette thése est de mieux comprendre la relation entre la diversité génétique et la
performance agronomique a la lumiére des théories écologiques et évolutives. Nous combinons des approches
expérimentales et théoriques, et nous utilisons le riz (Oryza sativa) et le blé dur (Triticum turgidum ssp. durum)
comme espéces modeles. Dans une premiére expérience en conditions contr6lées, nous montrons que les
différences de profondeurs racinaires entre des variétés de riz cultivées en mélange ne génerent pas une
productivité supérieure en mélange, comme cela pourrait étre attendu sous I’hypothese de complémentarité
d’utilisation des ressources. Dans une deuxiéme expérience conduite au champ avec des mélanges de blé dur, nous
montrons qu’une description multivariée de la niche écologique des génotypes permet de mieux comprendre les
effets de la diversité génétique sur plusieurs composantes de la performance agronomique. Ensuite, nous testons
les théories écologiques et évolutives au niveau génomique. Sur la base des données acquises dans les mélanges
de blé dur, nous identifions un locus auquel une plus grande diversité allélique est associée a des rendements plus
faibles et a une incidence plus forte de la septoriose. Le patron génétique identifié est compatible avec un effet
« barbe verte », classiquement décrit en biologie évolutive pour caractériser un gene capable de favoriser sa propre
transmission en rendant les individus qui le portent plus coopératifs envers les individus partageant ce méme géne.
Enfin, nous nous intéressons aux effets temporels de la diversité génétique dans le contexte d’une gestion
dynamique de la diversité cultivée. Comme formalisé par le concept de la Tragédie des Communs, les phénotypes
les plus compétitifs dans un mélange sont en effet amenés a augmenter en fréquence au fil des générations,
entrainant une diminution de la performance du groupe. Nous développons donc un modéle théorique afin
d’identifier des méthodes de sélection permettant d’empécher les variétés les plus compétitives d’augmenter en
fréquence. Dans I’ensemble, I’approche interdisciplinaire développée dans cette these permet de progresser dans
la détection, la compréhension, et la sélection des effets issus des interactions plante-plante, ouvrant ainsi des
opportunités stimulantes dans le domaine appliqué et dans le domaine théorique.

Mots clés : biodiversité, agriculture, mélanges variétaux, complémentarité de niche, sélection de parentéles

Abstract

Most of the worldwide food production is based on genetically homogeneous crop varieties, that is single-genotype
varieties. However, the patterns observed in natural ecosystems suggest that higher levels of genetic diversity
could increase agricultural sustainability. A straightforward method to increase diversity in agrosystems is to grow
varietal mixtures. So far, the results accumulated on varietal mixtures are very contrasted and it remains difficult
to predict mixture performance. The aim of the thesis is to better understand the relationship between genetic
diversity and agronomic performance in light of ecological and evolutionary theories. We combine experimental
and theoretical approaches, using rice (Oryza sativa) and durum wheat (Triticum turgidum ssp. durum) as model
species. A first experiment in controlled conditions fails to demonstrate any productivity benefit associated with
root depth differences in rice mixtures, contrasting with the pattern expected under the resource-use
complementarity theory. In a second experiment conducted in field conditions with durum wheat mixtures, we
show that a multivariate description of the niche allows us to capture a significant proportion of the mixing effects
on several components of the agronomic performance. Using the same experiment, we show that allelic diversity
at a single locus decreases grain yield and increases disease susceptibility in the mixtures. Such a negative effect
of allelic diversity is consistent with a “greenbeard” effect, classically described in evolutionary biology to
characterize genes which are able to favor their own transmission by making their bearer more cooperative towards
individuals who bear the same gene copy. Lastly, we investigate the temporal effects associated with genetic
diversity in the context of a dynamic management of diversity. Indeed, as formalized by the Tragedy of the
Commons, phenotypes that are more competitive are expected to increase in frequency over generations, thus
reducing the whole group performance. We thus develop a theoretical model to identify selection methods that
allow us to prevent invasion by competitive phenotypes that lower yield. Overall, the interdisciplinary approach
developed in this thesis has provided invaluable insights into the understanding, detection, and selection of the
effects that arise from plan-plant interactions, which opens up promising opportunities for tackling both applied
issues in agriculture and theoretical issues in ecology and evolutionary biology.

Keywords: biodiversity, agriculture, varietal mixtures, niche complementarity, kin selection
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