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GLOSSAIRE

Agrosysteme

Allélopathie

Contraintes

Ecosystéme

Fonction
écologique

Groupe
fonctionnel

Interaction des
plantes

Motif
d’assemblage

Poquet

Riz pluvial

Tanety

Synonyme d’écosystéme cultivé ou un systeme agricole comprenant les
éléments biotiques (cultures, animaux) et abiotiques (sol, climat)
interagissant dans un contexte de production agricole.

Libération par certaines plantes de substances chimiques affectant la
croissance ou le développement des plantes voisines

Facteurs limitatifs ou obstacles qui restreignent ou influent sur une
situation, un processus ou une activite. En contexte écologique, les
contraintes peuvent étre des éléments physiques, climatiques, ou liés aux
ressources, qui limitent le développement d'un écosystéme ou d'une espece.

Un systeme dynamique formé par l'interaction entre organismes vivants et
leur environnement, englobant des facteurs biotiques et abiotiques dans une
zone geographique spécifique.

Le rbéle d'un organisme, d'une espece ou d'un élément au sein d'un
écosysteme, contribuant au maintien de I'équilibre écologique et a la
stabilité de I'environnement.

Ensemble d'organismes (ici de plantes ou de variétés) partageant des
caractéristiques similaires et jouant des réles écologiques (production ou
résistance a la maladie) communs dans un agrosysteme.

Les relations réciproques entre différentes plantes au sein d'un écosysteme,
comprenant des aspects tels que la compétition pour les ressources, la
symbiose, la prédation végétale, et d'autres formes de coopération ou de
conflit qui influent sur la croissance, la survie et la reproduction des plantes
impliquées.

Assemblage de deux variétés appartenant a différents groupes fonctionnels.

Petit trou d'environ 2 cm de profondeur dans lequel on séme 5 a 8 grains de
riz lors du semis. Ony ajoute un petit tas de fumier mélangé avec de la terre
pour les recouvrir. Cette structure est ensuite traitée comme une plante
individuelle.

Systeme de riziculture a Madagascar, avec deux méthodes principales, en
pente ou en tanety prédominant dans les Hautes Terres, et sur brdlis ou
tavy. La thése se concentre sur la riziculture pluviale des Tanety.

Terme malgache désignant les sommets et les versant des collines aux
pentes fortes, typiques des Hautes-Terres Malgaches et résultant de
I’altération de I’ancien plateau. Ces zones sont utilisées pour la culture de
cultures pluviales telles que le riz, le mais, le manioc, les haricots, etc.
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Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

Les mélanges variétaux, définis comme l'association de deux ou plusieurs variétés ou génotypes
différents sur une méme parcelle, suscitent un intérét croissant dans le domaine de l'agriculture
(Snyder, 2020). Les méthodes varient, allant du mélange direct des semences a la séparation
des variétés ou génotypes dans le but d'obtenir une diversité intra-parcellaire (Smithson &
Lennné, 1996). Cette technique a été adoptée depuis des lustres par certains agriculteurs dans
le monde, puisqu’elle offre la possibilité de diversifier les cultures. Des observations des
terrasses du Yuanyang, dans la province du Yunnan en Chine, ont montré que cette zone rizicole
de plus de 10 000 hectares est restée relativement a l'abri d'épidémies, notamment la
pyriculariose, en dépit de la présence de pathogenes adaptés (Zhu, 2000). Des études ont
démontré que la résistance observée était en partie due a la coculture de génotypes ayant des
systemes immunitaires contrastés entre riz japonica et riz indica (Liao et al., 2016). De plus, la
diversité variétale a été associée a des avantages multifonctionnels, tels que I'amélioration de la
disponibilité des nutriments dans le sol et la réduction des pathogénes végétaux grace a la
diversification des mécanismes de résistance (Reddy et al., 2011). Toutefois, aprés la
Révolution Verte, une impulsion en faveur d'une augmentation de la production agricole a
émergé a I'échelle mondiale. Cette impulsion a conduit a I'adoption de pratiques agricoles
intensives telles que les monocultures sur de vastes superficies, fortement fertilisées et traitées
avec des produits chimiques, afin de répondre aux besoins alimentaires croissants de la
population mondiale (Albergoni & Pelaez, 2007; Elser et al., 2014). Les meilleures variétés ont
ainsi été sélectionnées et cultivées en monoculture (Elser et al., 2014), mettant en évidence une
évolution marquante des pratiques agricoles au cours de cette période.

Cette pratique, malgré son efficacité, a relevé beaucoup de problémes sanitaires et surtout
environnementaux voire 1’incapacité de la reproduire au fil du temps. C’est pourquoi les
agriculteurs attisés par les chercheurs ont commencé a chercher d’autres alternatives de
production ou plus précisément a trouver des pratiques agricoles durables pour les générations
futures et respectueuses de I’environnement (McLaughlin & Mineau, 1995; L. Larramendy &
Soloneski, 2021). L’ Agroécologie, I’association de I’agronomie et de I’écologie s’avere étre la
méthode la plus efficace et la plus prisée. Nombreuses sont les pratiques agroecologiques mais
celle qui a récemment attiré 1’attention de tous est le mélange de variétés (Altieri, 1999).

Dans le contexte de Madagascar, ou la riziculture occupe une place prépondérante dans
I'économie et la subsistance de la population, les défis liés a la faible fertilité des sols, aux aléas
climatiques et aux contraintes biotiques telles que la pyriculariose (Pyricularia oryzea) sont

autant de problématiques a surmonter (Radanielina et al., 2013a). De plus, les pressions socio-
1



Introduction générale
économiques découlant des changements environnementaux ont un impact sur la production de
riz dans le pays (Penot et al., 2009). C'est ainsi que la recherche de solutions aux défis
rencontrés se joint au contexte international. L'agroécologie émerge comme une approche
potentielle pour atténuer ces problémes (Altieri, 1999). Différentes pratiques agroécologiques
sont ainsi promues dans le cadre du développement de la riziculture pluviale, parmi lesquelles
figurent notamment le compostage, la rotation des cultures, lI'association de cultures avec
différentes especes, le lombricompostage et les cultures sous couvert végétal (Ranaivoson,
2019). En paralléle, I'introduction de la diversité intraspécifique apparait comme une solution
pertinente, offrant la possibilité d'utiliser les mémes espéces cultivées a des fins alimentaires ou
de transformation. C'est dans cette optique que nous avons opté pour la mise en place de
mélanges variétaux de riz pluvial a Madagascar. Cette démarche d'introduction de la diversité
au sein des champs de riz représente a la fois une innovation et une opportunité d'appliquer les
principes écologiques pour en vérifier la faisabilité.

Au fil des décennies, des études approfondies sur les mélanges variétaux ont été menées a
Madagascar comme ailleurs dans le monde. A partir des années 1980, certaines recherches ont
été lancées pour introduire une diversité dans les champs, avec un intérét croissant pour
I'association d'espéces difféerentes (Wolfe, 2001, Finckh et al., 2000, Mundt, 2002 Des études
sur l'introduction de mélanges variétaux ont également été entreprises a Madagascar, mettant
en évidence l'intérét potentiel d'associer différentes variétés pour améliorer la résistance a la
pyriculariose et favoriser la complémentarité en termes d'utilisation des ressources et de
production (Raboin, 2012, 2013). Cependant, malgré ces avancées, il est important de noter
qu'il subsiste un manque d'études approfondies pour comprendre les nombreux mécanismes en
jeu dans les mélanges variétaux afin d'améliorer et d'optimiser les performances des cultures.
Des parametres tels que les interactions génétiques, les conditions du milieu (telles que les
niveaux de nutriments dans le sol) et la pression des maladies nécessitent d'étre étudiés plus en
profondeur, de méme que la maniere d'évaluer les performances des cultures dans des
conditions réelles. Il est donc nécessaire d'explorer davantage ces aspects pour justifier les
potentiels des mélanges variétaux, surtout dans le contexte de Madagascar ou les agriculteurs
ne disposent pas toujours de tous les moyens pour tester des approches non justifiées.

Dans le cadre de cette these, notre principal objectif est d'évaluer la pertinence des mélanges
variétaux de riz pluvial afin d'optimiser le rendement et de résister aux contraintes du milieu,
en prenant comme cas d'étude Madagascar. Nous souhaitons débuter cette évaluation de
performance pour déterminer s'il est avantageux d'adopter cette stratégie dans un contexte du
Sud, en particulier dans les pays en voie de developpement comme Madagascar. Les

évaluations concernent le rendement ou la production qui est la principale préoccupation des
2



Introduction générale
agriculteurs, et ensuite les contraintes biotiques telles que les maladies ou les contraintes
abiotiques telles que les effets des changements climatiques. Afin de répondre a cette question
principale, notre recherche vise a évaluer et a expliquer les performances des mélanges
variétaux de riz pluvial dans des conditions réelles a Madagascar. Dans ce cadre, trois sous-
objectifs ont été formulés.

- Le premier sous-objectif est d'améliorer les performances agronomiques globales en testant
le lien entre la diversité phénotypique et le rendement du mélange.

- Notre deuxiéme sous-objectif est d'estimer la capacité des mélanges variétaux a résister
aux pathogeénes, en particulier la pyriculariose, et & diverses contraintes biotiques.

- Enfin, notre troisiéme sous-objectif consiste a tester différentes applications de mélanges
variétaux avec des agencements variés sur plusieurs années, afin d'évaluer leur
performance sur le terrain.

A partir de ces sous-objectifs, nous avons établi les trois hypotheses suivantes : I'hypothése H1
formulée est la suivante: l'adoption des mélanges variétaux améliore la performance
agronomique des cultures. L'hypothése H2 avance que les génotypes ayant des similarités
phénotypiques sont compétitifs, tandis que ceux qui sont différents sont complémentaires en
termes de production et de lutte contre les bioagresseurs. Notre hypothese H3 présume que la
présence d'une variété performante atténue les effets de différents stress environnementaux sur
les cultures et favorise les résultats attendus.

Le but final de la theése est d’essayer d’identifier des régles d’assemblage qui permettraient a

la fois d’optimiser la production des mélanges variétaux et la résistance aux pathogeénes. La

these est divisée en quatre parties ou chapitres. Le premier chapitre offre une synthese
bibliographique sur 1’état des connaissances sur les mélanges variétaux. Le second chapitre
porte sur un modele fonctionnel sur les performances des mélanges. Différentes modalités de
mélanges sous différentes conditions agroécologiques sont présentées dans le troisiéme
chapitre. Le quatrieme et dernier chapitre fait ’objet d’une évaluation a long terme des

mélanges variétaux.
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Chapitre 1
1. Modele de production agricole depuis la Révolution Verte et émergence de
I'agroécologie
1.1 Un systeme de production intensif

La Révolution Verte, qui a débuté au milieu du XXe siécle, a entrainé des changements majeurs
dans les modes de production agricole a travers le monde. Cette stratégie s'est caractérisee par
I'utilisation généralisée d'intrants chimiques, tels que les engrais et les pesticides, ainsi que par
la sélection de variétés a haut potentiel (Albergoni and Pelaez, 2007; Elser et al., 2014). Cette
intensification, notamment dans la riziculture, a eu des effets néfastes sur I'environnement tels
que la dégradation de la qualité de I'eau, la perte de fertilité des sols et la diminution de la
biodiversité (L. Larramendy and Soloneski, 2021; McLaughlin and Mineau, 1995). En Asie,
I'usage intensif de produits chimiques a particulierement impacté la biodiversité locale (Kanaan,
2021). En Afrique subsaharienne, y compris a Madagascar, la riziculture intensifiée a donné
des résultats mitigés en raison des défis climatiques et économiques (Gerardeaux et al., 2012;
van Oort and Zwart, 2018). Les petits producteurs, souvent incapables de financer les intrants
nécessaires, ont été marginalisés, exacerbant I'insécurité alimentaire (Bin Rahman and Zhang,
2023; Koirala et al., 2014; McGuire and Sperling, 2016).Face a ces défis, une agriculture plus
durable et respectueuse de I'environnement est pronée. L'agroécologie, favorisant des pratiques
agricoles écologiques et la diversification des cultures, est une alternative de plus en plus
populaire pour promouvoir une production de riz respectueuse de I'environnement (Altieri,

1989; Dumont et al., 2021; El Bilali, 2019).

1.2 Les mélanges variétaux, un levier agroécologique prometteur

L'agroécologie, soutenue par la FAO, offre une alternative a l'agriculture intensive de la
Révolution Verte, en se basant sur des connaissances locales et des principes écologiques
(Altieri, 1999). L'agroécologie est une approche scientifique qui vise a étudier, diagnostiquer et
proposer des alternatives de gestion des agroécosystemes a faible niveau d'intrants. (Altieri,
1989; Isbell, 2015). Cette approche vise a résoudre les problemes de durabilité de I'agriculture
en favorisant l'intégration harmonieuse entre I'nomme, lI'agroécosystéme et I'environnement
(Dhanda et al., 2022; Timsina and Connor, 2001). Les pratiques agroécologiques incluent
l'utilisation de biofertilisants, pesticides naturels, rotation des cultures, cultures intercalaires,
agroforesterie, et semis direct. La pratique la plus courante et appréciée est la diversification
des cultures (Hawes et al., 2021; Wezel et al., 2014).

Les mélanges variétaux peuvent étre classés parmi les cultures intercalaires. Ils consistent a
planter deux ou plusieurs variétés différentes de la méme culture dans le méme champ (Snyder

etal., 2020; Wuest et al., 2021). Cette méthode traditionnelle, réévaluée récemment, est cruciale
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pour améliorer la durabilité des systémes agricoles modernes en augmentant la diversité

génétique et la résilience des cultures (Barot et al., 2017; Smithson and Lenné, 1996).
2. Importance agronomique des mélanges variétaux de riz pluvial

2.1 Contraintes et défis de la riziculture pluviale a Madagascar

L'économie de Madagascar repose principalement sur le secteur agricole, notamment dans les
zones rurales. Selon I'Institut national de la statistique dans son rapport publié en 2022, 83.2%
de la population malgache est engagée dans des activités agricoles dont 68.6% de ménages
pratiquant la riziculture (INSTAT, 2022). Traditionnellement, la riziculture se concentrait sur
les bas-fonds et les collines avec des pratiques d'abattis-brdlis, mais ces méthodes ne suffisent
plus & répondre aux besoins alimentaires croissants. L'introduction de variétés de riz adaptées
aux altitudes a permis de cultiver les collines (Tanety), passant de la riziculture semi-irriguée a
la riziculture pluviale (Raboin et al., 2013). La riziculture occupe 1 935 009 hectares, dont 281
000 hectares dédiés a la riziculture pluviale (17% de la surface totale cultivee en riz) et 79% a
la riziculture irriguée (Ahmadi, 2004; SNDR, 2020). Le rendement moyen en riziculture
pluviale est de 2,4 tonnes par hectare (PAM, 2019). Cette pratique est surtout concentrée dans
la région de Vakinankaratra, bénéficiant de conditions pédoclimatiques favorables
(Radanielina, 2007; ‘Penot et al., 2009).

2.1.1. Contraintes abiotiques de la riziculture pluviale
La riziculture pluviale a connu un essor considérable dans la région du Moyen Ouest de
Madagascar en raison de la rareté des terres irriguées. Des variétés élites comme Chomrrhong
Dhan et Nerica, résistantes aux conditions climatiques variables et aux sols pauvres en
nutriments, sont largement adoptées (Brocke et al., 2016). Ces variétés, avec des cycles de
croissance courts (110-130 jours pour Chomrrhong Dhan, 90-120 jours pour Nerica),
permettent des rendements acceptables malgré les contraintes (Penot et al., 2009).
Cependant, la riziculture pluviale dépend fortement des précipitations qui sont de plus en plus
irréguliéres. Par exemple, en 2021 et 2022, les pluies ont commencé tardivement, retardant les
semis et affectant les cycles de culture. La baisse des températures a la fin du cycle nuit a la
floraison et a la maturation du riz, impactant le rendement (Données météorologiques DP
SPAD, 2021-2022). Les sols des Tanety ou sont cultivés le riz pluvial sont des sols ferrallitiques
pauvres (Raminoarison et al., 2020). La réussite des cultures nécessite I'apport a la fois d'engrais
organiques et chimiques, sous forme de mélanges de matiéres fertilisantes (Raminoarison,
2021). Les aléas climatiques, comme les périodes de sécheresse suivies de pluies abondantes,
augmentent la vulnérabilité de la riziculture pluviale. Des événements comme la gréle en mai-
juin 2023 ont détruit des récoltes dans les régions Vakinankaratra et Analamanga. Ces défis
6
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climatiques nécessitent une gestion adaptative pour améliorer la résilience et la durabilité de la

riziculture pluviale a Madagascar.

2.1.2. Contraintes biotiques de la riziculture pluviale
La riziculture pluviale a Madagascar fait face a plusieurs contraintes biotiques ou
"bioagresseurs™, notamment :
La maladie pyriculariose (causée par le pathogéne: Pyricularia oryzae). Cette maladie
fongique est la plus répandue et dangereuse pour le riz, favorisée par des périodes d’humidité
et des températures élevees. Les pertes peuvent atteindre 100% sans protection efficace (Savary
et al., 2000; Sester et al., 2008). Les solutions incluent I'utilisation de variétés résistantes et la
lutte chimique, bien que colteuse et risquée pour I'environnement (Pennisi, 2019; Raboin et al.,
2016).
La Striga asiatica, une plante parasite appelée localement "Arema". Elle prolifere sur les sols
ferrallitiques et dans les zones a faible pluviométrie (Atera et al., 2012; Rodenburg et al., 2020).
Elle peut réduire les rendements de 10 a 90%, poussant parfois les agriculteurs a abandonner
leurs terres (Ejeta and Gressel, 2007; Husson et al., 2008).
Les vers blancs (Heteronychus sp), des insectes attaquant les jeunes plants de riz, notamment
apres les premiéres pluies. Les larves des Melolonthide endommagent les racines, affectant la
croissance des plantes depuis le semis jusqu'a la floraison (Randriamanantsoa et al., 2010).
Les maladies bactériennes (BLB ou Bacterial Leaf Blight et BLS ou Bacterial Leaf Streak),
causées par Xanthomonas oryzae pv. oryzae et Xanthomonas oryzae pv. Oryzicola. Elles se
propagent par le vent, I'eau et les insectes, entrainant des pertes de rendement significatives
(Jiang et al., 2020; Tall et al., 2022). Observées a Madagascar depuis 2019, elles représentent
une menace économique majeure.
Ces contraintes, exacerbées par les déreglements climatiques, nécessitent des stratégies de

gestion intégrée pour améliorer la résilience de la riziculture pluviale a Madagascar.

2.2.Les avantages agronomiques de I'utilisation des mélanges variétaux dans la
production de riz pluvial

L'utilisation de mélanges variétaux de riz dans la production agricole présente plusieurs

avantages agronomiques. Ces melanges peuvent contribuer a résoudre les contraintes

spécifiques aux cultures de riz pluvial comme ceux de Madagascar (Smithson and Lenné, 1996;

Snyder et al., 2020). Ces avantages seront donc catégorisés selon la classification des deux

contraintes majeures relevées a Madagascar dans le cas de la culture du riz.
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2.2.1. Lesavantages liés aux contraintes abiotiques

Les mélanges variétaux offrent plusieurs avantages face aux contraintes abiotiques citées
précédemment. En combinant différentes variétés dans un champ, on peut mieux gérer les
conditions variables et réduire I'impact des événements climatiques extrémes tels que les
sécheresses et les inondations (Creissen et al., 2016). Des variétés avec des architectures
racinaires différentes améliorent la capacité d’absorption des nutriments (Courtois et al., 2013;
Postma and Lynch, 2012). De ce fait, les mélanges variétaux vont améliorer 1’utilisation des
ressources et aussi accroitre la résistance des cultures face aux pressions environnementales
(Panda et al., 2021). Ensuite, les variétés mélangées peuvent avoir différentes réponses de
croissances et de tolérance a diverses contraintes. Ces différences peuvent étre appréciées
comme une diversité fonctionnelle augmentant la chance de succes malgré les conditions
climatiques trés variables (Barot et al., 2017). Cette diversité fonctionnelle permet de bénéficier
des services écosystémiques rendus par les mélanges variétaux (Diaz and Cabido, 2001;
Malézieux, 2012). Les séries de “’services écologiques’’ que les mélanges peuvent offrir sont :
la suppression des mauvaises herbes, le soutien des insectes naturels pollinisateurs,
I'amélioration de la qualité des sols et la réduction du lessivage de l'azote dans les eaux
souterraines et les cours d'eau et la lutte contre les insectes nuisibles (Altieri, 1999; Malézieux
et al., 2009; Wuest et al., 2021). En bénéficiant de ces services écologiques, les mélanges
variétaux vont accroitre la résilience des cultures face au changement climatique (Lin, 2011;
McAlvay et al., 2022).

2.2.2. Les avantages liés aux contraintes biotiques
Les mélanges variétaux permettent de relever les défis liés aux contraintes biotiques du milieu.
L’adoption des mélanges variétaux est une meilleure stratégie pour contrdler les maladies et les
ravageurs de culture (Mundt, 2002; Sarker et al., 2020) . lls réduisent la propagation des
maladies et des ravageurs en cultivant plusieurs variétés de plantes dans la méme parcelle
(Finckh et al., 2000; Wolfe, 2000). Les mélanges peuvent lutter contre les ravageurs lorsqu'ils
comprennent des variétés spécifiques présentant une résistance aux principaux agents
pathogénes des plantes ou aux insectes ravageurs (Smithson and Lenné, 1996). Lorsque la
pression de la maladie ou des ravageurs est élevée, ces melanges spécifiques peuvent avoir un
rendement superieur a celui des monocultures (Raboin et al., 2012) . Le mélange de variété de
riz a différents niveaux de resistance a la pyriculariose peut aussi permettre de réduire la
vulnérabilité des cultures et d’augmenter le rendement (Li et al., 2020; Zhu et al., 2000) . Les
mémes résultats peuvent étre trouvés dans d’autres cultures tels que le blé (Finckh et al., 2000).

Implicitement la diminution des pressions des maladies et des ravageurs diminue les pertes de
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rendement. Combinés avec les avantages liés aux contraintes abiotiques, les mélanges
permettent d’optimiser la performance globale des cultures. Ils permettent d’améliorer la
stabilité de la production pour une productivité durable due a une résistance ou a une résilience
(Creissen et al., 2013; Smithson and Lenné, 1996). La résistance permet de maintenir une
production stable sous des conditions variables (Hooper et al., 2005; Tilman et al., 1997) tandis
que la résilience est la capacité du systéme a revenir a son état initial aprés une perturbation
(Becker et al., 2023). Ces benéfices sont soutenus par des processus écologiques essentiels qui

expliquent les faits.

3. Processus ecologiques impliqués dans les mélanges variétaux

Les deux avantages agronomiques des mélanges variétaux les plus connus sont 1’amélioration
de la production et la résistance aux maladies. Ces avantages essentiels sont soutenus par des
processus écologiques liés aux interactions entre les variétés associées ou les interactions

plante-plante (IPP).

3.1.Lesinteractions entre des variétés mélangeées selon leurs traits phénotypiques
Chaque variété est caractérisée par leurs traits phénotypiques qui peuvent étre des traits des
organes aériens ou racinaires. Ces traits induisent la capacité de la variété a recourir aux
ressources lumineuses aériennes ou aux ressources nutritives souterraines (Fort et al., 2014).
Ces traits impactent aussi leur capacit¢ photosynthétique en allant jusqu’a leur capacité
reproductive (Richards, 2000). Les traits génotypiques quant a eux peuvent aussi induire des
différences sur les traits phénotypiques, mais surtout définissent la capacité d’une variété a se
défendre contre les contraintes du milieu (Biscarini et al., 2016; Hoeber et al., 2018). Selon
Mahaut et al. (2023), la représentation de différentes variétés sur un espace multidimensionnel
permet d’apprécier les “’traits distinctifs’” de chaque variété ou on peut voir des plantes ou
variétés excentriques (Figurel.a). Les différences existantes entre deux variétés différentes
peuvent étre appelées “’trait distance’’ ou distance entre traits (Figurel.a). Ces distances
peuvent étre relatives (trait x de la variété A- trait x de la variété B) ou on pose une hypothése
qu’il y a une compétition selon les hiérarchies des traits. Ces distances peuvent aussi étre
absolues (Jtrait x de la variété A- trait x de la variété B|) ou on pose I’hypothése qu’il y aura une
compétition selon des traits divergents (Figurel.b).
Selon les traits phénotypiques des plantes associées ou les distances entre ces traits, les IPP
peuvent étre symétriques ou asymétriques (Figurel.b). Dans le cas d’une interaction
asymétrique, les performances des variétés A et B en interaction peuvent différer. Une variété

peut étre plus performante en association avec une autre variété qu'en étant seule. Dans notre
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exemple, on peut considérer que la variété A est plus performante lorsqu’elle est associée avec
la variété B par rapport a son peuplement pur. Cependant, la variété B peut étre moins
performante en présence de la variété A qu'en étant seule. Autrement dit, les performances ne
vont pas dans le méme sens pour les deux variétés, créant un scénario gagnant>perdant pour
I'une et perdant>gagnant pour l'autre (Figurel.b). Dans le cas d'une interaction symetrique,
lorsque les variétés présentent des valeurs de traits différentes, leurs performances collectives
augmentent lorsqu'elles poussent ensemble, comparé a ce qui serait attendu si elles étaient
cultivées individuellement en peuplements purs. En d'autres termes, la performance des
mélanges va dans le sens d'une amélioration globale ou d’une décroissance globale lorsque les
plantes coexistent avec des traits divergents (Figurel.b).

Les effets attendus sur les performances des variétés concurrentes dépendent de la nature des
interactions existantes entre elles (asymétrique ou symétrique) (Figurel.c). Dans une IPP
asymeétrique, la variété la plus forte gagne plus de biomasse que la variété avec une plus faible
en production de biomasse lorsqu’elles sont associées (scénario gagnhant>perdant) ou vice
versa, la variété la plus forte va perdre en biomasse en mélange avec une variété plus faible en
production de biomasse (scénario perdant>gagnant) (Figurel.c). Dans une IPP symétrique, les
performances des variétés peuvent étre gagnant-gagnant ou perdant-perdant en fonction de
I'intensité des interactions compétitives. Les effets attendus sur la performance du mélange
dépendent enfin des précédentes performances des variétés concurrentes (Figurel.d). Dans le
cas d’une IPP asymétrique, le caractere distinctif des traits ou le “’trait distinctif”’ refléte la
hiérarchie des traits au niveau du groupe. Dans un scénario gagnant>perdant, la présence d'une
variété ayant un trait distinctif élevé favorise la performance du mélange, tandis que dans le
scénario perdant>gagnant, cela réduit la performance du mélange. Dans le cas d’une IPP
symétrique, la performance du mélange augmente avec la dissimilarité des traits entre les

variétés associées (Figurel.d).
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Figure 1 : Cadre analytique représentant les interactions plante-plante (IPP) a partir des “’traits distinctifs’’ et
des distances entre les traits ou ’traits distance’” entre des variétés associées (Mahaut, 2023)

3.2.Mécanismes écologiques sous-jacents aux interactions plante-plante (IPP)
Les interactions entre les plantes peuvent étre des interactions symétriques ou asymétriques.
Dans un scénario gagnant-gagnant lors d’une interaction symétrique, les avantages sont issus
de la dissimilarité des traits ou plus précisément des différences de niche qui donnent lieu a une
complémentarité fonctionnelle (Wuest et al., 2021). La complémentarité se produit lorsque les
variétés utilisent des ressources différentes et complémentaires, permettant ainsi une utilisation
plus efficace des ressources et une augmentation de la production globale (Cardinale et al.,
2007). Cependant, les dimensions décisives de la complémentarité des niches dans les
expériences de biodiversité écologique et des mélanges de variétés de cultures ne sont pas bien
comprises, malgre des decennies de recherche (Montazeaud et al., 2020a; van der Plas, 2019),
toutefois trois effets semblent importants. Premiérement, les espéces peuvent utiliser différentes
ressources abiotiques et augmenter ainsi le pool de ressources global disponible pour la
communauté. Par exemple, les plantes peuvent acquérir I'azote du sol a différentes profondeurs
et a différents moments (Zhang et al., 2017) sous différentes formes ou a différentes
concentrations (Griffiths and York, 2020) . Une plus grande acquisition d'azote au niveau de la

communauté favorisera alors un rendement plus élevé du mélange. Deuxiemement, et en
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relation avec le point précédent, les variétés complémentaires subiront moins de concurrence
de la part des voisines dont les besoins en ressources different, ce qui leur permettra de
réorienter I'allocation des ressources de la concurrence vers le rendement. Troisiemement, la
complémentarité dans les interactions biotiques peut réduire la pression exercée par les ennemis
tels que les pathogénes (ou les ravageurs) si ceux-ci sont spécialisés et si leur propagation
dépend fortement de la densité de I'héte (Maron et al., 2011; Mikaberidze et al., 2015).
Inversement, des associations complémentaires avec des mutualistes peuvent améliorer le
fonctionnement des cultures grace a une niche communautaire plus large (Wright et al., 2017),

pour des raisons similaires a celles évoquées au premier point.

Dans le cas des interactions asymétriques ou symétriques bénéfiques pour une variété ou pour
I’ensemble des mélanges, des interactions positives telles que la facilitation et la compensation
peuvent avoir lieu a part la complémentarité (Olofsson, 2004) . La compensation se produit
lorsque des variétés plus productives compensent 1’incapacité des variétés moins productives,
ce qui conduit a une augmentation du rendement total (scénario gagnant>perdant ou gagnant-
gagnant) (Creissen et al., 2013). La facilitation se produit lorsqu'une variété crée un
environnement favorable pour une autre variété, ce qui améliore la croissance et la productivité
de lI'ensemble du mélange en raison des interactions bénéfiques entre les variétés (scénario
gagnant>perdant ou gagnant-gagnant) (Fréville et al.,, 2022; Hector et al., 2010). Ces
interactions peuvent assurer une stabilité de la productivité voire une augmentation si les
conditions sont favorables (Cardinale et al., 2007, 2002) .

Dans le cas des IPP asymétriques avec un scénario perdant>gagnant ou une IPP symétrique
perdant-perdant, les interactions entre les variétés sont plutét des interactions négatives
impactant négativement la productivité du mélange en question (Bertness and Callaway, 1994;
Mahaut et al., 2023). Les interactions négatives peuvent se manifester sous la forme de
compétition et d'allélopathie. La compétition se produit lorsque des variétés performantes
entrent en concurrence et désavantagent d'autres variétés pour I'acces a une ressource spécifique
(scénario perdant>gagnant). Dans le cas ou les différences de traits entre les variétés sont tres
importantes, la variété a trait plus développé défavorise les autres, impactant en méme temps
sa capacité (scénario perdant-perdant). L'allélopathie, quant a elle, est un mécanisme chimique
qui confere un avantage aux plantes a se développer dans la compétition pour des ressources
limitées (scénario perdant>gagnant). Ces deux mécanismes peuvent produire des effets
contraires a ceux attendus des mélanges variétaux, ce qui peut conduire a des monocultures des
variétés dominantes plus productives que lorsqu'elles sont mélangées avec d'autres ou des

mélanges moins productifs que les cutures en pures de ces composantes.
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3.3.Mécanismes écologiques impliqués dans la résistance aux maladies
L'utilisation de mélanges variétaux en agriculture a été démontrée comme améliorant la
résistance aux maladies et réduisant la pression des ravageurs, en plus de stabiliser ou
augmenter le rendement. Ces avantages sont souvent attribués a la diversité des mécanismes de
défense présents dans les mélanges variétaux. L'un des mécanismes importants est I'effet de
barriere, ou des espéces végétales agissent comme une barriére physique empéchant les
ravageurs ou les maladies d'atteindre d'autres plantes sensibles dans le mélange (Figure2.B). Ce
mécanisme a été observé dans divers mélanges de cultures, tels que le riz, le blé et le mais

(Finckh et al., 2000; Gaba et al., 2015), et il est couramment observé sur le terrain.

La diversité génétique des plantes dans les mélanges de cultures induit des effets de dilution et
de compensation, contribuant ainsi a réduire la pression des maladies et des ravageurs. L'effet
de dilution (Figure2.A). se produit lorsque I'augmentation de la diversité génétique des plantes
dans un mélange réduit la population d'agents pathogénes, diminuant ainsi la sévérité globale
de la maladie (Cowger and Mundt, 2002; Raboin et al., 2012). L'effet de compensation
(Figure2.E) se produit lorsqu'une plante moins sensible dans un mélange compense la perte de
rendement d'une plante sensible due aux dommages causés par des ravageurs ou des maladies
(Raveloson et al., 2017). La résistance perturbatrice ou sélection disruptive (Figure2.D) est un
autre mécanisme utilisé pour réduire la pression des ravageurs dans les mélanges variétaux. Elle
implique l'utilisation d'un mélange contenant a la fois des génotypes résistants et sensibles, ce
qui perturbe le cycle de vie des ravageurs et réduit leur pression sur la culture. Par exemple,
une étude sur les mélanges de blé a montré que la présence de variétés de blé a la fois résistantes
et sensibles peut réduire la gravité de la fusariose, une maladie causée par un champignon du
groupe Fusarium spp. (Zhu et al., 2000) . La résistance induite, également appelée effet de
prémunition (Figure2.C), fait référence a l'activation des mécanismes de défense des plantes
lorsqu'elles sont exposées a des facteurs de stress biotiques ou abiotiques. Ce mécanisme
implique la libération de signaux chimiques qui déclenchent la synthése de composés de
défense. Les défenses induites ont été observées dans plusieurs mélanges de cultures,
notamment les mélanges de tomate-poivron, ou I'exposition du poivron a I'herbivorie a induit
la production de composés défensifs qui ont protégé les plants de tomate présents dans le

mélange (Sester et al., 2008).
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Figure 2 : Les mécanismes écologiques impliqués dans la résistance aux maladies dans les mélanges variétaux
(Borg et al., 2018)

Les mécanismes écologiques impliqués dans la résistance aux maladies dans les mélanges
peuvent également affecter la croissance et le rendement. Les interactions positives, telles que
la facilitation, peuvent améliorer la productivité des cultures et leur résistance aux stress
biotiques et abiotiques. En revanche, les interactions négatives, comme la concurrence ou
I'allélopathie, peuvent entrainer une diminution de la productivité des cultures (Pélissier et al.,
2021a, 2021b) . L'allélopathie dans le mécanisme de défense se référe a la libération de
composes chimiques par une plante qui va inhiber la croissance ou le développement d'autres
plantes. Ce mécanisme peut constituer une défense efficace contre les mauvaises herbes en
réduisant la concurrence pour les ressources. Par exemple, une étude sur les mélanges de blé et
d'orge a montré que l'allélopathie de I'orge pouvait supprimer la croissance des mauvaises
herbes dans le mélange, conduisant ainsi a des rendements plus éleves (Chuwa, 2016) .

Il est important de noter que l'efficacité des mélanges variétaux peut varier en fonction des
conditions locales et des cultures spécifiques. Une étude menée par Bellouin et al. (2021)
souligne que les mélanges variétaux peuvent présenter des avantages en termes de rendement
pour certaines cultures, mais pas pour d'autres. Il est donc essentiel de prendre en compte les
facteurs locaux et les caractéristiques propres a chaque culture avant de décider d'utiliser cette
méthode. Ces mecanismes écologiques qui influencent la stabilité des rendements, la resistance
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aux maladies et la résilience des cultures doivent étre pris en compte dans les stratégies de

gestion et d'utilisation des mélanges de variétés de riz pluvial.

4. Mise en ceuvre des mélanges variétaux

4.1.Les facteurs qui conditionnent les interactions entre les variétés
La performance des mélanges variétaux peut étre influencée par plusieurs facteurs, dont certains
revétent une importance plus significative que d'autres. Des facteurs sont techniques, ¢’est-a-
dire des facteurs qui peuvent étre gérés tandis que d’autres sont des facteurs environnementaux

auxquels on doit faire face.

4.1.1. Les facteurs techniques

Les facteurs techniques concernent tout d’abord les pratiques de gestion, telles que la
fertilisation, I'irrigation et la lutte contre les mauvaises herbes. Ces pratiques peuvent avoir un
impact significatif sur les performances des mélanges variétaux notamment des impacts
négatifs ou positifs (Eggermont et al., 2015; Lazzaro et al., 2018; Wang et al., 2016). Des
pratiques de gestion appropriées peuvent favoriser la croissance des plantes, améliorant ainsi
son rendement ; tandis que des pratiques inappropriées peuvent les compromettre (Lazzaro et
al., 2018) . La fertilisation azotée, par exemple, est cruciale pour garantir des rendements
optimaux, mais une surutilisation peut perturber la concurrence entre les variétés (Inthapanya
et al., 2000; Rakotoson et al., 2021). De méme, une irrigation adéquate et une gestion des
mauvaises herbes sont nécessaires pour maximiser la croissance et la productivité des cultures
(Wang et al., 2016). Cependant, ces pratiques doivent étre adaptées en fonction du mélange
spécifique de variétés, des conditions environnementales et des objectifs de I'étude. Les
mélanges variétaux se révelent particulierement bénéfiques dans des conditions de stress telles
que la faible fertilisation, I'irrigation limitée ou la pression des ravageurs (Hoeber et al., 2018;
@stergard et al., 2009).

4.1.2. Les facteurs environnementaux
Les facteurs environnementaux sont liés aux conditions agroécologiques du milieu ainsi qu’aux
contraintes biotiques du milieu. Ils ont un réle significatif dans la performance des mélanges
variétaux (Le Roux et al., 2013). La sélection de variéetés adaptées aux conditions spéecifiques,
telles que le type de sol, la température et I'humidité, peut améliorer les performances globales
(Radanielina et al., 2013a). La composition variétale et la densité des mélanges peuvent
également affecter les performances. Une diversité génétique accrue favorise une résistance
renforcée aux maladies et une lutte plus efficace contre les ravageurs (Cardinale et al., 2007;

Hector et al., 2010; Raboin et al., 2012). Les variétés presentant des caractéristiques
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fonctionnelles différentes sont souvent complémentaires et peuvent s’enrichir mutuellement,
améliorant ainsi I’utilisation efficace des ressources (Mahaut et al., 2020; Montazeaud et al.,
2018; Prieto et al., 2015). Cependant, une diversité genétique accrue peut egalement entrainer
des différences de performance entre les variétés, créant une compétition apres un trade-off
croissance-défense (Fréville et al., 2022). La densité de semis et la proportion des espéces au
sein des mélanges sont également des facteurs importants a considérer (Huang et al., 2013;
Marquard et al., 2009). Les recherches indiquent que les mélanges comportant plus d'especes
et une proportion égale d'especes tendent a présenter de meilleurs résultats que ceux avec moins
d'especes ou une proportion inégale (Marquard et al., 2009). Cependant, il est crucial de
déterminer la densité de semis optimale pour chaque variété afin d'améliorer les performances
du mélange. En outre, il est essentiel de consideérer les interactions potentielles entre les variétés
et les conditions environnementales lors de la sélection et de la gestion des mélanges variétaux
(Le Roux et al., 2013). La gestion adaptée aux besoins spécifiques du mélange variétal et des
conditions environnementales est nécessaire pour maximiser les rendements et relever les défis

associes a la culture de mélanges variétaux de riz pluvial (Naeem et al., 2012).

4.2.Défis et gestion des mélanges variétaux :

4.2.1. Défis techniques
La gestion des mélanges de variétés de riz pluvial nécessite une sélection minutieuse des
variétés, en tenant compte de la complémentarité des caractéristiques et des profils de résistance
(Hoeberetal., 2018; Lazzaro et al., 2018; Wuest et al., 2021). Des pratiques telles que la densité
de semis, la fertilisation, la gestion de I'eau et des mauvaises herbes sont cruciales pour assurer
des rendements optimaux (Téth et al., 2019). Cependant, leur adoption a grande échelle est
entravée par plusieurs défis, notamment le besoin de diversité génétique et d'accés a une gamme
variée de semences (Kopp et al., 2023; Wuest et al., 2021). Les agriculteurs ont souvent recours
a des variétés commerciales uniformes, ce qui peut compromettre la résilience aux stress
environnementaux. Pour surmonter ces obstacles, il est essentiel d'identifier et de sélectionner
des variétés adaptées, bien que celles-ci ne soient pas toujours facilement accessibles aux
agriculteurs, en particulier dans les régions éloignées ou défavorisées en ressources

(Ranaivoson et al., 2019).
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4.2.2. Defis conceptuels

La gestion des mélanges variétaux de riz pose des défis conceptuels et pratiques. La diversité
des caractéristiques des variétés, telles que les taux de croissance et les besoins en nutriments,
complique la gestion, notamment en termes de calendrier de semis et de récolte. De plus, les
techniques récolte et post-récolte peuvent étre plus complexes en raison de la maturité
différenciée et des besoins de traitement variés. Sur le plan commercial, la demande du marché
et I'acceptation des mélanges variétaux sont incertaines, ce qui peut décourager les agriculteurs.
Le manque de soutien politique et institutionnel ajoute également des obstacles a leur adoption
généralisée. Globalement, la gestion des mélanges requiert une approche holistique, adaptée

aux conditions locales.

5. Méthodologies d’investigation pour évaluer les performances des mélanges
variétaux

Pour évaluer les performances des mélanges variétaux, plusieurs méthodologies sont
disponibles, chacune tenant compte de divers facteurs. Une approche consiste a évaluer
conjointement les composants des mélanges pour une évaluation compléte de leur productivité
par rapport aux monocultures. Une autre méthode évalue I'efficacité des mélanges dans la lutte
contre les ravageurs et les maladies. A une échelle plus large, des évaluations des avantages
économiques et nutritionnels peuvent étre entreprises. Il est essentiel de tenir compte de
I'nétérogénéité du domaine d'étude, ce qui nécessite une classification des méthodologies

d'évaluation a différentes échelles.

5.1.Evaluation des performances des mélanges variétaux a différentes échelles
d'analyse

L'évaluation des performances des mélanges variétaux a différentes échelles d'analyse est
essentielle pour comprendre leur efficacité dans des contextes variés. A grande échelle, ces
évaluations prennent en compte les variations géographiques et environnementales, en
examinant comment les mélanges se comportent sur plusieurs sites ou régions agricoles. Elle
englobe les domaines nationaux, territoriaux, régionaux ou paysagers, permettant de
comprendre I'adaptabilité et la stabilité des melanges dans différents systemes agricoles et zones
agroécologiques. Elles incluent également une évaluation des avantages économiques et
nutritionnels sur des périodes saisonniéres ou pluriannuelles. A une échelle plus petite, les
évaluations se concentrent sur les parcelles ou les exploitations agricoles, mesurant les
performances des mélanges variétaux sur une surface définie tout en prenant en compte les
impacts socio-économiques de leur application. Enfin, a I'échelle individuelle, I'évaluation se

focalise sur le comportement de chaque plante individuelle, visant a comprendre les interactions
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génétiques pour optimiser les combinaisons variétales. Ces évaluations sont menées a I'échelle
des essais sous conditions contr6lées pour comprendre la base génétique de la performance des

mélanges.
5.2.Approches pour I'évaluation des performances des mélanges variétaux

Les approches pour eévaluer les performances des mélanges variétaux se déclinent a différentes
échelles. A grande échelle, elles impliquent la collecte de données sur plusieurs sites ou régions
agricoles, en tenant compte des différentes conditions environnementales, les données
climatiques, les caractéristiques du sol et des pratiques de gestion. Ces évaluations utilisent des
techniques de modélisation statistique pour analyser les performances des mélanges variétaux
et identifient les tendances, contribuant ainsi a I'élaboration de stratégies d'aménagement du

territoire et de conservation.

Les évaluations a petite échelle, menées au niveau des parcelles, comprennent des essais
expérimentaux sur le terrain, comparant les mélanges a des monocultures ou a des références
spécifiques. Les approches a petite échelle incluent des méthodes de sélection basées sur les
traits ‘trait-based approach’ ou des approches plus participatives, impliquant les observations
des agriculteurs aussi appelé ‘co-evolutionary breeding’ ou enfin des approches sans traits aussi
appelé ‘trait-blind’. Ces différentes approches fournissent des informations pratiques sur les

performances et I'adéquation des mélanges variétaux dans des conditions agricoles réalistes.

Enfin, les évaluations au niveau de la plante utilisent des analyses génétiques, des flux
génétiques ou des analyses des interactions plantes-plantes pour mieux comprendre les
performances des mélanges variétaux et optimiser les combinaisons variétales en fonction des

caractéristiques et des résultats souhaités.

6. Questions encore non résolues dans la littérature et les verrous a lever

6.1.L’identification de régle d’assemblage

La plupart des études sur les mélanges variétaux ne fournissent pas de régles d'assemblage
claires pour concevoir des mélanges de variétés, ce qui rend difficile I'identification de
mélanges optimaux. Il mangue de directives sur la sélection et la combinaison des variétés pour
obtenir des avantages spécifiques, ainsi que sur les caractéres importants a prendre en compte
lors de la conception des mélanges. La question de concevoir des regles d’assemblages
pertinentes et efficaces reste sans réponse, notamment en ce qui concerne les combinaisons et

les proportions appropriées des variétés, l'identification des caracteres importants, et le
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développement d'outils prédictifs efficaces pour évaluer la performance des mélanges de
variétés.

6.1.1. Régle d’assemblage pour des mélanges efficaces et/ou performants ?
Le melange idéal serait un mélange qui sera productif, résistant aux différentes contraintes et
efficace dans I’utilisation de ressource a long terme pour la stabilité de sa production. Tout ceci
nécessite la compréhension des mécanismes écologiques sous-jacents qui régissent les
interactions entre les espéces ainsi que la dynamique des communautés (Barot et al., 2017).
L'utilisation de la théorie écologique et évolutive combinée a des données empiriques est donc
nécessaire. Ceci indique la complexité de la tdche afin d’avoir une prédiction de performance.
La premiére étape sera la compréhension de la maniére dont les différentes variétés
interagissent entre elles et comment elles contribuent au fonctionnement de I'écosysteme (Furey
and Tilman, 2023). Ensuite, d’identifier les espéces susceptibles de coexister ou cohabiter
ensemble pour former les mélanges. Cette identification peut s’accompagner d’une stratégie de
sélection de variété par les sélectionneurs habituels. Cette approche va permettre d’identifier
des assemblages qui vont améliorer la productivité des cultures et/ou leur résistance a une
contrainte ou maladie donnée. Elle rassemble ainsi les principes de I’approche « trait-blind » et
« co-evolutionary breeding ». Une méthode de classification a postériori est aussi possible
d’avoir les mémes rendus comme 1’utilisation du modele fonctionnel de Jaillard qui sera
développé dans la premiére partie de la thése. La derniere étape est la compréhension des
comportements des variétés selon 1’évolution des conditions environnementales, telles que le
changement climatique et aussi les changements dans 1’utilisation des terres (IPPC, 2017). Cette

derniére étape permettra de vérifier la stabilité des résultats au fil du temps.

6.1.2. Régle d’assemblage basée sur une diversité génétique et fonctionnelle pour une
complémentarité ?

Le principe de complémentarité est toujours mis en avant dans les conceptions des mélanges
variétaux. Souvent la théorie implique qu’il faut sélectionner des variétés avec des traits
complémentaires pour bénéficier les effets de la complémentarité de niche (Montazeaud et al.,
2020Db). La littérature propose d’instaurer une diversité génétique afin de bénéficier cet effet de
complémentarité. Mais bien que de nombreuses études se sont concentrées sur la diversité
génétique afin de lutter contre les maladies ou améliorer la productivité, moins d'attention a été
accordée a la diversité pour d'autres caractéristiques ou traits des plantes. Ces caractéristiques
sont souvent utilisées pour expliquer les performances observees (approche a posteériori). Or
que chaque plante a ses caracteres distinctifs selon ses traits fonctionnels qui peuvent influencer

les interactions plante-plante (IPP) (Mahaut et al., 2023). A leur tour, ces IPP impactent
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fortement les performances des mélanges selon le type de compétition qui régissent au sein des
plantes en association. Si des compétitions symétriques sont attendus au bénéfice des mélanges,
des concurrences asymétriques sont courants dans certains cas (Mahaut et al., 2023). La prise
en compte de la variabilité intraspécifique est un point clé a considérer dans la conception des
régles d’assemblages vu les effets différés et avoir plus de prédiction sur les performances
attendues (approche a priori). Il n'y a pas encore de réponse consensuelle a cette question. A
part les traits, la nature des IPP peuvent étre multiformes ce qui nécessite la prise en compte du

contexte environnemental et de comprendre les relations avec les traits.

6.2.Exploration des interactions complexes dans les mélanges variétaux
La conception de regles d'assemblage pour les mélanges variétaux est entravée par un manque
de compréhension des mécanismes écologiques sous-jacents et des interactions complexes
associees. Bien que certaines études aient commencé a explorer certains mécanismes liés aux
effets des mélanges variétaux, il reste encore beaucoup a découvrir. Les lacunes actuelles
concernent notamment les liens entre les caractéres des variétés et d'autres services
écosystémiques au-dela de la production de grains ou de la résistance aux maladies. Les
mélanges variétaux peuvent influencer la qualité des grains, l'utilisation de I'eau et des
nutriments, le controle des mauvaises herbes et des ravageurs, ainsi que les interactions avec
les communautés du sol. Peu d'études ont examiné comment la diversité des melanges variétaux
affecte la dynamique des populations d'insectes et de leurs prédateurs. Une meilleure
compréhension des mécanismes physiologiques et écologiques, comme la facilitation, la
complémentarité, la compensation et la concurrence, est nécessaire. Ces interactions
influencent les interactions plante-insecte, la compétition entre plantes et la disponibilité des
ressources, impactant ainsi la performance des mélanges variétaux. Enfin, il est crucial de
comprendre comment les caractéristiques des variétés interagissent pour fournir des services
écosystémiques. Rechercher les liens de causalité entre les combinaisons de caracteres et les
mécanismes écologiques bénéfiques est essentiel pour améliorer la conception et I'application

des mélanges variétaux.

6.3.Un apercu sur les aspects techniques a explorer
De nombreuses questions techniques restent a explorer concernant les mélanges variétaux. Il
est essentiel de comprendre les synergies entre la selection de variétés monoculturales et le
développement de mélanges, afin d'exploiter pleinement la diversité génétique fonctionnelle.
Un défi majeur est la gestion du nombre considérable de combinaisons de variétés a tester. |l
est nécessaire de développer des stratégies simples pour réduire le nombre de combinaisons a

évaluer. Une autre difficulté technique est la séparation des variétés apres la récolte pour des
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mesures et analyses individuelles, nécessitant des méthodes plus efficaces. Les caractéristiques
individuelles des variétés au sein des mélanges sont souvent négligées, bien qu'elles soient
cruciales pour identifier les combinaisons de caracteres fournissant des services spécifiques.
Enfin, les expériences en conditions reelles sont rares mais indispensables pour comprendre et

prédire les performances des mélanges dans des contextes variés.

6.4.Au-dela des limitations actuelles vers une gestion éclairée
La recherche antérieure a souvent utilisé des variétés dominantes, limitant la variabilité
génetique dans les mélanges. Pour maximiser les avantages, il est nécessaire d'explorer une plus
grande diversité de caracteres et de variétés, ce qui améliorerait la résilience des cultures face
aux changements environnementaux. La plupart des recherches se concentrent sur les céréales,
laissant un manque de connaissances sur les mélanges variétaux dans d'autres systemes de
culture, comme les cultures légumiéres annuelles. Explorer ces contextes pourrait améliorer la
durabilité et la performance des agroécosystémes. Les conditions optimales pour bénéficier des
services fournis par les mélanges variétaux restent floues. Il est crucial de déterminer les
circonstances spécifiques dans lesquelles les mélanges sont les plus bénéfiques pour permettre
aux agriculteurs de maximiser les avantages en fonction des conditions locales. Enfin, il est
essentiel de comparer la diversité végétale interspécifique et intraspécifique pour mieux
comprendre leur impact relatif sur les processus écologiques en agriculture et ainsi élargir les

options de gestion pour les producteurs.

7. Schéma conceptuel de la thése et les expérimentations réalisées

7.1.Schéma conceptuel de la these

Le titre de la thése, "Evaluation de la pertinence des mélanges variétaux de riz pluvial (oryza
sativa) pour I’optimisation du rendement et la résistance aux contraintes du milieu", met en
évidence la nécessité d'explorer les mélanges variétaux dans le contexte spécifique de la culture
du riz pluvial a Madagascar. La question de recherche centrale, porte sur I'évaluation de
I'efficacité des mélanges variétaux dans des conditions réelles sur le terrain. La justification de
cette question de recherche découle de plusieurs constats importants. Tout d'abord, il est relevé
que les pratiques agricoles visant a instaurer une diversité dans les champs ont été largement
étudiées dans divers contextes, tels que la rotation des cultures, I'agroforesterie, la culture de
couverture, et 1’association de culture. Cependant, il est noté qu'il y a eu peu de justifications
concernant les mélanges varietaux, malgre leur potentiel pour améliorer le rendement et la
résistance aux contraintes du milieu. De plus, il est souligné que les études antérieures se sont

principalement concentrées sur la production et la résistance a la maladie, avec des résultats
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souvent issus de travaux en écologie. Ces résultats ont montré une augmentation modeste du
rendement et une réduction variable de la maladie, mais sans forcément répondre aux
préoccupations principales des agriculteurs. En effet, I'accent est mis sur les besoins concrets
des agriculteurs, qui sont davantage intéressés par la maniére de choisir les variétés a mélanger,
d'optimiser les résultats sur le terrain, et de mettre en place des pratiques adaptées et des
conditions adéquates.

Nous avons identifié trois sous-themes principaux pour évaluer les mélanges variétaux de riz
pluvial. Le premier sous-théeme porte sur une évaluation un modéle fonctionnel en tenant
compte des diversités phénotypiques, le deuxieme sous-theme vise a évaluer différents
agencements spatiaux sous deux conditions agroécologiques ou deux modes de fertilisation
différents, et enfin, le troisieme sous-theme sur une évaluation a long terme des mélanges
variétaux avec des variétés rustiques, ¢’est-a-dire en condition hors maladie. Ces sous-thémes
sont congus pour répondre a la question de recherche principale et pour combler les lacunes
existantes dans la littérature scientifique. Chaque sous-theme répond a des questions de
recherche spécifiques (QR dans la Figure 3). Les sous-objectifs testés dans chaque question de
recherche sont notés dans la Figure 3 et dont 1’objectif final de la thése est de concevoir un regle

d’assemblage afin de répondre aux besoins concrets des agriculteurs.

Tire:  Evaluation de la pertinence des mélanges variétaux de riz pluvial (oryza sativa)
pour optimisation du rendement et la résistance aux contraintes du milieu

Question principale: Comment procéder a des évaluations de I'efficacité des mélanges variétaux dans des
conditions sur terrain en prenant le cas de Madagascar?
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complémentaires ou compétitives? des interactions plante-plantes? hors maladies avec des variétés rustiques?
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Régle d’assemblage sur les mélanges variétaux

Figure 3 : Schéma conceptuel de la thése et objectif général
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7.2.Description des différents études et expérimentations réalisées
A part ce premier chapitre qui illustre I’état de connaissance sur les mélanges variétaux, trois
experimentations différentes constituent les chapitres suivantes. Le second chapitre porte sur
un modele fonctionnel sur les performances des mélanges. Différents modalités de mélanges
sous différentes conditions agroécologiques sont présentés dans le troisieme chapitre. Le

quatriéme et dernier chapitre fait I’objet d’une évaluation a long terme des mélanges variétaux.
Etude 1 : Evaluation des mélanges variétaux par un modele fonctionnel

I1 s’agit d’une premicre expérimentation a Ankazomiriotra avec 10 variétés de riz pluvial. Ce
chapitre illustre I’introduction d’une diversité au champ avec les 10 variétés de riz pluvial. De
ces dix variétés, 45 assemblages sont réalisés. Le deuxieme chapitre permet donc d’évaluer les
performances de ces mélanges en production et a la résistance a la maladie. A part I’évaluation
globale, le package R FunctClust a été utilisé afin d’identifier les assemblages performants en
production et en résistance a la maladie. Les deux premiers sous objectifs ont été testés. La
question de recherche centrale porte sur le niveau de complémentarité ou de compeétitivité des
variétés associées, ainsi que sur I'impact des complémentarités des niches sur les performances

des mélanges.

Etude 2: Evaluation par différents agencements spatiaux sous deux conditions
agroécologiques difféerentes

Cette étude concerne la deuxiéme expérimentation de la these (chapitre 3). Les quatre variétés
les plus contrastées du deuxiéme chapitre ont été identifiées afin de tester les effets de leur
mélange sur différents agencements et densités et surtout avec deux conditions agronomiques
différentes (niveau de fertilisation). Toutes les contraintes environnementales sont prises en
compte dans ce chapitre : maladies (pyriculariose, BLB), mauvaises herbes, sol. Ce chapitre
tend a définir 1’organisation spatiale la plus adéquate ainsi que les variétés idéales a associer
face a toutes ces contraintes. Tous les sous objectifs ont été testés. L.’évaluation vise a répondre
a la question de recherche sur les facteurs contrélables pour optimiser les interactions plante-

plante, ainsi que sur I'évaluation des différents modes de fertilisation.

Etude 3 : Evaluation avec des mélanges de variétés locales pendant trois campagnes

culturales
Cette étude dans le chapitre 4 décrit différentes expérimentations sur les mélanges variétaux de

riz pluvial pendant trois campagnes culturales de 2013 a 2016. Quatre variétés élites des
paysans ont fait I’objet de I’étude et la production en grain pendant ces trois campagnes a €té
évaluée. Le troisieme sous objectif a été testé. La question de recherche se focalise sur les
performances des mélanges variétaux dans des conditions hors maladies avec des variétés
rustiques
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CHAPITRE 11 :

Evaluation des melanges variétaux par

un modele fonctionnel
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Ce deuxiéme chapitre présente une étude qui vise a déterminer si les mélanges variétaux d'une
méme espece peuvent améliorer les rendements et la résistance des cultures aux maladies en
utilisant une modélisation statistique FunctClust. La synthese des différentes parties de ce

chapitre est présenté ci-apres.

Introduction

La monoculture est souvent utilisée dans les systémes agricoles modernes pour avoir des
rendements élevés (Balasubramanian et al., 2007). Néanmoins, cette pratique peut favoriser
I'émergence de populations pathogénes résistantes, conduisant a des pertes de récoltes
(Papy&Goldringer, 2011). De plus, les agriculteurs pratiquant une agriculture de subsistance
n'ont souvent pas acces a des intrants externes comme les engrais et les pesticides (Gerardeaux
et al., 2012). La mise en ceuvre de solutions inspirées de la nature basées sur les connaissances
écologiques peut étre une solution efficace pour améliorer la multifonctionnalité des cultures.
La diversification des cultures est souvent proposée comme solution pour améliorer leur
résilience face a un monde en constante évolution (Altieri, 1989; Altieri et al., 2012). Cette
stratégie est d'autant plus importante dans certaines régions du monde ou les changements
climatiques ont un impact direct sur la performance des systémes de culture, ainsi qu'indirects
par I'augmentation de la pression des ravageurs et des maladies (Dumont et al., 2021). En effet,
la diversité dans les écosystéemes agricoles peut maximiser les services écosystémiques,
notamment en limitant les pertes de récoltes dues aux maladies et aux ravageurs (Dhanda et al.,
2022; Timsina and Connor, 2001). Il existe deux méthodes pour augmenter la diversité
spécifique dans les champs: la premiére consiste a associer différentes especes, augmentant
ainsi la diversité interspécifique, et la deuxieme consiste a mélanger différents génotypes d'une
méme espece, augmentant ainsi la diversité intraspécifique (Litrico and Violle, 2015). La
diversité intraspécifique ou mélange de variété a été utilisée dans cette étude étant donné qu’elle
présente l'avantage d’avoir moins de variabilité phénologique, la durée du cycle cultural étant
a peu pres la méme, toutes les récoltes peuvent se faire en une fois. La résistance aux maladies
peut étre modifiée en réponse aux interactions plante-plante de méme génotype. L’utilisation
de mélanges de variétés peut contribuer ainsi a maximiser plusieurs objectifs agronomiques
simultanément, méme si les avantages de la diversité intraspécifique sur la multifonctionnalite
des cultures restent a démontrer (Kiar et al., 2012; Vidal et al., 2020; Zhu et al., 2000).

Dans cette étude, nous avons cultivé dix variétés de riz pluvial en culture pure en effectuant
toutes les combinaisons binaires (mélanges) au champ, dans des conditions de culture

traditionnelles. Le but de cette étude est de déterminer si la diversification des cultures peut
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aider a optimiser la multifonctionnalité des cultures et de savoir comment cette diversification
peut étre mise en place. Pour ce faire, les performances agronomiques des mélanges variétaux
de riz pluvial ont été évaluées dans un premier temps, la production en rendements en grain et
rendement en biomasse, en second lieu, la résistance a la maladie pyriculariose (Pyricularia
oryzea). Des associations composées de variétés présentant deux niveaux de résistance
(sensible et semi-sensible) ont été utilisées. Notons que les avantages des mélanges
interspécifiques et intraspécifiques sont confirmés par de nombreuses études, alors que les
regles d'assemblage pour la conception d'un mélange génotypique multifonctionnel ne sont
toujours pas identifiées. L’objectif final de cette étude est donc de chercher a déterminer si
différentes regles d’assemblages génétiques peuvent étre fournies a partir des différentes
fonctions testées qui sont la productivité et la résistance aux maladies). Les hypothéses
suivantes ont été formulées: (i) Les mélanges variétaux améliorent la performance
agronomique des cultures, objet du premier sous-objectif « Améliorer les performances
agronomiques globales (potentiel de rendement) ». (ii) La présence d’une variété performante
permet d’atténuer les effets de différents stress environnementaux sur les cultures et de
promouvoir les effets attendus des mélanges variétaux. Ceci fait partie du deuxiéme sous-

objectif

Matériels et méthodes

L'expérience a été menée dans le Moyen Ouest de Madagascar dans la région du VVakinankaratra
(19°40'00.82"S 46°32'11.49"E) a une altitude de 900-1100 m. Les dix variétés de riz pluvial
appartenant au panel japonica tropical ont été sélectionnées selon des critéres basés sur la
diversité phénotypique des racines et leur résistance a la maladie pyriculariose du moins
sensible & plus sensible. Les variétés ont été associees donnant un total de 55 traitements (45
mélanges binaires et 10 monocultures). Un design alpha lattice a été adopté divisant les 55
traitements dans 5 blocs ou répétitions. Ensuite chaque bloc a été subdivisé en 11 sous-blocs de
cing parcelles chacun. Les 5 parcelles ont été disposées de maniere aléatoire dans chaque sous
bloc donnant un nombre total de 275 parcelles dans toute I’expérimentation. Chaque parcelle
de 2,24 m2 comporte chacun 56 poquets de riz. La distance entre les lignes et les rangs entre
chaque poquet est de 20 cm. Le fumier bovin est le seul engrais utilis¢ avec une dose d’apport
d’environ 6 t. hal. Durant ’expérimentation, les caractéristiques phénologiques et aériennes,
les mesures liées au rendement et les mesures de résistance aux maladies ont été collectées pour
chaque variété de riz cultivée en pures et en melanges. Les durées de chaque phase de
développement sont classées comme des caractéristiques phénologiques. Des traits

phénotypiques (tels que la hauteur maximale, le nombre de talles et de feuilles) sont aussi pris
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en compte ainsi que les composantes du rendement : 1’indice de stérilité des épillets, I’indice de
récolte, le poids de 1000 grains.

Pour évaluer la résistance a la pyriculariose, deux parametres ont été pris en compte :
I’incidence et la sévérité de la maladie. L’incidence de la maladie a été calculée en pourcentage
de poquets infectées par variété dans chaque parcelle. La sévérité de la maladie est exprimée
par la surface foliaire ayant des l1ésions par rapport a la surface foliaire d’une plante saine en
culture pure. L’indice de surface foliaire (LAI) a été mesuré a I’aide d’un SunScan (sonde de
type SS1 v1.02R.) pendant la floraison. Des indices ont été calculées sous forme de ratio :Land
Equivalent Ratio (LER) et Net Effect Ratio of Disease (NERDI) pour évaluer les performances
des mélanges en production et en résistance a la maladie (Mead and Willey, 1980). Ces ratios
ont été utilisés pour déterminer si les mélanges variétaux génerent des gains par rapport aux
cultures pures et pour évaluer si les mélanges sont plus résistants a la maladie que les cultures
pures. Les variations entre les mélanges et les cultures pures ont été testées a l'aide de la
méthode d’ANOVA. Les variables analysées sont le rendement en grains et en biomasse,
I'incidence de la maladie et la sévérité de la maladie. Les caractéristiques des variétés en pures
ont été utilisées afin de calculer les distances entre les traits des variétés. Les distances
génétiques ont été obtenues a partir de la détermination des SNP (Single Nucleotide
Polymorphism et une matrice de distance génétique entre les dix variétés a été calculées avec
le logiciel TASSEL version 5.2.57. Un test de Pearson a été effectué pour déterminer la relation
entre les différents types de distance et les performances agronomiques étudiées.

Ensuite, nous avons utilisé un modele combinatoire FunctClust afin d’avoir une classification
fonctionnelle des variétés dans des groupes fonctionnels (Jaillard et al., 2018a, 2018b).
L'algorithme utilisé dans ce modéle est basé sur une procédure qui divise les individus en
groupes fonctionnels en fonction de leurs effets sur la performance observée de I'assemblage et
maximise I'ajustement aux données observées. Le modéle est implémenté en deux étapes : la
calibration et la validation pour la performance mesurée. Le modele fournit un arbre
hiérarchique qui divise les individus/composants en groupes impliquant au mieux les variations
observées dans une performance donnée. L'efficacité du modéle est mesurée a l'aide de la
précision prédictive (E) et du coefficient de détermination (R?). Le nombre optimal de groupes
est déterminé a l'aide d'un AIC, et le coefficient E permet d’estimer la probabilité d'obtenir les
mémes résultats si nous répetons I'expérience exactement de la méme maniére. Une fois que le
nombre optimal de clusters a été déterminé par le modéle, toutes les combinaisons observées
sont classées comme un motif d'assemblage, qui est I'association de deux variétés du méme

groupe fonctionnel ou de groupes fonctionnels différents. Le package "functClust™ est utilisé
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pour l'analyse combinatoire. Deux modeéles ont été créés, I'un basé sur le rendement en grains

pour la production et l'autre basé sur I'incidence de la maladie pour la résistance a Pyriculariose.

Résultats

Les résultats montrent que les mélanges variétaux ont produit en moyenne 14 % de grains en
plus que les cultures pures, et 4% de plus de biomasse vegétative. Pour la sensibilité des cultures
aux maladies, incidence a été réduite de 21 % dans les parcelles en mélange et la sévérité a été
réduite de 48%. Les différentes composantes du rendement étudiées telle que I'indice de récolte
et de stérilité des épillets ainsi que et le poids de 1000 grains ont été significativement différents

dans les mélanges et les cultures pures dans toutes les expériences.

Les variétés ont eté regroupées de maniére optimale en cing groupes fonctionnels pour leur
capacité a produire des grains. La variété EARLY MUTANT IAC 165 a formé un groupe
unique « A » se distinguant clairement des autres. Les motifs d'assemblage "ac" et "ab"
indiquant des mélanges avec la variété du groupe A sont les plus performants en production en
grains. La classification fonctionnelle sur l'incidence & la maladie a permis de séparer les
variétés en trois groupes fonctionnels ou PRIMAVERA se distingue des autres. Les motifs
d’assemblages qui sont les plus résistants a la Pyriculariose sont ceux ou on peut trouver cette
variété PRIMAVERA dans les mélanges. Les cultures pures ou les mélanges de deux variétés
dans le groupe B= {IRAT 109 et DOURADO PRECOCE} sont les plus sensibles.

Les distances génétiques entre les variétés sont significativement corrélées avec le rendement
en grains, mais pas avec la résistance aux maladies. Les mélanges de variétés ont un fort effet
positif sur le rendement en grains, les différentes composantes du rendement étant
significativement différentes dans les mélanges et dans les cultures pures. Les variétés peuvent
étre regroupées de maniere optimale en groupes fonctionnels sur la base de leur capacité a
produire des grains. es distances génétiques sont significativement corrélées avec le rendement
en grains. Cependant, les caractéristiques écologiques des variétés n'influencent pas la

résistance aux maladies des mélanges variétaux.

Discussions

Cette étude a permis d’évaluer le potentiel de 1’utilisation des mélanges intraspécifiques sur
différentes fonctions dans des conditions de terrain. Elle a permis de tester I'application de
théories écologiques en utilisant la diversification des cultures notamment les mélanges
variétaux. Plusieurs défis sont associés a 1’application des mélanges a savoir les predictions
contrastées, la validation dépendante du contexte et l'absence de regles d'assemblage

génériques. Nous avons élaboré des modeéles fonctionnels afin d’avoir des pistes de régles dans
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des systemes de culture de riz pluvial au champ soumis a des conditions environnementales
specifiques ou on peut sentir les effets des changements climatiques. Les résultats ont révélé
des avantages prometteurs des mélanges de variétés de riz, avec une augmentation significative
de 14 % de la production de grains et une réduction substantielle de 34,5 % de la pression de la
maladie Pyricularia oryzae. Nous avons aussi obtenu deux modeéles différents sur cette
production en grains et la résistance a la maladie ou les groupes fonctionnels sont formés par
des variétés différentes selon la fonction étudiée. L'avantage du mélange est attribué a la
complémentarité dans l'utilisation des ressources (Li et al., 2023; Reiss and Drinkwater, 2018)
et & une dimension temporelle potentielle du compromis croissance-défense (De Tombeur et
al., 2023).

Afin de justifier cette théorie de compromis croissance-défense, nos résultats ont montré une
absence d’effet significatif entre les distances génétiques et les distances phénotypiques. Des
variations de traits ont été observé au sein et entre les groupes fonctionnels. Dans le modéle de
production en grain, une divergence par rapport aux schémas anticipés a été observée. Les
associations les plus productives sont les mélanges d’une variété a cycle long avec des variétés
a cycle court. Tandis que pour les caracteristiques des talles ou des feuilles, des assemblages de
variétés a traits identiques ont été efficaces. Dans le modele de résistance a la maladie, les
assemblages efficaces dépendent de la présence d’une variété résistante (Primavera) dans les
mélanges. Les assemblages les plus sensibles sont les mélanges ou 1’on trouve deux variétés a
cycle long et ayant des feuilles plus longues que les autres. L’allocation de la production en
feuille peut ainsi induire a une augmentation de sensibilité a la maladie. Ce compromis rend
difficile ’obtention d’une multifonctionnalité avec un seul mélange. La multifonctionnalité
apparait lorsqu'un systeme est composé d'une biodiversité multiple augmentant la fonction de
I'écosysteme (Finney and Kaye, 2017). Alors que des études moléculaire ont identifiés des
expressions génétiques liées a la croissance et a la défense (De Tombeur et al., 2023) ; notre
analyse phénotypique met en lumiére les implications pratiques de ces dynamiques génétiques
dans un contexte agricole global. Les interactions complexes entre les traits révélées par notre
étude completent les résultats de Felix et al., (2023) offrant ensemble une compréhension plus
complete du compromis croissance-defense chez les génotypes de riz.

Les meélanges variétaux sont une pratique agronomique innovante qui devrait ameliorer les
performances agronomiques globales et garantir la stabilité dans le temps (Creissen et al., 2016;
Lehman and Tilman, 2000). L'utilisation de modéles combinatoires s'est avérée efficace pour
évaluer les multifonctionnalités des mélanges variétaux. Nos résultats ont montré de bons
modeles avec des coefficients de détermination et des coefficients de précision élevés. Les

résultats obtenus dans ce travail peuvent servir aux agriculteurs qui veulent pratiquer les
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mélanges variétaux. Il est intéressant de mélanger des variétés ayant des capacités de production
différentes pour obtenir des mélanges de cultures trés performants, et il semble important
d’utiliser des variétés ayant des degrés de résistance différents pour obtenir une culture trés

résistante.

Conclusion et perspectives

Cette étude s'intéresse a l'effet positif de la diversification des systemes de culture sur la
résilience des récoltes face aux changements climatiques et aux pressions des ravageurs. La
création de mélanges variétaux peut contribuer @ maximiser simultanément plusieurs objectifs
agronomiques. Dans ce contexte, cette étude a permis d’évaluer I’amélioration du rendement et
la résistance aux pathogénes en utilisant différentes variétés de riz pluvial. Elle a également
permis d’identifier des assemblages génétiques qui maximisent ces performances. Les résultats
montrent que les mélanges de variétés ont un effet positif sur le rendement des grains avec un
gain de 14%, mais aucun effet sur la biomasse végétative. La sensibilité des cultures aux
maladies a été réduite de 34,5 % dans les parcelles en mélange. La classification réalisée a
posteriori a permis d’identifier quatre et trois groupes différents dont les combinaisons ont des
effets différents sur le rendement des grains et la résistance aux maladies, respectivement. Ces

groupes varient en fonction des performances évaluées.

Les résultats de cette étude offrent des perspectives prometteuses pour la gestion des systéemes
de culture soumis a des changements climatiques rapides et intenses. Les distances génétiques
ont été positivement corrélées a la production. Une plus grande prise en compte des multiples
aspects des caractéristiques des plantes est nécessaire pour disposer de toutes les informations
a I'appui de la théorie écologique. Pour obtenir un mélange hautement multifonctionnel, il est
recommandé de mélanger des variétés ayant des capacités de production et des degrés de
résistance différents. Des expérimentations sur plusieurs années sont nécessaires pour voir la
stabilité des rendements en fonction du temps. Aussi, la sélection des variétés utilisées par les

agriculteurs dans différentes régions est recommandée pour avoir leurs adhésions.

Ce chapitre a été soumis sous forme d’article scientifique dans Journal of Applied Ecol
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ABSTRACT

1. Ecological theory suggests that increasing genetic diversity can promote multiple agronomic
performances simultaneously. Greater agrobiodiversity should particularly benefit traditional low-input
farming systems, where climate change drastically affects yields both directly and indirectly through
increased pest and pathogen pressures. However, the potential of varietal mixture, that is the cultivation
of different genotypes within a field, to enhance multiple agronomic outcomes remains to be
demonstrated. Furthermore, not all varietal mixtures can provide such benefits and the identification of
the composition of the most promising mixtures is a critical challenge.

2. We performed an on-farm experiment to assess the potential of genotype mixture of tropical upland
rice to improve crop yield and resistance to pathogens simultaneously. We grew ten varieties as pure
stands as well as all pairwise combinations (mixtures) under traditional low input growing conditions in
Madagascar. For each variety component, we quantified grain yield at maturity and screened the impacts
of blast disease (Pyricularia oryzae) on all individuals during the growing season. In addition, we
compared the ability of an a priori approach based on the genetic and phenotypic distances between
mixed varieties and an a posteriori approach based on a combinatory model to identify the assemblages
that maximize the studied functions.

3. We found an average gain of grain yield of 14% and an average gain of 4% of biomass yield related
to the cultivation of variety mixtures as compared to pure stands. Moreover, the impact of Pyricularia
oryzea incidence and severity was reduced by 21% and 48% in genotypic mixtures, confirming their
potential in promoting either agronomic yield or pathogen resistance. However, results from the
combinatory model indicated that different combinations of genotypes promoted grain production and
disease resistance, indicating that a given mixture cannot simultaneously enhance both agronomic
outcomes. Furthermore, we reported no significant effects of genetic and phenotypic differences on the
performance of genotype mixtures, challenging the long-term search for assembly rules of crop mixture.
4. Synthesis and applications. The benefits of mixing varieties for rice grain production and disease
resistance open promising avenues for the management of cropping systems submitted to rapid and
intense climate changes, although the use of varietal mixture may be of limited interest for improving
the multifunctionality of cropping systems. Farmers must weigh the trade-offs between enhanced
disease resistance and potential reductions in yield when deciding to use varietal mixtures. Their
decision should be well-informed and aligned with the specific needs and goals of their farming system.
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INTRODUCTION

Modern cultivated fields are considered as simple agroecosystems populated by only one
species and, often, only one genotype. They are designed to reach the highest level of production in a
large range of environmental constraints, including disease pressures (Papy&Goldringer, 2011). Last
decades, this objective has been achieved through the combined use of high-performance varieties and
external inputs such as fertilizer and pesticides. However, growing these highly productive varieties in
monoculture has increased pathogen pressure, notably because the massive use of pesticides has
facilitated the emergence of pathogen resistance, which has in turn resulted in important yield losses
(Schaffrath et al., 1995). In addition, the use of external inputs remains inaccessible to most subsistent
farming systems, notably in the developing world where limited liquidity strongly constrains agricultural
practices (Tittonell and Giller, 2013). Finally, crop productivity is no longer the sole objective and
agroecosystems are expected to provide a growing number of functions and services to address the
challenges posed by rapid climate changes and increasingly prevalent societal and environmental issues
(Gamfeldt, 2008). Although the issue is considerable, the design of farming systems to achieve multiple
objectives remains non-operational due to a lack of a strong theoretical corpus. The implementation of
Nature-Based Solutions, rooted on ecological knowledge of the functioning of natural ecosystems
(Altieri et al., 2012), could be an effective way to improve the multifunctionality of crops (Eggermont
et al., 2015). These solutions are based on the abundant ecological literature focused the relationship
between biodiversity and ecosystem functioning (Finn et al., 2013; Isbell, 2015), which states that the
reintroduction of diversity in agroecosystems can maximize multiple ecosystem functions (Hooper et
al., 2005). It has indeed been shown that increasing diversity can stabilize crop production through
reducing the impact of climate change (Barot et al., 2017; Kier et al., 2012), and can limit yield losses
caused by diseases pests (Skamnioti and Gurr, 2009; Zhu et al., 2000). Nonetheless, despite the rich
literature on multifunctionality in natural ecosystems (Hector et al., 2007; Jucker and Coomes, 2012),
whether and how crop diversification can help optimize crop multifunctionality has not yet been
thoroughly tested.

Increasing within-field crop diversity can be achieved through different approaches, including
the association of different species through time (crop sequence) or space (intercropping), and the
simultaneous cropping of different genotypes from the same species in varietal mixtures (Gaba et al.,
2015) (Gaba et al., 2015). From an agronomic point of view, the management of genotype mixtures can
be less complex than the one of species mixtures, given the lower variability of harvesting dates in
genotype mixtures that leaves the possibility to harvest all the varieties at once (Verret et al., 2020).
However, the benefit of genotype mixtures for the provision of multiple agronomic outcomes may be
limited as compared to species mixture since intraspecific functional diversity is generally lower than
interspecific diversity. Nonetheless, recent experiments focused on varietal mixtures of wheat and rice
have demonstrated the agronomic interest of these mixtures for individual agronomic performance such
as yield production and disease resistance (Borg et al., 2018; Montazeaud et al., 2020b; Vidal et al.,
2020; Zhu et al., 2000) . Positive effects of genotype mixtures on agronomic performance involve
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different ecological mechanisms. Overyielding in genotype mixtures can result from both niche
complementarity and hierarchical competition (Mahaut et al., 2023). Niche complementarity in varietal
mixtures refers to the different uses of resources by varieties, resulting in better utilization of the local
pool of resources and thus higher yields (Kopp et al., 2023; Montazeaud et al., 2018; Wuest et al., 2021).
Hierarchical competition arises when mixed genotypes display different competitive abilities. It can lead
to higher yields in varietal mixtures as compared to pure-stands if the stronger competitor wins more
yield than the lower competitor loses in the mixture (Mahaut et al., 2023). Higher resistance to pathogens
in varietal mixtures can notably emerge from barrier effect and dilution effect (Tooker and Frank, 2012;
Wolfe, 2000). Figure 1 illustrates key mechanisms regulating diseases in varietal mixtures, highlighting
five principal strategies (Borg et al., 2018). The use of resistant varieties as a barrier (Figurel.b) to the
spread of pathogens is the best-known process (Finckh and Mundt, 1992; Zhu et al., 2000). Mixing
varieties with different levels of resistance can also reduce the incidence of diseases by introducing a
diversity of managing strategies as dilution effect (Figurel.b) or the way of leading to diverse pathogen
populations (Figurel.c) (Creissen et al., 2013; Wuest et al., 2021). Moreover, disruptive selection
(Figurel.d) in mixtures reduces the speed of pathogen adaptation, aligning with the concept that mixing
varieties with different resistances decrease disease incidence and the compensation effect (Figurel.e)
induce a balance, where less susceptible varieties compensate for poor growth in more susceptible ones.
However, plant susceptibility to disease can change in response to plant-plant interactions (Pélissier et
al., 2021a). .
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Figure 1: Ecological mechanisms involved in the regulation nof disease in a mixture. a) dilution effect, b) barrier
effect, ¢) premunition effect, d) disruptive selection and e) compensation effect (Borg et al., 2018)
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Furthermore, the benefit of increasing crop genetic diversity can be more important in stressful
conditions (so-called stress gradient hypothesis (Craven et al., 2016; Maestre et al., 2009)). This further
complicates the choice of genotypes to mix, as they have to possess traits that give them both adaptation
to local environmental constraints and the ability to manage competitive interactions generated by
different neighboring plants. Consequently, the assembly rules for designing multifunctional genotypic
mixture are still unidentified (Malézieux, 2012; Montazeaud et al., 2020b).

Using phenotypic and genetic distance to identify the most promising genotypes to assemble is a long-
term research objective in agroecology (Litrico and Violle, 2015) . In that perspective, a key issue is to
identify the phenotype dimension, or functional traits (sensu (Violle et al., 2007)), that are involved in
the different mechanisms cited above. While plant height and growth rate have been widely associated
to the competitive abilities of species, the Furthermore, traits associated to plant growth and productivity
can trade-off with traits that enhance plant resistance to pathogens as recently shown in rice (De
Tombeur et al., 2023). These findings challenge the identification of the most promising genotype
mixtures based on a priori knowledge. Alternatively, Jaillard et al. in (2018b) developed a promising a
posteriori clustering method that groups varieties or species based on their ability to perform with others.
Assembly rules are essential in ecological research as they provide structured guidelines for selecting
and arranging species within ecological communities (Gotzenberger et al., 2012; Jaillard et al., 2021).
These rules are crucial for achieving specific ecological functions, preserving biodiversity, and
enhancing the resilience and stability of ecosystems, making them a fundamental component of
ecological studies (Belyea and Lancaster, 1999; Gotzenberger et al., 2012; Temperton et al., 2005). An
ambitious experimental design can thus help identify the beneficial combinations using this clustering
method, even if it has never yet been tested for such a purpose.

Here, we investigated the effect of varietal mixtures versus pure stands in upland rice of the Madagascar
highlands. Upland rice has been popularized in the central highlands of the country to compensate the
low production of lowland rice (Breumier et al., 2018). The Madagascar rice diversity is particularly
rich: the national collection lists more than 4,000 local varieties and 2,000 enhanced varieties resulting
from varietal creation (Radanielina et al., 2013b). The valorization of this diversity is important in order
to promote the national production. We focused on the impact of mixing varieties on crop production
and disease resistance. We tested the predictive ability of phenotypic and genetic distances compared to
an a posteriori clustering method and discussed the consequences for the design of innovative cropping
systems in regions of the world submitted to rapid and severe climate changes.

MATERIAL AND METHODS

Study site and experimental design.

The experiment was conducted in the Central Highlands of Madagascar in the Vakinankaratra region
(19°40'00.82"S 46°32'11.49"E) at 900-1100m altitude (Figure 2). The region is characterized by a
tropical high-altitude climate (a warm rainy season from mid-October to April and a cooler dry season
from May to September). The average total rainfall is 20mm, with the highest amounts falling in
December and January (approx. 300mm). The average temperature during the growing season is 25°C
(minimum: 12°C and maximum: 35°C). Rainfed crops are grown in Ferralsols on Tanety (slopes of hills
targeted for rainfed cropping practices), characterized by a pH of ca. 5.1 and a cation exchange capacity
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lower of 16cmol.kg™? . These properties reduce nutrient availabilities in the soil, as well as its ability to
retain basic cations on its adsorbent complex, resulting in deficiencies in several elements such as
phosphorus, calcium, magnesium and nitrogen (Raminoarison et al., 2020). We selected ten upland rice
genotypes from a tropical japonica rice panel, namely: PRIMAVERA, EARLY MUTANT IAC 165,
IAC 25, IR53236-275-1, DOURADO PRECOCE, CIRAD 392 (FOFIFA 152), CIRAD 394 (FOFIFA
154), CIRAD 488 (FOFIFA 161) IRAT 380 and IRAT 109, based on their contrasted ecophysiological
characteristics (Courtois et al., 2013; Rakotoson et al., 2021) to maximize a priori diversity of root traits
and resistance to blast (Table S1).
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Figure2: Alpha lattice experimental design with 5 blocks (referred as BLOCK) and 55 sub-blocks (referred as
Sb) conducted in the Vakinankaratra region. Each color referred to a block and each block contained 11 random
sub-blocks (8m *1.4m) composed by 5 randomized plots (1.6m *1.4 m). Squares with full color plots
represented plots with mixture of variety A (grey dotes) and variety B (black dotes). Squares crossed inside
corresponded to pure stand of 10 varieties. There was one pure stand per variety per block (10 pure stands per
blocks).
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These varieties were grown in pure stand and in bi-variety mixture (all combinations). This design
generates a total of 55 combinations (45 binary mixtures and 10 pure stands). We chose a block design
(alpha lattice) by dividing the field in five blocks and each block was further divided into 11 sub-blocks
(Patterson and Williams, 1976; Yau, 1997). Each combination was assigned randomly into the sub-
blocks to ensure equal representation of each treatment within and across blocks. One sub-block was
composed by five random plots (1.6m * 1.4 m) (5 combinations). This experimental design performed
a reliable evaluation of treatment effects to account for field heterogeneity (Patterson and Williams,
1976; Yau, 1997). Each plot was hand-sewn (eight) in hills (i.e. planting holes). The spacing between
rows and planting holes was 20cm, which leads to a total number of 56 hills per plot. We applied a cattle
manure of about 6t DM. ha 1, which corresponds to farming practices in the region. The manure was
characterized by 30.5% organic matter (17% carbon), 0.6% nitrogen, 0.1% phosphorus, 0.9% basic
cation (calcium, magnesium, potassium) and a pH = 7.49. We applied any pesticides nor herbicides. We
performed manual weeding during the establishment phase (first month).

Plant trait and yield measurements.

We collected traits related to plant phenology and competitive capacity on all varieties in all
experimental conditions (pure stands and mixtures). More specifically, we characterized the starting
date of the vegetative phase (germination, emergence, tillering), reproductive phase (panicle initiation,
heading, flowering) and maturation phase (grain filling and maturation) in julian days. We also assessed
the number of tillers and leaves as well as leaves length, and maximum plant height of five hills per plot
and variety at top of vegetative biomass production. Roots traits of the ten selected varieties were
extracted from the database published by Courtois et al. in (2013). At harvest time, we assessed the
yield components on the same individuals (hills) used for non-destructive trait measurements.
Specifically, we quantified: total number of panicles per plant, number of spikelets per panicle and
number of filled and empty grains per panicle. Data were further used to calculate an index of spikelet
sterility, the harvest index (ratio between grain weight and biomass weight), and the weight of 1000
grains. Lastly, all the hills were harvested, separated per variety and weighed to assess grain and
vegetative biomass.

Disease resistance measurements

Two parameters were considered to evaluate blast resistance: the incidence of the disease and the
severity of the disease. This was done by screening all 56 hills of every plot at flowering stage. Disease
incidence was defined as the number of hill who had more than five lesions caused by Pyricularia oryzea
(Qi et al., 2019; Zhang et al., 2016) . We averaged observations of hills from same variety to obtain a
single value per variety and per plot. We expressed disease incidence as the percentage of hills infected
per variety and per plot. To assess the disease severity, we calculated the leaf lesion area. In the field,
we measured the area of each lesion on a leaf one by one. Then, we sum these measurements to obtain
a surface area in cm? for a single hill. Afterward, we divided this area by the leaf area index (LAI) of a
healthy hill of the same variety in pure stand. LAI was evaluated using a SunScan (Probe type SS1
v1.02R) at flowering time.
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Land Equivalent Ratios (LER) and Net effect ration of disease (NERDI)
We estimated the benefit of mixing varieties for crop yield using the Land Equivalent Ratio (LER),
which quantified the relative land area required under monoculture to produce the same yield as under
crop mixture according to the formula:

LER = YAmix 4 YBmix (1)

Yapure  YBpure

where Y amix and Yg mix are the yields of two varieties (A and B) sown in mixture and Y a pure 2nd Y pure
the yields of the same varieties (A and B) grown in pure stand. A LER value of 1.0 (0.5/1 + 0.5/1),
indicates no difference in yield between the varietal mixture and the average of their single variety,
whereas values greater than 1.0 indicate a yield advantage for varietal mixtures.
Mirroring the LER, to compare the ability of varieties to resist to Pyricularia oryzae, we computed the
NERDI (Net effect ration of disease) to measure the disease (DI) intensity ((Cardinale et al., 2007; Li et
al., 2023; Rahajaharilaza et al., 2023). We computated two ratios: for the disease incidence and disease
severity. These ratios measure the difference between the actual disease infection and the expected
mixture infection based on pure crop infection and the variety proportions in the mixture. Unlike
measuring reduction, our index calculates the sensitivity ratio of disease in mixtures versus pure stands
within separate plots. Combining these relative indices involves aggregating the relative index of each
variety in mixtures and comparing it to the average when that variety is in a pure stand within the mixed
plots. The following formula was used to calculate the net effect ratio of disease:

NERDI _ _PaDlgmixt Pp-DIgmix )
(AB) Pa-DIapuret PB-DIB pure

NERDI g is the net effect ratio of disease of the mixture of varieties A and B. The ration is between
the observed disease (DI) incidence or severity in the mixtures and the expected disease incidence or
disease severity based in the infection’s levels in pure stands. pA and pB are the proportion nof the
variety A and B in the mixture (p=0.5). DImix iS the disease incidence or disease severity of the variety
A or B in mixed plots and Dl the average disease infections in pure stands per block for the variety.
A NERDI value above 1 indicates heightened disease in mixtures, while a NERDI value less than 1
indicates a higher resistance performance in the mixture than in the pure stand.

Genetic distance imputation

We calculated genetic distances using SNP data obtained through the Tassel GBS v5.2.37 pipeline
(Glaubitz et al., 2014) without initial filtering. The genetic data was stored in an online tool called
Gigwa-Genotype Investigator for Genome-wide Analyses (Larmande, 2015) We applied a preliminary
filter to select SNPs with a Minor Allele Frequency (MAF) greater than 1% and less than 20% missing
data. We further filtered the data by considering heterozygosity (Ho < 30%), MAF (= 1%), and an
imputation rate of (< 20%). This process resulted in a final dataset of 87,089 SNPs. To calculate genetic
distances between and within the ten varieties, we used TASSEL (Trait Analysis by aSSociation,
Evolution and Linkage) version 5.2.57.
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Statistical analyses

All statistical analyses were performed with R version 4.3.2 (2023-10-31 ucrt). The differences between
mixtures and pure stands were tested first by an ANOVA corresponding to the alpha lattice design used,
according to the model:

Y“BYS =p+ Ca + BB + SBBY + IDB + €apys (4)

where Y qpys IS the variable observed, p is the overall average of the variable in the plot (the average of
two varieties in mixture), C, is the effect of cropping condition (pure vs. mixture), SBg, is the sub-block
effect in the block and Bgis the effect of block, 1Ds is the fixed effect of variety identity in the plot, e is
the residual effect or model error. The variables analyzed by this model are grain and biomass yield,
incidence of disease and severity of attack. The differences in the means of the LER and DRR are
calculated by a student test using 1 and 2 as reference values, respectively.

We assessed the ability of a priori phenotypic and genetic distances to predict mixture yield and blast
resistance. First, we combined on-site measurements (phenology and above-ground traits) in pure stands
and root traits from the literature (Courtois et al., 2013). To compute trait distances (Euclidean distances)
between varieties, we used the dist function from the spaa R package. We performed a Pearson test to
evaluate the correlation between the different types of distances, plot-level yield and blast resistance.

Functional classification of varietal mixtures

We used the algorithm proposed by Jaillard et al. (2018) to generate a functional classification of the
mixtures according to their performance (here yield and blast resistance). This is a posteriori method
allowing the identification of a typology of varieties based on their effects in mixture. Briefly, the model
is based on a procedure that groups individuals into functional groups according to their effects on an
observed assembly performance and for which adjustment to the observed data is maximized. This
model is implemented in two steps: a calibration step followed by a validation step for a given
performance. An iterative approach is used in both cases. To begin with, the model provides a
hierarchical tree that divides varieties into groups that best account for observed variations in a given
performance. The model efficiency measured the predictive accuracy (E) and the coefficient of
determination (R2) at each pruning of the hierarchical tree. The model is then evaluated using AIC
(Akaike Information Criterion) comparisons to determine the optimal number of groups based on the
lowest AIC without overfitting. The accuracy coefficient estimates the possibility of having the same
results if we redo exactly the same experiment. The ratio between these two coefficients E/R? assesses
the quality or the robustness of the model: the closer to one, the more robust the model (Jaillard et al.,
2021). Once the model has determined the number of optimal clusters, all observed combinations are
classified as an assembly motif, which is the association of two varieties from the same functional group
or different ones. For example, if varieties are classified in three functional groups (A, B and C), there
will be six possible assembly motifs: “a”, “ab”, “ac”, “b”, “bc” and “c”. The assembly motif “a,” “b” or
“c” designates either single in a group or the association of two varieties from the same group. The
assembly motif “ab” designates the association of one variety from group A and one variety from group
B. The motif “ac” designated the association of two varieties from group A and from group C and so
one. The combinatorial analysis is performed with the "functClust" package (Jaillard et al., 2018a,
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2018b). In the study, two models were created. The first model on yield production based on grain yield
and the second model on disease incidence (the two output variables characterized by LER and DRR
significantly different from 1 and 2, respectively).

After conducting functional classification of varieties into functional groups based on both grain
production and disease resistance, the traits of varieties (grown in pure stands) within each functional
group were compared to determine potential dissimilarities. The following model was used:

Ysy05 = 1+ FGg + IDgs + Bg + SBg, + €pyp5

Where, Y05 Was the studied traits, p, the overall trait means, FGy pertains to the functional group,
clustered by either yield or disease and IDgs the identity of varieties within the functional groups. SBg,
was the sub-block in the block and Bg and finally, ep,es was the error of the model.

RESULTS

Varietal mixtures produced more grains and are less impacted by blast attacks than
pure stands.

The analysis of variance showed that the mixture condition had a strong positive effect on grain yield,
with mixtures producing 389Kg.ha (p<0.001) more than pure stands on average (Figure 3. A). To
decipher this overall effect on grain yield, we also studied how the mixture condition influenced the
different components of grain yield (Table 1). Among the five yield components studied, harvest index
and spikelet sterility as well as 1000-grain weight significantly differed between mixtures and pure
stands. There was no significant difference in vegetative aboveground biomass, disease incidence and
disease severity between mixtures and pure stands. Results of the full models are given in Table S2.
There were no differences between pure stands and mixtures on biomass yield; mean=4 468 Kg. ha*
and 4 404 Kg. ha™ respectively (p>0.05) (Figure 3.B). The disease incidence in mixtures was 12% lower
than in pure stands; mean in pure=57% vs means in mixtures=45% (p<0.001) (Figure 3.C). The disease
severity was halved in varietal mixtures. Mean in pure=2.7 cm?2 vs mean in mixtures=1.4 cm?, p<0.001
(Figure 3.D).

The LER for grain yield was 1.14 (p<0.01), indicating that the yield obtained in mixtures is significantly
higher than the expected yield based on the two mixture-component pure crops (Figure 4.A). The LER
values for for aboveground biomass production was slightly above 1 (mean=1.04, p=0.04) (Figure 4. B)
. In comparison to pure stands, mixtures showed an average 21% decrease in disease incidence (Figure
4.C) and 48% decrease in disease severity (Figure 4.D). NERDI values were lower than the reference
value of one.
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Figure 3: Differences in the production (A and B) and disease resistance (C and D) of rice varietal mixtures and
monocultures evaluated in a replicated field trial with 10 varieties and 45 pairwise mixtures. The differences
were assessed by ANOVA (SD=535.4 (A), SD= 897.9 (B), SD=10.08 (C), SD=0.5(D)p-value = 0.05 “.”, p-
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Figure 4 : Land Equivalent Ratio (LER) per plot for (A) grain yield and (B) biomass yield and Net Effect ration
of Disease (NERDI) of varietal mixtures on disease incidence (C) and (D) severity Each index was compared to
the reference value of 1 represented by the doted red line. This line delimits the performance of the mixtures.
Differences of mean value to the reference value are tested by Student test (df= 224). p-values are indicated by
stars next to averages mean values (U), p-value < 0.05 = *; p-value < 0.01= **; p-value < 0.001= ***,
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Table 1: Comparison of yield component in mono-genotypic stands and genotype mixtures of upland rice. Mean
differences were assessed by ANOVA t. p-value > 0.05, p-value <0.05*, p-value <0.01**, p-value <0.001***

Monogenetic ~ Genotype

Yield components stands mixture F SD  p-alue Pr>F)
Harvest Index (%) 045 b 0.48 a 1350 0.04  0.0003  ***
Panicles per hill (Nbr)  11.44 a 11.34 a 0.10 2.19 0.747
Grains per panicle (Nbr) 7.68 a 7.7 a 0.07 0.67 0.796
Spikelet Sterility index 0.08

8.39 0.004
(%) 0.22 a 0.18 b **
1000-grain weight (g) 519 b 541 a 2.37 0.16 0.010 *

Letters a, b indicates significant differences according to Fischer test. “a” indicated the group with highest value
and b the lowest. p-value>0.05 NS, p<0.05*, p<0.01**, p<0.001***

Lack of predictive ability of trait and genetic distances

We found any significant correlation between phenotypic distances (based on phenological traits,
aboveground traits or root traits) or genetic distances and yield production or disease incidence (the two
output variables with LER and DRR significantly higher than 1 and lower than 2, respectively) (Table
2).

Table 2 : Relationship between diversity traits of varieties and their performance (grain yield and disease
resistance) performed with a Pearson correlation test, n=55 (distances calculated between the 10 varieties

Grain yield Disease resistance
correlation coefficient > correlation coefficient .
value value
Phenologic distance -0.24 0.12 0.02 0.9
Aerial traits distance -0.11 0.48 -0.23 0.13
Root traits distance -0.15 0.34 -0.07 0.65
Genetic distance 0.16 0.29 -0.21 0.16

The a posteriori clustering approach identified different varietal combinations for each
agronomic performance.

We applied the clustering approach to the two output variables with significant LER and DRR variations
(see above), namely grain yield and disease incidence.

The clustering model for grain yield had a coefficient of determination R2=0.67 and a coefficient of
accuracy E= 0.50 (E/R2= 0.74). Varieties were optimally clustered into five functional. Among these
groups, the singleton group A={EARLY MUTANT} clearly distinguished itself from the others:
B={IR53236.275.1, DOURADO PRECOCE}, C={PRIMAVERA, F152,F154} and D={F161, IAC 25,
IRAT380, IRAT 109 } (Figure 5A). Figure 5B illustrates the various assembly motifs and their respective
means in terms of grain yield performance. According to an analysis of variance, assemblages followed
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by different capital letters in the top right are significantly different (p<0.001). Figure 4B illustrates a
higher performance of assembly motifs including the variety EARLY MUTANT, with assembly motifs
"ac" and "ab" performing best for grain yield. "c" and "b" were the two worst-performing motifs.

The clustering analysis applied to disease incidence gave a R2 of 0.48 and an E of 0.41 (E/R2=0.85).
Varieties were separated into three functional groups, namely the singleton A= {PRIMAVERA},
B={IRAT 109, DOURADO PRECOCE} and C={EARLY MUTANT, IAC25, IRAT 380, F152, F154,
IR532636.275.1, F161} (Figure 5C). As described in Figure 5D, the assembly motif “b” (i.e. the pure
stand of a variety from group B, or a mixture composed of two varieties from group B) expressed the
highest disease incidence. Conversely, the singleton variety PRIMAVERA represented by the assembly
motif “a” had the lowest disease incidence.

Differences in traits among varieties across functional groups

In terms of trait variations within the functional groups for grain production, the phenology for varieties
in groups A and D were identical, whereas those in groups B and C were also identical but shorter
(Figure 6). Varieties in groups A and B exhibited taller heights compared to those in group C (Figure
6). Group C varieties had the highest number of stems per hill, while group B varieties had the lowest
number of stems (Figure 6). However, the varieties exhibited similar traits in terms of the number of
leaves, leaf length, and above-ground biomass at the flowering stage.

Regarding trait variations in the three functional groups for disease resistance, the two varieties in group
B had longer cycles compared to varieties belonging to the other two groups (Figure 6). However, there
was no significant differences among functional groups in plant height, number of tillers, number of
leaves, and above-ground biomass at the flowering stage (Figure 6). On the other hand, the two varieties
in group B had longer leaves than varieties in the other groups (Figure 6), potentially providing more
surface area for pathogen colonization.

DISCUSSION

Crop diversification is often considered as a nature-based solution to mitigate the effects of climate
changes on the outcomes of cropping systems (Alletto et al., 2022; Lin, 2011), which is a particularly
pressing demand in countries like Madagascar. In that context, ‘rules’ from ecological theories are
widely advanced to apply this conceptual idea in the field (Vernooy, 2022). The existence of rules
suggests preestablished axioms that provide unambiguous solutions for a particular problem. The
problem is far from being solved though for at least three reasons: (i) ecological assembly rules came
from several theories that generate contrasted, sometimes contradictory, predictions (Grime, 2003), (ii)
their empirical validation is highly context-dependent (G6tzenberger et al., 2012), (iii) the existence of
generic assembly rules for a multi-outcome objective remains a mystery (Chen et al., 2002; De Boeck
and Vandaele, 2011)). The latter is problematic for today’s agriculture since it requires to maximize
multiple outcomes simultaneously, at the field level in particular (Gotzenberger et al., 2012; Hayashi,
2006). Here, we tested the application of assembly rules to upland rice cropping systems submitted to
harsh environmental conditions and unprecedented climate change. While there does exist a giant
collection of local rice varieties, farmers still have no clues to guide the choice of varieties to cultivate
in their cropping systems. Advantages of mixing varieties have started to be demonstrated for crop
production and resistance to disease in many systems (Raboin et al., 2012; Snyder et al., 2020).
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However, we do not know yet if the same varietal assemblages simultaneously maximize both functions,
which is a pressing avenue in most cropping systems worldwide and in Madagascar in particular.

We found an averaged 14%-gain for grain production when mixing varieties, which is well above the
gain generally reported in both natural and cultivated systems (Li et al., 2023; Reiss and Drinkwater,
2018). One widespread explanation for this mixture advantage is the higher level of resource-use
complementarity between two different genotypes when grown together and the associated relaxation
of intra-genotypic competition (Mahaut et al., 2023; Wang et al., 2021). Based on ecological theory
(Adler et al., 2013; Grime, 1977), it has been also suggested that such gain should be higher under
harsher, resource-limited conditions (Brooker et al., 2014). However, this hypothesis has been hardly
validated so far since most experimental tests were performed in Western countries (Brooker et al.,
2014). We also observe an average reduction of 34.5% in the pressure of the Pyricularia oryzae disease,
which is also significantly higher than the reduction reported in the literature (Gladieux et al., 2018; Zhu
et al., 2000). The explanation for this reduction is often attributed to the barrier effect or dilution effect
(Ekroth et al., 2019; Li et al., 2007) due resistant genotypes such as Primavera and a reduction in the
epidemiological effect in susceptible varieties (Pélissier et al., 2023) such as Dourado Precoce and
IR53236.275.1. However, we did not find a correlation between the disease intensity and grain or
biomass production. This underscores the importance of delving into the dynamics of mixed cropping
systems, including the examination of potential trade-offs and competitive hierarchies among our
diverse genotypes.
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(A) R?=0.67, E = 0.50, E/R* = 0.74 (B) p <0.001
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Figure 5: Functional classification of ten varieties on the studied performances. On the top, classification based on average grain yield of a mixture component. On the bottom,
classification based on disease incidence to evaluate disease’s resistance of a mixture component. (A) & (C) Hierarchical trees of the typology of varieties according to a four-
group classification for grain yield (R?= 0.67, accuracy coefficient E= 0.49) and disease incidence (R?= 0.48, accuracy coefficient E= 0.41) . Varieties with the same color
belong to the same functional group. (B) Boxplots representing the average of grain yield of each assembly matif. (D) Boxplot representing the average of disease incidence of
each assembly motif. (B) & (D) Lowercase letters on the left correspond to assembly motif. The numbers on the left indicate the frequency of use of the observed assembly
motif in the experimentation. The capital letters on the right are the groups obtained after an ANOVA performed between the averages of the assembly patterns.
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Figure 6: Variations in traits among functional groups for grain production and disease resistance in varietal
mixtures: development phases: (A&I) :vegetative phases, (B&J): flowering phases, (C&K): maturation, (D&L)
plant height, (E&M) tiller number, (F&N) leaves number, (G&O) leaves length, and (H&P) aerial biomass at
flowering time. The functional groups (FG) were indicated in upper case on the x-axis. The differences between
traits among functional groups were assessed by ANOVA, p-values were indicated by stars. p-value < 0.05 = *;
p-value < 0.01=**. The letters ‘a’, ‘ab’ and ‘b’ indicated significant differences between FG at the 5% level of
confidence. ‘a’ indicated the higher value and ‘b’ the lower value.

In the present study, we embarked on an exploration of the intricate dynamics governing the interplay
between growth and disease resistance traits in a diverse array of rice genotypes. Our findings unveil a
compelling departure from conventional wisdom, challenging the long-established hypothesis of a linear
growth—defense trade-off. Notably, the absence of significant effects of genetic and phenotypic
differences on mixture performance adds a layer of complexity to the narrative, prompting a reevaluation
of our understanding of genotype interactions in crop mixtures. Our observations resonate with the work
of Felix et al. (2023), who previously investigated the growth—defense trade-off at the molecular level.
Aligning with their molecular insights, our study delves into the phenotypic manifestations of this trade-
off, unraveling trait variations within and across functional groups. Within the realm of grain production,
our results showcase a divergence from anticipated patterns, as phenologically identical genotypes in
certain groups challenge traditional expectations. The distinct growth strategies observed, with taller
plants in specific groups and a higher tiller number in another, underscore the intricate trade-offs these
genotypes navigate to optimize resource acquisition. In the context of disease resistance, the prolonged
cycles observed in a subset of genotypes suggest a temporal dimension to the growth—defense trade-off,
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potentially influencing the competitive dynamics within the mixtures. Our study's integration with Felix
et al.' (2023), s molecular insights adds depth to our understanding of how genetic variations contribute
to the observed phenotypic traits. While the molecular study pointed towards specific gene expressions
associated with growth and defense, our phenotypic exploration sheds light on the functional
consequences of these genetic dynamics in a holistic agricultural context. The complex trait interactions
revealed by our study complement Felix et al.'s findings, collectively offering a more comprehensive
understanding of the growth—defense trade-off in rice genotypes.

Moving beyond the individual genotypic scale, our study reframes the discourse surrounding crop
mixtures, emphasizing the intricate web of interactions that defy conventional hierarchical expectations.
The lack of a clear competitive hierarchy among genotypes underlines the multifaceted nature of these
interactions, challenging us to consider a more nuanced approach to crop breeding and management. As
agriculture seeks sustainable and resilient solutions, our study contributes to the ongoing dialogue on
optimizing crop productivity and disease resistance in dynamically changing environments. The
advantages observed in rice grain production and disease resistance through genotypes mixture present
encouraging prospects for effectively managing cropping systems confronting rapid and intense climate
changes like Madagascar. However, it is essential to recognize that the utility of varietal mixtures may
have constraints in enhancing the multifunctionality of cropping systems. Farmers are confronted with
the critical task of balancing trade-offs, particularly between heightened disease resistance and the
potential for reductions in yield when considering the adoption of varietal mixtures. In making this
decision, farmers must ensure that their choices are well-informed, taking into account the specific needs
and goals of their farming system to optimize the overall sustainability and resilience of their agricultural

practices in the face of evolving climatic conditions.

SUPPLEMENTARY INFORMATION

Table S1 : Characteristics of varieties issues of a first experiment trial in field in the West of Vakinankaratra
region in 2019-2020 and from Courtois database (2013). For root classification, Shallow-rooted means: Varieties
with shallow root systems, characterized by extensive surface branching or fasciculation, and deep-rooted
means: Varieties with deep, vertically penetrating roots that do not extensively branch, adapted for greater soil
depth and nutrient access.

. - Cycle(julian e Pl_ant Pyricularia
Variety name Origin Root classification height oryzea
days) .
(cm) resistance
PRIMAVERA Brazil 136.62 Shallow-rooted 107.3 resistant
EARLY MUTANT Brazil 132.62 Shallow-rooted 116.2 resistant
IRAT 380 Madagascar 128.50 Shallow-rooted 100.7 resistant
IAC 25 Brazil 134.75 Deep-rooted 114.4 susceptible
IR53236-275-1 Philippines 130.75 Deep-rooted 109.1 resistant
F 161 Madagascar 1370 Deep-rooted 108.8 tolerant
F 152 Madagascar 130.00 Deep-rooted 105.8 susceptible
IRAT 109 Ivory Coast 146.500 Shallow-rooted 96.4 resistant
F 154 Madagascar 128.5 Deep-rooted 107.8 susceptible
DOURADO
PRECOCE Brazil 127.50 Deep-rooted 111.4 susceptible
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Table S2 : ANOVA performed with the first model showing variations induced by variables not mentioned in
the results such as: cropping conditions, block and sub block nested in block indicating the location of the plot in
the trial, identity of the variety in mixture and the residuals effect.

Grain yield Df Sum_Sq Mean_Sq F_value Pr(>F)
Cropping conditions 1 6193680 6193680 30.1866 1.45E-07 ***
Block 4 2624971 656243  3.1984 0.01462 *
EIUOZ'E'OCK nested in 50 25405004 508100 2.4764 8.91E-06 ***
Mixture identity 53 28510616 537936 2.6218 1.62E-06 ***
Residuals 166 34059883 205180

Biomass yield Df Sum_Sq Mean_Sq F _value Pr(>F)
Cropping conditions 1 168179 168179 0.3797 0.5386
Block 4 42342250 10585563 23.8971 1.27E-15 ***
S;JOt:II(JIOCk nested in 50 69316232 1386325 3.1297 2.39E-08 ***
Mixture identity 53 53835795 1015770  2.2931 3.40E-05 ***
Residuals 166 73532140 442965

Disease incidence Df Sum_Sg Mean_Sq F_value Pr(>F)
Cropping conditions 1 6086 6085.6 73.2131 7.46E-15 ***
Block 4 13094 3273.6 39.3828 <2.21eG- kel

Sub-block nested in 50 10674 2135 2.5682 3.90E-06 ***

block

. . . <2.2e-
Mixture identity 53 44686 843.1 10.1433 16 Fkk
Residuals 166 13798 83.1

Disease severity Df Sum_Sq Mean_Sq F value Pr(>F)
Cropping conditions 1 64.993 64.993 79.3356 8.91E-16 ***
Block 4 88787 22197 27.0952 <2'21eé sk

Sub-block nested in 53 221912 4187 5111 3.65E-16 ***

block
Mixture identity 50 137.872 2.757  3.3659 2.84E-09 ***
Residuals 166 135.99 0.819
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CHAPITRE 111 :

Evaluation par différents agencements
spatiaux sous deux conditions

agroecologiques différentes
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Ce troisieme chapitre aborde des études sur deux sites différents dans le Moyen Ouest de
Vakinankaratra et vise a déterminer si les performances des mélanges variétaux de riz pluvial
peuvent dépendre des conditions agroécologiques et climatiques des sites mais aussi des
différents modes d’agencement des mélanges. La synthése des différentes parties de ce chapitre

est présenté ci-apres.

Introduction
Le riz est un aliment de base pour plus de la moitié de la population mondiale, ce qui le rend
crucial pour assurer la sécurité alimentaire. (Breumier et al., 2018 ; Gérardeaux et al., 2021 ;
OECD-FAO, 2023). Les pratiques conventionnelles de culture du riz ont des effets négatifs sur
I'environnement, tels que la perte de biodiversité et la dégradation des sols (Malézieux, 2012).
En particulier, Madagascar est confronté a des défis dans la culture du riz en raison des
différentes maladies comme la pyriculariose (Pyricularia oryzea) et le BLB (Bacterial Leaf
Blight), ainsi que des mauvaises herbes telle que le Striga asiatica et enfin d'autres ravageurs
comme les pucerons et le vers blancs (Husson et al., 2008; Randriamanantsoa et al., 2010).
Tous ceux-ci s’ajoutent aux conditions météorologiques imprévisibles en plus des impacts du
changement climatique (Balasubramanian et al., 2007). La diversité peut avoir un impact positif
sur le fonctionnement des écosystemes en palliant tous ses challenges. Divers mécanismes
expliquent la relation entre la biodiversité et le fonctionnement des communauteés justifiant les
effets bénéfiques (Boero, 2015; Naeem et al., 2012). L'introduction de la diversité dans les
champs peut augmenter la productivité et réduire les maladies (Loreau and Hector, 2001; Wang
etal., 2021). C'est pourquoi nous avons choisi d'explorer les avantages potentiels des mélanges
variétaux dans la production de riz pluvial. Nous voulons obtenir des avantages tels que
I’augmentation de la productivité, la stabilité et la durabilité face aux différentes contraintes.
Les performances de cultures peuvent étre influencées par différents parameétres tels que la
disposition ou I’agencement spatiale et la densité des plantes (Gaudio et al., 2021; Li et al.,
2020). La disposition spatiale optimale pour les mélanges variétaux n'est pas encore clairement
définie par la littérature jusqu’a présent. En outre, le contexte écologique et les conditions
climatiques peuvent aussi avoir un impact sur la croissance et la production des plantes ainsi
influencer les performances des mélanges variétaux. Des recherches supplémentaires dans ce
domaine sont donc nécessaires pour comprendre les relations entre I'agencement, les conditions
environnementales et les performances des cultures. Le but de cette étude est d'évaluer I'effet
de différents agencements spatiaux sur la performance des mélanges variétaux de riz pluvial
dans deux sites différents. Nous avons trois objectifs : (i) comparer les performances des
cultures de riz en culture pures et en mélanges disposés en lignes et en damier, (ii) évaluer
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I'impact de I'équitabilité ou la densité des mélanges sur les performances des cultures et (iii)
étudier les mécanismes écologiques qui peuvent expliquer les effets observes. Les trois
hypothéses testées sont : H1 : Les cultures de riz en mélanges, disposées en lignes ou en damier,
présenteront des performances agronomiques différentes par rapport aux cultures en pures. H2
: Une équitabilité de densité de mélanges entrainera une meilleure utilisation des ressources
disponibles et H3 : Les mécanismes écologiques, tels que la compétition interspécifique et la
complémentarité des ressources, joueront un role déterminant dans les effets observés des

mélanges variétaux

Matériels et méthodes

L'étude a été menée dans deux localités différentes : Ankazomiriotra (site ANK) et Ivory (site
IVO), qui présentent des conditions agroécologiques contrastees. Les sites sont contrastés en
termes de propriétés du sol, de climat, d'altitude et d’historique de parcelle. La différence la
plus marquée entre ces sites est la fertilisation. Le site ANK a été fertilisé comme dans la
pratique des agriculteurs avec du fumier bovin et un peu d'urée. Le site IVO a regu une

fertilisation optimum avec du fumier bovin, du NPK et de I'urée.

Les variétés choisies, EARLY MUTANT IAC 25 (V1), F152 (V2), F154 (V3), et DOURADO
PRECOCE (V4), ont été sélectionnées sur la base des résultats du premier essai (Chapitre 1).
Elles sont différentes sur leur caractéristiques phénotypiques, leur performance agronomique
ainsi qu’a leur niveau de résistance a la Pyriculariose. Les longueurs de cycle de ces quatre
variétés sont les mémes. Le dispositif expérimental est composé de cultures pures des quatre
variétés et des parcelles en mélanges associant ces variétés deux a deux. Deux types
d'agencement des cultures ont été adoptés : les mélanges en ligne et les mélanges en damier,
ainsi que trois densités de plantes différentes. Pour les mélanges en ligne, la proportion des
variétés dans les mélanges est variée pour obtenir des densités ou répartitions différentes. Les
différentes densités de mélange établis sont : la densité équilibrée avec 50 % de chaque variété
(50 %-50 %), une deuxiéme densité déséquilibrée (67 %-33 %) et enfin la répartition la plus
déséquilibrée (75 %-25 %). Les meélanges 50-50 ont eté réalises en lignes alternées 1 par 1
(appelés L1/1) ou en damier (appelées CBD). De méme, les mélanges 67-33 ont été réalisés en
lignes alternées 1 sur 2 (appelées L1/2) et les mélanges 75-25 ont été réalisés en lignes alternées
1 sur 3 (appelées L1/3). Le dispositif expérimental réparti les parcelles en cing blocs complets
selon le type « split plot ». Chaque parcelle a une longueur de 2,4 m et une largeur de 2 m, ce

qui donne une surface totale de 4,8 m2 avec 120 poquets distants de 20 cm les uns des autres.
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Les mesures effectuées sur les plantes pendant I'expérimentation ont consisté a évaluer la
performance des mélanges variétaux en présence de stress biotiques, notamment I'infection par
le Striga, I’incidence et la sévérité de la maladie pyriculariose et I’infection de la maladie BLB.
Le rendement en grain et le rendement en biomasses ont été calculés a partir des poids de grains
et de biomasses végétatives récoltées sur chaque parcelle. Ensuite, la productivité relative des
mélanges a été calculée a partir du RYT ainsi que la résistance relative des mélanges par le
RRT (Hooper and Dukes, 2003; Weigelt et al., 2021). Ces deux indices permettent d’estimer
les potentiels gains en rendement et la résistance induite dans les mélanges par rapport aux
cultures pures. IlIs permettent donc d’avoir des valeurs sur les performances des mélanges
variétaux. Les analyses statistiques ont été effectués sur R version 4.2.2. Les différences de
moyennes ont été testé avec la méthode d’ANOV A sur toutes les mesures citées précédemment.
Ensuite les indices RYT et RRT ont été évalués avec des valeurs de référence en utilisant le test
de Student. Les différences de moyennes entre chaque agencement spatiaul sont ensuite testées
avec un test post hoc de Fischer.

Résultats

Les résultats ont montré que les mélanges ont un rendement en grain et en biomasse
significativement plus éleve que les cultures pures. L'effet positif du mélange sur le rendement
en grains et en biomasse était significatif sur les deux indices testés. Les rendements relatifs
totaux (RYT) pour les deux sites étaient supérieurs a la valeur de référence, indiquant un gain
moyen de 45% sur le rendement en grains et de 33% sur le rendement en biomasse. L'étude a
également démontré que l'infection de la maladie pyriculariose sur les feuilles et les panicules
ont été plus faible dans les mélanges que dans le cas des cultures pures. Nous avons constaté
une réduction moyenne de 10% de I'incidence de la maladie et de 39% de la sévérité de la
maladie. Cependant, aucune différence significative entre les mélanges et les cultures pures n'a
éteé trouvée pour l'infection de la maladie BLB et le mauvais herbe Striga. C’est seulement dans
le site IVO que I'infection par le pathogéne Pyricularia oryzae est arrivée jusqu’aux panicules
et que les symptomes de la maladie BLB n’ont été notés que dans ce site. La mauvais herbe
parasite Striga quant a elle n’a fait de grosses invasions que dans le site ANK.

Des variations significatives des rendements ont été observées entre les deux sites
expérimentaux. Le site IVO, qui a été fortement fertilisé, a eu des rendements significativement
plus élevés que le site ANK, avec une différence de 631g.m? en rendement en grains et de
363g.m2 en rendement en biomasse. En revanche, le RYT évaluant la performance du mélange
a indiqué un gain plus élevé sur le site ANK, 54% de gain en rendement en grains et 44% de

gain en rendement en biomasse. Des différences significatives dans I'infection et la résistance
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a la maladie pyriculariose ont été observées entre les deux sites expérimentaux. La résistance a
la maladie a été trés efficace sur le site IVO, l'incidence de la maladie a été réduite de 15 % et
sa sévérité de 38 %. Alor que sur le site ANK, l'incidence de Pyricularia oryzea n'a pas été
réduite par les melanges.
En ce qui concerne les effets des arrangements spatiaux, la modalité la plus déséquilibree (L1/3)
amontré un RYT plus élevé pour le rendement en grains sur les deux sites, mettant en évidence
I'importance d'une composition variétale adéquate dans les mélanges. Les dispositions en
damier (CBD) et en ligne (L1/1) donnent les mémes résultats. Les meilleurs gains en rendement
ont été obtenus dans les associations de 75% de la variéte EARLY MUTANT IAC 165 et 25%
des variétés F152 ou F154.

Discussions

Dans cette étude les performances des mélanges ont été évaluées par rapport aux cultures pures
en termes de rendement en grains et en biomasse ainsi qu’en terme de résistance aux maladies
en tenant en compte les effets des arrangements spatiaux. Les résultats indiquent les avantages
du mélange variétal avec un effet positif du mélange sur le rendement en grains et en biomasse.
Les résultats sont cohérents avec des études antérieures sur le riz ou d'autres cultures (Borget
al., 2018; Montazeaud et al., 2020b). L'étude a également démontré une plus faible infection
par la Pyricularia oryzea dans les mélanges par rapport aux cultures pures. Ces résultats
soulignent que les mélanges variétaux peuvent contribuer a réduire I'impact de cette maladie
fongique sur le développement des cultures, comme I'ont montré Gallet et al. en (2014) et
Raboin et al. en (2012).

Le site IVO qui a recu une fertilisation optimum est plus productif parce que les plantes
recoivent plus de nutriments, ce qui conduit a une meilleure croissance (Barot et al., 2017;
Grzyb et al., 2020). Des gains plus importants en rendement sont relevés dans le site ANK grace
aux mélanges. Ceci peut étre expliqué par les facteurs environnementaux et la disponibilité des
nutriments dans les sites qui ont eu un impact sur la production dans les mélanges variétaux
(Lambers et al., 2008) . D'aprés nos résultats, les effets des mélanges sont plus prononceés sur
un site moins fertilisé que sur un site plus fertilisé avec du NPK et de l'urée. Lorsque la
disponibilité des nutriments est limitée, les plantes sont plus dépendantes les unes des autres,
de sorte que les avantages du mélange sont plus evidents. La complémentarité des ressources
est I'un des mécanismes qui peuvent étre a l'origine des effets positifs des mélanges dans ce cas
(Cook-Patton et al., 2011). En fonction d'elles-mémes, différentes espéces ou variétés de
plantes peuvent utiliser efficacement des ressources telles que la lumiére, I'eau et les nutriments,
ce qui se traduit par une meilleure utilisation globale des ressources et une augmentation de la
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productivité des cultures (Bakker et al., 2016; Craven et al., 2016; Loreau, 1998). En revanche,
dans un site plus fertilisé, les plantes peuvent étre moins dépendantes les unes des autres, de
sorte que les avantages du mélange ne sont pas aussi prononcés. L'effet de la fertilisation sur
les performances des plantes est bien établi, et I'on sait que différents niveaux de fertilisation
peuvent entrainer des différences significatives dans la croissance et le rendement des plantes
(Grime, 1977).

Des différences significatives dans I'infection et la résistance aux maladies, l'invasion des
mauvaises herbes ont été observées entre les sites expérimentaux. Des recherches antérieures
expliquent nos résultats, a I’exemple d’Ekroth et al. en (2019) qui ont observé que la population
génétiquement homogene est plus sensible a I'infection des parasites. La réduction de l'infection
par la maladie est plus efficace dans le site IVO. La littérature ne mentionne pas qu'une
fertilisation plus importante peut renforcer I'impact des mélanges variétaux sur la résistance aux
maladies. Mais cet effet peut s'expliquer par la plus forte croissance des plantes sur le site VO,
due a une plus grande disponibilité des nutriments (Grzyb et al., 2020). On peut considérer que
la bonne fertilité du sol du site IVO entraine une teneur en eau plus élevées que le site ANK, ce
qui peut faciliter la croissance et le développement des plants de riz et leur capacité a résister
aux maladies (Li et al., 2007; Zhu and Morel, 2019). Les différences observées dans I'incidence
et la sévérité de la maladie pyriculariose (Pyricularia oryzea) entre les deux sites pourraient
également étre attribuées a des mécanismes écologiques spécifiques tels que I'effet de dilution
ou l'effet de barriere (Ekroth et al., 2019; Zhu et al., 2000). Nos résultats s‘alignent sur des
recherches antérieures qui ont démontré le potentiel des mélanges a réduire la pression des
ravageurs et des maladies grace a la réduction ou suppression des pathogenes sous des
conditions écologiques spécifiques (faible fertilisation) (Pélissier et al., 2021a) . Les résultats
démontrent les avantages de la culture en mélange dans un contexte différent. lls soulignent
¢galement la nécessité de prendre en compte les spécificités du site lors de la mise en ceuvre de

stratégies de mélanges interspécifiques.

En ce qui concerne les résultats relatifs a la disposition spatiale, les dispositions en damier et
en ligne (L1/1) ont eu la méme performance, ce qui facilite le choix lors d'une adoption de
mélange a 50/50. La modalité la plus déséquilibrée (L1/3) a montré un RYT plus élevé pour le
rendement en grains sur les deux sites. Cela veut dire que les performances des mélanges sont
plus prononceées avec une composition a 75% pour une variété (en trois ligne) et d’une autre a
25% (en une ligne). 11 s’agit de la variété EARLY MUTANT IAC 165 qui a une hauteur élevée
avec beaucoup de feuilles. Les meilleures valeurs de RYT en rendement en grain et en biomasse

sont obtenues lorsqu’elle représente 75% de la parcelle associées aux variétés F152 et F154 a
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25%. En outre, la sélection de variété performante telle que EARLY MUTANT IAC 165 a une
densité élevée associée a des variétés plus petites avec beaucoup de racines (F152 et F154), a
contribué a I'amélioration des performances de rendement. Notre étude conclut que le choix
d'une composition variétale appropriée et d’arrangements spatiaux déséquilibrés peut améliorer
les rendements en grains et en biomasse dans les mélanges de riz pluvial. D'autres recherches
sont nécessaires pour savoir comment les différentes dispositions spatiales et les rapports de
densité ont un impact sur les interactions compétitives et I'allocation des ressources entre les
plantes. L'étude a été menée sur une seule saison de croissance, ce qui limite la géneralisation
des resultats. Les résultats de cette étude montrent un grand avantage du mélange variétal, mais
ils sont également limités par les conditions et les lieux spécifiques dans lesquels I'étude a été

menée.

Conclusion et perspectives

Notre étude met en évidence les avantages du mélange variétal dans la riziculture pluviale du
Moyen-Ouest de Madagascar. Les caractéristiques spécifiques de la culture du riz a Madagascar
peuvent interagir avec de nombreux mécanismes écologiques. La compréhension des
mécanismes écologiques est cruciale pour optimiser les systemes de culture en mélange et
améliorer la durabilité de la production de riz. Notre étude fournit des informations précieuses
sur les mécanismes écologiques qui sous-tendent les effets positifs des mélanges variétaux dans
la production de riz. En améliorant notre compréhension de ces mécanismes, Nnous pouvons
mieux concevoir et mettre en ceuvre des pratiques agricoles durables qui maximisent le
rendement et minimisent les impacts négatifs sur I'environnement. Nos résultats suggeérent
également que le mélange variétal peut étre une stratégie viable pour améliorer la production
de riz sur les hautes terres de Madagascar, en particulier si I'on considére les avantages de la
suppression des maladies et de I'amélioration du rendement. Ces résultats sont cohérents avec
les recherches précédentes et soulignent le potentiel des mélanges en tant que pratique agricole
durable (Creissen et al., 2016). Toutefois, des recherches supplémentaires sont nécessaires pour
mieux comprendre les mécanismes écologiques sous-jacents et pour optimiser les stratégies de
culture intercalaire en fonction des conditions spécifiques a chaque site. Enfin les agriculteurs
malgaches dépendent fortement de I'agriculture pour leur subsistance et sont trés vulnérables a
toute perturbation de leurs pratiques agricoles. Par conséquent, la mise en ceuvre réussie de
mélanges variétaux sur les Hautes terres de Madagascar nécessite un examen attentif des défis

et limites pour assurer a la fois leur efficacité et leur durabilite.

59



& frontiers | Frontiers in

@ Check for updates

OPEN ACCESS
EDITED BY
Hans-Peter Kaul,

University of Natural Resources and Life
Sciences Vienna, Austria

REVIEWED BY
Wopke Van Der Werf,

Wageningen University and Research,
Netherlands

Babu Ram Pandey,

Grains Innovation Park, Australia
*CORRESPONDENCE

Koloina Rahajaharilaza
harilazakoloina@gmail.com

RECEIVED 26 July 2023
ACCEPTED 25 October 2023

PUBLISHED 20 November 2023

CITATION

Rahajaharilaza K, Muller B, Violle C,
Brocke Kv, Ramavovololona, Morel JB,
Balini E and Fort F (2023) Upland rice
varietal mixtures in  Madagascar:
evaluating the effects of varietal
interaction on crop performance.

Front. Plant Sci. 14:1266704.
doi: 10.3389/fpls.2023.1266704

COPYRIGHT

© 2023 Rahajaharilaza, Muller, Violle, Brocke,
Ramavovololona, Morel, Balini and Fort. This
is an open-access article distributed under
the terms of the Creative Commons  The
use, distribution or reproduction in other
forums is permitted, provided the original
author(s) and the copyright owner(s) are
credited and that the original publication in
this journal is cited, in accordance with
accepted academic practice. No use,
distribution or reproduction is permitted
which does not comply with these terms.

6l1r0miers in Plant Science

TYPE Original Research
PUBLISHED 20 November 2023
Dol 10.3389/fpls.2023.1266704

Upland rice varietal mixtures in Madagascar:
evaluating the effects of varietal interaction on crop
performance

123%

Koloina Rahajaharilaza "***, Bertrand Muller***, Cyrille Violle °, Kirsten
voms Brocke *, Ramavovololona’, Jean Beno"it Morel’, Elsa Balini® and
Florian Fort’

University of Antananarivo, Faculty of Sciences, Antananarivo, Madagascar, 2CIRAD, UMR AGAP
Institut, Montpellier, France, *Dispositif en Partenariat Systéeme de Production d’Altitudes Durable, CIRAD,
Antsirabe, Madagascar, “‘UMR AGAP Institut, Univ Montpellier, CIRAD, INRAE, Institut Agro, Montpellier,

France, sSCEFE, Univ Montpellier, CNRS, EPHE, IRD, Montpellier, France, ‘PHIM Plant Health Institute,
Universite” de Montpellier, INRAE, CIRAD, Institut Agro, IRD, Montpellier, France,
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Introduction: Rice plays a critical role in human livelihoods and food security.
However, its cultivation requires inputs that are not accessible to all farming
communities and can have negative effects on ecosystems. simultaneously,
ecological research demonstrates that biodiversity management within fields
contributes to ecosystem functioning.

Methods: This study aims to evaluate the mixture effect of four functionally distinct
rice varieties in terms of characteristics and agronomic performance and their spatial
arrangement on the upland rice performance in the highlands of Madagascar. The
study was conducted during the 2021-2022 rainfall season at two close sites in
Madagascar. Both site differ from each other’s in soil properties and soil fertility
management. The experimental design at each site included three modalities: i) plot
composition, i.e., pure stand or binary mixture; i) the balance between the varieties
within a mixture; iii) and for the balanced mixture (50% of each variety), the spatial
arrangement, i.e., row or checkerboard patterns. Data were collected on yields
(grain and biomass), and resistance to Striga asiatica infestation, Pyricularia oryzea
and bacterial leaf blight (BLB) caused by Xanthomonas oryzae-pv from each plot.

Results and discussion: Varietal mixtures produced significantly higher grain and
biomass yields, and significantly lower incidence of Pyricularia oryzea compared
to pure stands. No significant differences were observed for BLB and striga
infestation. These effects were influenced by site fertility, the less fertilized site
showed stronger mixture effects with greater gains in grain yield (60%) and
biomass vyield (42%). The most unbalanced repartition (75% and 25% of each
variety) showed the greatest mixture effect for grain yield at both sites, with a
strong impact of the varietal identity within the plot. The mixture was most effective
when EARLY_MUTANT_IAC_165 constituted 75% of the density associated with
other varieties at 25% density. The assessment of the net effect ratio of disease,
an index evaluating the mixture effect in disease reduction,
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indicated improved disease resistance in mixtures, regardless of site conditions.
Our study in limited environments suggests that varietal mixtures can enhance
rice productivity, especially in low-input situations. Further research is needed to
understand the ecological mechanisms behind the positive mixture effect.

KEYWORDS

crop management, upland rice, biodiversity, varietal mixtures, ecosystem functioning
and productivity, disease resistance.

1. Introduction

Rice is a staple food for over half of the world’s population,
thus making it an essential crop in ensuring food security
(Breumier et al, 2018; Gérardeaux et al, 2021; OECD-FAOQ,
2023). In Madagascar, like in many African countries, rice is
grown mainly in upland and lowland areas (Radanielina et al.,
2013). However, its cultivation is challenged by high incidence
of pests and diseases, soil degradation, and unpredictable
weather conditions (Balasubramanian et al, 2007; Gerardeaux et
al, 2012; Raboin et al, 2014). Conventional agricultural
practices used for growing monoculture or the cultivation of
pure stands of some resilient varieties like CHOMRRHONG
DHAN and NERICA have come under scrutiny due to their
negative environmental impacts, including the loss of
biodiversity, water pollution, and soil degradation (Malézieux,
2012). These constraints collectively contribute to increase
vulnerability of crops to biotic and abiotic stresses (Raboin et
al., 2013) and pose a significant challenge in sustaining upland
rice production without detrimental environmental impacts.

Genotypic diversity has a positive effect on the functioning
of ecosystems and enhance diverse ecological services (Nacem
et al, 2012; Boero, 2015; Turnbull et al, 2016; Panda et al.,
2021).Moreover, research in functional and community ecology
has been carried out to understand the mechanisms underlying
biodiversity effect on ecosystems (Cardinale et al,, 2012; Jucker
and Coomes, 2012). Ecologists have developed and tested
various hypotheses on the mechanisms to understand the link
between community functioning and diversity (Cardinale et al.,
2011; Miele et al, 2018). Two major mechanisms have been
identified: the complementarity effect and the selection effect
(Loreau and Hector, 2001; Wang et al, 2021). These
mechanisms are linked to the fact that different species or
genotypes fulfil different functions that contributes to the
functioning of ecosystems (Yachi and Loreau, 1999; Hooper et
al., 2005). The complementary effect is defined as the positive
effect of increasing diversity due to the efficient partitioning of
the available resources or positive interaction among species. The
selection effect is due to the dominance of one or several species
or genotypes well- adapted to the environmental conditions
faced by the community (Loreau and Hector, 2001; Wang et al.,
2021). Cardinale et al (2007) demonstrate that, although
mixtures generally produce more biomass than monocultures,
only a few outperform the best-performing monoculture. This
emphasizes the significant role of species complementarity.
These findings have resonated with agronomic.
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sciences, which are increasingly exploring the role of
biodiversity in agroecosystem functionality (Altieri, 1999;
Feledyn-Szewczyk et al., 2016; Barot et al., 2017). A wide range
of studies has shown that introducing diversity into a field can
lead to increased productivity, whether through inter-specific
diversity (Cardinale et al., 2002; Gaudio et al, 2021) or intra-
specific diversity (Snyder et al, 2020; Wuest et al., 2021). Li et
al. (2023) further demonstrated that while intercropping may
yield a diverse range of crop products, it may slightly lag in grain
or calorie yield compared to the best monoculture. However, its
protein yield, especially with maize/ legume combinations,
often matches or surpasses monocultures. Such crop mixtures
also mitigate the negative effects of disease propagation within
the field (Freéville et al, 2022). However, the mechanisms
behind these effects remain, all too often, unexplored in
agroecosystems, as does their interaction with the crop
management system.

One way to increase the within field biodiversity is the use
of varietal mixtures. The potential benefits of mixtures,
including increased productivity (Creissen et al, 2016),
stability, and sustainability (Smithson and Lenné, 1996; Reiss
and Drinkwater, 2018) are well-established and this practice is
increasingly widespread in upland rice production (Smithson
and Lenneé, 1996; Revilla-Molina, 2009). Yet, varietal mixtures
have been shown to reduce the risk of pest and disease
outbreaks (Singh et al, 2016; Zhu et al., 2000) as well as yield
losses due to extreme weather events (Creissen et al., 2016).
Additionally, mixtures can increase crop resilience, improve
nitrogen cycling, and reduce soil erosion (Cardinale et al., 2002;
McAlvay et al., 2022). Consequently, the use of varietal mixtures
can reduce the need for chemical inputs, resulting in economic
and environmental benefits (Borg et al, 2018; Snyder et al,
2021).

However, the effectiveness of varietal mixtures may depend
on their growth conditions including both, spatial organization
of the mixture and fertility of the field. Studies have shown that
a crop’s mixture organisation can have a significant impact on
crop performance and can influence, in different ways,
vegetative and reproductive biomass production in favour of
grain yield (Gaudio et al, 2021; C. Li et al, 2020), as well as
disease control (Newton and Skelsey, 2023). As the mixture
effect is determined by plant-plant interactions, we
hypothesized that the proportion and spatial organization of
the mixture could have a strong effect on the agronomic traits.
Based on an extensive literature review, Reiss and
Drinkwater (2018) demonstrated that different soil
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fertility components can influence mixture effects and
determine the relevance of the mixture in comparison to pure
stand. They concluded that the benefits of mixtures were more
prevalentin low- fertile soils than in relatively more fertile soils.
While prior research has provided valuable insights, there
remains an ongoing need for a comprehensive understanding of
the complex relationships between mixture performance, their
spatial arrangement, and the environmental conditions they
encounter. These critical gaps in the existing literature serve as
the foundation for our research questions in this.

The main objective of the study was to assess the effect of
varietal mixture of upland rice, their proportion and spatial
arrangements on agronomical performance of yield and disease
resistance. We then aimed at these three sub-objectives: i)
assess the relevance in terms of yield and disease resistance of
growing upland rice varieties in mixtures compared to
monoculture, and whether the mixture effect is influenced by
the environment; ii) test whether the spatial arrangement of the
binary mixtures, i.e., both the proportion of each variety as well
as their organisations, has an impact on the mixture effect; and
iii) estimate if some genotypes are more efficient than others to
build effective mixtures. To reach these objectives, we conducted
field experiments in the highlands of Madagascar with four
functionally contrasted upland rice varieties grown in mixture
and pure stand. Two experimental sites were established with
two different levels of fertilization. To assess the influence of
environmental limitations on the performance of the varietal
mixtures, we considered constraints such as the weed Striga
asiatica, as well as the diseases Pyricularia oryzea, and Bacterial
Leaf Blight (BLB).

2. Materials and methods

2.1.Study site and trial management.

In order to compare the performance of upland rice under
two contrasting growing conditions, the same experiment was
conducted simultaneously at two relatively close sites both
featuring “Ferralsol” soil type with differing properties (Table
S1) and distinguished soil fertility management. These sites are
located in the western part of theVakinankaratra region, within
the central highlands of Madagascar. The first site,
Ankazomiriotra (in the following referred to as “Site ANK”), is
located at an altitude of 1128m, (19°40°'00.927S,
46°32’11.49”E). The second site, Ivory (referred to as “Site
IV0”), is situated at an altitude of 950m (19° 33°21,7"S
46°25’58,4"E). These two sites are approximately 16km apart
from each other.

During the growing season, which extended from October
2021 to May 2022, both sites experienced very similar
meteorological conditions. The average monthly rainfall was
182mm at Site ANK and 183mm at Site IVO. The average
temperature throughout the experiment was 25.4°C, with a
minimum temperature of 18°C and a maximum temperature of
37°C at both locations.

The soils at both sites are classified as Ferralsol (FAO,
2014), known for their low nitrogen, carbon, and available
phosphorus.
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content. The soil at the ANK site had a higher percentage of clay
in the upper horizons (0-10cm, 10-20cm, and 20-30cm)
compared to the IVO site. In contrast, the IVO site had higher
percentages of fine silts and coarse silts in these horizons (Table
S1). According to the World Reference Base for Soil Resources
(2014), the ANK site has a “Clay loam” soil, while the IVO site has
“Silty Clay Loam” soil. The percentage of fine sand was similar
at both sites ( + 9%), while the percentage of coarse sand was
higher at Site ANK (34%) than at Site IVO (20%). The chemical
properties of the soils were also analysed and showed that the
pH was slightly higher at Site [IVO (mean = 5.0) than at Site ANK
(mean = 4.8) in all three horizons. The organic carbon content
was greater in the topsoil (0-10cm) at Site ANK (21.5g.kg1)
compared to Site IVO (17.6g.kg1), as was the case for the total
nitrogen content (1.7g.kg?! and 1.4gkg?, respectively). The
assimilable phosphorus content was lower at Site ANK
(mean

=5.0mgkg1) compared to Site IVO (mean =6.9mg.kg1) in all
three horizons. Soil at the ANK site is rich in organic matter
(20.9 gkg1) compared to soil at the IVO site (16.9 gkg1).
Detailed information about soil characteristics and properties is
availablein Table S1.The differences in soil chemical properties
may be influenced by the recent history of each field. The IVO
site was previously cultivated with maize for three seasons,
using chemical fertilizer, while the ANK site was previously
cultivated with Mucuna puriens, a leguminous cover crop, after
being left fallow for two years. Given this history, we
implemented a more intensive cropping management approach
at the IVO site, involving higher fertilizer application.

We conducted this experiment on two sites with different
levels of fertilisation. At ANK site, an initial application of 5t
DM.ha! of cattle manure resulted in an input of 31.2 kg.ha-1 of
nitrogen (N) and 5.6 kg.ha'! of phosphorus (P20s).
Subsequently, an application of 50kg.ha-! urea further enriched
nitrogen levels by 23kg.ha-1. In the case of IVO site, an initial
application of 5t DM.ha! of cattle manure introduced 52.35
kg.hal of Nand 11.25 kg.ha't of P20s. Dual applications of NPK
(11:22:16) “Vano be” played a pivotal role in fertilisation. The
first application at sowing time (50kg.ha-1), contributed
5.5kg.hat of N, 11kgha! of P20s, and 8 kg.ha! of
potassium (K20). The subsequent booting stage application
(100kg.ha!) added 11kgha?! of N, 22 kgha?! of P:0s,
and 16kgha! of K20. A 23kgha! of N by urea was also
applied at this stage with the second application of NPK
“Vano be”. As aresult, the site ANK was fertilized with
54.2kg.ha1 of N, 5.6kg.ha! of P20s, and no amount of K20. The
site IVO received 91.85kg.ha-1 of N, 44.25kg.ha-1 of P20s and
24kg.ha1 of K20.

2.2.Plant material

Our aim was to work with varieties that shared similar
growing cycle length but exhibited a diversity of morphological
traits and resistance to Pyricularia oryzea (Zhang et al., 2016; Qi
et al., 2019) in order to evaluate the effects of their mixtures
under contrasting field conditions. Four upland rice varieties were
selected for the experiment: EARLY MUTANT IAC 165 (A), FOFIFA
152 (B), FOFIFA 154 (C),
and DOURADO PRECOCE (D). These varieties displayed significant
differences in terms of phenotypic traits (Table S2),
agronomic.
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performance, and disease resistance, as indicated in a previous
study (Table S2) (Rahajaharilaza, manuscript in preparation).
Specifically, EARLY MUTANT IAC 165 and DOURADO PRECOCE
are taller.

than FOFIFA 152 and FOFIFA 154. Additionally, according to
the previous study, variety A proved to be the most productive,
while D exhibited the highest sensitivity to Pyricularia oryzea
(Zhang et al., 2016; Qi et al., 2019).

2.3. Experimental design

The four selected genotypes were cultivated both in pure
stands and mixed in pairs, resulting six binary mixtures. Each
mixture was tested with four different arrangements of the hills
of the two varieties: two balanced repartitions, with 50 percent
of each variety, considering: i) alternating rows (referred to as
L1/1) and ii) checkerboard pattern (CBD); iii) an unbalanced
repartition, with two-thirds of the plants from one variety and
one-third from the other one (67-33), obtained by alternating
one in two rows (L1/2); and iv) a very unbalanced treatment,
with three-quarters of one variety and one quarter of the other
one (75-25), obtained by alternating one in three rows (L1/3).
The mixtures were named using the codes of the varieties that
composed them, considering first the most abundant one. For
instance, the mixture composed of 67 percent of variety A and
33 percent of the variety B was named A2B1, with the first letter
representing the most abundant variety in the mixture (see
Table 1). In both sites, the experimental design was.

Table 1 Treatments studied along a variety association taking the main plot
EARLY_MUTANT_IAC_165 (A) and FOFIFA 152 (B) as an example in a split
plot design experimental.

Sub-

Variety o
plot : Descriptions
associated
factor
Pure stand of variety
AB Pure A Pure A EARLY_MUTANT_IAC_165
(GY)
Pure stand of variety
AB Pure B Pure B FOFIFA 152 (B)
Checkboard pattern of A
AB CBD CBD (50%) and B (50%)
Equal proportion of A (50%)
AB L1/1 A1B1 and B (50%) in alternating
rows one by one
One row of variety A (37%)
AB L1/2 B2A1 and two rows of variety B
(63%)
Two rows of variety A
AB L1/2 A2B1 (63%) and one row of
variety B (37%)
One row of variety A
AB L1/3 B3A1 (25%) and three rows of
variety B (75%)
Three rows of variety A
AB L1/3 A3B1 (75%) and one row of
variety B (25%)
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structured as a split plot with five complete blocks (repetitions).
Each main plot represented a specific binary mixture as the
main factor, with the spatial arrangement as the subplot factor
(Figure 1). Randomization was implemented at two levels:
first, by randomizing the order of the six combinations within
each block, and second, by randomizing the eight modalities
within each combination. This design was chosen to ensure a
robust and reliable comparison of the treatments, with a
primary focus on the variety effect. Each elementary plot
(subplot) had a length of 2.4m and a width of 2m, resulting in a
total area of 4.8m?* which included 120 hills spaced at a distance
of 20cm from each other (Figure 1).

Both pure stands and mixtures were managed in the same
way. Atsowing,six to eight seeds (ofa single variety) were placed
in small holes about 3cm deep covered with a small amount of
soil, this is what we call “hill”. The cattle manure, and the
mineral fertiliser in IVO, were added to these holes, before
covering the planting holes with small amounts of soil. These
planted hills were considered as individual plants during our
study. The crop depended entirely on rainwater as no irrigation
was provided. Weeding was carried out manually three times in
all plots to facilitate optimal growth, specifically two weeks
after sowing, at the start and at the end of tillering.

2.4.Plant measurements

Throughout the experiment, striga infestation, Pyricularia
oryzea (Zhang et al, 2016; Qi et al, 2019) and Bacterial leaf
Blight (BLB) caused by Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo)
incidence (Tall et al., 2022) were recorded. The number of striga
plants and their biomass were noted before each weeding
operation, which occurred three times during the experiment.
Pyricularia oryzea on leaves was assessed during flowering
stage, while Pyricularia oryzea infection on panicles was noted
during the maturity stage. Six hills per variety were selected on
the diagonal of each plot to quantify Pyricularia oryzea. Two
fundamental evaluation were made for Pyricularia oryzea
infection: disease incidence and disease severity. Incidence
referred to the proportion of infected tillers or panicles out of the
total tillers/panicles on a hill and was typically expressed as a
percentage. Severity characterized the extent of infestation and
referred to the degree of infestation within individual infected
tillers. We calculated the number of lesions on each leaf per
infected tiller to represent disease severity. Considering both
disease incidence and severity simultaneously provides a
comprehensive understanding of the infection’s impact,
allowing for a more nuanced assessment of the disease’s effects
on the experiment. At the IVO site, measurements for BLB were
also taken by counting the number of diseased hills per plot
without identifying the variety involved.

To assess the phenotypic characteristics of each variety in

both
pure and mixture stands, five hills per variety in the middle of
the plot were selected. The duration of the vegetative phases of
these hills and the time to flowering was monitored. After the
plants had bloomed, plant height was measured, and the
number of leaves and stems in these five hills was recorded.

Harvesting was conducted plot by plot, by first removing all
border hills in order to prevent contaminations and errors.
Then,
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Figure1: Split-plot experimental design with six main plots containing six binary mixtures, conducted in two experimental sites with five replications
(blocks). Each block contains 48 microplots of 4.48 m2. For the unbalanced repartition L1/2 the mixture A2B1 is composed by 67 percent of the
variety A (EARLY MUTANT IAC_165) and 33 percent of the variety B (FOFIFA 152) and the mixture of B2A1 composed by 67% of the variety B
and 33 percent of the variety A. In the same way for the repartition L1/3 the mixture A3B1 is composed by 75 percent of the variety A and 33
percent of the variety B and it is the opposite for the mixture B3A1. 'A' stands for EARLY MUTANT IAC 25; 'B' stands for FOFIFA 152; 'C' stands for
FOFIFA 154; and 'D' stands for DOURADO PRECOCE.

we gathered all the hills of the first variety of the mixture and
concluded with the hills of the second variety. Notably, our
analysis of yield separated the grain and vegetative
aboveground biomass components, or straw. For of grain yield,
we carefully separated the grains from the panicles. In the case
of vegetative aboveground biomass yield, the procedure
involved isolating the straw without grain and panicle. Sample
grain and vegetative biomass dry weights were established by
drying subsamples for 48 hours at 60C°.

2.5. Relative productivity of mixture

As presented in equation 1 we calculated the relative yield
total (RYT) for each plot. This measure is obtained by adding up
the relative yield of each variety in the mixture (Hooper and
Dukes, 2003; Weigelt et al., 2021):

Ymix(i) Ymix(') (Eq
RYT ()= + 1
pure(i) pure(j)

Where Ymix(i) is the yield (grain or biomass) of variety (i) in
the mixture and Ypure(i) is the yield (grain or biomass) of variety
(i) in pure stand in the same main plot. A RYT value greater than
1 indicates a global positive effect on yield in the mixture
what could be expected based on the performances of its
components in pure stands. RYT was calculated per main plot
within a block to account for the block effect. The pure stand
yields

are, therefore, the average of the yields per block. The
calculation of Relative Yield Total (RYT) shares a common
underlying principle with the Land Equivalent Ratio (LER). Both
assess the advantages of
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intercropping by comparing combined yields or resource
utilization in varietal mixtures with those achievable in
separate pure stands (De Wit, 1960; Mead and Willey, 1980).

2.6. Disease resistance of mixture

To assess resistance to Pyricularia oryzea, the net effect
ratio of disease (NERDI) was calculated for the disease intensity
(DY) (Cardinale et al,2007; Lietal, 2023). This intensity was
separated into disease incidence and severity.The NERDI
measures the difference between the actual disease infection
and the expected mixture infection based on pure crop infection
and the variety proportions in the mixture. Unlike measuring
reduction, our index calculates the sensitivity ratio of disease in
mixtures versus pure stands within separate plots. Combining

these relative indices
involves aggregating the relative index of each variety in
mixtures.

and comparing it to the average when that variety is in a pure
stand within the mixed plots. A NERDI value above 1
indicates.

compared to heightened disease in mixtures, while a value below
1 signifies the efficacy of mixtures in disease reduction.

The following formula was used to calculate the net effect
ratio of disease:

NERDI (if) = Dlesened , PPy + PPl

(Eq 2)

| expected

piDIi:pure + ijIj:pure

Where NERDI (ij) is the net effect ratio of disease of the
mixture of varieties i and j. Dlobserved is the observed disease
incidence or disease severity in the mixtures and Dlexpected the
expected disease
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incidence or disease severity based in the infection’s levels in
pure stands. pi and pj are the proportion of the variety i and j in
the mixture, respectively. DImix() is the disease incidence or the
disease severity of the variety i in mixed plots and Dpure(i) the
average disease infections in pure stands per block for variety i
and likewise for the variety j. A NERDI value less than 1
indicates a higher resistance performance in the mixture than
in the pure stand. Due to the low disease pressure during the
experiment, only one variety (DOURADO PRECOCE) developed
symptoms on leaves. As a result, the NERDI indicator was
calculated for half of the mixtures, i.e. those that included this
susceptible variety. Then, Pyricularia oryzea developed
symptoms on panicles in two varieties: DOURADO PRECOCE and
EARLY MUTANT IAC 165, but only.

at the IVO site. The NERDI on panicle was calculated in plots
including these two varieties.

2.7.Statistical analysis

All the statistical analyses were done using R version 4.2.2
(2022-10-31 ucrt).We assessed the effects of the different
modalities (pure stand and mixtures) and their interactions
with the site on grain and biomass yields, diseases resistance
and striga infestation using a mixed linear model (function Imer
package lme4) (Banta et al, 2010; Bates et al, 2015).
Association types, including cultural condition, different
arrangement, and the main plot, were considered as factors
with fixed effects. The block and plot positions within each site
were included as random factors. Adjusted means were
calculated using the Ismean function from the emmeans
package (Searle, 2012), wich takes into account the variability
introduced by the random factors. Mean comparisons were
performed using the cld function from the multcomp package
(Dunnett, 1955; Hothorn et al, 2008). This function assigns
letters to the different levels of the modalities being compared
(i.e., ‘Culture condition (pure stand vs mixture)’, ‘Site’, and
‘Arrangement’) based on their statistical differences.

The differences between RYT and NERDI and the value 1
(the reference value without any mixture effect) were assessed
using the one-sample Student’s t-test. We assessed a linear
model considering association type (i.e., ‘Culture condition
(pure stand vs mixture)’, ‘spatial arrangement’, ‘main plot’) and
site as fixed effects and the block and plot positions within each
site were added as random factors. Adjusted means of each
index were again calculated by Ismean. Then we compared the
means between sites and the means for modalities of mixture
repartition. Taking into account the comparison between
modalities in each site and in general, the most efficient spatial
arrangements was selected. Then we detailed the component
mixtures of varieties in the identified spatial arrangement to
highlight the one(s) inducing best performances. In this more
efficient spatial arrangement (L1/3), the characteristics of each
variety were compared across various proportions, both in
pure stands and mixtures. Comparisons were performed using
a Fisher’s multiple comparison test following an ANOVA,
treating each trait as the dependent variable and the
proportions as the independent variable for each variety.

Frontiers in Plant Science

65

10.3389/fpls.2023.1266704

3. Results

3.1.Effect of varietal mixtures on vyield and
resistance to biotic constraints

The results show that the variety EARLY MUTANT IAC 165
was the most productive in terms of grain yield (p<0.001) and it
also performed well in biomass yield even the p-value was not
significant between the monocultures of the four variety (Table
2). Mixtures, on the other hand, had a significant positive impact
on both grain and biomass yields (p< 0.001) (Table 2). On
average, varietal mixtures improved grain yield by 265g.m-2
and biomass yield by 236 g.m-. These positive effects of
mixtures were observed in both sites, although there were
significant differences in yields between the two sites.
Specifically, site IVO, with high fertilizer inputs, had
significantly higher yields of 631g.m- for grain and 363g.m? for
biomass, compared to the ANK site. The interactions between
crop conditions and sites also had significant effects (p<0.05)
(Table 2). Pyricularia oryzea and BLB have significantly
negative association with grain yield (p<0.001) (Figure S1).

Regarding disease impact, mixtures showed significantly
lower Pyricularia oryzea infection levels on leaves and panicles
compared to pure stands (Table 3). Incidence on leaves was
reduced by 5% (41% in mixtures versus 46% in pure stands),
and the average number of lesions per leaf was reduced by
three in all mixtures (5 lesions per hill in mixtures versus 8
lesions in pure stands). Pyricularia oryzea incidence on panicles
decreased by half in mixtures, resulting in a 9 lesions reduction
in the average number of lesions on panicles. However, no
significant differences were observed for BLB and striga
infestation rates (Table 3).

The results of the site-specific analysis reveal significant
differences between the two experimental sites. The IVO site
showed significantly lower values of Pyricularia oryzea
incidence and severity on leaves compared to the ANK site.
Specifically, the differences between the two sites were 3% in
Pyricularia oryzea incidence (p = 0.02) and a reduction of 7
lesions number in Pyricularia oryzea severity (p<0.001).
Interestingly, the pathogen Pyricularia oryzea only affected
panicles at the 1VO site, with an incidence rate of 6% and an
average of 9 lesions in severity. Additionally, Bacterial Leaf
Blight (BLB) infection was observed only at the IVO site, while
striga infestation occurred solely in the experiment at the ANK
site. In summary, the highly fertilized IVO site demonstrated
higher yields and lower Pyricularia oryzea infection levels
compared to the ANK site.

3.2.Relative productivity and disease resistance
of mixture

The RYT analysis demonstrated an overall 45% increase in
grain yield and a 33% increase in biomass yield in mixtures
compared to monocultures (Figure 2). The effect of mixtures
was consistent across both sites for grain yield, with a gain of
54% in the ANK site and 36% in the IVO site, respectively
(Figure 2A). however, there was a large difference of 22%
in biomass yield.
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Table 2: Analysis of the effect of cropping system and the site experimental condition on upland rice production using ANOVA: means and standard errors
for grain yield and biomass averaged over varietal mixtures pure stands and each site.

_ Grain yield (g.m?) Biomass yield (g.m?)

Crop condition
Pure stand 747 + 34 b 948 * 50 b
Mixtures 1012 + 32 a 1184 * 44 a
p-value <0.001 o <0.001 ok
Sites
Site ANK 596 + 44 b 892 + 62 b
Site IVO 1227 + 44 a 1254 + 62 a
p-value <0.001 ok 0.002 w*
Crop condition * Site
p-value <0.05 w* 0.1 NS
Monocultures
EARLY MUTANT IAC 165 (A) 897 + 40 a 1052 * 66 a
FOFIFA 152 (B) 713 + 30 bc 823 + 34 a
FOFIFA 154 (C) 642 + 35 c 1004 + 33 a
DOURADO PRECOCE (D) 735 + 28 b 911 + 44 a
p-value <0.001 Horx 0.1 NS

*, ** **x p-value indicating significant differences at the 5%, 1%, and 0.1% levels of confidence, respectively. The letters ‘a’ and ‘b’ indicate significant differences at the 5% level of confidence,
with ‘a’ denoting the higher mean value and ‘b’ the lower mean value. Levels with the same letter are not significantly different, while levels with different letters are considered significantly

different from each other. NS, non-significant.

The values in bold represent the p-values, while the letters denote the multiple comparison groups resulting from the Fisher's test.

between the two sites. The biomass yield gain through mixtures
inthe ANK site was the double of the biomass gain in
IVO site (Figure 2B).

Results also demonstrated an overall reduction in
Pyricularia oryzea infection on leaves and panicles in mixtures.
In comparison to pure-stands, mixtures showed anaverage 10%
decrease in disease incidence on leaves (Figure 2C) and a 39%
decrease in disease severity on leaves (Figure 2D). The
resistance to Pyricularia oryzea on leaves was very effective at
the IVO site, with disease incidence reduced by 15% and
severity by 38% (Figures 2C, D). However, this was not the case
at the ANK site, where the incidence of Pyricularia oryzea on
leaves was not reduced by the mixture (Figure 2C).
Nevertheless, for this site, we observed a reduction of 41% in
disease severity (Figure 2D). The Pyricularia oryzea infection
was reduced by 49% in both NERDI incidence and severity on
the panicle at the IVO site since there was no panicle infection in
the ANK site (mean NERDI = 0.51 p-value<0.001 for both
incidence and severity).

Regarding the spatial arrangement, there were no

significant.
differences between lines and checkerboard patterns within the
L1/ 1 arrangement for all the considered, variables including
yields and disease resistance (Figure 3). The most unbalanced
variety repartition (L1/3) induced the highest RYT for grain yield
(mean =1.60) in both sites (Figure S2), while L1/1 and L1/2 did
not differ significantly (Figure 3A). Similarly, the most
unbalanced repartition (L1/3) was the most efficient for
biomass yield (mean RYT= 1.40), with no significant differences
observed for the other three repartitions (Figure 3B). All other
repartitions had similar performances in
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reducing disease incidence on leaves, but the L1/3 repartition
had the lowest NERDI value, which was significantly different
for one (p<0.05) (Figure 3C). For the disease severity reduction
on leaves, the L1/2 and L1/3 repartition were the most efficient
with an average reduction of 50% and 40% respectively (Figure
3D). At the panicle level, the effect of different spatial
arrangement on both NERDI incidence and severity was
consistently positive with a reduction of the disease impact, but
there were no significant differences among the modalities
(Figures 3E, F). Site-specific results for the effects of different
arrangements are available in the Supplementary Information
in Figure S2.

Given that the L1/3 repartition was the most efficient for
increasing grain and biomass yield, it was chosen to identify the
best performing varietal mixtures based on RYT. The highest
RYT values for grain and biomass yield were observed when the
variety EARLY MUTANT IAC 165 represented 75% of the
plot (Figures 4A, B). According to Table 2, EARLY MUTANT IAC
165 was the most productive variety in grain and biomass yields.
Its positive impact in mixtures may be attributed to the fact that
the hills of this variety produced more tillers and leaves in
mixtures than in pure stands, possibly due to an alleviation of
the intra- varietal competition. This effect was particularly
pronounced when EARLY MUTANT IAC 165 was associated
with the varieties FOFIFA 152 and FOFIFA 154. Notably, these
two varieties are resistant to Pyricularia oryzea, and were not
affected by this pathogen in our study. On the other hand, the
association composed by 25% EARLY MUTANT IAC 165
and 75% of
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Table 3: Analysis of the effects of cropping and experimental conditions on biotic stresses using ANOVA: means and standard errors of
disease incidence and severity for Pyriularia oryzea, BLB, and Striga infestation averaged over varietal mixtures and pure stands and

each

site.

Pyricularia on leaf Pyricularia on leaf Pyricularia on panicle Pyricularia on panicle o .
o . - . BLB (% St fect b)
_ incidence (%) severity (nb) incidence (%) severity (nb) @3 ) MREETeTD (G

Crop condition
Pure stand 46 + 2 a 8 + 1 a 12 + 0.11 a 21 + 3 a 20 + 2 a 70 + 15 a
Mixtures 41 + 1 b 5 + 1 b 6 + 0.06 b 12 + 1 b 20 + 2 a 66 + 15 a
p-value 0.02 * <0.001 Hhk <0.001 ok 0.01 o 0.9 NS 03 NS
Site
Site ANK 45 + 2 a 10 + 1 a 0 0 0 70 + 6
Site IVO 42 + 2 b 3 + 1 b 75 + 0.1 14 + 2 20 + 2 0
p-value 0.02 * <0.001 ok
Crop condition * Site
p-value ‘ 011 ‘ NS ‘ <0.001 o NA NA NA NA
Monocultures
EARLY_MUTANT_IAC_165 0 0 83 + 0.1 b 12 + 4 b 9 + 2 c 82 + 15 a
FOFIFA 152 0 0 0 0 23 + 11 b 73 + 125 a
FOFIFA 154 0 0 0 0 31 + 15 a 77 + 145 a
DOURADO_PRECOCE 46 + 2 8 + 1 16 + 0.1 a 30 + 4 a 17 + 14 bc 49 + 133 b
p-value 0.02 * <0.001 ok <0.01 o

*, ** *** p-value indicating significant differences at the 5%, 1%, and 0.1% levels of confidence
with ‘@’ denoting the higher mean value and ‘b’ the lower mean value. Levels with the same let
different from each other. NS, non-significant. NA, non-existent value.

, respectively. The letters ‘a’ and ‘b’ indicate significant differences at the 5% level of confidence,
ter are not significantly different, while levels with different letters are considered significantly

The values in bold represent the p-values, while the letters denote the multiple comparison groups resulting from the Fisher's test.

DOURADO PRECOCE had the lowest RYT for biomass (Figure
4B). In this case the association of two sensitive varieties to
Pyricularia oryzea attack (Table 3) with 75% of plants coming
from the most sensitive variety seemed to counterbalance the
positive effect of EARLY MUTANT IAC 165 on mixture
performances (Figure 4). Similar trends were observed at the
site- specific level (Figure S3).

4. Discussion

This study demonstrated that binary varietal upland rice
mixtures had significantly higher grain and biomass yield
compared to the varieties in pure stand, indicating the benefits
of varietal mixtures. The Relative Yield Total (RYT) indicated an
average of 45% gain in grain yield and 33% gain on biomass
yield when applying varietal combination. These benefits of
intercropping can be interpreted as improved land use efficiency
(Mead and Willey, 1980; Werf, 2021).This finding is consistent
with and confirms previous studies on varietal mixtures of rice
or other crops (Borg et al, 2018; Montazeaud et al, 2020). The
study also demonstrated lower Pyricularia oryzea infection on
both leaves and panicles in mixtures, highlighting that varietal
mixtures can effectively reduce impact of this fungal disease on
crop development as previously demonstrated by Gallet et al.
(2014) and Raboin et al. (2012). This reduction is an
epidemiological phenomenon when mixtures were composed
of varieties with varying levels of resistance. It was particularly
evident in the susceptible variety (Raboin et al, 2012;

Zhu et al.,, 2000). The same fact was observed in our study since
the Pyricularia oryzea only infected the plot where the most
susceptible variety (DOURADO PRECOCE) was present. Disease
incidence and severity were higher in pure stands of this variety
compared to mixtures. However, no significant differences
between mixtures and pure stands were found for Bacterial
Leaf Blight (BLB) and striga infestation.

Significant variations in yields were observed between the
experimental sites according to the Table 2. The IVO site, which
was highly fertilized, had significantly higher yields compared to
the ANK site. These site differences induce variations in mixture
effects, particularly for biomass production, with a stronger
positive effect of the mixture in the low fertility, ANK site (Figure 2).
The same trend was observed for grain yield, though the
differences were not statistically significant. According to these
findings, the varietal mixtures were more pronounced in less
fertilized field conditions. These results are in line with the
literature that demonstrate that environmental factors and
nutrients availability can affect the mechanisms involved in the
establishment of the positive effect of varietal mixture (Barot et
al., 2017; Grzyb et al., 2020). Moreover, they are consistent with
the stress gradient hypothesis, which suggests predictable
variation in net plant- plant interactions based on environmental
context, with more positive effects of these interactions in the
case of low level of resources availability (Brooker et al., 2014).
These findings highlight the importance of tailoring
intercropping strategies to local environmental conditions
for optimal crop performance.

It was demonstrated that soil organic matter content, which
is a major driver of soil fertility, could impact mixture
performance, i.e.
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Figure 2: Relative Yield Total (RYT) of grain (A) and biomass yield (B) and Net Effect Ratio of Disease (NERDI) of varietal mixtures in two sites. (C)
showed NERDI incidence on leaves and (D) showed NERDI severity on leaves. Each site average was compared with a reference value of 1 by a t-test;
p-values are indicated in the top of each plot as “p-Site”. RYT and NERDI averages per site are shown i.e., y=1.54 above scatterplots. The site effect was
assessed by linear model analysis and p-values are indicated by stars next to averages, p-value < 0.05 =*; p-value < 0.01=**; p-value < 0.001=*** NS,
non-significant.

the more organic matter available, the lower the mixture effect
and thus the relevance of using varietal mixtures (Reiss and
Drinkwater, 2018). This stands in contrast to our findings, and
we can hypothesise that this is due to the fact that the fertility
of the low soil organic matter content site (Ivory) was improved
through fertilisation. This confirms that positive effects of
varietal mixtures were stronger under low fertility conditions,
as stated by (Reiss and Drinkwater, 2018) and tends to
demonstrate that in our case fertilizer input was more
important to determine the mixture effect than soil organic
matter content. Varietal mixtures can be beneficial in low-
fertility soils due to the distinct resource acquisition patterns of
different plant varieties (Lambers et al, 2008) and their
potential to capture solar radiation differently (Richards,
2000). These varietal differences may lead to compatibility
among varieties, facilitating efficient resource utilization (Li et
al., 2018). Moreover, our findings supported previous results of
Kicer et al. (2012) showing that within field intraspecific
diversity allow crops to better respond to environmental
factors and especially nutrient availability (Baraibar et al,
2020). However, this assumption needs to be qualified with the
discovery by Dahlin et al. (2020), which suggests that the
resource niches achieved depend on the
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genotypes’ identity in the mixture, and this functional
mechanism might be influenced by the trait plasticity of
individual genotypes leading to different phenotypes. The
reasons for improved performance of mixtures are largely to be
explored.

Grime (1977) pointed out that in a less fertile site, negative
interactions among plants are limited due to an alleviation of
the competition from large size individuals when resource
availability is restricted. Another reason could be that in low
fertility conditions, differences in resources acquisition
strategies among genotypes should be more important for the
plant community functioning. This is due to a scarcity of
resources, thus generating a strong positive effect of plant
complementarity on the performance of the mixture (Cook-
Patton et al, 2011). These combined hypotheses may explain
the positive impacts of inter and intraspecific diversity on use of
community-level resource-such as light, water, and nutrients;
resulting in improved overall resource utilization and increased
crop productivity (Bakker et al, 2016; Loreau, 1998; Craven et
al, 2016; Montazeaud et al, 2018). In contrast, we can
hypothesise that the benefits of mixing in a more fertilized site
were not as pronounced due to a dominance (Grime, 1977)
effect of the most productive varieties that perform well in both
pure stand and monoculture, limiting the relevance of the
mixture. This may also
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Figure 3: Average RYT for grain (A) and biomass yield (B) and NERDI values for disease incidence (C) and severity (D) on leaves with NERDI incidence on
panicles (E) and NERDI severity on panicles (F) of different spatial arrangements of rice mixtures. The modality effect was assessed by ANOVA, and the p-value
as indicated by stars in the top of each panel as “Modality effect ***”. The letters 'a’, ‘ab’,'b’, ‘bc’ and ‘¢’ indicate significant differences between arrangements at the
5% level of confidence. ‘a’indicates the higher value and ‘c’ the lower value. Each modality average (i.e., p=1.3) was compared with a reference value of 1 by a|t-
test; p-values-are indicated in the top of each plot, near the averages (i.e:, p=1.3***). p-value < 0.05 =*; p-value < 0.01=**; p-value < 0.001=***). NS, non-
significant.

be due to the fact that the effect of differential root exploitation
is no longer emphasised in the complementarity effect when
resources are not constrained (Elser et al., 2014).

In our study, varietal mixtures demonstrated efficiency to
reduce Pyricularia oryzea incidence and severity. These
findings are in line with previous research that has
demonstrated the potential of mixtures to reduce pest and
disease pressure through diversity-mediated pest suppression
via specific ecological processes (Pélissier etal, 2021). These
results can be related to several.
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ecological mechanisms: the lower Pyricularia oryzea infection
could be attributed to reduced host-plant density and increased
diversity, making mixtures less favourable to the spread of
pathogens (Ekroth et al., 2019). This mechanism is described in
ecological studies as the dilution effect or the barrier effect,
whereby the introduction of non-susceptible species or
genotypes can limit the spread of the disease due to a physical
barrier effect, (Li et al, 2007; Zhu and Morel, 2019). However,
we did not detect any positive effect of the varietal mixtures on
striga infestation, which.
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Figure 4:RYT values for grain (A) and biomass (B) yield for L1/3 repartition. Mixture effects are assessed using ANOVA indicated in the right top of each
panel. Letters a’to ‘¢’ indicate significant differences at the 5% level of confidence with ‘a’ indicating a higher value and ‘c’ the lower value. The first
letter in the mixture name, i.e A for the association A3B1, indicate the variety that represent 75% of hills within the mixtures and the second letter
indicate the variety that represent 25% of the mixture. A stand for EARLY MUTANT IAC 25; B stands for FOFIFA 152; C stands for FOFIFA 154; and D
stands for DOURADO PRECOCE.

is contradictory to previous research demonstrating that
genetically homogenous populations are more susceptible to
parasites and pathogens (Ekroth et al, 2019). Studies
conducted on millet varietal mixtures in Senegal have similar
results to our findings, showing a neutral effect of mixtures on
striga and weed infestation (Cisséet al,, 2023). Overall, more
research is needed to fully understand the relationship
between pure stand and the spread of BLB and striga infestation
(Table 3). Furthermore, it is important to consider local factors
such as environmental conditions and rice variety choice that
can influence the specific results.

Regarding the spatial arrangement, the most unbalanced
repartition showed a higher RYT for grain yield in both sites,
highlighting that the balance between the varieties is not a
prerequisite to obtaining a positive effect of mixtures (Newton
and Skelsey, 2023). These results confirm findings of Zhang et
al. (2011), who found a variation of biomass yield in different
arrangements of wheat-soybean intercropping, thus
emphasizing the benefits of an unbalanced arrangement for
grain yield. Those findings reveal that the performance of
varietal mixtures in agroecosystems is a complex interplay
between different ecological mechanisms. Contrary to a strong
complementarity effect that could alleviate resource
competition, research like Cardinale et al. (2007) highlights that
the success of these mixtures often hinges on a selection effect.
This effect is characterized by the dominance of a particular
component within the mixture, driving its overall performance.
This suggests that the presence of a highly successful individual
variety can play a pivotal role in determining the overall success
of the mixture (Loreau and Hector, 2001; Tilman et al.,, 2006).
These insights underlined the intricate dynamics that dictate
the outcomes of varietal mixtures in agriculture, where the
dominance of certain components can outweigh the potential
benefits of resource complementarity (Lehman and Tilman,
2000).This hypothesis appears to be confirmed by our result
because of the dominant genotype in the mixture with the
highest RYT, i.e. the EARLY MUTANT IAC 165. This variety
produced more leaves biomass and had taller plants.
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than the other varieties, two characteristics which are
indicative of highly competitive ability (Grime, 1977). Further
substantiating these findings, Table 4 presented complete yield
data for varieties in both pure stand and in L1/3 repartitions as
75% or 25% proportions. Observed characteristics of the
varieties under these repartitions are also available in this table.
Additionally, we may associate this highly competitive and
productive variety with smaller varieties displaying high root
biomass (FOFIFA 152 and FOFIFA 154). This contributes to the
improved yield performance of the mixture, leading us to
suspect that spatial complementarity for light interception, as
well as unbalanced competition for above- and below-ground
resources, could explain the performance of the mixture. Our
study highlights the fact that selecting specific varietal
compositions and unbalanced spatial arrangements can
improve grain and biomass yields in upland rice mixtures.

The results of this study indicated important benefits of
varietal mixtures, albeit these results had limitations, as they
were specific to the experimental conditions and locations.
Extrapolating the results to different environmental conditions
or rice varieties should be treated with caution, as local factors
such as soil type, climatic conditions, and genotype selection
can influence outcomes. While the study demonstrated the
effectiveness of mixtures in reducing Pyricularia oryzea
infection, no significant differences were found for BLB and
striga infestation. This suggests that the impact of mixtures on
different diseases may vary. Further research is needed to fully
understand the relationship between pure stands and the
spread of these specific infections. The study, furthermore,
provided insights into the positive effects of varietal mixtures
on crop performance, however, the underlying mechanisms
driving these outcomes remain largely unexplored. Future
studies should aim to investigate the specific ecological
processes and interactions contributing to the observed
benefits. Our results highlight the potential benefits of an
unbalanced spatial arrangement regarding grain yield.
However, the specific reasons behind these findings, such as the
selection effect, driven by the dominance of a particular
genotype, require further investigation. Additionally, the
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TABLE 4 Performance in production and characteristics of the varieties at different proportions (75% and 25%) in the L1/3 repartition compared to pure stands.

. . Grain yield Biomass yield Vegetative Flowerin Plant heigth Tiller Leaves Aerial biomass
Variety name Proportion y2 2y €9 . 9 9
(g.m?) (g.m?) time (day) time (day) (cm) number (nb) number (nb) (9)
EARLY MUTANT !
1AC_165 (A) 75% 089 '+ | 45 a | 407 |+ 21 b 8 £ 7 a 106 * 8 a 107 |+ 18 |a 13 + 5 a |66 + 20 403  + |24 | a
1
100% 897 + |40 b | 035 |+ 66 a 8 |+ 3 a 105 + 7 a 106 |+ 21 | a 1 + 4 b |51 = |16 370 | + | 18 ab
1
25% 338+ |14 b | 027 | + 31 a 84 |+ 4 ab 102 + | 10 a 101 |+ 21 | a 14 + 5 a 63  + | 22 326 x| 19 | a
FOFIFA 152 (B
(B) 75% 733 0+ |29 a| 320 |+ 11 ¢ 8 |+ 4 a | 1001 * 10 a 98 |+ 21 |a 14 + 5 a |60 =+ | 20 315  + |17 a
100% 713 + |28 a | 82 |+ 33 b 84 |+ 4 b 100 * 11 a 99 | % 20 |a 15 £ 5 a |66 =+ | 19 303+ | 16 a
25% 332 + |16 b | 90 |+ 28 a 8 |+ 3 a | 104 * 9 a 98+ 19 | a 13 + 5 a |63  * |25 326 + |17 a
FOFIFA 154 (C) 75% 700 + |30 a | 286 |+ 7 b 8 |+ 4 a | 107 * 13 a 101 |+ 22 |a 14 + 4 a |5  + 19 282 + |16 a
100% 642 + |30 a | 995 |+ 44 a 8 |+ 3 a 105 + 11 a 106  + 60 |a |13 + 5 a |61 = | 25 307 + |17 a
25% 257 + |11 ¢ | 898 |+ 19 a 8 |+ 3 ab 105 * 10 a 109 |+ 21 |ab |12 *+ 4 a |57 =+ 18 342  + |18 a
DOURADO PRECOCE (D) 75% 946 + |45 a 305 | + 8 b 8 |+ 4 a 104 * 9 a 100 + 20 |b 12 + 4 a |5 =+ 18 255  + |15 a
100% 735 + |35 b | 898 |+ 34 a 8 |+ 3 b 104 * 14 a 111 | £ 19 |a 11 £ 3 a |54 + 15 440  + 17 | a

Mixture values represent the mean performance of the specific variety when it is combined with the three other varieties.

The values in bold represent the p-values, while the letters denote the multiple comparison groups resulting from the Fisher's test.
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relationship between spatial arrangement, complementarity
effects, and resource competition must be explored further.
Lastly, the experiment duration of a single growing season
limited our insights into the sustainability and stability of the
observed benefits. Long- term experimentation is needed to
confirm the above results.

Our study highlighted the benefits of varietal mixtures in
upland rice in the mid-west of Madagascar. The highland rice
production systems of Madagascar often face challenges such as
limited access to inputs such as fertilizers and pesticides.
Intercropping can help to address some of these challenges by
reducing the reliance on external inputs and enhancing
ecosystem functioning. However, understanding ecological
mechanisms that drive interaction among varieties is crucial for
optimizing mixture composition and improving rice production
sustainability. However, further research is needed to explore
these mechanisms in more detail and to assess their long-term
implications for rice production in the context of highland
agroecosystems in Madagascar.
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Supplementary material

Table S1: Comparison of soil physical and chemical properties between Site ANK and Site IVVO in different horizons

Physical properties

10.3389/fpls.2023.1266704

Chemical properties

Coarse Coarse
Clay Fine silts silt Fine sand sand pH CcO N tot P ass
©-2m% G O e 2o 55 (kD)  (gkeD)  (mgkg-D)

Horizon 0 to 10 cm 38.76 11.54 6.08 9.3 34.32 5.02 21.47 1.72 7.09

Site ANK  Horizon 10 to 20 cm 45.6 12.23 6.46 9.52 26.2 4.83 20.34 1.58 4.83
Horizon 20 to 30 cm 55.05 9.09 5.03 7.46 23.36 4.65 14.59 1.29 3.18

Horizon 0 to 10 cm 36.15 24.75 9.08 941 20.61 5.17 17.6 1.44 9.26

Site IVO  Horizon 10 to 20 cm 39.19 24.37 8.87 8.78 18.8 5.08 16.11 1.3 6.93
Horizon 20 to 30 cm 46.1 21.97 1.57 7.33 17.04 4.89 15.67 1.16 4.69
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Table S2: Phenological and phenotypic characteristics of the four upland rice varieties. Data extracted from experiment in the site ANK in 2020-2021 (Rahajaharilazaet al. in

prep)
Agronomic performances Resistance to environmental stresses
Whit
. . Full Empty 1000 Resistanc e , . .
Grain Biomas Harves Fele - Eplie grain  grain grains Sterilit eto wor V\_/eeds Pyrl_cular Pyrl_cular
. . e per etper - . biomas ia ia
Yield syield tIndex - per per weigh vy abiotic . .
plant panicle : - S incidence severity
panicle panicle 't stress  attac
k
dobare ) ) o) @ ) o) ) @ ) (@
EARLY_MUTAN
A T IAC 165 4476 5052 0.45 13 82 68.9 2.7 314 15 8.4 104 144 49.8 3.72
F152 3553 4119 043 13 64 51.8 2.7 28.7 18 11.2 7.1 6.7 39.6 2.92
C F154 3602 3993 041 12 76 54.0 2.9 32.3 28 11.6 143 16.8 48 3.26
D DOURADO_PRE 3553 4294 042 10 81 60.7 34 31.0 21 7.4 6.8 28.6 87.6 26
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Figure S1: Correlation between grain yield and environmental biotic constraints: (A) blast incidence, (B) blast
severity, (C) panicle blast and (D) BLB disease incidence. Dots in red are pure crops and dots in black are plots
planted with varietal mixtures.
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significant differences between arrangements within each site at the 5% level of confidence (linear model analysis).
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Figure S3: RYT values for grain and biomass yield for L1/3 repartition in the two sites. RYT in ANK site (panels A and B), in IVO site (panels C and D). Mixture effects are assessed
using ANOVA and letters 'a" and 'b" indicate significant differences at the 5% level of confidence. The colours indicate the high-dominant varieties in the mixtures (75% for RYT and
63% for RRT). Green for A, yellow for B, blue for C and red for D.
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CHAPITRE IV :

Evaluation avec des melanges de
varietes locales pendant trois campagnes

culturales
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Ce quatrieme chapitre étudie I'intérét d’adopter des mélanges variétaux avec des variétés
vulgarisées sur les Hautes Terres de Madagascar pendant plusieurs années. Les différentes

parties abordées par cette étude sont détaillées ci-dessous.

Introduction

Madagascar dépend fortement du riz en tant qu'aliment de base. la majorité des terres arables
sont dédiées a la culture du riz irriguée (Radanielina et al., 2013). La consommation annuelle
de riz blanc par personne dépasse les 100 kilogrammes, fournissant environ 72,8 % de l'apport
calorique de la population. Cette forte dépendance souligne I'importance primordiale du riz dans
I'alimentation quotidienne des Malgaches (FAO, 2021 ; Garruchet et al., 2023). La culture
pluviale du riz, en particulier dans la région de Vakinankaratra, joue un role essentiel en
complément de la riziculture irriguée, représentant 8,4 % de la superficie totale de production
de riz (Garruchet et al., 2023). Cette pratique prend de I'ampleur dans une région ou le
développement de nouveaux champs de riz irrigué n'est plus possible, en raison de contraintes
géographiques et de densité de population. Cependant, la rapide expansion de la culture du riz
pluvial par les agriculteurs défavorisés dans cette région rencontre des défis majeurs tels que la
faible fertilité du sol, la vulnérabilité aux maladies et aux ravageurs, et une menace significative
de Pyricularia oryzae, un agent pathogene du riz (Raboin et al., 2012, 2016). Ces défis
soulignent la nécessité d'explorer des approches durables pour maintenir la productivité agricole
dans ce contexte. La dépendance a une variété dominante, Chhomrong Dhan (CD), suscite des
préoccupations quant a la durabilité des systémes de culture du riz pluvial, en particulier face
aux changements environnementaux possibles. Cette dépendance accentue les risques associés
a la monoculture, mettant en évidence la nécessité de diversifier les variétés de riz cultivées
pour assurer la résilience du systéme agricole (Frison et al., 2011 ; Strange & Scott, 2005).
L’uniformité génétique augmente la vulnérabilit¢ des cultures aux pathogénes et aux
contraintes. Afin de contrer cette vulnérabilité, l'augmentation de I'agrobiodiversité a travers
des pratiques telles que I'association de cultures et les mélanges variétaux offrent une diversité
fonctionnelle, améliorant les services écosystémiques tels que la suppression des mauvaises
herbes, la lutte contre les ravageurs et I'amélioration du sol (Reddy et al., 2011). Les mélanges
variétaux, en particulier, peuvent jouer un rdle majeur crucial en réduisant la vulnérabilité des
cultures, minimisant les pertes de production et optimisant les performances globales des

cultures (Creissen, 2013 ; Kong et al., 2023). Bien que des recherches approfondies aient été
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meneées au niveau des plantes, des études a long terme sous des conditions réelles sur le terrain
sont limitées. La plupart des études sur les mélanges variétaux de riz se concentrent sur le
contréle de la maladie pyriculariose (Pyricularia oryzae), montrant des résultats positifs en
termes d’augmentation globale du rendement et de réduction des maladies lors de la plantation
de variétés sensibles et résistantes ensemble (Gallet et al., 2014 ; Leung et al., 2003).

Dans ce dernier chapitre, une approche a posteriori est adoptée en complémentarité avec celle
a priori présentée dans le deuxieme et troisiéme chapitres. Il s’agit d’étude focalisée
specifiquement sur I'évaluation des mélanges en utilisant quatre variétés de riz pluvial adaptées
aux conditions écologique des Hautes Terres de Madagascar : Chhomrong Dhan, Fofifa 172,
Fofifa 173 et Fofifa 180. L'objectif a été de tester I’efficacité et la stabilité productive des
mélanges variétaux dans des conditions hors maladies avec des variétés resistantes et aussi
adaptées aux conditions environnementales des Hautes Terres. Cette recherche menée sur une
période de trois ans sous des conditions réelles sur le terrain vise a répondre au besoin d'une
production de rendement durable et stable. Nous avons cherché a déterminer si (i) les mélanges
peuvent améliorer le rendement en grains et (ii) si le nombre de variétés et leur composition
peuvent améliorer les mélanges. Nous avons également cherché a caractériser la plasticité des
variétés en fonction de la composition des mélanges. Les trois hypotheses suivantes ont été
testées dans ce dernier chapitre. H1 : Une plus grande diversité génétique avec une composition
élevée de variétés dans les meélanges favorisent des rendements agronomiques plus élevés, H2:
Des mélanges comprenant une composition spécifique de variétés de riz présentent des
rendements en grains plus élevés et H3: Les variétés de riz présentent une plasticité
phénotypique dépendant des compositions variétales et influencant les performances

agronomiques

Matériels et méthodes

L’¢étude a été conduite dans la région Vakinankaratra sur trois saisons culturales (2013-2014,
2014-2015 et 2016-2017). Les essais ont eu lieu & la station expérimentale de FOFIFA a
Andranomanelatra, située dans les hauts plateaux a une altitude de 1635 métres. La température
moyenne mensuelle de la région varie de 19,2°C a 19,6°C pendant les saisons de culture, avec
des precipitations cumulatives variables (1 228 mm en 2014, 1 476 mm en 2015 et 1 279 mm
en 2017). Le sol du site experimental est de type "Ferralsol™, caractérisé par 66 % d'argile, 17

% de limon fin, 3 % de limon grossier, 6 % de sable fin et 8 % de sable grossier. Quatre variétés
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de riz pluvial ont été sélectionnées pour I'étude : Chhomrong Dhan (CD), FOFIFA 172 (F172),
FOFIFA 173 (F173) et FOFIFA 180 (F180). Ces variéetés, développées par FOFIFA et le
CIRAD, sont adaptées aux conditions climatiques en haute altitude et résistantes a la
Pyricularia oryzae. Chhomrong Dhan, une variété népalaise sortie en 2006, a servi de géniteur
pour F173 et F180. Les variétés ont des caractéristiques distinctes les unes des autres telles
que la réaction a la pyriculariose, la parenté femelle et male, I'altitude moyenne, la durée du
cycle a maturité et des traits spécifiques.
Le plan expérimental vise & évaluer différentes combinaisons de variétés, impliquant deux
facteurs de traitement : le "type d'association” : cultures pures (P), associations de deux (B), de
trois (T) ou de quatre variétés (F) et la "composition variétale” (variétés spécifiques associées).
La conception differe selon les années (2014, 2015 et 2017), adoptant des plans en blocs
complets ou incomplets avec des répétitions. Au niveau de la parcelle, les mélanges de variétés
sont disposés en rangées alternées, chague parcelle mesure 16 m2. Chaque rangée contient 20
poquets avec un espacement de 20 cm entre les rangs et les lignes. La fertilisation comprend du
fumier bovin, de la dolomie, de I'engrais NPK et de l'urée, selon les recommandations du
FOFIFA. Les mesures des plantes ont porté sur la hauteur des plantes, le temps de floraison et
les composantes du rendement tels que le rendement en grains, le poids de 1000 grains, le
nombre de panicules par m2 et le nombre de jours jusqu'a la floraison. Les analyses statistiques
ont impliqué trois étapes : l'identification des parametres influencant les variations de
rendement, I'évaluation de la performance de chaque variété dans les mélanges et I'étude de la
plasticité des traits des variétés en fonction des compositions variétales. Pour la premiere étape,
un modele de régression linéaire a effets mixtes a été utilisé pour analyser les effets du type
d'association et de la composition variétale sur le rendement en grains. Des moyennes ajustées
ont été calculées, et le Ratio d'Equivalence des Surfaces (LER) a été calculé pour quantifier la
superficie nécessaire aux cultures pures pour atteindre les mémes rendements que les mélanges.
Les valeurs de LER ont aidé a identifier les compositions variétales ayant une performance
forte. La deuxieme étape consiste a évaluer la performance individuelle de chaque variété dans
les mélanges. Les variétés focales et voisines ont été définies, et des tests de Dunnett ont été
réalisés pour comparer les rendements en culture pure avec les rendements dans différents
mélanges. Dans la troisieme étape, la plasticité des traits variétaux selon les compositions
variétales a été observée. Des modeles linéaires ont été appliques aux traits tels que le poids de
1000 grains, le nombre de panicules, le nombre de jours jusqu'a la floraison et la hauteur des
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plantes. Des tests de Dunnett ont ensuite été réalisés pour comparer les valeurs des traits en
culture pure avec celles quoi ont é associées a des variétés voisines spécifiques. Le logiciel R a
été utilisé pour toutes les analyses statistiques et a fourni un cadre méthodologique complet
pour évaluer la performance des variétés de riz pluvial dans différentes compositions dans des

conditions réelles de terrain.

Résultats

Variations du rendement des mélanges : Aucune variation significative du rendement global
n’a été observée entre les différents types d’association de 2, 3 ou 4 variétés en mélange. Alors
qu’un effet trés significatif sur le rendement en grain a été observé au niveau de certaines
variétés composantes du mélange. Les mélanges comportant des variétés qui sont performantes
en pure (CD et F180) sont moins productives lorsqu’elles sont en mélange avec d’autres
variétés. Les mélanges comportant la variété F173 produisent les mémes rendements en grains
que ses cultures pures et finalement les mélanges comportant la variété F172 sont tous plus
productives que ses cultures pures.

Corrélation entre les rendements observés et attendus :

Une corrélation positive forte a été observée entre les rendements observés dans les mélanges
et les rendements attendus basés sur les rendements moyens des composants variétaux
individuels en cultures pures. L'analyse du LER n'a pas montré d'augmentation globale du
rendement en grains des mélanges par rapport aux cultures pures. Les mélanges binaires (B)
avaient une efficacité d'utilisation des terres inférieures aux cultures pures, tandis que les
mélanges a trois variétés (T) et a quatre variétés (Q) ont montré des améliorations marginales
de I'efficacité d'utilisation des terres.

Performance individuelle des variétés au sein des mélanges :

Les résultats de rendement en grain varient selon le mode de culture, en pures ou en mélanges,
dépendant de la variété en question ; F172 en culture pure produit un rendement inférieur que
F172 mélangée avec d’autres variétés. Cing combinaisons surpassent significativement son
rendement en monoculture. Pour F173, sa culture pure produit un meilleur rendement que celui
observé dans deux des mélanges testés, mais est inférieure a celui obtenu dans cing autres
mélanges. En revanche, CD, a été plus productive en culture pure par rapport a ses rendements

au sein des mélanges. De méme, la variété F180 a été plus productive en culture pure par rapport
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aux rendements de tous les mélanges dans lesquels elle est incluse. Trois mélanges spécifiques

produisent un rendement significativement inférieur a sa culture pure.

Plasticité des traits variétaux en fonction des compositions du mélange :

La plasticité variétale a été analysée pour quatre traits : le poids de 1000 grains, le nombre de
panicules par m, la durée de floraison et la hauteur des plantes. Aucune variation significative
n'a été detectée pour ces quatre traits parmi les compositions de mélange impliquant soit les
variétés F172 ou F173. Pour CD, la variation parmi les compositions de mélange a été
significative pour la durée de floraison et la hauteur des plantes, sa durée de floraison réduite
dans tous les mélanges par rapport @ CD en culture pure. La hauteur des plantes de CD a été
réduite dans la plupart des mélanges par rapport a CD en culture pure, a I'exception du mélange
avec F180. Pour F180, la variation parmi les compositions de mélange a été significative pour
le nombre de panicules par m2 et la hauteur des plantes. F180 a augmenté son nombre de
panicules par m?2 dans la plupart des mélanges, sauf dans le mélange avec quatre variétés et sa
hauteur est significativement réduite lorsqu'elle est mélangée avec F 172 ; alors que sa hauteur
a tendance a augmenter dans tous les mélanges impliquant CD.

Discussions

L'étude révele des perspectives nuancées sur la performance des mélanges variétaux. Elle met
en avant l'absence de gains globaux de rendement mais des effets variétaux marqués. Le
rendement moyen en cultures pures et en mélange ont €té respectivement de 4242 kg/ha et 4238
kg/ha sur I'ensemble des expérimentations Aucun surcroit excessif de rendement n'a été
observé, Le LER global était de 1,001, en accord avec une méta-analyse de Reiss et Drinkwater,
(2018) suggérant une modeste augmentation de 2,2 % du rendement dans les mélanges
variétaux par rapport aux composants purs. Malgré la promotion de certaines améliorations de
rendement, les mélanges variétaux se sont révélés moins efficaces pour l'amélioration de la
production agricole par rapport a des stratégies telles que l'agroforesterie, l'association de
cultures ou les rotations de cultures. Combiner les mélanges variétaux avec ces approches
pourrait optimiser davantage les effets de diversification. Aucun effet significatif du type
d'association, que ce soit en mélangeant deux, trois ou quatre variétés, n'a été détecte,
contrairement a la littérature suggérant qu'une diversité accrue avec plus de composants
améliore la capacité de production. La corrélation positive entre les rendements observés dans

les mélanges et les rendements attendus basés sur les rendements moyens des composants
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indique que la productivité des mélanges suit étroitement la productivité de leurs composants
individuels en cultures pures. Cependant, certaines compositions variétales ont présenté
systématiquement des rendements observés plus élevés que prévu, suggérant des effets
synergiques potentiels. Les mélanges de trois variétés ont produit le plus de grains, et la seule
combinaison avec un LER positif significatif. Cela suggere que les mélanges pourraient
atteindre des rendements égaux ou supérieurs a ceux des variétés en culture pure, surtout dans
des conditions plus contraignantes et avec des intrants plus faibles. L'absence de pression de la
maladie de la pyriculariose dans notre expérimentation a pu limiter I'effet de surcroissance, car
toutes les variétés utilisées sont résistantes ou tolérantes a cette maladie. L'effet de surcroissance
tend a augmenter dans les mélanges sous pression de maladies.

Bien que les rendements globaux soient restés constants, les variétés individuelles ont montré
des comportements distincts dans les mélanges. La variété F173 a eu des performances
similaires en cultures pures et en mélanges, F172 a été bénéfique en mélanges, et les variétés
productives CD et F180 ont été plus productives en cultures pures. Cette variation de
performance est attribuée aux capacités compétitives des variétés, les plus productives
surpassant les autres en cultures méme en mélange (Wang et al., 2021). A part cela, les relations
génétiques ont joué un réle dans la performance variétale. La variété CD, géniteur de F180 et
F173, a montré un rendement individuel accru lorsqu'elle était associée a ses progénitures,
suggérant une complémentarité génétique et une synergie (Becker et al., 2023; Richards, 2000).
En revanche, F172, également parent de F180, a produit mieux en pure, possiblement en raison
d'une incompatibilité génétique ou d'un effet de dilution lors du croisement (Fréville et al.,
2022; Mahaut et al., 2023).

La compétition entre les variétés dans les mélanges a révélé une opposition entre la performance
en rendement d'une variété en culture pure et sa performance relative dans les mélanges. Les
variétés moins productives ont mieux produit dans les mélanges, tandis que les plus productives
ont moins produit. Cela indique la nécessité de minimiser les interactions compétitives lors de
la conception des mélanges. La plasticité de certains traits des variétés, tels que la hauteur des
plantes et le moment de la floraison, a été observée en raison des interactions compétitives au
sein des mélanges. Par exemple, la variété la plus compétitive a ajusté sa croissance vers le bas
lorsqu'elle était mélangée avec des variétés plus courtes, montrant que la plasticité des traits est

un facteur important dans la performance des mélanges. Cela suggere que mesurer les traits
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uniquement en culture pure peut étre insuffisant pour prédire la performance des mélanges. La
plasticité semble étre un ajustement aux interactions compétitives, mais elle pourrait également

contribuer a accroitre la complémentarité pour I'exploitation des ressources dans certains cas.

Conclusion et perspectives

Dans notre étude, I'utilisation des quatre meilleures variétés enregistrées de riz pluvial,
sélectionnées pour les conditions daltitude élevée et la résistance a la maladie de la
pyriculariose, n'a pas révélé de overyelding transgressive. Aucun mélange n'a surpassé la
meilleure variété en culture pure. Cependant, certaines combinaisons de mélanges ont
statistiquement égalé les performances des meilleures variétés en culture pure. Pour améliorer
I'efficacité des mélanges, une évaluation systématique des capacités de mélange d'un plus grand
nombre de lignées adaptées dans les dernieres phases du programme d'amélioration du riz de
montagne & Madagascar pourrait étre envisagée. Evaluer la performance des mélanges dans des
conditions réelles d'agriculteurs, avec des intrants faibles et une faible fertilité du sol, pourrait
mieux mettre en valeur leurs effets attendus. Investir dans la recherche sur les mélanges de
variétés est a prioriser pour développer une agriculture plus résiliente et productive, en
particulier dans les Hautes terres de Madagascar, ou les petits agriculteurs font face a une grande
vulnérabilité aux risques agricoles et au changement climatique. S'inspirant de la littérature, des
suggestions sont avancées pour améliorer la conception des mélanges. Wuest (2021) propose
une stratégie écologique et évolutive, préconisant la conception de mélanges avec des variétés
d'élite avant I'enregistrement, remettant en question les approches conventionnelles d'élevage.
Barot (2017) recommande une approche multifacette, mettant I'accent sur la nécessité d'évaluer
davantage des combinaisons. L'approche aveugle aux traits axés sur les capacités de mélange,
exige des conceptions expérimentales approfondies, tandis que I'approche basée sur les traits
concoit efficacement des mélanges pour des services spécifiques. Barot souligne lI'importance
de I'évaluation dans le monde réel et la nécessité de nouvelles approches d'élevage pour créer
des variétés avec des capacités de mélange plus élevées. Ces considérations visent a contribuer
au développement d'une agriculture plus résiliente et efficace face aux conditions
environnementales en évolution, particulierement pertinentes pour les petits agriculteurs dans

les Hautes terres vulnérables de Madagascar.
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Abstract:

Introduction: Madagascar heavily depends on rice, especially through irrigated farming, providing
72.8% of the population's caloric intake. Rainfed upland rice farming is crucial in the densely populated
Vakinankaratra region, facing challenges like poor soil fertility and vulnerability to diseases like
Pyricularia oryzae. To tackle these issues, varietal mixtures are proposed, emphasizing increased
agrobiodiversity and essential ecosystem services. Studies on rice varietal mixtures emphasize disease
control, showed increased yield and reduced susceptibility in susceptible components. In Madagascar,
farmers' concerns to achieve steady yield production and food security. To stand this concern we
evaluate upland rice mixtures adapted to local conditions and tolerant to Pyricularia oryzea.

Materials and method: The plant material for the experiment included four upland rice varieties—
Chhomrong Dhan (CD), FOFIFA 172 (F172), FOFIFA 173 (F173), and FOFIFA 180 (F180). Those
varieties are all well-suited to Madagascar's high-altitude climatic conditions and resistant to Pyricularia
oryzea. The experimental design aimed to assess various variety combinations, considering two
treatment factors: ‘association type' (ranging from pure stands to associations of all four varieties) and
‘varietal composition' (15 modalities representing different combinations). Plant measurements covered
aspects such as plant height, flowering time, yield components, and grain yield. The analysis included
the identification of the best-performing varietal compositions using a mixed-effects linear regression
model and Land Equivalent Ratio (LER) calculations. Individual variety performance within mixtures
was assessed as varietal trait plasticity across different compositions for trait comparisons.

Result: The analysis of mixture yield variations revealed that grain yield did not significantly differ
among various association types, but the varietal composition within the mixtures had a highly
significant effect. Pure stands of CD and F180 varieties were the most productive, while F172 pure
stands and certain binary associations were the least productive. The correlation between observed and
expected yields in mixtures showed a strong positive correlation, with deviations observed in specific
mixtures across different years. The Land Equivalent Ratio (LER) analysis did not demonstrate an
overall increase in grain yield for mixtures over pure stands, with variations among different association
types. Regarding individual variety performance within mixtures, differences in adjusted plot yields
depended on the specific variety studied. F172, F173, and F180 varieties exhibited significant
differences in yield among various varietal compositions. Varieties CD and F180 showed significant
changes in traits like panicle number, flowering duration, and plant height based on the mixtures.

Discussion: Despite literature suggesting enhanced production with increased diversity, our study found
no significant effects based on association type or the number of varieties in mixtures. Notably, mixtures
with three varieties showed the highest grain yield potential. However, the absence of blast disease
pressure in our experiment may have limited overyielding effects. Competitive interactions between
varieties in mixtures demonstrated unequal abilities, emphasizing the need to minimize such interactions
for improved performance. The conclusion underscores the importance of systematic evaluation and
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draws inspiration from literature, advocating for innovative breeding approaches to create varieties with
higher mixing abilities, contributing to resilient agriculture in vulnerable regions like the Madagascar
highlands.

INTRODUCTION

Madagascar is a country heavily reliant on rice as its staple food. The majority of arable land is
allocated to irrigated rice farming (Radanielina et al., 2013a). Annual consumption of white
rice per person is estimated at more than 100 kilograms per capita per year. Rice thus provides
an average of 72.8% of the population’s calorie intake of the population (FAQO, 2021; Garruchet
et al., 2023). Rainfed upland rice farming plays a pivotal role as a complement to irrigated rice,
accounting for 8.4% of the total area dedicated to rice production (Garruchet et al., 2023). This
is particularly true in the densely populated Vakinankaratra region of the Madagascar central
highlands, where the development of new lowland paddy fields is no more possible. In this
region, characterized by a cold tropical highland climate, the cultivation of upland rice has
expanded very rapidly, mostly among resource-poor farmers, thanks to the release of cold
tolerant upland rice cultivars since the mid-1990s (Raboin et al., 2014; L.-M. Raboin et al.,
2013). However, rainfed upland rice cultivation (UR) in Madagascar faces several constraints
such as poor soil fertility, and vulnerability to diseases and pests, including significant threats
of Pyricularia oryzae (Raboin et al., 2012, 2016). Furthermore, the successful expansion of UR
cropping mainly relies on the adoption and cultivation of one dominant variety Chhomrong
Dhan (CD), raising concerns about the sustainability of upland rice cropping systems in this
region if conditions (climate, disease pressure, etc.) change. It is widely acknowledged, that
genetic uniformity increases the vulnerability of crops to pathogens or abiotic stresses (Frison
et al., 2011; Strange and Scott, 2005).

Increasing agrobiodiversity through intercropping provides functional diversity, enabling
essential ecosystem services. These services include weed suppression, support for natural
enemies of pests and pollinators, pest control, soil quality improvement and reduced nitrogen
leaching, (Reddy et al., 2011). Increasing intraspecific diversity with cultivar mixtures is also
a way to increase diversity in agricultural systems. Cultivating multiple plant varieties in the
same plot can significantly decrease disease and pest pressure, especially when specific
varieties resistant to major pathogens or pests are included (Boero, 2015; Naeem et al., 2012;
Panda et al., 2021). Reduced vulnerability leads to less production losses and higher yields.
Furthermore, varietal mixtures optimize overall crop performance by improving production
stability (Creissen, 2013; Kong et al., 2023). Stability in this context refers to the system's
ability to maintain consistent production in variable conditions especially under stress
(Cardinale et al., 2002). Mixtures of varieties were often found more productive than
monocultures of the same varieties, however, this overyielding is often limited to a modest
range of 1-3 % (Wuest et al., 2021; Reiss and Drinkwater, 2018).
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To harness the potential of varietal mixtures, two approaches can be considered. The first,
commonly known as the ““a priori approach” or the “trait-based approach”, involves selecting
varieties with distinct phenotypic characteristics (Montazeaud et al., 2020b). Highly diverse
varieties are intentionally combined to benefit from complementarity effects between traits, for
example associating varieties with varying root traits to enhance water and nutrient uptake
(Wang et al., 2017) and/or varieties with different disease resistance levels to mitigate disease
infections within mixtures (Kier et al., 2009; Sapoukhina et al., 2013). The second approach is
referred to as “a posteriori approach”. It involves combining varieties in order to detect positive
interaction and composition effects on ecosystem functioning beyond spatial, chemical, or
temporal complementarity between varieties. For example, it could help identify indirect
mechanisms achieving more abundant plant growth promoting microbes in mixtures or
complementary suppression of weeds (Jaillard et al., 2018b; Kopp et al., 2023). The selected
varieties may have similar productive capacities or disease resistance levels. The expectation is
that mixtures may exhibit diverse performance outcomes, whether positive, negative or neutral.
Evaluating the performance of varietal mixtures is essential to assess their effectiveness. This
evaluation can encompass various aspects, including assessing productivity compared to
monocultures, pest and disease control, economic and nutritional benefits, and accounting for
the heterogeneity of the study area. While there is ample research at the plant level, long-term
studies under real field conditions are very few (Snyder et al., 2020; Wuest et al., 2021).

Most studies on rice varietal mixtures were designed to control the Pyricularia oryzea disease
(Gallet et al., 2014; Leung et al., 2003). They have demonstrated significant outcomes,
including an overall increase in yield and a reduction of disease incidence and severity in the
susceptible components of mixtures when susceptible and resistant varieties were planted
together (Raboin et al., 2012; Zhu et al., 2005, 2000). An even more targeted approach to rice
blast control is the development of rice multilines or mixtures of several near-isogenic lines
(NILs), each carrying different R genes (Ishizaki et al., 2005; Skamnioti and Gurr, 2009;
Takeuchi et al., 2006). Rice mixtures have also been investigated as a strategy to manage weed
infestation (Binang et al., 2011; Jareen et al., 2019). However, few studies were carried out into
the effect of rice variety mixtures on yield outside biotic constraints. A study conducted by
Revilla-Molina et al. (2009) revealed a yield advantage of mixtures that was mainly explained
by the prevention of lodging of the tall rice variety of the mixture facilitated by the lodging
resistance of the other component. Resource complementary played only a marginal role in the
yield advantage. An alternative approach to resource complementarity for the design of
productive rice mixtures is proposed by Montazeaud et al. (2018) and is based on the screening
of interactions between genotypes having different competitive abilities. Although, benefits of
varietal mixtures in upland rice were revealed in mid altitude locations in Madagascar by
Rahajaharilaza et al., (2023) using four functionally contrasted upland rice varieties, there is a
need to also assess performance of mixtures using elite varieties for a given environment.
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Considering Madagascar farmers’ primary concern to achieve a steady and stable yield
production in order to achieve household food security, the present study focused on the
evaluation of mixtures using elite upland rice varieties best adapted to the high-altitude
conditions of the Madagascar highlands. The objective is to identify varietal mixtures giving
better yield and/or better yield stability than the elites varieties cultivated in pure stand. For this
purpose, four released upland rice varieties (Chhomrong Dhan, Fofifa 172, Fofifa 173, and
Fofifa 180), adapted to the local growing conditions and tolerant to blast disease were chosen
for the experiment. We sought to determine whether (i) mixtures can enhance grain yield and
(ii) whether the number of varieties and their composition can enhance mixtures. We further
aim to characterize varieties plasticity according to mixture composition. We have conducted
experiments under field conditions over a three-year period, assessing all mixture combinations
of these four varieties in reference to their pure stands.

MATERIAL AND METHODS
2.1. Study site and trial management

The experiments were conducted during three rice growing seasons, 2013-2014, 2014-2015
and 20162017 (hereafter referred to as 2014, 2015 and 2017), each extending from October to
April of the following year. The trials were conducted at the FOFIFA experimental station in
Andranomanelatra which is located in the Vakinankaratra region, in the highlands of
Madagascar (19°47°50.5°’S, 47°06°28.1’E, 1635 m asl.). The monthly mean temperature at
the site ranged from 19.2°C to 19.6°C during the three cropping seasons. Cumulative rainfall
was 1228 mm during the 2014 cropping season, 1 476 mm in 2015 and 1 279 mm in 2017
(Figure 1). The site has a “Ferralsol” soil type with 66% clay, 17% fine silt, 3% coarse silt, 6%
fine sand and 8% coarse sand. The soil is acidic (water pH= 4.6) with clayey texture. The total
carbon content is 46.9 g kg%, the total nitrogen content is 1.7 g.kg! and the assimilable
phosphorus content is lower (5.0 mg.kg™) (Razafimbelo et al., 2006).
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Figure 1: Cumulated monthly rainfall distribution during the three cropping seasons (2014 to 2017) at
Andranomanelatra experimental station in Madagascar.
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2.2. Plant material

Four upland rice varieties were selected for the experiment: Chhomrong Dhan (CD), FOFIFA
172 (F172), FOFIFA 173 (F173), and FOFIFA 180 (F180). These varieties are all well-suited
to the high-altitude climatic conditions of the highlands of Madagascar and are all resistant to
Pyricularia oryzea. These four varieties were released by the Madagascar National Center of
applied research and Rural Development (FOFIFA) and CIRAD (Centre de coopération
Internationale en Recherche Agronomique pour le Développement) and are available to
farmers. Chhomrong Dhan is a Nepalese variety released in 2006 (Raboin et al., 2014). This
variety has been appreciated for its good yield performance under the central highland
conditions of the Vakinankaratra region and has been widely adopted by farmers. Although
phenotypically distinct (Figure S1), the studied varieties are closely related as confirmed by the
small genetic distances between them revealed by the neighbor-joining tree presented in figure
S2. As a rare cold tolerance source adapted to upland cultivation, Chhomrong Dhan has been
frequently used as a parent in FOFIFA-CIRAD breeding program (Raboin et al., 2014). CD is
thus a progenitor of both, F173 and F180. Moreover, F172 is a progenitor of F180 (Table 1,
Figure S2). The characteristics and specific features of these varieties are given in Table 1.

Table 1: Characteristics of selected upland rice varieties included in the study, adapted from Raboin et al., 2014.
The blast reaction concerns the reactivity of the variety to the pathogen Pyricularia oryzea.

Range of Cycle
Female Male altitude Blast duration at .
Name . . . Other traits
parent parent  adaptation reaction maturity
(m) (Julian day)
Jumii Short cycle,
Fofifal72 IRAT 265 Marshi 1200-1650 Resistant 153 good cold
resistance
Strong
. Chhomrong .
Fofifa 173 bh Unknown  1200-1650 Tolerant 173 production at
an
1500m altitude
Adaptation to
high altitudes,
Chhomrong disease
Nepalese landrace 1000-1800 Tolerant 165 .

Dhan resistance,
good
productivity
Short cycle,

. . Chhomrong .

Fofifa 180 Fofifa 172 Dhan 1200-1800 Tolerant 160 good resistance

to high altitude
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2.3. Experimental designs

The experiment was designed to evaluate all different variety combinations that can be obtained
from the four rice varieties. Two treatment factors were tested in the experiments, the
'association type’, i.e. the number of varieties associated in a treatment and the ‘varietal
composition’, which indicates the specific varieties associated. The ‘association type'
encompassed four categories: P for pure stands, B for associations of two varieties, T for
associations of three varieties, and F for association of all four varieties together. The 'varietal
composition,' includes a total of 15 modalities: four variety-pure stands (P1, P2, P3, P4), six
two-varieties associations (B1 to B6), four associations of three varieties (T1 to T4), and the
one varietal composition F of all four varieties (Table 2).

Table 2: Studied treatments represented by the four association types (P, B, T and F) and the 15 different varietal
compositions with their respective codes.

Association types Varietal compositions Codes
F172 P1
Pure stand (P) F173 P
CD P3
F180 P4
F172 / F173 B1
F172/CD B2
Two varieties in F172 / F180 B3
mixture (B) F173/CD B4
F173/F180 B5
CD/F180 B6
F172 /F173/CD T1
Three varieties F172 /F173/F180 T2
in mixture (T) F172/CD/F180 T3
F173/CD/F180 T4

Four varieties in

F172/F173/CD/F180 F

mixture (F)

The experimental design has evolved from year to year. In 2014, a complete block design with
five replications was adopted, including 'association types' P, B, and F. Each replication
contained 11 plots, corresponding to the 11 varietal compositions of 'association type' P, B, and
F. The placement of each varietal composition was randomized within each replication (Figure
2). In 2015, a complete block design with five replications was also used, but this time all
'association types' and ‘varietal compositions’ were considered. Each replication contained 15
randomized plots, corresponding to the 15 varietal compositions of ‘association type' P, B, T
and F. Finally, in 2017, all varietal compositions were evaluated, with balanced ‘association
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type’ frequencies using an incomplete block design with two repetitions each containing six
blocks and eight plots per block, corresponding to two pure stands (P), two two-varieties
associations (B), two three-variety associations (T), and two four-variety associations (F). Each
repetition thus contained 12 instances of each 'association types' (P, B, T, Q) and balanced
numbers of each varietal composition within a given association type (3 occurrences of each
four P combination, 2 occurences of each six B combination, 3 occurences of each three T
combination and 12 occurences of the F combination), which were randomized among block
(Figure 2). The size of each sample (sum of plot number) for each 'association type' and ‘varietal
composition’ per year is detailed in the supplementary information section (Table S1).

The variety mixtures at the plot level were made up of alternate rows of the different varieties,
with the alternation randomized for experimental control. In 2014, each elementary plot
measured 16m2 with a length of 4m and a width of 4m (Figure 2) representing 20 rows of 20
hills. Spacing was 20cm between rows and hills. A hill consisted of a cluster of plants, arising
from the sowing of five to eight seeds in a small hole of 3cm depth, covered with soil during
sowing. Consequently, each plot contained a total of 400 hills with a border row of F172 on all
four sides to avoid edge-effect over-evaluation of the elementary plot. In 2015 and 2017, each
plot measured 34.56m? (5.4 m*6.4 m) representing 32 rows of 27 hills. For the three-varieties
combinations (T), only 30 rows were considered corresponding to 10 randomisations of three
varieties in alternate rows. Yields were calculated accordingly.

Before sowing, the soil was ploughed and harrowed. A supply of 5t. ha™* of cattle manure was
applied during sowing, supplemented by 500kg.ha™* of dolomite and 150kg.ha* of NPK. At the
end of the vegetative stage and to enhance the reproductive stages, an application of 80 kg. ha”
! of urea was made. These fertilization doses are recommended by the Malagasy national
agronomy research centre. Before sowing, the seeds were treated with an insecticide (35%
imidacloprid + 10% thiram, at 2.5 g kg™* of seeds) to protect the plants from white grubs (the
larval stage of scarab beetles) and adult black beetles that feed on rice roots.

2.4. Plant measurements

To assess the agronomic performance of each variety in both pure and mixed stands, different
sampling methods were used. Plant height was assessed before maturity on five random hills
per variety in the centre of each plot. Flowering time was assessed considering all hills in the
plot. Plots were harvested one by one, by first removing all border hills to avoid border effects.
Grain yield components for each variety in the mixtures were measured by harvesting ten hills
per variety, sampled on a transverse line across each elementary plot. The remaining hills were
harvested for each variety separately to obtain plot yield per variety. Dry grain weight was
obtained by separating the grains from the panicles and drying a sample for 48 hours at 60°C.
Yield components (1000 grain weight, number of grains per panicle and panicle number per
m?) were calculated manually based on the 10 harvested hills per variety.
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Figure 2: Experimental design during three years of experimentation. In the top part of the figure, examples of different plots of each association type of the replicate “Rep-
2 A” in the year 2014are given and in the bottom part, the different block designs adopted each year. In the left a table showing all the varietal composition with their
respective codes
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2.5. Statistical analysis

All the statistical analyses were done using R version 4.2.2 (2022-10-31 ucrt), following three
stages: 1) Determining the parameters influencing yield variations and identifying high-
performing varietal compositions ii) Assessing the performance of each variety in mixtures, iii)
Investigating the plasticity of variety traits according to varietal compositions.

2.5.1. Identification of the best performing varietal compositions

For the first stage, we assessed the effect of association type and varietal composition on grain
yield. We used a mixed-effects linear regression model (function Imer package Ime4) (Banta et
al., 2010; Bates et al., 2015) to account for both fixed and random effects in our dataset. The
model was specified as follows:

Yapsse =u+ AT, + VCO(B + Rs + Bge + Yo + Zyap + €uB:50 (Equation 1)

In this model, Yap=s0 represents the plot yields obtained during the three years as the variable of
interest and p the overall plot yield averages. Association type (ATa), varietal composition
within the association type (VCag), repetition (Rs) and blocks nested within repetitions (Bes)
were considered as fixed effect factors. The year (ys) corresponding to the three crop seasons,
as well as the year-composition interaction effect (z sqp), Were considered as random factors, as
well as the model error e apeso. Adjusted means were calculated using the Ismean function from
the emmeans package (Searle, 2012), which takes into account the variability introduced by the
random factors. Mean comparisons were performed using the cld function from the multcomp
package (Hothorn et al., 2008). This function assigns letters to the different levels of the
modalities being compared (i.e., ‘Association Type’ and ‘Varietal Composition’) based on their
statistical differences.

A simplified version of equation 1 (Equation 1 bis in the Appendix) using the AIC criterion
was tested. The ML (Maximum Likelihood) method was used to test whether considering only
the additive varietal effects was sufficient to account for the differences between "varietal
compositions.” In this simplified version, we tested whether the proportions of presence of each
variety affected the yield. The results of these models will enable us to identify the factors that
have the greatest influence on yield variations.

Afterwards, the Land Equivalent Ratio (LER) (Mead and Willey, 1980) was computed, which
represents the sum of relative yields of varieties in mixture in comparison to their respective
yields in pure stands. The following formula was used.

LER = Y, RY ppp,q) = soserved — Jinin) 4 Znni) (Equation 2)

Yexpected Yl(pure) Yn(pure)
Where, RY was the relative yield of the variety n, which is the ratio between Y observed O Y n(mix)
the observed yield of the variety n in the mixtures and Y expected OF Yn(pure), the expected yield in
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pure stand in the same block. The range of the variety relative yield sums (3. RYn [2;4]) varies
from two (in the case of two-variety mixtures) to four (in the case of four-variety mixtures).
The LER was used to quantify the land area needed for pure stands to achieve the same yields
as those obtained on a unit area of mixture. A LER value greater than 1 indicates a global
positive effect on yield in the mixture compared to what could be expected based on the
performances of its components in pure stands. In addition to the calculation of LER, a linear
regression was performed between the observed yields (Yobserved) in each Varietal Composition
and the expected yields (Yexpected), OF the sum of the average grain yields of the individual
component varieties in pure stands.

2.5.2. Assessing treatments (pure stand and mixtures) involving a given variety

For assessing the individual variety performance in mixtures, we took one by one all the varietal
compositions including one of the four varieties. The goal is to assess how the grain production
performance of each focal variety compared with the set of mixture combinations in which it is
involved. For this purpose, we first, compared all plot yields featuring a given variety, i.e. for
the variety F172, we compared the treatments P1, B1, B2, T1, B3, T2, Q and T3, with the aim
to find out whether pure stand (here P1) grain yield differed from other treatment yields. We
performed Dunnett's tests (glht function, multcomp package) (Dunnett, 1955; Hothorn et al.,
2008), using the yields of the pure-stand treatments for each variety as a reference.

2.5.3. Exploring varietal trait plasticity across different compositions

In this last step of statistical analysis, we investigated the plasticity of variety traits according
to the varietal compositions. We defined varieties either as ‘focal varieties’ or ‘neighbouring
varieties’ of focal varieties in each treatment. Then we averaged trait values per variety were
obtained for varietal grain yield, 1000-grain weight (g), number of panicles per m?, days to
flowering (days), and plant height (cm). For each trait, we compared the performance of each
focal variety in pure stand to its performance when associated with the neighbouring varieties
corresponding to the different varietal compositions. For example, if we take variety F172 as
the focal variety, variety F173 was its neighbour in varietal composition B2, varieties F173 and
CD were neighbours in composition T1, and all three varieties, F173, CD, and F180, were
neighbours in composition Q. A linear model (Im function) was then applied, with each trait
considered as studied variable in relation to neighbouring varieties. Subsequently, a Dunnett
test (using glht function) was performed on this linear model. Trait values in pure stand were
taken as reference.
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RESULTS
3.1. Mixture yield variations

Grain yield did not vary significantly among different association types (Table 3). Grain yield
in pure stands was comparable to that of mixtures of two, three, or four varieties (Table 4).
However, the effect of varietal composition of the mixtures was highly significant (Table 3).
Mean grain yield varied significantly according to varietal composition, with the pure stands of
CD and F180 varieties being the most productive varietal compositions, followed by the T4 and
T3 compositions, both involving F180 and CD. The least productive composition was the pure
stand of F172 (P1) and the B1 and B2 compositions, both involving F172 (Table 5). The model
residual variances by year, as well as the scatterplot between the observed and predicted values
of the model, are presented in Figure S3. Inter-annual variations and variations induced by the
year-composition interaction in our model were not significant. Knowing that yield does not
vary as a function of standard association, but rather as a function of varietal composition, the
simplified Equation 1 bis model (Appendix) proves to be a logical extension of the analyses.
The model reinforces the results of equation 1 with a lower AIC (Table S3). Differences in the
proportions of each variety in the mixtures were the source of variation in varietal compositions
(Table S2). However, it is not possible to identify exactly the best and worst-performing
combinations with this equation 1 bis, which is why it was necessary to calculate the LER.

Table 3: Analysis of the effect of association type and varietal composition on grain yield using a mixed-effects
linear regression model

Studied factors F Df Df.res Pr(>F)
Association type 1.93 3 20.4 0.16
Varietal Composition 7.27 11 24.4 2.42E-05 ***
Block 2.19 11 237.6 0.02 *
Sub_block : Block 1.82 10 175.7 0.06

*, ** **%*p-value indicating significant differences at the 0.05, 0.01 and 0.001 probability
level, respectively.

Table 4: Grain yield according to association type: adjusted means and standard errors (SE)

Association type Lsmean SE Group
Q 4381 661 a
P 4242 652 a
T 4194 663 a
B 4140 651 a

Factor modalities means followed by different letters are significantly different at the

0.05 probability level
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Table 5: Grain yield according to varietal composition: adjusted means and standard errors (SE) Component
varieties are denoted by 0 (absent) or 1 (present).

Varietal

. F172 F173 CD F180 Ismean SE Group
Composition

P4 0 0 0 1 4798 663 a

P3 0 0 1 0 4594 663 ab

T4 0 1 1 1 4566 671 abc
T3 1 0 1 1 4559 671 abc
B6 0 0 1 1 4517 663 abc
Q 1 1 1 1 4381 661  abcd
B5 0 1 0 1 4361 663 bcd
T2 1 1 0 1 4262 671 bcd
B3 1 0 0 1 4196 664 bcd
B4 0 1 1 0 4116 663 bcde
P2 0 1 0 0 4050 663 cde
T1 1 1 1 0 4040 671 cdef
B2 1 0 1 0 3998 664 def
Bl 1 1 0 0 3654 663 ef

P1 1 0 0 0 3526 663 f

Factor modalities means followed by different letters are significantly different at the 0.05
probability level

3.2. Performance of varietal mixtures compared to the performance of their

respective components in pure stand.

A strong positive correlation (R2= 0.76) was noted between observed yields in mixtures and
expected yields based on the average yields of individual varietal components in pure stands
(figure 3A). Most data points are close to the identity line corresponding to a perfect match
between observed and expected yields. Overall, the productivity of mixtures is closely related
to the productivity of their individual components in pure stand. However, several values
deviate from the identity line. Notably, 'Q" and ‘B3’ in 2014 exhibited an observed yield higher
than expected. Similarly, in 2015, all the three-variety associations ‘T1°, 'T2,' 'T3,' and 'T4'
surpassed expected yields, same as T3 in 2017. The majority of two-variety associations had
lower observed yields than expected.

The LER analysis did not demonstrate an overall increase in grain yield of mixtures over pure
stands (mean = 1.001 with a non-significant p-value after t-test). Considering each of the three
association types, the two-variety mixtures (B) showed 2.2% lower average land-use efficiency
than pure stands for grain yield with a mean LER of 0.98 with a non-significant p-value. Three-
variety mixtures (T) did not exhibit significant differences for grain yield compared to pure
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stands, with a non-significant p-value and a mean LER of 0.99. For four-variety mixtures (Q),
the mean LER was 1.03, indicating a gain of 3.4% in land-use efficiency for grain production
that was also not significative. Individually, the majority of mixtures did not present LER
significantly different to 1, indicating performance equivalent to pure stands (Figure 3B) except
for two cases. The two-variety mixture B6 (CD with F180) had a mean LER of 0.96
significantly different from 1 (p-value <0.05), indicating a 4% reduction in mixture land-use
efficiency compared to the pure stands of CD and F180. In contrast, the three-variety mixture
T3 (F172 with CD and F180) produced 8% more than pure stands of these varieties, with a
mean LER of 1.08 and a p-value<0.05 (Figure 3.A).
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Figure 3: (A) Correlation between yield observed in mixtures and yield expected from the average of the
varietal component of the mixture in pure stands. Colours of symbols refer to different varietal composition and
shape of symbols refer to years. (B) Land Equivalent Ratio (LER) of different varietal composition of rice
mixtures. The stars ‘*’ indicates a p-value <0.05 for a t test of the null hypothesis corresponding to a LER value
of 1.

3.3. Yield comparison among varietal compositions (pure stand and mixture

combinations) in which a given variety is involved.

For a given variety, the ranking for grain yield of its pure stand among all mixture compositions
in which it was involved was depending on the variety (Figure 4). For F172, the plot yield of
its pure stand was lower than the plot yields of all mixtures containing this variety (Figure 4.A).
Overall, differences between varietal compositions containing this variety were very highly
significant (p-value <0.001). Five mixture combinations involving F172 had a significantly
higher grain yield than F172 (B2, B3, T2, T3, Q). For F173, the plot yield of its pure stand was
higher than two mixture combinations but lower than five. Differences between varietal
compositions containing this variety were significant (p-value < 0.05) but only composition B1
(with 50% F173 and 50% F172) had a significantly lower grain yield than the pure stand of
F173 (Figure 4.B). For CD, its pure stand was more productive than all mixtures containing this
variety. The difference between varietal compositions was highly significant (p-value < 0.01).
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Two varietal compositions presented significantly lower yields than CD pure stand: T1 (33%
of CD), and the composition B2 (50% CD with 50% F172) (Figure 4.C). For F180, its pure
stand was the most productive among all varietal compositions in which it is involved. The
difference between varietal compositions was highly significant (p-value <0.01). Three mixture
combinations had a significantly lower grain yield than F180 pure stand: Q, T2 (33% of F180,
33% of F172 and 33% of F173), and B3 (50% of F180 and 50% of F172) (Figure 4.D).
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Figure 4: Yield ranking of the different combinations involving a given variety (pure stand indicated in red

color). Varietal composition effects were assessed using a mixed linear model. Differences compared to pure

stands (P1, P2, P3, P4) are assessed by a Dunnett test. The proportion of the studied variety in the mixture is
given in the lower part of each bar in the graphic, p-value < 0.05 = *; p-value < 0.01=**; p-value < 0.001= ***,

3.4. Varietal plasticity according to mixtures composition

Grain yield variation has been analysed for each focal variety across the different varietal
compositions in which they are involved as a way to reveal the extent of its grain yield plasticity
in response to neighbouring varieties. This variation was found significant for F 173 (Figure
5B) and CD (Figure 5C). It was not significant for F172 (Figure 5A) and F 180 (Figure 5D).
CD yield was the lowest when grown in pure stand. CD yield increased when grown in mixture.
This increase of CD yield in mixture over CD in pure stand was significant in three occurrences:
when CD was mixed with F172-F180, with F172-F173 and with F172. While F173 yield
declined when associated with either F180 and CD or both, its yield increased in all other
mixture combinations. This increase of F173 yield in mixture over F173 in pure stand was
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significant in three occurrences when mixed with F172-CD, with F172 and with F172-F180,
all combinations involving F172. Variation was not significant for F172, although a tendency
for lower varietal yields in mixtures can be noticed.
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Figure 5: Varietal grain yield plasticity in F172, F173, CD and F180 in response to neighbouring varieties
across different compositions. Association effects with neighbouring varieties are assessed using ANOVA with
p-value mentioned at the top of each graph. Differences with variety grain yield in focal pure stands (F172,
F173, CD, F180) were assessed by a linear model using Dunnett test. p-value < 0.05 = *; p-value < 0.01= **; p-
value < 0.001=***,

Varietal plasticity was further analysed for four traits: 1000-grain weight, panicle number per
m?, flowering time and plant height (figure 6). No significant variation for any of these four
traits was detected among mixture compositions involving either focal varieties F172 or F173.
For CD the variation among mixture compositions was highly significant for flowering time
and significant for plant height. Flowering time of CD was reduced in all mixtures compared to
CD in pure stand. CD plant height was reduced in most mixtures compared to CD in pure stand
with the exception of the mixture with F180. For F180, the variation among mixture
compositions was significant for panicle number per m? and plant height. F180 increased its
number of panicles per m? in most mixtures except the four varieties mixture. However, this
increase was only significant when combined with F173-CD. F180 significantly reduced its
plant height when mixed with F 172 but tended to increase its plant height in all mixtures
involving CD, the tallest variety.
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p-value mentioned at the top of each graph. Differences with variety trait performances in focal pure stands
** p-value < 0.001= ***,

Figure 6: Traits plasticity of focal varieties F172, F173, CD and F180 in response to neighbouring varieties
(F172, F173, CD, F180) were assessed by a linear model using Dunnett test, p-value < 0.05 = *; p-value < 0.01

across different compositions. Association effects with neighbouring varieties are assessed using ANOVA with
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DISCUSSION
4.1.No overall yield gain from varietal mixtures

Our field experiments showed that varietal mixtures did not result in overall yield gains. The
average yield in pure stands across all experiments was 4242 kg/ha, and in mixtures, it was
4238 kg/ha. We observed no transgressive overyielding, i.e. no mixture combination that
yielded more than the best variety in pure stand. The overall average Land Equivalent Ratio
(LER) of 1.001 is in line with a meta-analysis conducted by Reiss and Drinkwater (2018)
indicating that yield increased by 2.2% overall in varietal mixtures relative to their pure
components in a large set of 91 studies. Varietal mixtures promote thus modest but nevertheless
significant yield improvements but may be less effective for crop production enhancement
when compared to other diversification strategies such as agroforestry, intercropping or crop
rotations (Beillouin et al., 2021). Therefore, combining varietal mixtures with those strategies
could be a means to further optimize diversification effects. Whether mixing two, three, or four
varieties, we did not detect any significant effect of association type. This is in contrast to
studies of Reiss & Drinkwater (2018) who indicated that increasing the number of components
ina varietal mixture, thus, increasing diversity, enhances its production capacity. Yet, the two
highest yielding mixtures and the only mixture combination that presented a significant positive
LER, were combinations of three varieties. It is thus possible to identify mixtures that achieve
equal or even higher grain yields compared to their component varieties in pure stand. In
accordance to the stress-gradient hypothesis of (He et al., 2013) and in line with findings of
Rahajaharilaza et al. (2023) who compared mixture effects under different levels of soil organic
matter and nutrient availability, it is anticipated that stronger diversity effects and thus higher
LERs may be achieved under less favourable growing conditions compared to those in our on-
station experimentation (overall measured yield >4000kg ha). Moreover, the absence of blast
disease pressure may have limited the "overyielding” effect of varietal mixture as all the
varieties used in this experiment were resistant or tolerant to rice blast. Overyielding increases
in mixtures along with disease pressure (Borg et al., 2018).

4.2. Competition between varieties in mixtures and plasticity

There was an opposition between the yield performance of a given variety in pure stand and the
relative performance of mixtures including this variety. All mixtures with F172, the least
productive variety, outyielded F172 in pure stand. However, the F172 component within the
mixtures yielded less than F172 in pure stand. On the other hand, all mixtures including F180
or CD, the most productive varieties, yielded less than their respective pure stand. In the case
of CD, the CD component within mixtures yielded more than CD in pure stand. This might be
explained by unequal competitive abilities of the varieties with the more productive varieties
being the most competitive (Mahaut et al., 2023). Our results confirm that to improve mixture
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performance, one should rather minimize competitive interactions and search for compatible
varieties with good mixing abilities that produce high performance mixtures (Barot et al., 2017).
In our study, competition interaction between varieties in mixtures resulted in plasticity for
some traits. CD significantly reduced its plant height in mixtures, which may have allowed the
reallocation of spared resources toward an increased number of tillers. CD is taller and better
suited for light competition than the other varieties and limits its growth in height when mixed
with shorter varieties. F 180 also expressed a significant plasticity for plant height, increasing
its plant height in mixtures involving CD, the tallest variety, and decreased its height in mixtures
with F172 and F173. Height reduction of the tallest varieties could help reduce lodging risks.
Another interesting expression of plasticity in CD, that was not observed with the other
varieties, is the reduction of its flowering time when grown in mixtures. F180 significantly
increased its number of tillers in mixtures illustrating its competitive ability. These results
suggest that varietal plasticity should be considered when choosing varieties for mixtures. The
variability among cultivar mixtures could be significantly influenced by trait plasticity.
Therefore, relying solely on trait measurements in pure stands might not provide an accurate
prediction of mixture performance (Dahlin et al., 2020). Plasticity can be an adjustment to
competition interactions but in some instances it may also contribute to increase
complementarity for resource exploitation(Barot et al., 2017).

4.3. Conclusion and perspectives

In our experiment, using the best four registered upland rice varieties, selected for high altitude
conditions and resistance to blast disease, in order to build mixtures did not allow to identify
transgressive overyielding i.e. mixtures that yield better than the best variety in pure stand.
However, some mixture combinations produced statistically as much as the best varieties in
pure stand. It should be possible to design more efficient mixtures for sustainable rice
cultivation in Madagascar through the systematic evaluation of mixing abilities of a larger
number of advanced lines of the Madagascar upland rice pedigree breeding program. A
multifaceted approach of variety mixtures design should be considered (Barot et al., 2017) : a
trait-blind approach, based on mixing abilities, for the identification of transgressive
interactions as well as a trait-based approach targeting specific services (such as pest and
disease control). The assessment of mixtures performance requires on-farm evaluation, under
low input and low soil fertility conditions, under which variety mixtures are likely to bring the
most added value. In any case, investing in research on variety mixtures is one more way of
contributing to the development of a more resilient and productive agriculture in the face of
ever-changing environmental conditions (Snyder et al., 2020). This is particularly relevant in
Madagascar highlands where smallholder farmers are extremely vulnerable to agricultural risks
and climate change (Harvey et al., 2014). The authors stress the importance of real-world
evaluation and the necessity for new breeding approaches to create varieties with higher mixing
abilities.
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Figure S1: Variety characteristics and performance in pure stands. The difference of observed variability?
between varieties was assessed by a linear model analysis, p-value < 0.05 = *; p-value < 0.01= **; p-value <
0.001=***, The blue line corresponds to the average of the observed values.
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Figure S2: Pedigree information on the four varieties (CD, F172, F173, F180) used in the study (A)
Genealogical relationship (B) Genetic distance (NJ tree) among 190 rice varieties used in Madagascar upland

rice breeding program (Rakotoson et al., 2021).
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Table S1: Sample sizes according to association types within each replication and year

sub- Associa 54 Sub Associ Association

Sub- Associat  Plot : : Plot
Year Bloc : Year Bloc tion Year Bloc - ation type per
bloc iontype number bloc type number bloc  type Silslen number
P 4 P 4
Repl_ B 6 Repl_ B 5 P 3 12
A T 0 B T 4 g 5 1
Q 1 Q 1 Regl_ 6
P 4 P 4
Rep2_ 1 B 6 Rep2_ 1 B 6 T 3 12
A T 0 B T 4
0 1 0 1 Q 12 12
P 4 P 4
Rep3_ 1 B 6 Rep3_ 1 B 6
<t A T 0 LO B T 4 %o
— Q 1 — Q 1 —
& P R P R P 3 12
Rep4_ 1 B 6 Rep4 1 B 6
A T 0 B T 4 B 9 12
Q 1 Q 1 Rep2_ 6
P 4 P 4 C
Rep5_ 1 B 6 Rep5_ 1 B 6 T 3 12
A T 0 B T 4
0 1 0 1 Q 12 12
Total plot P 20 Total plot P 20 Total plot P 24
number per B 30 number per B 30 number per B 24
association T 0 association T 20 association T 24
type Q 5 type Q 5 type Q 24
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Total plot Total plot
number per number per Total plot number
year 55 year 75 per year 96
(A) (B)
[+] 8 [+]
8 o] o 9 | [} o
S | o
T 8- - — s 1
= L : [ | @© ° o
o | : | >
.F} : | g O =
@ o - S
o ‘ e S
© | : | el @
0O 3 - | ! | o o
= 1 —_— o o 8 °
- ‘9. - T T T T T T
o 3000 3500 4000 4500 5000 5500

-1000
\

| | | I — . -

2014 2015 2017 Predicted values

Figure S3: (A) Model residual variance per year., (B) Model scatterplot between observed values and predicted values.
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Model 1 bis:

Yopeso = 1+ Diff_F173 + Diff_CD + Diff F180 + Bs + SBs. + Yo + Zoap + €apeso (EQUation 1bis)

In this model, Yapeso represented the plot yields obtained in each plot during the three years as
the variable of interest and p the overall plot yield averages. The three differences proportion
with the F172 proportion Diff_F173, Diff CD, Diff _F180, blocks (Bs) and sub-blocks (SB:s)
were considered as factors with fixed effects. Sub-bloc has a nested fixed effect within block.
The year (ys corresponding to the three crop seasons, as well as the year-composition
interaction effect (z aqp), Were considered as random factors. e pes0 Was the model error. The
adjusted means of grain yields per plot (Ismeans) are grouped by variety to assess changes in
proportions within different varietal compositions. For each given variety, the proportion of 1
(pure) was taken as the reference and compared to other proportions (or different varietal
compositions) using a Dunnett test (glht function, multcomp package) (Dunnett, 1955; Hothorn
et al., 2008).

In this model, we considered the proportion of each variety in each plot. This proportion varied
from 1 in pure stands, 0.25 in quaternary mixtures, 0.33 in tertiary mixtures, and 0.5 in binary
mixtures. In a given plot, the sum of the proportions of the present varieties equals to one.
Subsequently, we took the proportion of variety F172 as an arbitrary reference and calculated
new variables called ‘proportion difference’, defined as the proportion of variety F172 minus
the proportion of variety n to facilitate analysis of variance. We thus created three new variables
representing the differences with the proportion of variety F172 for the other three varieties:
'Diff_F173" for the difference with variety F173, 'Diff_CD' the difference with variety CD, and
'Diff_F180' the difference with variety F180. We then conducted a mixed-effects linear model,
as in the first step of our analysis, with these three new variables as fixed-effect factors, while
retaining the random-effect factors from the initial model (Equation 1)

Table S2: Analysis of the effect of the difference of proportion of three varieties (F173, CD and F180) in
relation to the proportion of F172 on grain yield variation, performed with ANOVA.

Studied factors F Df Df.res Pr(>F)
Diff_F173 6.96 1 36.1 0.01 *
Diff_CD 11.16 1 35.8 0.002 **
Diff_F180 43.41 1 36.1 1.13E-07 ***
Block 2.17 11 238.1 0.02 *
Sub_block : Block 1.82 10 180.9 0.06

Table S3: Comparison of the AIC in the two models (Model 1 vs Model 1bis)
Model df AIC
Equation 1 39 3371.607
Equation 1 bis 28 3361.656
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DISCUSSION GENERALE

La culture du riz pluvial est une nécessité pour la sécurité alimentaire et les moyens de
subsistance dans de nombreuses régions, en particulier Ia ou I'irrigation est limitée ou peu fiable.
Ces derniéres annees, I'utilisation de mélanges variétaux dans le riz pluvial a suscité I'attention
en tant que stratégie potentielle pour améliorer les performances agronomiques et renforcer la
résistance aux contraintes environnementales (Barot et al., 2017). Cependant, malgré quelques
avancées dans la compréhension des avantages potentiels des mélanges variétaux, plusieurs
questions non résolues subsistent d’aprés la littérature (Figure 4).. Premierement, la
détermination des régles d'assemblage qui orientent le choix et I’arrangement des variétés au
sein des mélanges, demeure un sujet controversé. Alors que certaines études ont propose des
regles spécifiques basées sur la diversité des caractéristiques (Montazeaud et al., 2020b; Wuest
et al., 2021), d'autres soutiennent qu'une approche d’assemblage ne se basant pas aux
caractéristiques peut étre plus appropriée (Barot et al., 2017; Kopp et al., 2023). Déterminer les
regles d'assemblage les plus efficaces est crucial pour optimiser les performances des mélanges
variétaux. Deuxiemement, I'exploration des interactions complexes au sein des mélanges
variétaux demeure un sujet de recherche intéressant. Comprendre comment les variétés
associées interagissent les unes avec les autres, que ce soit par complémentarité, facilitation,
compensation ou compétition, est nécessaire pour prédire la productivité globale des mélanges
(Olofsson, 2004). De plus, il est nécessaire d'élucider les mécanismes par lesquels les mélanges
variétaux renforcent la résistance aux contraintes biotiques, telles que les maladies. Ces
mécanismes peuvent inclure des effets de barriére, des effets de dilution et d'autres facteurs
encore inconnus. Enfin, les aspects techniques liés aux mélanges variétaux nécessitent des
recherches approfondies. Des facteurs tels que les conditions environnementales, les pratiques
de fertilisation, I'arrangement des mélanges et le nombre de variétés combinées peuvent
influencer de maniére significative les performances globales des mélanges variétaux.
L'investigation de ces aspects techniques fournira des indications sur la mise en ceuvre pratique
et la faisabilité des mélanges variétaux dans les systémes de culture du riz pluvial du monde
réel (Figure 4).

En s'appuyant sur les questions non résolues et les lacunes de connaissances dans la littérature
présentées dans la Figure 4, I'objectif général de cette these a été d'évaluer la pertinence des

mélanges variétaux pour optimiser le rendement et renforcer la résistance aux contraintes
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environnementales dans la culture du riz pluvial. Cet objectif a été atteint a travers des études
approfondies visant a améliorer les performances agronomiques des mélanges variétaux. Les
résultats ont permis d’établir des liens significatifs entre la diversité phénotypique et le
rendement, ouvrant la voie a des perspectives précieuses.

L'évaluation de la résistance des mélanges variétaux aux agents pathogénes et contraintes
biotiques ont également permis d’identifier des mélanges complémentaires efficaces, offrant
des opportunités prometteuses pour renforcer la résilience de la production. De plus, I'étude de
I'application des mélanges variétaux sous différentes configurations et au fil des années a fourni
des informations intéressantes sur leur robustesse. Ces découvertes seront discutées en détail
dans les sections suivantes, détaillant les implications pratiques et les avancées potentielles pour

I'optimisation de la production de riz pluvial.

Mélanges variétaux de riz pluvial
Théories écologiques Facteurs déterminatifs Résultats attendus

¢ or N

- IPP entrainant
Complémentarité
Facilitation | compensation
Compétition

» Augmentationde la productivité

- IPPinduisantles mécanismes de défense ———# > Résistance aux contraintes du milieu
Barriére, dilution

Compensation| prémunition,...

Q: A quel niveau de diversité on aura r Q: Comment peut-on les évaluer dans des
une complémentarité ou compétition? conditions réelles (expérimentation sur terrain)?
Q: Sur quelle échelle, avec quelle approche?

* Conditions du milieu

Détermination des interactions complexes * Facteurs techniques,
dans les mélanges variétaux * Facteurs environnementaux, Conception d'une régle d'assemblage
* Facteurs conceptuels Evaluation a long terme

Q: Quels sont les facteurs qu’on peut contréler
afin d’optimiser le plus d’efficacité?

I Exploration des aspects techniques et conceptuels

Evalution des performances des mélanges variétaux de riz pluvial en condition réelle H

Figure 4 : Résumé des lacunes et des questions non résolues traitées dans la these

4.1. Compréhension des interactions plantes-plantes (IPP) et les mécanismes de
défense

L'un des objectifs majeurs de cette these a été d'évaluer I'efficacité des mélanges variétaux de
riz pluvial dans des conditions réelles, en mettant I'accent sur I'amélioration des performances
agronomiques globales, notamment les rendements agronomiques globaux et la résistance a la
maladie. Pour ce faire, nous avons entrepris une série d'expérimentations visant a comprendre
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comment la diversité variétale peut influencer les performances des mélanges. Les interactions
complexes varient selon la nature des observations : la production en grain ou biomasse ou la
résistance aux contraintes biotiques telle que les maladies comme la pyriculariose (Pyricularia

oryzea).

4.1.1. Les interactions complexes derriere les efficacités agronomiques des mélanges

variétaux en condition au champ
Notre premiére expérimentation, présentée dans le premier chapitre, a révélé un gain significatif
de 13% en rendement en grain et pas d’amélioration significative en rendement en biomasse
par rapport aux cultures pures. Le deuxiéme chapitre de la thése a approfondi cette analyse en
évaluant l'efficacité des mélanges variétaux sur deux sites différents dans la région
Vakinankaratra. Les résultats ont montré une augmentation globale de 45% en rendement en
grain et de 33% en rendement en biomasse dans les mélanges par rapport aux cultures pures.
Le troisieme chapitre de notre étude a porté sur I'évolution de I'efficacité des mélanges variétaux
au fil du temps. Bien gue nous n'ayons pas observé une augmentation globale des rendements,
des variations significatives ont été notées d'une année a l'autre. Sur ces trois types
d’expérimentations, I’augmentation globale en rendement en grain est de 19% et celle en
rendement en biomasse est de 11%. Ces pourcentages sont élevés par rapport au rendements
relatifs (RY=1.02) signifiant un gain de 2% dans un méta-analyse effectué par Reiss et
Drinkwater en 2018 sur des mélanges variétaux d’orge, mais, légumineuses, avoine, sorgho,
soja et blé. Par contre ils sont moins élevés que le LER=1.3 sur des cultures intercalaires de
mais et de soja (Li et al., 2023). Ces résultats montrent que les effets sont plus prononcés sur
des mélanges interspécifiques que sur des mélanges intraspécifiques. Ces gains sont souvent
ramenés a des effets de complémentarité entre les variétés. Cependant, des effets de sélection
ou la variété la plus productive en culture pure produit le plus en mélange peut avoir lieu. On a
trouvé cet effet de sélection dans notre troisiéme chapitre ou méme si les mélanges sont
productifs que la moyenne des cultures pures, les rendements obtenus sont inférieurs aux

rendements en pures des variétés performantes (CD et F180).

A part les effets de sélection et de complémentarite, les interactions plantes-plantes (IPP) sont
souvent appreciées a 1’aide des caractéristiques phénotypiques et génotypiques des variétés
composants les mélanges variétaux. Nos résultats du premier chapitre ont révélé un manque de
capacité prédictive des distances phénotypiques et génétiques. Or que Mahaut et al. (2023) ont
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mis en lumiere I’importance de I’étude de la diversité des caractéristiques des variétés étudiés.
Nous n'avons pas trouvé de corrélation significative entre les distances sur les traits
phenotypiques (basées sur des traits phénologiques, des traits aériens ou des traits racinaires)
ou les distances génétiques et la production en rendement ou l'incidence de la maladie. Des
caractéristiques de croissance et de développement varient entre les groupes fonctionnels, mais
n'ont pas montré de corrélation directe avec les rendements. Cela indique que d'autres
mécanismes complexes, probablement liés a la diversité génétique et aux interactions IPP,
pourraient étre en jeu. Ainsi, pour répondre a la question "A quel niveau de diversité avons-
nous de la complémentarité ou de la compétition ?", nos résultats suggerent que la diversité
génétique des variétés peut influencer les mécanismes d'interaction au sein des mélanges
variétaux tel qu’observé par Mahaut et al. en 2023. La complémentarité peut étre favorisée
lorsque les variétés présentent des différences significatives dans leurs caractéristiques
phénotypiques ou génétiques, réduisant ainsi la compétition pour les ressources. En revanche,
la compétition peut devenir plus prédominante lorsque les variétés au sein d'un mélange sont

plus similaires et en concurrence directe pour les mémes ressources.

4.1.2. Les mécanismes de défense et interactions complexes derriére la résistance aux
maladies

Dans le premier chapitre de notre étude, nous avons observé une infection moyenne du
Pyricularia oryzea légerement plus faible dans les mélanges (moyenne = 1,87) que dans les
cultures pures. En d'autres termes, le nombre de plantes attaquées par Pyricularia oryzea est
inférieur de 6,5% dans les mélanges par rapport aux monocultures. Dans le deuxieme chapitre,
nous avons observé une réduction globale des infections du Pyricularia oryzae sur les feuilles
et les panicules dans les mélanges par rapport aux cultures pures. En moyenne, les mélanges
ont montré une diminution de 10% de l'incidence de la maladie sur les feuilles et de 39% de la
sévérité de la maladie sur les feuilles par rapport aux cultures pures. Dans le premier chapitre,
nos analyses ont permis de distinguer trois groupes fonctionnels de variétés, parmi lesquels
PRIMAVERA se démarque en tant que variété exceptionnellement résistante a la pyriculariose.
Les mélanges comportant la variété PRIMAVERA ont montré une résistance accrue a la
maladie, suggérant un potentiel d'utilisation de cette variété pour renforcer la résilience des
cultures. Les assemblages qui integrent PRIMAVERA se sont avéreés plus résistants, établissant

ainsi un lien clair entre la diversité phénotypique des variétés et la résistance aux pathogénes.
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Le deuxieme chapitre a révelé des resultats intéressants sur I'effet des mélanges variétaux sur
I'infection par Pyricularia oryzea. La ou la variéte la plus sensible, DOURADO PRECOCE, a
été présente en monoculture, nous avons observé une incidence et une gravité de la maladie
plus élevées par rapport aux mélanges. Les aspects maladies ont été écartés dans le troisieme
chapitre a cause des choix des variétés qui sont tolérantes ou résistantes a Pyricularia oryzae.

En ce qui concerne les mécanismes de résistance, nos résultats suggérent que la résistance a la
Pyricularia oryzea pourrait étre influencée par des méecanismes épidémiologiques et des effets
de barriére ou de dilution. En particulier, les mélanges contenant la variété la plus résistante,
PRIMAVERA, se sont aveérés les plus efficaces contre la Pyricularia oryzae, tandis que les
mélanges contenant la variété la plus sensible, DOURADO PRECOCE, ont montré une
sensibilité plus élevée. Cela suggere un effet de barriére ou de dilution de la résistance lorsque
les variétés résistantes sont présentes dans les mélanges. Cependant, le mécanisme exact
derriere ces différences nécessite une analyse plus approfondie. Pour ce qui est de la
contribution de la diversité phénotypique des variétés, de la pression de maladie et d'autres
facteurs a la résistance des mélanges aux pathogenes, nos résultats montrent que la diversité
phénotypique des variétés peut influencer la résistance aux maladies. En particulier, les
mélanges associant la variété PRIMAVERA, qui se distingue fonctionnellement des autres
variétés, ont montré une plus grande résistance a la Pyricularia oryzae. De plus, la longueur
des feuilles peut jouer un réle dans la résistance, en offrant potentiellement plus de surface pour
la colonisation par le pathogene. Les variétés d’un groupe fonctionnel se sont révélées
particulierement sensibles a la pyriculariose. Ces variétés présentaient des cycles de croissance
plus longs et des feuilles plus grandes. Les mécanismes montrent comment la diversité
phénotypique des variétés peut renforcer la résistance aux maladies dans les mélanges
variétaux, bien que des études supplémentaires soient nécessaires pour les comprendre en détail.
Dans I'ensemble, nos résultats montrent que les mélanges variétaux peuvent contribuer a la
résistance aux maladies et aux pathogenes, mais que ces mécanismes sont complexes et
dépendants du contexte. Cette compréhension des mécanismes de résistance nous aidera a
développer des stratégies plus durables pour la gestion des maladies dans les cultures de riz

pluvial.
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4.1.3. Les compromis croissance-défense dans les plantes voisines

Le compromis ou trade-off entre croissance et défense chez le riz fait référence a I'équilibre
entre 1’allocation de ressources dans la croissance et dans les mécanismes de défense contre des
stress tels que les ravageurs et les maladies. Les recherches ont montré que les génotypes de riz
a croissance rapide ont une expression plus faible des genes impliqués dans I'immunite,
indiquant un compromis entre la croissance et la défense au niveau moléculaire. Les génotypes
de riz a croissance lente et a floraison tardive montrent une plus grande expression des géenes
de défense par rapport aux génotypes a croissance rapide et a floraison précoce (De Tombeur
et al., 2023). Le compromis entre croissance et defense chez le riz peut affecter le rendement
du riz. Cependant, la relation entre le compromis croissance-défense et le rendement du riz est
complexe et influencée par divers facteurs tels que les interactions phytohormonales ou a des
processus biochimiques tel que le catabolisme de I'acide gibbérellique (Frungillo, 2023). Des
recherches supplémentaires sont nécessaires pour comprendre pleinement I'impact du
compromis croissance-défense sur le rendement du riz.

L’intégration des découvertes de Detombeur et al. (2023) avec nos observations des différences
phénotypiques et génétiques parmi les variétés de riz pluvial, permettent une compréhension
plus compléte des dynamiques complexes qui faconnent la performance et la résistance aux
maladies des mélanges variétaux dans les conditions de terrain. Cette approche
multidimensionnelle, englobant les théories écologiques, les analyses phénotypiques et
génétiques, ainsi que les perspectives moléculaires, permet également une exploration plus
approfondie des mécanismes sous-jacents a la productivité et a la résilience des mélanges
variétaux dans les contextes agricoles.

Pour relever les défis posés par le compromis entre croissance et défense chez le riz, plusieurs
stratégies potentielles se révelent nécessaires pour atténuer ses effets négatifs sur le rendement.
Tout d'abord, la démarche de sélection de variétés qui ont des traits équilibrés est prometteuse.
Il s’agit de sélectionner des génotypes de riz qui présentent un équilibre optimal entre les traits
de croissance et de défense. Ceci va engendrer une expression idéale des génes impliqués dans
les deux aspects et le compromis peut étre gérée efficacement (De Tombeur et al., 2023). Ces
génotypes devraient idéalement croitre efficacement tout en maintenant une immunité robuste
contre les stress. Deuxiémement, a la suite de la premiere, I'application de techniques de génie
génetique offre une voie pour affiner I'expression des genes clés impliqués dans le compromis
croissance-défense. Cette stratégie vise a développer des variétés de riz qui ne sont pas
seulement résistantes a divers stress, mais aussi capables de maintenir des rendements élevés,
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contournant ainsi les limitations imposées par le compromis (De Tombeur et al., 2023).
Troisiemement, I'optimisation des pratiques culturales peuvent influencer I'équilibre
croissance-défense telle que la mise en ceuvre d’une fertilisation équilibrée, la gestion intégrée
des nuisibles et une irrigation appropriée (Wang, 2023). Ces pratiques, favorisent tout d’abord
une culture saine et résistante au stress, pouvant ensuite contribuer a de meilleurs rendements
malgré le compromis inhérent. Enfin, I'application de silicium est apparue comme une stratégie
intrigante. Le silicium est suggéré pour renforcer les mécanismes de défense du riz sans entraver
la croissance, offrant ainsi un moyen potentiel pour contrer les effets réeducteurs de rendement
du compromis croissance-defense (De Tombeur et al., 2023). En combinant des interventions
génétiques, agronomiques et technologiques, il est possible d'atteindre un équilibre qui assure
a la fois un rendement élevé et une résilience face aux stress, sécurisant ainsi la productivité et
la durabilité de la culture du riz

4.2. Les facteurs et aspects techniques identifiés qui ont contribué aux
efficacités des mélanges

Les facteurs qui influent sur les interactions plantes-plantes (IPP) dans les mélanges variétaux
de riz pluvial comprennent divers éléments. Premiérement, il est essentiel de considérer les
conditions du milieu dans lesquelles les mélanges sont cultives. Dans notre deuxieme chapitre,
des variations entre les sites ont été constatés, avec un gain de biomasse deux fois plus élevé a
ANK par rapport & IVO. Ces différences entre les sites soulignent I'importance de considérer
les caractéristiques spécifiques de chaque emplacement lors de la mise en ccuvre des mélanges
variétaux. Les mélanges ont ainsi démontré une certaine capacité a réduire I'incidence de cette
maladie. Un point essentiel a souligner est la différence d'efficacité des mélanges variétaux
entre les sites ANK et IVO. A I'IVO, les mélanges variétaux ont réussi a réduire de maniére
significative I'infection par Pyricularia oryzea, tandis qu'a I'ANK, cet effet n'a pas été observé
de maniére aussi marquée. Cette disparité souligne I'importance de considérer les variations
environnementales locales et de concevoir des mélanges variétaux adaptés a des conditions
spécifiques. Nos résultats ont aussi montré que des conditions environnementales telles que la
fertilité du sol peut avoir un impact significatif sur les performances des mélanges variétaux.
Dans notre étude, les mélanges variétaux ont montré des effets plus prononcés dans des
conditions de faible fertilité du sol, indiquant que I'ajout d'engrais peut influencer la
performance des mélanges. L'apport d'engrais peut compenser le manque de ressources,

réduisant ainsi la compeétition et permettant aux variétés de mieux exploiter les ressources
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disponibles. Il est donc essentiel de prendre en compte les conditions locales du site pour

optimiser les mélanges variétaux.

Un autre facteur a considérer est I'identité des variétés incluses dans les mélanges. Nos résultats
ont montré que certaines variétés de riz pluvial ont été plus compétitives que d'autres, en
particulier lorsque ces variétés sont présentes en plus grande proportion dans les mélanges. Cela
suggere que le choix des variétés incluses dans les mélanges peut influencer de maniere
significative les performances globales. 1l est donc important de sélectionner les variétés de
maniere stratégique pour maximiser l'efficacité des mélanges variétaux. En ce qui concerne les
facteurs techniques, l'arrangement spatial des variétés au sein des mélanges a également un
impact sur les performances. Nos résultats ont montré que des arrangements spatiaux
déséquilibrés (avec des proportions de variétés mélangées différentes) pouvaient conduire a de
meilleurs rendements en grain. Cela suggére que I'équilibre entre les variétés n'est pas
nécessairement un prérequis pour obtenir des effets positifs dans les mélanges variétaux de riz
pluvial. Un arrangement spatial non équilibré peut favoriser la compétition et la
complémentarité des ressources entre les variétés, conduisant a des rendements accrus. Ainsi,
la maniere dont les variétés sont réparties au sein des mélanges peut étre un facteur que I'on
peut contrbler pour optimiser I'efficacité des mélanges variétaux.

Enfin, les facteurs conceptuels liés a la compréhension des mécanismes sous-jacents des IPP
sont essentiels pour optimiser les mélanges variétaux. Il est important de comprendre les
mécanismes de complémentarité et de compétition qui peuvent étre en jeu au sein des mélanges.
Nos résultats indiquent que la nature des interactions plantes-plantes peut varier en fonction de
la diversité des assemblages. Lorsque des variétés résistantes étaient présentes dans les
mélanges, des mécanismes de complémentarité ont été observés, ce qui a conduit a de
meilleures performances en termes de résistance a la maladie et de rendement en grain. En
revanche, lorsque des variétés plus sensibles étaient présentes, la compétition pour les
ressources était prédominante, entrainant des performances inférieures. Il est essentiel de
comprendre ces mécanismes pour concevoir des mélanges variétaux efficaces. De plus, la
plasticité des traits phénotypiques individuels peut influencer la facon dont les variétés
interagissent et utilisent les ressources, ce qui a des implications directes sur les performances
des mélanges variétaux. En résume, pour optimiser I'efficacité des mélanges varietaux de riz
pluvial, il est essentiel de prendre en compte les conditions du milieu, les arrangements spatiaux
des variétés, la gestion de la fertilité du sol et la diversité génétique des variétés. En comprenant
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et en manipulant ces facteurs, les agriculteurs peuvent améliorer la productivité et la résilience
de leurs cultures, contribuant ainsi a une agriculture durable et efficace.

4.3. Stratégies a adopter pour une stabilité et durabilité des mélanges
variétaux

Contrairement a I'opinion généralement établie que les mélanges variétaux procurent une
stabilité¢ de production, nos résultats du troisieme chapitre ont révélé aucune différence
significative dans les rendements en grain entre les différents types d'associations, y compris
les cultures pures de variéetés individuelles et les mélanges de deux, trois ou quatre varietés
différentes. Cette découverte inattendue remet en question la croyance conventionnelle selon
laquelle les mélanges variétaux garantissent intrinsequement des rendements accrus.
Cependant, en disséquant les résultats, nous pouvons noter que la composition de ces mélanges
variétaux joue un role important dans la détermination de leur productivité. Notre recherche
souligne I'importance de la composition variétale au sein des mélanges. La sélection minutieuse
et les combinaisons stratégiques de variétés au sein de ces mélanges se sont révélées
primordiales. Les performances exceptionnelles des cultures pures de Chomrrhong Dhan (CD)
et de Fofifa 180 (F180) méritent une attention particuliére, car elles affichaient les niveaux de
productivité les plus élevés de notre étude. Ces résultats s'alignent sur les observations de
Pandey (1978) dans le contexte des mélanges variétaux de blé, soulignant I'importance de
combinaisons variétales spécifiques pour atteindre des rendements optimaux. Les interactions
nuancées au sein de ces mélanges illustrent la nature complexe de la biodiversité agricole,
soulignant la nécessité de stratégies sur mesure et spécifiques au contexte pour maximiser les

rendements agricoles a Madagascar (Kier et al., 2012; Snyder et al., 2020).

En plus de remettre en question les paradigmes établis, nos résultats mettent en évidence le role
essentiel du contexte et des facteurs environnementaux dans la formation des résultats des
mélanges variétaux. Cette variabilité des résultats reflete les observations de Kigr (2012) dans
I'étude des meélanges de variétes d'orge de printemps, soulignant les dépendances contextuelles
inhérentes aux pratiques agricoles. Ces résultats ont des implications profondes pour les futures
recherches, soulignant la nécessité de prendre en compte les facteurs environnementaux et
régionaux spécifiques lors de I'élaboration de stratégies agricoles. Notre étude, inscrite dans le
contexte plus large de la biodiversité agricole, remet non seulement en question les idées

existantes, mais ouvre également de nouvelles perspectives pour comprendre l'interaction
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complexe des variables influencant la productiviteé agricole (Montazeaud, Violle, et al., 2020 ;
Snyder et al., 2020). Alors que nous explorons davantage ces complexités, notre compréhension
des mélanges variétaux continue d'évoluer, ouvrant la voie a des pratiques agricoles plus

nuancées et efficaces a l'avenir.

Les melanges variétaux de riz pluvial, comme notre étude I'a révélé, dépendent fortement de la
composition variétale et des conditions environnementales. Le fait que nous n‘ayons pas
observé de différences significatives dans les rendements entre les mélanges variétaux et les
cultures pures de variétés individuelles souligne que les mélanges varient en fonction des
facteurs précis de composition variétale et du contexte de culture. Cela signifie que la stabilité
et la fiabilité des mélanges varient en fonction de ces éléments. Lorsqu'ils sont bien congus,
avec des combinaisons de variétés appropriées pour le contexte spécifique de culture, les
mélanges peuvent étre stables et fiables, contribuant a des rendements constants et a une
meilleure résilience agricole. Cependant, une composition variétale inadaptée ou des conditions

environnementales défavorables peuvent compromettre leur efficacité.

4.4. Regles d'assemblage qui mettent en avant les interactions entre plantes ?

Dans le contexte des mélanges variétaux de riz pluvial, les régles d'assemblage doivent étre
structurées comme des « memento » pour selectionner et agencer les variétés au sein des
mélanges, visant a maximiser a la fois la production de grains et la résistance aux maladies,
deux fonctions essentielles dans les systemes de culture du riz. Nos travaux ont soulevé

plusieurs questions fondamentales sur la définition de ces régles d'assemblage.

L'utilisation de la distance phénotypique et génétique pour définir des regles d'assemblage est
une approche classique mais complexe, car les traits spécifiques impliqués dans la
complémentarité de l'utilisation des ressources restent largement inconnus, en particulier au
niveau intraspécifique. Cela rend la sélection des variétés basée sur des connaissances a priori
difficile, car il est difficile de déterminer quels traits sont les plus pertinents pour favoriser la
complémentarité. La méthode de regroupement a posteriori offre une alternative prometteuse
en regroupant les variétés en fonction de leur capacité a se démarquer que d'autres variétés.
Cette méthode permet d'optimiser les performances des mélanges variétaux sans avoir besoin

de connaitre a priori les traits specifiques impliqués. Cette approche peut aider a personnaliser
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les mélanges variétaux en fonction des priorités des agriculteurs, que ce soit pour augmenter

les rendements ou réduire les risques de maladie.

Il est a noter que les regles d'assemblage sont d'une importance fondamentale, non seulement
pour l'agriculture mais aussi pour la recherche écologique en général. Elles fournissent des
instructions structurées pour atteindre des fonctions spécifiques, préserver la biodiversité et
améliorer la résilience et la stabilité des écosystemes. Cependant, les défis résident dans la
complexité de l'interaction entre les regles issues de différentes théories écologiques et leur
validation empirique, qui est souvent contextuelle. Nous avons proposé des modeles qui ont
chacun leur finalité (production ou résistance a la maladie). Nous avons aussi reussi a conclure
qu’une faible fertilité est plus efficace pour les mélanges et que sans pressions biotiques, les
effets ne sont pas marqueés. Et finalement, le choix des variétés peut influencer beaucoup sur
les résultats obtenus. Ceci dit, nous n’avons pas pu générer des régles d’assemblages
multifonctionnels généraux mais des réponses a des questions spécifiques selon des contextes

spécifiques.

Pour la recherche future, il serait pertinent de poursuivre les investigations sur la création de
regles d'assemblage pour les mélanges variétaux de riz pluvial. Des expérimentations a plus
grande échelle, testant différentes combinaisons de variétés et évaluant leurs performances dans
diverses conditions environnementales, pourraient offrir des apercus plus approfondis. Il est
également essentiel de déterminer si les mémes assemblages de variétés peuvent simultanément
maximiser a la fois la production de grains et la résistance aux maladies, un défi majeur dans
de nombreux systemes de culture dans le monde. En fin de compte, la définition de régles
d'assemblage pour les mélanges variétaux dans l'agriculture est une question complexe qui
nécessite une exploration continue et des avancées méthodologiques pour créer des mélanges
variétaux plus performants et durables. Ces mélanges variétaux personnalisés peuvent jouer un
réle essentiel dans I'amélioration de la durabilité et de la résilience des systémes de culture du

riz pluvial, tout en répondant aux besoins spécifiques des agriculteurs.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

A travers cette thése, nous avons exploré I'impact des associations des variétés sur la production
agricole. Nous avons aussi exploré les impacts des maladies sur les mélanges variétaux, les
mécanismes par lesquels les mélanges variétaux conférent une résistance aux stress biotiques,
la stabilité et la durabilité des melanges variétaux, ainsi que les regles d'assemblage et les
mécanismes d'interaction qui contribuent a leur performance. Les principales conclusions de
cette étude peuvent étre resumées comme suit. Selon les modalités de mélange et les variétés
associées, les mélanges variétaux sont bénéfiques en rendement en grain et parfois en
rendement en biomasse. Les maladies et les agents pathogénes ont un impact significatif sur la
production de riz, mais les mélanges variétaux offrent une solution potentielle pour renforcer
la résistance. La présence de variétés résistantes dans les mélanges peut réduire la gravité des
maladies et limiter la propagation des pathogenes grace a l'effet de dilution. Les mélanges
variétaux conferent une résistance aux stress biotiques par des mécanismes tels que l'effet
barriere, ou la présence de variétés résistantes agit comme une barriere physique ou
biochimique, et I'effet de facilitation, ou certaines variétés renforcent les mécanismes de
défense des variétés voisines. Les mélanges variétaux peuvent assurer une stabilité et une
durabilité, maintenant des performances cohérentes et une resilience méme face aux
changements des conditions environnementales. La diversité au sein des mélanges garantit
gu'au moins certains génotypes sont mieux adaptés a des conditions spécifiques, entrainant une
performance globalement stable, voire améliorée. Les regles d'assemblage pour la conception
de mélanges variétaux performants incluent la sélection de génotypes aux traits
complémentaires et I'évitement d'une similitude excessive. Les interactions positives, telles que
la facilitation et le partage des ressources, améliorent la productivité et la résilience du mélange,

tandis que la diversité des traits favorise I'adaptabilité et I'efficacité d'utilisation des ressources.

La contribution de cette these réside dans la résolution des questions non résolues dans la
littérature concernant l'utilisation des mélanges variétaux dans la production de riz. Elle a fourni
une compréhension complete de I'impact des maladies et des agents pathogénes sur les
mélanges variétaux, élucidé les mécanismes par lesquels les mélanges conférent une résistance
aux stress biotiques, et exploré la stabilité et la durabilité des mélanges au fil du temps. De plus,
cette étude a contribué aux connaissances sur les régles d'assemblage et les mécanismes

d'interaction au sein des mélanges variétaux, offrant ainsi des perspectives pour optimiser leur

127



Conclusion générale
performance. Les résultats de cette recherche ont des implications significatives pour la
production durable de riz. Les mélanges variétaux peuvent servir de stratégie efficace pour la
gestion des maladies, réduisant la dépendance aux intrants chimiques et favorisant une
agriculture durable. La stabilité, la durabilité et la résilience des mélanges les rendent précieux
pour atténuer les impacts du changement climatique et des fluctuations environnementales. De
plus, les régles d'assemblage et les mécanismes d'interaction identifiés ici peuvent guider la
conception et la mise en ceuvre de mélanges variétaux dans différents contextes, améliorant leur

performance et leur durabilité.

Les futures directions de recherche devraient se concentrer sur I'investigation approfondie de la
base génétique de la résistance et des mécanismes sous-jacents d'interaction au sein des
mélanges variétaux. Comprendre les génes et traits spécifiques impliqués dans I’attribution de
la résistance faciliterait la sélection assistée par marqueurs et le développement de variétés
améliorées. Explorer des mécanismes interactifs supplémentaires et étudier la dynamique a long
terme des mélanges variétaux dans des environnements divers fournirait des informations
précieuses sur leur adaptabilité et leur performance. En dernier lieu, cette thése met en lumiere
le potentiel des mélanges variétaux dans la production durable de riz. En abordant les questions
non résolues dans la littérature et en offrant des perspectives sur leur impact, leurs mécanismes,
leur stabilité et leurs régles d'assemblage, cette étude contribue a la base des connaissances et
ouvre des perspectives pour des recherches futures et des applications pratiques dans les

systémes agricoles.
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Annexe 1 : Résultats des enquétes sur les mélanges variétaux a

Madagascar
(effectués en juillet 2021 par Koloina Rahajaharilaza)

Objectifs :

= Savoir I’existence possible d’adoption de mélanges variétaux a Madagascar,

appréciation des avantages ou inconvénients

=>» Recueillir les avis des gens sur la possibilit¢ d’application des mélanges variétaux a

Madagascar

Listes des personnes interviewées :

1)

2)
3)

4)
5)
6)
7)
8)

9)

Randrianasolo Ida, responsable de 1’organisation paysanne CEFFEL (Conseil
Expérimentation Formation en Fruits et Légumes)

Rasamimanana Andry, ingénieur responsable des centres d’expérimentations CEFFEL
Ramanantsoanirina Alain, Chef de Centre Régional de Recherche du Moyen Ouest
(FOFIFA Antsirabe)

Ravoliarimanana Lantoniaina, responsable de la fédération des organisations paysannes
de la région Vakinankaratra VFTV (vulgarisation et animation rurale)

Ranoasy Parany, directeur du groupe FIFATA regroupant des associations pour le
progres des paysans (Ceffel, Fekama, Cap Malagasy, Sif et Cecam)

Andrianimpanana Daniel, coordinateur technique national Agrisud international a
Madagascar

Rakotoarivelo Jean Chrysostome, professeur a I’ESSA université d’Antananarivo
spécialisé dans le développement de 1’agriculture rural

Moussa Narcisse, consultant et agronome vulgarisateur du GSDM (Groupement Semis
Direct de Madagascar)

Raharinivo Viviane, Responsable Laboratoire des semences et ressources
phytogénétiques FOFIFA

10) Quelques agriculteurs des régions Vakinankaratra, Analamanga et Amoron’i Mania

A) Questions sur le riz

1. Mode de culture de riz en général, existence d’adoption de plusieurs variétés en mélanges ou

pas, les raisons...

=> |l n’y a pas de producteur qui fait des mélanges de variétés dans un méme champ et

en méme temps pour le riz. Par contre, des mélanges existent dans un méme champ
dd aux mélanges non volontaires dans les semences.
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2. Adoption de plusieurs variétés de riz sur différentes régions, les raisons
=> Rizirrigué : X265 est le record cultivée partout & Madagascar (variété traditionnelle
résistante), X2799 cultivée au Sud-ouest pour son rendement,
=>» Riz pluvial : Chhomrhong Dhan (Hauts plateaux), Nerica (Moyen Ouest), B22
(Vakinankaratra et Amoron’i Mania)
3. Associations de riz (pluvial) avec d’autres cultures
=> Le riz irrigué n’est jamais mélangé avec d’autre cultures puisque les plantes sont
immergées dans ’eau durant la totalité du cycle d’ou ’impossibilité de cultiver
d’autres cultures et ce n’est pas du tout dans la culture malgache. En période séche,
des cultures de contre saison peuvent étre cultivés dans les riziéres (oignon, pomme
de terre, cultures maraichéres, tomate,)

=>» Association riz pluvial-mais :

- Localisation : dans 12 régions de Madagascar : Vakinanakratra, Amoron’i Mania, Haute
matsiatra, Ihorombe, Vatovavy Fitovinany, Itasy, Alaotra mangoro, Sofia, Menabe,
Analamanga, Bongolava).

- Cette association se fait soit en culture intercalaire soit deux ou trois rangés de mais tous
les 3 m entre riz (la distance varie de 2 m a 10 m et méme plus).

- Objectif : pour brise-vent et aussi les producteurs trouvent que les cultures de riz en
intercalaire se comportent mieux par rapport culture seule.

- Avantage : production diversifiée, protection de culture (surtout contre vent), les
cultures se comportent mieux

- Inconvénients : possible seulement que pour une surface limitée

- Association riz pluvial-manioc :

- Localisation : au nord de Madagascar, régions Diana et Sava

- Les maniocs se trouvent aux alentours des parcelles et auprés des allées comme des
bordures extra et intra parcellaires.

- Obijectifs : avoir des cultures diversifiés et pour valoriser 1’espace

- Avantage : augmenter la rentrée d’argent par parcelle et certains parlent d’une
amélioration de la structure du sol par le manioc

- Inconvénient : le temps de récolte est un peu éloigné
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B) Questions sur d’autres cultures (mais, arachide, légumineuses, pomme de terre,
oignon, tomate, autres cultures maraicheéres ...)
4. Existence d’associations de différentes variétés d’'une méme culture ou espece sur un champ
donné

- Comme le cas de riz, des melanges existent dans un méme champ dd aux mélanges non

volontaires dans les semences. Ce cas est tres fréquent pour les cultures maraicheres. Mais

de maniére volontaire, les paysans évitent plutdt les mélanges de différentes variétés pour

avoir des bons récoltes (propres) qui auront des valeurs élevés dans le marché surtout pour
le cas des pommes de terre.

5. Adoption de différentes variétés d’'une méme culture dans différentes parcelles
—->Pomme de terre : Variétés fifamanor : maneva, meva, diamondra, et des variétés locales :
bandy akama surtout. Les variétés sont cultivées durant une méme peériode sur différentes
parcelles surtout en saison de pluie.

- Dans 7 régions de Madagascar (Vakinanakratra, Amoron’i Mania, Haute matsiatra,
Ihorombe, Itasy, Alaotra mangoro, Analamanga)

- Raisons d’adoption : variété fifamanor pour vente (responsable les hommes) et bandy
akama pour consommation (surtout ce sont les femmes qui sont responsable) si culture
en méme période

—Haricot : Haricot blanc (consommation et vente) et haricot rouge pour consommation.
Dans 12 régions de Madagascar

-0ignon : Jaune et rouge (spécifiques a Betafo), variété nommée « F1 », variétés Galmi
(spécifiques @ Mampikony région Sofia). Cultivés en contre saison ou en saison de pluie.
—2Diverses variétés sont aussi utilisées pour les autres cultures tels que : le carotte, la tomate,
le chou et la laitue. Les diverses variétés sont cultivées en méme temps pour avoir divers
produits pour la vente et avoir certaine variétés qui tolerent aux froids lorsqu’elles sont
cultivées en contre saison (hors saison de pluie)

6. Les associations de cultures de ces différents types de cultures

= Mais-légumineuse (soja, haricot ou autres). Les paysans ont mentionné que les
parcelles sont plus productives lorsqu’ils adoptent ces associations de cultures. Ceci est
presque adopté partout a Madagascar

=>» Mais-culture maraichers (carotte, oignon, tomate et pomme de terre). Appliquées
surtout aux Hautes Terres (Vakinankaratra, Itasy, Amoron’i Mania, Haute Matsiatara,
Ihorombe, Alaotra). Elles sont pratiquées pour avoir plus de revenu et plus de
productivité dans les parcelles.

= Légume feuilles (salade, chou, bréedes) avec des liliacées (oignons, ails, poireau).
Adoptées surtout pour la réduction des pressions des insectes sur les légumes feuilles
puisque les liliacées sont des plantes répulsives. (4 régions : Vakinankaratra, Amoron’i
Mania, Haute Matsiatra et Itasy)
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= Légumes (carottes, chou, etc) avec des légumineuses (haricot). Pour augmenter la
production et surtout pour avec plus de diversité dans la parcelle et pour la
consommation.

C) Motivation & appliquer les mélanges variétaux
Apres une bréve explication des possibilités d’application des mélanges variétaux, les bienfaits
pouvant étre recueillis sont proposés selon les résultats bibliographiques. Les avis et
motivations des enquétés ont été recueillis.

7. Possibilité de faire des mélanges variétaux de riz (ou d’autres cultures) a Madagascar ? (avant/
apres sensibilisation sur les intéréts potentiels des mélanges variétaux)
- Ce serait possible surtout pour les exploitations qui ont des petites surfaces et dont la
majorité de leur production est destinée a I’autoconsommation.
- Problémes/contraintes = période de récolte et traitement post récolte

8. Seriez-vous prét a faire/promouvoir cette pratique ? Oui ou non pourquoi ?
- A unanimité les enquétés ont répondu par OUI sous réserve de bien résoudre les
contraintes engagees par cette pratiqgue notamment récolte et traitement post récolte ;

9. Mes modalités préféré ou a mettre en avance
- 50% ont choisi des mélanges par lignes pour faciliter les autres pratiques
- 30% par des petits carrés a Uintérieur des parcelles pour faciliter les récoltes
- 20% pas d’idées

10. Que faire pour accompagner, favoriser, promouvoir ce type de pratique ?

- Une fois la technique mis au point tout en prenant compte les différentes étapes dans
la chaine de valeur, la meilleure méthode pour favoriser et promouvoir une pratique
c’est I’échange entre paysan-paysan : choisir un paysan relais/modeéle/... démontrer
au niveau de ce paysan la pratique avec plusieurs échanges avec leurs
paires...évaluer la pratique avec eux pour qu’elle se diffuse de facon tache d’huile.
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Annexe 2 : Confrontation des résultats au champ avec des tests au

laboratoire

Les résultats sur les maladies pyriculariose (Pyricularia oryzea) durant la premiere expérimentation
(Chapitre 1) ont suscité des questions sur des possibilités d’existences d’interaction entre les plantes
NMS (Neighbour Modulation Susceptibility) entre certaines variétés. Nous avons ainsi sélectionné
des variétés candidates (Primavera, Irat 380, Early Mutatn IAC 365 et Dourado Précoce). Ces
questions sont issues apres 1’obseravation de I’'TPMAP sur les sensibilités des variétés selon sa variété
voisine

DISEASE INCIDENCE PERCENTAGE DISEASE SEVERITY AREA
9 9
8 8
7 ** 7 * %
Ratic incidence Ratio incidence
- 6 — 6 5
w 10
5 5
. 08 25
4 4 —
3 ] IRAT (3 *
2 EARLY (2

1 PRIM \4
OO0 * i~ * * © QOO KEFNOREEN ©
Neighbor

Neighbor

V1= PRIMAVERA, V2= EARLY MUTANT, V3= |IRAT 380 et V10: DOURADO PRECOCE

Nous avons compareé les résultats obtenus sur terrains avec des résultats issus des essais sous serre
sous inoculation du pathogéne Pyricularia oryzea.

» Sensibilité basale des 4 variétés en pure au champ

field trial
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|
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- Primavera est la variété la plus résistante, elle est non significative avec les voisins sur
I’incidence ainsi que sur la sévérité

- Early Mutant IAC 165 a une sensibilité moyenne, elle est aussi non significative avec
les voisins sur I’incidence ainsi que sur la sévérité
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- IRAT 380 a une sensibilité moyenne. Elle est significative avec Primavera en incidence

ainsi qu’avec Dourado Précoce en sévérité

- Dourado Précoce est tres sensible au champ mais 1’est moins en mélange. Elle présente
’effet attendue de 1’effet de dilution.

> Sensibilité basale des variétés IRAT 380 et Dourado précoce avec les voisins au champ
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> Sensibilité basale des 4 variétés en pure sous serre (au labo)
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Les résultats ne sont pas les mémes. Plusieurs explications possibles : conditions,

diversité des souches au champ, et surtout on n’arrivait pas a multiplier la souche de

Pyricularia oryzea identique a celle a Madagascar.
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Sensibilité basale des 4 variétés en fonction des voisins sous serre (au labo)
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=> Un effet NMS n’est sans doute pas causal de ce qui est observé au champ
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Annexe 3 : Article scientifique issu des expérimentations au CEFE

Deux articles scientifiques ont été publiés dans le cadre des activités entreprises pendant la these durant les
séjours a Montpellier. Il s’agit des essais sous conditions semi-contrélés avec des mélanges binaires de 49
variétés et des essais ou on a caractérisé ces variétés en monocultures afin d’expliquer les différences de
traits en melange. Le premier article est publié dans Functional Ecology, visible dans leur site:
https://besjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/1365-2435.14397 et le second dans Journal of

Experimental Botany, visible dans le site : https://academic.oup.com/jxb/article/74/10/3094/7058230 . Les

pages suivantes illustrent les premieres pages de ces articles.
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Abstract

Plant ecologists and molecular biologists have long considered the hypothesis of a trade-off between plant growth
and defence separately. In particular, how genes thought to control the growth—-defence trade-off at the molecular
level relate to trait-based frameworks in functional ecology, such as the slow—fast plant economics spectrum, is un-
known. We grew 49 phenotypically diverse rice genotypes in pots under optimal conditions and measured growth-
related functional traits and the constitutive expression of 11 genes involved in plant defence. We also quantified the
concentration of silicon (Si) in leaves to estimate silica-based defences. Rice genotypes were aligned along a slow—
fast continuum, with slow-growing, late-flowering genotypes versus fast-growing, early-flowering genotypes. Leaf dry
matter content and leaf Si concentrations were not aligned with this axis and negatively correlated with each other.
Live-fast genotypes exhibited greater expression of OsNPR1, a regulator of the salicylic acid pathway that promotes
plant defence while suppressing plant growth. These genotypes also exhibited greater expression of SPL7 and GH3.2,
which are also involved in both stress resistance and growth. Our results do not support the hypothesis of a growth—
defence trade-off when leaf Si and leaf dry matter content are considered, but they do when hormonal pathway genes
are considered. We demonstrate the benefits of combining ecological and molecular approaches to elucidate the
growth—defence trade-off, opening new avenues for plant breeding and crop science.

Keywords: Defence gene, growth—defence trade-off, intraspecific variation, plant defence, plant economics spectrum, plant
functional trait, plant immunity, rice (Oryza sativa), silica, silicon.
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ABSTRACT

In this thesis, we explored rice cultivation intricacies, with a particular focus on the unique
challenges faced by farmers in Madagascar. Divided into three interconnected parts, the study
aims to elucidate the ecological and agronomic dynamics that underscore the multifaceted role
of rice in the context of human livelihoods and food security. The first part of the thesis is
grounded in ecological theory, which posits that increasing genetic diversity has the potential
to promote multiple agronomic performances simultaneously. This becomes particularly
relevant in traditional low-input farming systems, where the impact of climate change on yields
is exacerbated by increased pest and pathogen pressures. The specific objective here is to
investigate the potential of varietal mixtures cultivating different genotypes within a field to
enhance multiple agronomic outcomes. This includes a critical examination of the composition
of the most promising mixtures, recognizing the challenges in identifying optimal
combinations. Building upon this theoretical foundation, the second part of the thesis unfolds
through on-farm experiments conducted in Madagascar. The focus is on assessing the potential
of genotype mixtures of tropical upland rice to concurrently improve crop yield and resistance
to pathogens. Ten varieties, grown both as pure stands and pairwise combinations, are subjected
to traditional low input growing conditions. The results reveal an average gain of 14% in grain
yield and 4% in biomass yield for varietal mixtures compared to pure stands. Furthermore, the
incidence and severity of blast disease are significantly reduced in genotypic mixtures,
affirming their potential to promote either agronomic yield or pathogen resistance. However,
the study also underscores the complexity of identifying specific combinations that can
simultaneously enhance both outcomes, challenging conventional wisdom in the search for
assembly rules of crop mixtures. The third part broadens the scope to rainfed upland rice
farming in the Vakinankaratra region of Madagascar, where the crop holds pivotal importance.
Here, varietal mixtures are proposed as a solution to challenges such as poor soil fertility and
susceptibility to diseases like pyricularia. The study aims to evaluate the ecological and
agronomic benefits of varietal mixtures, considering two approaches: the intentional selection
of diverse traits and the combination of varieties with similar traits. A three-year trial with four
upland rice varieties elucidates the dynamics of varietal interactions, revealing nuanced
outcomes and emphasizing the need for context-specific approaches to optimize yield. The
thesis provides a holistic understanding of the intricate interplay between ecological principles,
agronomic practices, and the socio-economic context in the realm of rice cultivation. The
findings underscore the potential of varietal mixtures to enhance both agronomic performance
and disease resistance, offering valuable insights for sustainable rice cultivation practices in the
face of evolving environmental and socio-economic conditions.

Keywords: varietal mixtures, agronomic performance, ecological dynamics, upland rice,
Pyricularia oryzae, sustainable agriculture, climate change.



RESUME

Cette thése se focalise sur 1’étude des cultures de riz pluvial a Madagascar. L’objectif général est de
caractériser et expliquer autant que possible I’intérét des mélanges variétaux pour améliorer les
performances agronomiques globales et les comportements en relation aux contraintes biotiques, cas
du riz pluvial. La question principale est : Comment évaluer et expliquer les performances des
mélanges variétaux de riz pluvial en conditions réelles ? Dans cette recherche, notre étude se concentre
sur le paysage complexe de la culture du riz, mettant I'accent sur le contexte agricole exigeant de
Madagascar. L'étude se déroule en trois parties interconnectées, chacune contribuant a une
compréhension holistique des dynamiques écologiques et agronomiques inhérentes a la riziculture. La
premiere partie s'appuie sur la théorie écologique, avangant que l'augmentation de la diversité génétique
au sein des cultures de riz a le potentiel d'améliorer simultanément diverses performances
agronomiques. Cette perspective revét une importance particuliere dans les systemes agricoles
traditionnels a faible apport, ou le changement climatique menace les rendements a la fois par des
impacts directs et des pressions accrues de ravageurs et de pathogenes. L'objectif est d'évaluer la
viabilité des mélanges variétaux, c'est-a-dire la combinaison de différents génotypes dans un champ,
pour réaliser ces avantages multiples. L'identification des mélanges optimaux représente un défi
décisif, marquant I'objectif fondamental de cette premiére partie. La deuxiéeme partie transpose la
théorie en pratique a travers une expérience sur le terrain réalisee dans les conditions difficiles de
Madagascar. Quatre variétés de riz, cultivées en tant que cultures pures et en toutes les combinaisons
deux a deux, sont soumises a des conditions de culture traditionnelles a faible apport. L'accent est mis
sur I'évaluation du potentiel des mélanges pour améliorer simultanément le rendement des cultures et
la résistance aux pathogeénes, en particulier a la maladie pyriculariose causée par le pathogéne
Pyricularia oryzae. L'étude utilise des approches a priori pour identifier les combinaisons variétales
les plus efficaces. Les résultats révelent un gain notable de 14% du rendement en grain et une
augmentation de 4% du rendement en biomasse grace aux mélanges variétaux. De plus, I'incidence et
la sévérité de la maladie pyriculariose sont réduites de 21% et 48%, respectivement. Cependant, la
complexité émerge car différentes combinaisons de génotypes excellent dans la promotion soit du
rendement agronomique, soit de la résistance aux pathogénes, remettant en question I'nypothése selon
laguelle un seul mélange peut optimiser les deux résultats. La troisieme et derniere partie élargit la
perspective a la culture du riz pluvial dans la région de Vakinankaratra a Madagascar. La proposition
des mélanges variétaux comme solution aux défis tels que la pauvreté en éléments nutritifs du sol et la
vulnérabilité aux maladies constitue le contexte. Un essai sur trois ans impliquant quatre variétés
rustiques de riz de pluvial a été utilisé pour évaluer diverses combinaisons, de mélanges variétaux.
Bien que le rendement global en grain ne differe pas significativement entre les types d'associations,
I'étude révele des dynamiques nuancées dans le comportement des variétés individuelles au sein des
mélanges. En conclusion, cette thése souligne les avantages écologiques et agronomiques des mélanges
variétaux dans le contexte de la riziculture. Des fondements théoriques a I'expérimentation sur le terrain
et a un essai sur le terrain approfondi, I'étude démontre non seulement les gains potentiels en rendement
et en résistance aux maladies, mais met également en lumiére l'interaction complexe des différentes
variétés de riz au sein des mélanges. Ces conclusions offrent des apergus précieux pour des pratiques
de riziculture durables et résilientes, en particulier face a I'évolution des conditions environnementales
et socio-économiques.

Mots-clés : mélanges variétaux, performances agronomiques, dynamique écologique, riz pluvial,
Pyricularia oryzae, agriculture durable, changement climatique.



